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ANALISE FOTOACUSTICA DA PENETRACAO DO PIROXICAM
GEL NA PELE HUMANA IN VIVO POR SONOFORESE COM
DIFERENTESTEMPOSDE APLICACAO

RESUMO

A técnica fotoacuUstica é baseada na absor¢éo de luz modulada por uma amostra
e na conversdo desta energia luminosa em calor, gerando ondas térmicas que se
propagam pelo meio em que est4 inserida a amostra. Esta técnica pode ser aplicada em
estudos biol6gicos. Recentemente foi mostrado que a penetragcdo de cremes através da
pele humana, pelo uso da sonoforese, pode ser avaliada usando-se técnica fotoacustica.
Foi mostrado que a quantidade de creme gue penetra na pele é maior quando € usada a
sonoforese do que quando é usada a massagem manual. No presente estudo foi avaliada
a penetracdo do antiinflamatorio piroxicam (gel) administrado pela via transdérmica em
diferentes tempos de aplicacdo do US (1 minuto, 2 minuto e 3 minuto). Participaram
deste estudo 4 voluntarios. As medidas foram redlizadas a 17 Hz, utilizando-se uma
l&mpada hal6gena de tungsténio (24V, 250 W) como fonte luminosa e um disco de
aluminio de 65um de espessura para 0 vedamento da célula fotoacustica. Foram obtidos
os sinais fotoacUsticos do antebraco limpo e do antebrago apos aplicagdo do piroxicam
gel por US, e com estes sinais foi estimada a concentracéo do piroxicam que penetrou
na pele. Com o esguema experimental usado, o sinal fotoacustico da pele limpafoi igual
para todos os voluntérios, em todas as situagdes, e sempre foi maior que o sina da pele
mais o piroxicam. Para todos os voluntérios, foi observado que a concentracdo do gel
ndo muda com os diferentes tempos de aplicacdo da sonoforese, implicando que o0 uso
de tempos maiores a 1 min é desnecessario. Também foi observado que a quantidade de
creme que penetra depende da pessoa, 0 gue intrinsecamente implica numa dependéncia
no tipo de pele.

Palavras-chave: pele humana, sonoforese, fotoacustica.



“PHOTOACOUSTIC EVALUATION OF THE PENETRATION OF PIROXICAM
GEL THROUGH IN VIVO SKIN APPLIED WITH PHONOPHORESIS
ABSTRACT

The photoacoustic technique is based on the absorption of modulated radiation
by a sample, and its conversion in pulsed heat that creates thermal wavesthat propagate
through the medium surrounding the sample. This technique can be used in biological
studies. Recently it was shown that the penetration of creams through the human skin,
by the phonophoresis technique, can be evaluated using photoacoustic techniques. In
thisway it was showed that the quantity of cream that penetrates the skin is higher when
phonophoresis is employed than when manual massage is used. In the present study it
was evaluated the penetration of the drug piroxicam (gel) administrated through the skin
in different times of phonophoresis application (1 min, 2 min and 3 min). Four
voluntaries participate of this study. The measurements were done at 17 Hz, using an
halogen lamp of tungsten (24 V, 250W) as light source and an aluminum disk of 65 nmm
of thickness closing the photoacoustic chamber. The photoacoustic signals of the clean
arm and of the same arm after application of piroxicam with phonophoresis were
obtained, and with these signals it was estimated the concentration of the piroxicam that
penetrates the skin. With the experimental setup used, the photoacoustic signal of the
clean skin was the same for all voluntaries, in al situations, and is was aways higher
than that signal of skin plus piroxicam. In al voluntaries, it was observed that the
concentration of the drug does not changed with the different phonophoresis application
times, indicating that the use of times higher than 1 min is not necessary. It was aso
observed that the quantity of drug that penetrates depends of the person, intrinsically
meaning a dependency in the type of skin.

Key words: human skin, phonophoresis, photoacoustic technique.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo topica de medicamentos tem sido utilizada para tratamerto de
diversas patologias. O sucesso e a rapidez do tratamento estdo associados com a
eficiéncia de penetragcdo da droga nas camadas internas da pele. O Ultra-som (US) € um
recurso terapéutico bastante utilizado na Fisioterapia para o tratamento de diversas
condi¢Bes patolégicas, como reducdo de espasmo muscular e tendinoso, dor, entre
outras patologias (KAHN, 2001; BENSON; ELNAY/, 1988).

Para que a terapia ultrasbnica sgja eficaz, s80 necessarios alguns cuidados
importantes no que diz respeito a sua aplicagéo. A eficiéncia de transmissdo de energia
ultrasdnica pelo ar € muito baixa, por isso, antes da aplicacdo do US na pele, é
necessario que segja colocado um meio de acoplamento no local da incidéncia do US
permitindo a transmissdo das ondas do transdutor do aparelho para a pele. E possivel
otimizar ainda mais o tratamento adicionando drogas a esse meio de acoplamento, ou
sga, realizando a Sonoforese, definida por Machet (2002) como “uso do ultra-som para

aumentar a absor¢do percutanea de umadroga’.

Neste tipo de tratamento, uma questdo essencial é saber 0 quanto a sonoforese
favorece a penetracéo ou absorcdo da droga pela pele apds sua aplicacéo.

Para avaliar este topico, pode-se utilizar a Técnica Fotoacustica, que se baseia na
producdo de ondas acusticas ruma camara fechada (cédmara fotoacUstica). O som é
produzido na camara fotoacUstica ap6s algum material absorver radiacdo modulada. A
intensidade do som depende das propriedades térmicas do materia absorvedor de
radiacdo e das propriedades térmicas do material que estiver em contato com o
absorvedor e ndo com a radiacdo. Neste caso uma folha de aluminio € usada como o
absorvedor de radiacéo e a pele humana in vivo ficava em contato com a folha no lado
oposto ao irradiado. A técnica fotoacUstica permite que se selecione a espessura de pele
a ser estudada, conforme a freqiiéncia de modulagdo incidente. Nos Ultimos anos, esta
técnica tem sido bastante aplicada em diversas &reas da ciéncia, particularmente no
estudo de temas bioldgicos e biomédicos SEHN et al., 2003; BERNENGO et al.,
1998).



2. ULTRA-SOM: ABORDAGEM HISTORICA E CONCEITUAL

Considera-se US as ondas mecanicas longitudinais com freqliéncias acima de
20 kHz que exigem um meio de propagagdo para que a energia produzida sga
transmitida através de vibragdes das moléculas desse meio, produzindo ondas de
compressao e rarefacdo (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

A primeira aplicacdo préticado US foi em 1917 com a criagéo de sonares para
a deteccdo de submarinos, utilizando o método pulso-eco. Alguns anos mais tarde,
descobriram que o US produzia aumento da temperatura em tecidos bioldgicos, entre
1930 e 1940 €le foi introduzido na prética médica como um recurso terapéutico, usado

particularmente para produzir calor em tecidos profundos.

De 1940 até os dias atuais, 0 US vem sendo extensamente usado em éareas

médicas e industriais, e novos efeitos e aplicactes do US vem sendo pesquisados.

O US pode ser classificado basicamente em dois tipos, considerando a
freqiéncia: Alta Fregliéncia (de 1 a 3 MHz) e Baixa Freguéncia (de 20 a 100 kHz).
Entretanto, no mercado nacional, o US terapéutico apresenta frequiéncias de 1 ou 3 MHz
e as intensidades mais utilizadas na prética clinica variam de 0,01 a 2,0 W/cn?
(GUIRRO; GUIRRO, 2002). A duracéo da terapia ndo deve ultrapassar 15 minutos e
preconiza-se um tempo de aplicacdo de 1 a 1,3 minutos por cnf (BUCALON, 1990).

Quanto maior a fregiiéncia do US, menor a profundidade de penetracéo das
ondas pois a aenuagdo segue a lei exponencia | = 1,62, onde b corresponde &
intensidade inicial, | é aintensidade ap0s atravessar uma espessura x do meio, e € abase
logaritmica, e a, o coeficiente de atenuacdo do material que depende da freqiiéncia do
uUsS.

Portanto fregliéncias mais baixas sdo capazes de atingir estruturas mais
profundas e frequéncias mais atas atingem estruturas mais superficiais (Tabela 1)
(ROMPE et al,2004; GUIRRO; GUIRRO, 2002; KAHN, 2001).



TABELA | —Valoresdas Profundidades M édia e Maxima
para os diferentestecidos nasfreqiiénciasde1 e3MHz.

Profundidade M édia (mm)* Profundidade M &xima (mm)**

MEIO

1MHz 3MHz 1MHz 3MHz
Ar (20°C) 25 08 80 30
Tendao 6,1 20 21,0 7,0
Pde 11,1 40 37,0 12,0
M Uisculo 9,0 30 30,0 10,0
Gordura 50,0 16,5 165,0 55,0
Agua 11500,0 3833,3 38330,0 12770,0

* Corresponde a profundidade onde se obtém aintensidade incidente (1 0) reduzida 50%
** Corresponde a profundidade onde se obtém a intensidade incidente (10) reduzida a 10%
Fonte: GUIRRO & GUIRRO, 2002.

2.1 Caracteristicas gerais dasondas ultra-sonicas

As ondas US sdo geradas por transdutores ultra-sonicos, também chamados

simplesmente de transdutores. De um modo geral, um transdutor € um dispositivo que

converte um tipo de energia em outro. Esse tipo de onda apresenta as mesmas

caracteristicas dos demais tipos de ondas, como comprimento, amplitude, periodo e

freqgiéncia (Fig. 1) (TER HAAR, 1987):

Comprimento _de onda (?): corresponde a distancia entre regides

adjacentes de compressao ou de rarefacéo maxima.

Amplitude (A): corresponde ao deslocamento méximo gque uma particula

experimenta a partir de sua posicao de equilibrio. Descreve a magnitude do disturbio

causado pelaonda.

Periodo (T): é o intervalo de tempo necess&rio para que uma particula

realize um ciclo completo de movimento.

Poténcia (P): energia (E) total do feixe em um intervalo de tempo (t),

expressa em Watts.



Freqiéncia (f): corresponde ao nimero de vezes que uma particula

realiza um ciclo oscilatério por unidade de tempo.

Deslocamento da
particula
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M = Comprimentode onda A = Amplitude T = Periodo

Figura 1. Deslocamento de uma particula em funcdo da distancia e do tempo
Fonte: Mitragotri, (2001).

O US terapéutico é produzido por um transdutor composto por um cristal
piezoelétrico que converte energia elétrica em energia mecénica sob a forma de
oscilagbes que geram ondas acusticas (MACHET; BOUCAUD, 2002). E importante
gue as dimensdes, principalmente a espessura, desse cristal sgjam adequadas de maneira
gue o cristal possa ressoar na freqiiéncia selecionada, alcangando o0 maximo de vibragcdo
(LOW; REED, 2001).

O efeito piezoelétrico foi descoberto por Pierre e Jacques Curie em 1880 e
consiste na variagdo das dimensbes fisicas de certos materiais sujeitos a campos
elétricos. Por exemplo, pressdes acUsticas que causam variagbes nas dimensdes de

materiai s piezoel étricos provocam o aparecimento de campos el étricos neles.
Segundo Rodrigues e Guimaraes (1998, p.12):

O efeto piezodétrico € um fenbmeno observado em cristais
anisotropicos nos quais deformacbes mecanicas provocam
polarizagOes el étricas, seguindo determinadas diregdes (piezo = que
comprime, que pressiona). Na propagacdo longitudina da onda, as



particulas do meio oscilam para frente e para tréas na mesma direcéo
em gue aonda estiver trafegando.

Ao se colocar um materia piezoelétrico’ num campo elétrico, as cargas

elétricas da rede cristalina interagem com o mesmo e produzem tensdes mecanicas.

O cristal, para ser usado como transdutor, deve ser cortado de forma que um
campo elétrico alternado, quando nele aplicado, produza variagcbes em sua espessura.
Dessa variagdo resulta um movimento res faces do cristal, originando as ondas sonoras.
Cada transdutor possui uma frequiéncia de ressonancia natural, tal que quanto menor a

espessura do cristal, maior seré a sua freqiiéncia de vibragéo.

O mesmo transdutor que emite o sinal ultra-sdnico pode funcionar como
detector, pois 0s ecos que voltam a ele produzem vibragdo no cristal, fazendo variar
suas dimensdes fisicas que, por sua vez, acarretam 0 aparecimento de um campo
elétrico. Esse campo gera sinais que podem ser amplificados e mostrados em um

osciloscopio ou registrador.

Para fins fisiotergpicos, segundo Fuirini e Longo (1996), o ultra-som dispde de
2 formas de ondas geradas pelo transdutor — aplicador. Sdo elas a onda continua e a

onda pulsada.

A onda continua tem basicamente a finalidade de gerar calor e exercer
micromassagem em profundidade. Quando a terapia € aplicada através de ondas
continuas a energia US produz o continuo aquecimento dos tecidos e o tratamento pode
tornar-se intoleravel para o paciente, principa mente em casos de traumas mais agudos e
recentes, onde o US pode ser bastante eficaz. Uma das causas do agquecimento excessivo
€ a aplicacdo feita proxima a superficie dos 0ssos, onde a vascularizagdo sanglinea

subperiostal € pobre e portanto ndo contribui para dissipar o calor.

Na forma pulsada séo geradas pelo transdutor - aplicador pulsos de ondas de
periodo varidvel, os quais emitem energia de forma periédica. O uso do US pulsado em

vez de US continuo resulta numa reducéo média do aguecimento dos tecidos, porém,

! O quartzo e aturmaling, cristais naturais, S30 piezoel éricos.



conservando 0 mesmo nivel instantdneo da estimulagdo mecénica. Isto permite o
aumento dos efeitos ndo térmicos do US nos tecidos. Conclui-se que ha efeitos
fisiolégicos resultantes de um processo ndo térmico. Um dos principais efeitos é a
ateracdo da permeabilidade dos vasos (WU et al, 1998).

2.2 Efeitosfisicosdo ultra-som

No efeito mecanico, as ondas US ao penetrarem no tecido vao provocar uma
vibragcdo em nivel celular (micromassagem ou agitacdo hidrodinamica), acelerando a
velocidade de difusdo de ions e metabdlitos atraveés da membrana celular, aumentando a
permeabilidade da membrana e causando uma aceleracéo dos processos osméticos. O
potencial da membrana é alterado, produzindo a sua despolarizacdo. O tecido conectivo
e membranas do plasma ficam submetidos ao movimento do fluido no campo US
podendo causar efeitos terapéuticos benéficos. O US age como um catalisador fisico,
acelerando astrocas celulares e reagoes (FUIRINI; LONGO, 1996).

As vibragdes da onda US causam adteragbes na estrutura molecular por
promover compressdo e rarefagcdo no melo em que a onda se propaga. A pressao
negativa no tecido durante a rarefacdo pode fazer com que os gases dissolvidos se
juntem formando pequenas bolhas ou cavidades no meio liquido (SIMONIN, 1995). A
esse fendbmeno de geracdo de energia mecéanica através da vibracdo ultrasdnica d&se o

nome de cavitacao.

Além da cavitagdo, o US produz outro efeito ndo-térmico importante, a
microcorrente acustica, gue consiste na circulacdo constante de fluidos induzida pelo
US, através de turbilhdes microscopicos ao redor das células, causando uma pressao que
pode alterar a estrutura da membrana celular, tanto reversivel quanto irreversivelmente,
dependendo de sua magnitude. Esta microcorrente apresenta valor terapéutico quando
ndo induz lesdo a membrana celular, facilitando a difusdo de ions e metabdlitos atraveés
damembrana (DY SON, 1987; ROMPE, 2004).



O efeito térmico € decorrente da absorcdo das ondas US pelo tecido,
transformando-se em calor. A vibragdo celular provoca um atrito entre elas, produzindo
assim o efeito térmico. A producéo de calor é maior nas areas limitrofe musculo/osso
(FUIRINI ; LONGO, 1996). Quando atravessa um tecido, a energia intrinseca do US ao
ser absorvida eleva a temperatura local (GUIRRO; GUIRRO, 2002). A quantidade de
calor gerado é diferente em cada tipo de tecido e depende de vérios fatores como o
coeficiente de absor¢do, a intensidade, a duragdo do tratamento, o0 modo austado
(continuo ou pulsado) e a técnica de aplicacdo (HOOGLAND, 1986). O aumento na
temperatura promove alteracdes fisioldgicas, como a dilatacdo de vasos sangliineos e 0
consequiente aumento do fluxo sangtiineo através dos tecidos. Também se pode observar
um aumento na extensibilidade das fibras de colageno (KAHN, 2001; GUIRRO;
GUIRRO, 2002).

Tecidos com ato conteldo protéico (como musculos e tenddes) absorvem
energia mais rapidamente que agueles com alto contetido de gordura. O fluxo sangliineo
local também interfere no aguecimento, pois o calor produzido no tecido pela interagdo
com o0 US pode ser dissipado por este fluxo (FUIRINI ; LONGO, 1996).

Entretanto, a producdo de calor ocorre em maior parte na interface onde dois
tecidos distintos entram em contato como, por exemplo, a regido interna do peridsteo e

asuperficie 0ssea.

No US com feixe continuo prevalece o efeito térmico, o que ndo ocorre com o
feixe de US pulsado.

Fuirini e Longo (1996) citam diversos efeitos biolGgicos e terapéuticos
decorrentes da utilizacdo das ondas US, dividindo-os em efeitos ndo-térmicos e

térmicos.
Efeitos ndo-térmicos

Dentre as mudancas biolégicas citadas pelos autores estdo: aumento da
permeabilidade das membranas e difusdo celular, aumento do transporte dos ions de
calcio através das membranas das células, aumento da sintese de colégeno, aumento da
elasticidade do colégenn, aumento da taxa de sintese de proteinas, aumento da atividade

enzimética das células, promocéo da oscilacdo dos tecidos, movimento dos fluidos e



alteracOes da circulacdo nos vasos sanglineos expostos as ondas estéavels. Dentre os
efeitos terapéuticos ndo — térmicos podemos citar: regeneracao tissular e reparacdo dos
tecidos moles, aumento da taxa de sintese de proteinas em fibroblastos, estimulacdo do
calo 6sseo, aumento da circulagdo tissular provendo assim uma melhor drenagem das
substancias irritativas tissulares, normalizagéo do tdnus muscular, normalizacéo do PH
ap6s a melhoria da circulacéo nos tecidos, ativagdo do ciclo do calcio e estimulacéo das

fibras nervosas aferentes.
Efeitos térmicos

Mudangas bioldgicas: Aumento da taxa metabdlica dos tecidos que propicia
um aumento da necessidade de O, aumentando com isso o fluxo sanguineo, a pressdo
hidrostatica e a permeabilidade das membranas. O US produz também mudancas
vasculares concomitantes, aumento da extensibilidade do colédgeno, aumenta as
propriedades viscoelasticas dos tecidos conjuntivos, diminui a sensibilidade dos
elementos neurais, ou sgja, eleva o limiar de dor. Diminui também o espasmo muscular

e aumenta a taxa de atividade enzimética.

Efeitos terapéuticos. aumento da mobilidade da articulagdo, aumento da
circulacBo sangliinea, aumento da extensibilidade em tecidos ricos em colageno,
reducdo de espasmos musculares, alivio da dor e resolucdo de processos inflamatérios

cronicos.



3. A PELE HUMANA

A pele humana é constituida por duas camadas principais: aepiderme e a derme,
apresentando varias fungbes como a de protecdo contra agentes agressores do ambiente
(quimicos, fisicos e hioldgicos), regulacdo da temperatura corpOrea, percepcéo de
sensacoes (devido a presenca de receptores sersoriais), além de apresentar cerca de 20%
do total de &gua existente no organismo humano. Sua espessura pode variar de acordo
com a regido do corpo. No abdémen, por exemplo, a epiderme é significativamente
mais fina se comparada a pele da palma das méos (Fig. 2).

A camada mais externa da pele, a epiderme, é composta por quatro camadas de
células em diferentes estégios de diferenciacdo (Fig. 3). A camada mais profunda da
epiderme corresponde ao estrato basal (ou camada germinativa), onde novas células so
geradas apresentando atividade mitdtica intensa. Essa camada é a responsavel pela
renovacdo da epiderme, pois as células produzidas nesta camada se deslocam para a
superficie mais externa, num periodo de 21 a 28 dias (GUIRRO; GUIRRO, 2002).
Outro papel importante da camada basal é prevenir contra a perda excessiva de &gua e a
absorcéo de substancias estranhas ao organismo (MORGANTI et al., 2001).

Hipoderme




FIGURA 2 — Representacdo das camadas da pele e tela subcutanea (Hipoderme). Em A,
regidgo do abdébmen. Em B, regido palmar da méao (FONTE: adaptado do site
http://www.skin-
science.com/_int/_en/topic/topic_sousrub.aspx?tc=SKIN_SCIENCE_ROOT~AN_ORGAN
_REVEALED"THE_SKIN_IN_3D&cur=THE_SKIN_IN_3D).

ESTRATO CORNED

CAMADA GRANULAR

CAMADA ESPINHOSA

£AMADA BASAL

FIGURA 3— Asquatro camadas da epiderme. Fonte: adaptado de (MORGANTI et al., 2001)

A camada espinhosa € a responsavel pela manutencdo da coesdo das células da
epiderme o que lhe confere resisténcia as forgas de atrito. JA a camada granulosa (ou
granular) é composta por células em estagios iniciais de degeneracdo, com granulos

gueratinosos ou de melanina no interior do citoplasma celular e nlcleo celular atrofiado.

A camada granular € formada por varias céulas achatadas em camadas
interligadas constituidas por fibrilas de queratina, sendo mais espessa em algumas
regides do corpo que sofrem maior exposicéo ao ambiente externo (como a palma das
maos e a planta dos pés) e recebe também a denominagdo de camada IUcida devido ao

seu aspecto claro e homogéneo.



A camada mais externa da epiderme corresponde a camada cornea, ou estrato
corneo. Esta camada tem uma espessura de aproximadamente 15 um e cobre todo o
corpo; nela encontramse as células mortas (corneificadas) cujos citoplasmas foram
substituidos por queratina e ceramidas, substancias responsaveis pela protecdo do
organismo contra agentes agressores externos e pela regulacéo continua da passagem de
agua de dentro para fora do corpo, mantendo a homeostase, ou sgja, 0 equilibrio da pele
e de todo o corpo. As céulas desta camada sdo substituidas freqlientemente por células
das camadas mais internas da epiderme, sendo que este processo de renovacao celular
dura aproximadamente 14 dias (MORGANTI et al., 2001; GUIRRO; GUIRRO, 2002).

A derme € a camada mais interna da pele. Conecta-se a epiderme através das
papilas dérmicas, de delimitagdes irregulares. E composta por tecido conjuntivo (fibras
elasticas e reticulares), glandulas especializadas e receptores sensoriais, sendo suprida
por vasos sanglineos (plexos arteriais e venosos), vasos linfaticos e nervos. Apresenta
espessura média de 2 mm, mas varia consideravelmente nas diversas regides do corpo
(Fig. 2) (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Sabe-se que a agua desempenha um importante papel quimico quando presente
na pele, devido a suas propriedades solventes. Nas camadas mais profundas da epiderme
sua concentracdo € de cerca de 60%, participando das reaces bioguimicas. Ja no estrato
corneo, a concentracdo de agua chega a ser por volta de 15%, auxiliando a manter a
rigidez e a elasticidade da pele.

Além da &gua, a pele apresenta aminoacidos e sais provenientes de secrecdes das
glandulas sebaceas e sudoriparas contidas na derme e compostos resultantes da
degradacéo da queratina. Essas substéncias sd0 responsaveis por promover a formacéo
de fatores hidratantes naturais e participam na regulagdo do pH cuténeo, mantendo-o
entre 5,5 e 6,5. Este pH écido caracteristico da pele humana também auxilia na protecéo
contra fungos, bactérias e outros agentes passivos de causar infecgdes (MORGANTI et
al., 2001).



3.1 A ViaTransdérmica para Penetracdo de Farmacos

A via transdérmica para aplicacdo de um farmaco consiste na administracéo de
agentes terapéuticos através da pele saudavel para a promocéo de efeitos sistémicos
(KANIKKANNAN et al., 2000). E uma via que oferece muitas vantagens quando
comparada a outros meios de administracéo de drogas ao ser humano. Ela elimina a dor
associada as injegdes, por exemplo, diminuindo também a possibilidade de infeccdes.
Se comparada a administracdo oral, exclui a possibilidade de degradacdo do farmaco
pelo trato digestivo e a eliminacdo hepética, podendo manter a droga por mais de sete
dias no organismo, além de ser facilmente aceita pelos pacientes (MITRAGOTRI, 2001;
MACHET; BOUCAUD, 2002; JOSHI; RAJE, 2002).

Esse tipo de aplicacdo também apresenta desvantagens, pois a pele age como
uma barreira, possuindo baixa permeabilidade, o que dificulta a penetracdo de
substéncias (MITRAGOTRI et al., 2001).

Segundo Morganti et al (2001), a funcdo mais importante da pele humana € agir
como uma barreira limitando a perda de agua, eletrdlitos e outros constituintes do corpo
e barrar a absorcdo percutanea de moléculas nocivas ou indesgaveis do ambiente
externo. Essa funcdo € atribuida principalmente ao estrato cdrneo, impedindo a
penetracdo de compostos atamente hidrofobicos. Por ouro lado, pelo fato do
mecanismo de penetracdo ser difusivo, o papel do estrato cérneo como uma barreira esta
intimamente relacionada ao grau de hidratagdo desta camada da pele. Um aumento na
concentracdo de &gua na pele corresponde a um aumento na permeabilidade de
compostos topicamente aplicados. Deste modo, o nivel de hidratago do estrato corneo é
um dos fatores que mais influencia na penetracéo de substéancias aplicadas e este nivel

pode variar devido a vérios fatores como a idade, integridade cuténea e regi&o do corpo.

Para otimizar a permeabilidade cutéanea, favorecendo a penetracdo de drogas
através desta, pode-se recorrer a métodos fisicos, como a iontoforese (que consiste na
utilizacdo de uma corrente elétrica continua para administrar drogas ionizadas a tecidos
superficiais) e a sonoforese (utilizagdo do US para otimizar a penetragdo de drogas
através da pele integra) (KANIKKANNAN et al., 2000).



4. SONOFORESE

A sonoforese (também conhecida por fonoforese) consiste na utilizacdo do US
para favorecer a penetracdo de agentes farmacologicamente ativos através da pele
intacta (MACHET; BOUCAUD, 2002; JOSHI; RAJE, 2002). A sonoforese € um
recurso amplamente utilizado na fisioterapia. E tida como um método eficiente no

sentido de facilitar a introducdo de substancias de uso tépico(ROMPE et al, 2004)

Mas 0 mecanismo pelo qual o US pode otimizar a penetragdo percuténea de uma
substéncia € complexo. Ao interagir com um tecido bioldgico, o US gera diversos
mecanismos potenciais que podem favorecer a penetracdo transdérmica de uma
substancia, como aquecimento, cavitagcdo e microcorrente acustica (MEIDAN et al.,
1999; HOOGLAND, 1986; ROMPE et al, 2004).

Segundo Machet e Boucaud (2002), varios estudos tém sido feitos com o intuito
de quantificar o aumento na permeabilidade cutéanea induzida pelo US. O que varia
entre esses estudos sdo as condi¢cdes do US e as amostras utilizadas, ou seja, 0 uso do
modo continuo ou pulsado, a duragdo e a intensidade da aplicacdo e as caracteristicas
das amostras (se sd0 epidermes isoladas, de espessuras controladas, ou epiderme e
derme juntas). Para avaiar a permeabilidade, os autores utilizaram técnicas diversas
como a biopsia, a dosagem sanglinea do medicamento administrado, entre outras
(ROMPE et al, 2004).

A €ficiéncia da sonoforese depende das caracteristicas da substéncia a ser
aplicada. A absor¢do do US depende do peso molecular e das propriedades fisicas da
substéncia. Quanto maior o peso molecular, maior o contelido protéico e, portanto maior
aatenuacdo do US (MEIDAN et al., 1999). Benson e McElnay (1988) analisaram vérias
formulagdes topicas comercialmente disponivels (como corticoesterdides, analgésicos,
anestésicos locais e vasodilatadores) em relacdo a capacidade de transmissdo da energia
ultra-sbnica, sendo que as formulagdes na forma de gel apresentaram uma porcentagem

de transmissdo maior comparado ao medicamento e ao unguento.

A dosimetria do US adequada para a realizacdo da sonoforese é bastante
diversificada, variando de autor para autor. Em seu estudo, Meidan et al (1999) fazem

um levantamento bibliogréfico a respeito de trabalhos realizados com sonoforese. Eles



citam diversos autores, cada qual analisando a aplicagéo in vitro e in vivo de farmacos
distintos (como, por exemplo, insulina, acido sdlicilico, digoxina, hidrocortisona,
manitol, entre outros). As intensidades utilizadas variaram de 0,17 W/cnf a 3 W/cnt e
as freqUéncias de US de 48 kHz a 16 MHz no modo continuo, havendo poucos relatos

utilizando o US no modo pulsado.

Outra observacéo feita por Meidan et al (1999) € o fato de que na maioria dos
trabalhos publicados a respeito da sonoforese, os autores ndo trazem os valores de
intensidade, preocupando-se apenas em citar a frequiéncia e o modo do aparelho de US
utilizado.

No presente estudo, optouse por utilizar a intensidade de 0,5 Wicnf e
freqiéncia de 3 MHz no modo continuo, o que permite atingir tecidos mais

superficiais promovendo agquecimento satisfatorio.



5. FOTOACUSTICA

Para a caracterizacdo de qualquer material, diversas propriedades fisicas podem
ser consideradas, incluindo as propriedades térmicas. As técnicas fototérmicas sdo
utilizadas para a caracterizacdo térmica de diversos materiais, como cristais, liquidos,
gases e também materiais biol6gicos (MANDELIS et al., 1997 apud GUTIERREZ-
JUAREZ et al., 2002).

5.1 Contexto histérico e aplicagdes da técnica

Descoberto por Alexander Graham Bell em 1880, o efeito fotoacustico foi
considerado apenas como uma curiosidade durante quase um século, tendo uma
utilizacdo limitada, na década de 1930, na deteccdo de poluentes em gases. A partir da
década de 1970, a técnica fotoacUstica (PA) ganhou impulso com a publicagdo do
modelo de Rosencwaig e Gersho (1976) para o sinal fotoaclstico em amostras solidas
(ROSENCWAIG, 1980).

Nas Ultimas décadas, a PA tem sido aplicada num amplo nimero de estudos em
diversas &reas da ciéncia, sendo hoje considerada uma importante técnica de andlise e
caracterizacdo de materiais (VARGAS;DA SILVA; MIRANDA, 2005)

A técnica fotoacustica baseia-se na producdo de uma onda acustica em uma
camara (célula) fechada contendo ar em contato com uma amostra exposta a luz
modulada ou pulsada. Para isso, a luz incidente passa por um modulador (chopper) que
envia um sina de referéncia a um amplificador sincrono (lock-in). Como a anostra €
ciclicamente aguecida pela absor¢cdo da luz modulada, ocorre um fluxo de calor
periodico para a camada de ar da célula, provocando nesta camada uma variagdo da
temperatura com a mesma freqiiéncia de modulagéo da luz incidente (ROSENCWAIG,
1980).



De acordo com 0 modelo de Rosencwaig e Gersho para o efeito fotoacustico (o
chamado modelo do pistdo acustico), apenas uma fina camada de gas, na vizinhanga da
amostra, responde termicamente as flutuagdes de temperatura da amostra. Esta camada
sofre um proceso ciclico de expansdo e contracdo, funcionando como um pistéo
vibratério sobre o resto da coluna de gas, gerando um sinal acUstico, captado por um
microfone no interior da célula. Este sinal € enviado para o amplificador sincrono (lock-
in), cuja funcdo é amplificar as componentes do sina que possuem a mesma freqiiéncia
de modulacéo do sinal de referéncia, eliminando, portanto os ruidos indesgjaveis. A
seguir, o sinal amplificado é enviado para um microcomputador onde é processado e
analisado.

O sina fotoacustico permite realizar medidas em funco: 1) do tempo (varredura
temporal); 1) do comprimento de onda da luz incidente (espectroscopia fotoacustica); e
I11) da freqiéncia de modulacéo. A técnica também permite estudar o chamado perfil de
profundidade de uma amostra (BERNENGO et al., 1998). Além disso, a técnica
fotoacUstica oferece algumas vantagens se comparada a outras técnicas de andise
existentes, pois permite o estudo de meios opacos, € um método ndo-invasivo e que néo
exige uma preparacdo trabalhosa e prolongada da amostra (ROSENCWAIG, 1980). A
camada da amostra estudada por fotoacustica depende da frequéncia de modulacéo
utilizada. Para uma frequéncia de 17 Hz, é possivel realizar medidas correspondentes a
uma profundidade de cerca de 30 nm nas medidas em pele (BERNENGO et al., 1998).

Estudos aplicando técnicas fototérmicas na dermatologia sdo recentes e
englobam pesguisas relacionadas a influéncia da hidratagdo do estrato cérneo nas
propriedades térmicas da pele bem como a aplicacdo de substancias (como cosmeéticos e
medicamentos) na pele humana e sua consegiente penetracdo (BERNENGO et al.,
1998; SEHN et al., 2003; XIAO et al., 2003).

Muitos materiais biolégicos alvos de estudos como membranas, amostras 6sseas
ou estruturas de tecidos sdo insolUveis e biologicamente possuem funcdo semelhante a
de uma matriz solida, o que dificulta a obtencdo de dados épticos por técnicas
convencionais uma vez que, quando solubilizados, estes materias S0

significativamente alterados.



A espectroscopia fotoacUstica possibilita a obtencdo de dados Opticos nestes
tecidos biologicos intactos e também em amostras opticamente opacas, constituindo

assim uma importante ferramenta de pesquisa e de diagnéstico na biologia e medicina
(ROSENCWAIG, 1980).

Rosencwaig (1980) afirma que, para uma andise apropriada em tecidos
bioldgicos, € preciso ter os dados espectrais do tecido normal — dados estes que néo
eram avaliados por métodos convencionais devido ao espalhamento da luz e aos efeitos
da opacidade no tecido. Estas dificuldades levaram ao uso da técnica fotoacUstica para
obtencdo de tais dados. Desde entdo, comegou o0 estudo da epiderme e, em particular, do
estrato corneo, com experimentos cujos resultados demonstram a importancia potencial

da espectroscopia fotoacustica (PAS) em estudos médicos de tecidos humanos.

Experiéncias mostram que a PAS pode ser utilizada para monitorar a cinética de
desidratacdo da pele, através da andlise do espectro fotoacustico em funcdo do tempo
(ROMPE et al., 2003), bem como avaiar a cinética da absorcéo de radiacdo no sistema
“pele + protetor solar” (ANJOS et al., 2003).

5.2 Producéo do sinal fotoacustico

A radiacdo modulada € absorvida pela amostra e convertida em calor. O calor
modulado produzido na amostra difunde-se até o gés em contato com esta, dentro da
célula fotoacustica. O modelo apresentado por Rosencwaig e Gersho para a difusdo
térmica (ROSENCWAIG; GERSHO, 1976) assume que a camada de gas mais proxima
da amostra sofre expansado e contragdo periddicas, atuando como um pistéo vibratério
no restante do gas. As variagdes de pressdo assim produzidas geram ondas acUsticas

captadas pelo microfone acoplado a célula fotoacUstica.



O modelo unidimensional de Rosencwaig-Gersho (RG) considera que as
espessuras do gas e do suporte na célula fotoacUstica sGo muitas maiores gque seus
comprimentos de difusdo térmica. Como as ondas que propagam o fluxo de calor
modulado sdo exponencia mente atenuadas ao longo da disténcia de propagacdo, a uma
distancia 2ppy a modulacéo da temperatura no gas € desprezivel. Assim, pode-se
assumir gue apenas a camada de gas localizada a uma distancia x da amostra néo
superior a 2p |y respondera termicamente a modulagdo da temperatura na superficie da
amostra. Deste modo, segundo o modelo RG somente a camada de gés mais préxima da
amostra sofre expansdo e contracdo periodicas, atuando como um pistdo vibratério no
resto do gas (BARJA, 1996).

A variacdo de pressdo na camara fotoacustica € entdo calculada supondo-se que
0 gés € idedl e que a camada de gas com espessura 2 |y sofre expanséo isobarica,

comprimindo adiabaticamente o resto do gas.

5.3 Comprimento de difusio térmica

Quando a luz incidente é absorvida pela amostra, parte dessa luz se converte em
calor, que gera modulacdo de temperatura e, consequentemente, expanséo e contragdo
periddicas na camada de gas fronteirica. Em amostras solidas, o calor modulado
produzido na amostra precisa atravessa-la e chegar até sua superficie antes de gerar as
ondas sonoras (que serdo propagadas pelo gds em contato com a amostra). Como a
amplitude das ondas térmicas (que propagam o fluxo de calor modulado) diminui
exponencialmente com a disténcia, so a parcela de radiacdo absorvida a uma distancia
de até um comprimento de difusdo térmica (ls) da superficie sera responsavel pela

componente térmica do sinal fotoacustico.

O comprimento de difuséo térmica € dado por

(1.0)



ondea éadifusividade térmicaef afregiéncia de modulacéo.

Para se classificar uma amostra quanto ao regime térmico, pode-se comparar sua

espessura | ao comprimento de difusdo térmica:
- quando | > | , @ amostra € termicamente grossa;
- quando | < s, a amostra é termicamente fina.

O efeito térmico sera observado independente da fregiiéncia de modulagdo, mas
a fregiéncia determinara se a amostra é termicamente grossa ou fina. Para as
freqiéncias normalmente utilizadas em medidas de pele (dezenas de Hertz), o
comprimento de difusdo térmica € bem meror que a espessura das amostras; neste caso,

temos amostras termicamente grossas.

Como o comprimento de difusdo térmica varia conforme a freguéncia de
modulacdo aplicada, pode-se estudar o perfil de profundidade de uma amostra avaliando
o sina fotoacUstico para diferentes frequéncias de modulagdo; assim, a variagdo na
permeabilidade de membranas bioldgicas pode ser avaliada através da técnica
fotoacUstica, analisando-se a resposta do tecido a diferentes freqiéncias de modul agéo
(BERNENGO et al., 1998).

5.4 Efusvidadeté mica

A efusividade térmica (€ ) € o pardmetro fisico mais relevante para estudos que
envolvem processos de aguecimento ou resfriamento de uma amostra. Ela mede
essencialmente a impedancia da amostra, ou sgja, a habilidade da amostra em trocar
calor com o meio (BALDERAS-LOPEZ et al., 1995).

A efusividade térmica e de uma amostra € definida pela equacéo



e =.ficc

1.1
ondek, r e c sdo respectivamente condutividade térmica, densidade e calor especifico.

Em nossa configurag@o experimental, a regido sob estudo € posicionada sobre
um disco fino de papel aluminio. O aluminio € opticamente opaco e termicamente fino
na frequiéncia usada. Neste caso, a amplitude do sinal fotoacustico pode ser escrita como
(ROSENCWAIG, 1980):

Y./a
SINAL PA » b — V%0 (1.2)
2a4k,  e,pf

Na egquacdo acima, Y é uma constante, f é a frequiéncia de modulacdo, |, € 0
comprimento de difusdo térmica da base, ag € 0 coeficiente de difusdo térmica do gas, ky
€ a condutividade térmica da base, ay € a difusividade térmica do gas e g, é a
efusividade térmica da base. Entendemos agui por base ao material que se encontra logo
apos a folha de auminio que fecha a camara fotoacUstica e por gas ao ar dentro da
camara fotoacustica. Podemos observar na eg. 1.2 que neste caso o sina PA ndo
depende das propriedades térmicas do absorvedor de radiacdo, pelo qual este regime
experimental € conhecido como fotoacusticamente opaco, pois o sinal s6 depende das

propriedades térmicas da base e do gas.

Para andlisar as propriedades térmicas da pele, € necess&io um modelo de
conducéo de calor para este sistema. Recentemente, GutiérrezJuarez et al (2002)
propuseram um modelo para determinar a efusividade térmica de misturas binarias,
assumindo que a efusividade térmica efetiva comporta-se como a condutividade térmica
para um sistema de duas fases misturadas aleatoriamente. Isto significa que, se k1 e ky
sd0 a condutividade dos meios 1 e 2, respectivamente, entdo a condutividade efetiva do

sistemaé:
k= Ky (Ko / kp) ™ (1.3)

onde X é a concentragdo de 2 no meio 1.



No trabalho de Gutiérrez Juarez et al. (2002), uma mistura de agua e acetonafoi

usada. Assumindo que (r c);e(r ¢), sdo similares, a efusividade efetiva € obtida por
e=¢e (e,/ e)” (1.4)

onde€; e €, sdo as efusividades da agua e da acetona, respectivamente, enquanto X € a

concentragéo de 1 no meio 2.

No presente esudo, um modelo similar de fase dupla como o obtido em (1.4) foi
utilizado. O sistema binério foi composto pela substancia aplicada e a pele humana. A
concentracdo relativa da substancia utilizada na pele é entdo dada por

log(en/e )
X=— 1 "%
loo(es /e,) (1)

onde €, € a efusividade térmica mensurada do sistema pele mais substancia aplicada, €,

€ a efusividade da pele limpa, € € a efusividade da substancia aplicada e log é a funcéo
logaritmo em qualquer base numérica. Neste trabalho vamos escolher o logaritmo

decimal (base 10). Como €s e & sa0 constantes, e como Sinal PA » 1/€, ent&o:

a&SnalPA; 0

ESnalPA, 5 (16)

X »log

No presente trabalho, associouse a mudanca no nivel do sina fotoacUstico a
alteracOes na efusividade térmica do sistema pele + produto aplicado. De acordo com
GutiérrezJuérez et al (2002), tais alteracdes de efusividade térmica refletem a mudanca
na concentracdo relativa do produto na pele. Deste modo, foi realizado o monitoramento
do nivel de sinal fotoacUstico para avaiar possiveis mudancas na concentracdo do
produto na pele apds a aplicacdo do medicamento, tanto por massagem quanto por

terapia ultra-sdnica.

Anjos (2004) realizou estudo que teve como objetivo avaliar a concentragdo de
piroxicam na pele humana apds sua administragéo por sonoforese nos modos continuo e
pulsado, utilizando a fotoacUstica como técnica de diagnostico. Neste estudo, a

sonoforese foi ministrada na antebragco de cada voluntario: 1) com o US no modo



continuo numa freqtiéncia de 3MHz, intensidade de 1 W/cm?2, por um minuto; 11) com o
US no modo pulsado, mesmos valores de freqliéncia e intensidade, por 5 minutos. O
sinal fotoacustico do antebraco limpo foi coletado, com as demais medidas sendo
realizadas logo apés cada aplicacdo do piroxicam. O sinal fotoacustico pds sonoforese,
para ambos os modos de aplicacdo apresenta amplitude inferior a do sinal fotoacUstico
da pele limpa, aém disso, a sonoforese no modo pulsado apresenta amplitude de sinal
fotoacustico inferior ado sinal coletado apos a sonoforese no modo continuo. O céalculo
das concentracfes relativas indica maior concentracdo do produto na epiderme apds

realizagéo da sonoforese no modo pulsado.

Rompe (2004) demonstrou a viabilidade do uso da fotoacustica na avaliacdo da
penetracdo do antiinflamatério diclofenaco dietilaménio administrado pela via
transdérmica e a verificagdo das possiveis diferencas na penetracdo deste medicamento
aplicado: @ o US de 3MHz, intensidade de 0,5W/cm? no modo continuo; b) por
aplicagdo topica (massagem) em amostras de pele in vivo, avaliando em qual dos dois
tipos de aplicacdo (US continuo e massagem) a concentracdo do fa&rmaco no estrato
cérneo foi maior. Participaram do estudo trés voluntarios. As medidas foram realizadas
a 17 Hz, utilizando uma lampada hal6gena de tungsténio (24V, 250W) como fonte
luminosa e um disco de aluminio de 65um de espessura para o vedamento da célula. O
sina era registrado através de uma varredura temporal de 100 pontos. Foram feitas
sequéncias de medidas na seguinte ordem: 1) Aluminio; 11) M&o limpa; 111) M&o apds
aplicacdo manua do diclofenaco; 1V) Mé&o apds aplicacéo do diclofenaco por US. Para
todos os volunt&rios, as medidas mostraram que o sina referente a mado limpa
apresentou maior amplitude, seguido do sinal referente a aplicacdo manual e do sina
obtido apds sonoforese, 0 que corresponde a uma maior concentracdo relativa do

medicamento apOs a aplicacao por sonoforese.



6. MATERIAL E METODOS

6.1 Voluntérios

Participaram do estudo 4 voluntarias, do sexo feminino, com idade entre 21 e 32
anos, sendo 3 de cor branca e uma de cor negra. As voluntérias eram membros do
Grupo de FotoacUstica Aplicada a Sistemas Biolégicos da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP), e estavam cientes e de acordo com os procedimentos do estudo

segundo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO), devidamente

assinado.

Os critérios de inclusdo para a participacdo no estudo foram:

a) Né&o apresentar ferida, ulceracdo ou qualquer tipo de alteragdo dermatol 6gica
naregido aser aplicado 0 medicamento;

b) N&o apresentar alergia a qualquer um dos componentes da formula do

medicamento utilizado;
¢) N&o possuir implantes metdlicos na regido do brago;
d) N&o apresentar queixas algicas estomacais (como azia, gastrite e/ou Ulcera

gastrica).

6.2 O Ultra-Som

Foi utilizado o aparelho de Ultra-som Sonopulse I11 (Fig. 4), da marca Ibramed

(Brasil), microcontrolado com freqiiéncia de operagdo de 3 MHz, modo continuo.



FIGURA 4: Aparelho de Ultra-som utilizado (Sonopulse 111, Ibramed).

A intensidade foi mantida fixa em 0,5 W/cnt nas aplicacdes de US deste estudo.
O tempo de aplicagdo foi fixado em um, dois ou trés minutos, para posterior

comparacdo. A area de aplicagdo do US foi de aproximadamente 3 cnt.

6.3 Montagem Fotoacustica

Foi utilizada na mortagem uma lampada de tungsténio haldégeno de 24 V —
250W, um ventilador para a |&mpada de 115 V, com uma fonte alimentadora para a
lampada de 24 V. A luz da lampada foi modulada usando um modulador mecéanico
(Stanford Research Systems — SRS, modelo SR540). A luz modulada foi focada na
posicéo da célula fotoaclUstica através de duas lentes. A célula fotoacUstica usada foi
uma célula convencional de latdo (fabricada na UNIVAP), com microfone de eletreto
comercia (Fig. 5). Um disco de duminio de 65 mm de espessura foi usado para o
vedamento de uma das faces da célula, e a outra face estava fechada com uma janela de
vidro. O sind do microfone foi lido num amplificador sincrono (lock-in, Stanford
Research Systems— SRS, modelo SR530), separando o sinal em amplitude e fase. Estes
parametros do lock-in eram lidos por um microcomputador onde os dados eram
armazenados para posterior andlise. A figura 6 mostra uma foto do esquema

experimental.
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FIGURA 5: Desenho da célula fotoacUstica usada neste tr abalho.

FIGURA 6: Fotografia do esquema experimental usado. Observa-se da esquerda para a direita: a
ldmpada, o modulador mecanico, as lentes, a célula fotoacUstica, o amplificador sincrono e o
computador ligado ao amplificador.

FONTE: Grupo de Fotoaclstica Aplicada a Sistemas Biolégicos da Universidade do Vale do
Paraiba, 2004.

6.4 Metodologia experimental

O farmaco utilizado no estudo foi o piroxicam gel 0,5 mg (Laboratério Pfizerd ),

conhecido no ambiente clinico por seus efeitos antiinflamatorios. A quantidade

administrada foi de 3g de gel, segundo a bula do farmaco divulgada pelo fabricante.



Piroxicam € um agente antiinflamatério ndo esteréide (AINE) Util no tratamento
de condi¢bes inflamatérias. Embora 0 modo de acdo para este farmaco ndo sgja
precisamente conhecido, 0 piroxicam inibe a sintese e a liberacdo das prostaglandinas
através da inibicao reversivel da enzima ciclooxigenase.

Baseado em vérios estudos de farmacocinética e de distribuicdo tecidual em
ratos e em caes, piroxicam gel 0,5% é continua e gradualmente absorvido desde a pele
até amusculatura ou liquido sinovial. Em adicéo, o equilibrio de absor¢éo entre apele e
0 musculo ou liquido sinovial parece ser acangado rapidamente em poucas horas apés a
aplicacdo. Em um estudo de doses multiplas de piroxicam gel 0,5%, aplicado duas
vezes ao dia (dose total diaria equivalente a 20 mg) por 14 dias, os niveis plasmaticos
aumentaram lentamente durante o decorrer do tratamento, chegando a 200 ng/mL no 4°
dia. Os niveis plasmaticos de steady state (estado de equilibrio) foram em média entre
300 e 400 ng/mL, e os valores médios permaneceram abaixo de 400 ng/mL, mesmo no
14° dia de tratamento. Os niveis de piroxicam gel observados no steady state (estado de
equilibrio) foram aproximadamente 5% dagueles observados em pacientes recebendo
doses orais similares (20 mg/dia). A meia-vida de eliminacdo neste estudo foi calculada
em aproximadamente 79 horas. Em humanos piroxicam gel demonstrou ser bem
tolerado na pele de voluntarios com sensibilidade cutanea.

A meia-vida sérica de piroxicam é de aproximadamente 50 horas. Feldenea Gel
0,5% (piroxicam) € indicado somente para uso externo.

Recomenda-se aplicar 1 (um) grama (aproximadamente 1 cm) de Feldenea Gel
0,5% (correspondente a 5 mg de piroxicam) na area afetada, de trés a quatro vezes ao

dia. Espalhar completamente o gel sobre a pele, sem deixar qualquer residuo.

O sinal fotoacustico foi registrado através de uma varredura tempora de 100
pontos (correspondente a 300 segundos), numa frequéncia de 17 Hz, com a
sensibilidade do amplificador sincrono gustada de acordo com o nivel de sinal

(geralmente foi de 5 mV).

Para uma |&mina de aluminio com espessura de 65 nm, a frequiéncia de corte €
de aproximadamente 7 kHz. Ou sgja: para frequéncias de modulacdo maiores, o sinal
fotoactgtico corresponderia somente a folha de aluminio. Neste estudo, a frequéncia
utilizada foi mais baixa, de modo que a folha de aluminio pode ser considerada

termicamente fina



Apbs a observacdo do nivel de sinal com a folha de aluminio, as medidas foram
feitas com o antebraco limpo, ou sgja. O voluntario lavou o0 antebraco com sabdo em
agua corrente e depois o limpou com uma toalha de papel embebida em dcool, e era
devidamente posicionado com o antebraco direito sobre a célula fotoacustica para que a
medida do snal fosse realizada (Fig. 7). Os cuidados com o posicionamento e o
conforto do voluntario eram priorizados para que fosse mantida a estabilidade do braco

na célula e a conseqiente reducdo do nivel de ruidos durante a obtencdo do sinal
fotoacustico (ROMPE et al, 2004

FIGURA 7 - Braco do voluntario em contato com a célula fotoaclstica para a realizagdo das
medidas.

FONTE: Grupo de Fotoaclstica Aplicada a Sistemas Biol6gicos da Universidade do Vale do
Paraiba, 2004.

Para a aquisicdo do sina foi utilizado o programa Snal530, desenvolvido no
Laboratério Associado de Sensores e Materiais (LAS) do INPE.



ApoGs este procedimento, eram realizadas as aplicacOes da sonoforese, com a
dosagem do piroxicam gel de 3 g, US de 3 MHz, modo continuo, intensidade de 0,5
W/cn?. O antebraco direito foi escolhido para a aplicacdo do farmaco. Trés diferentes
locais do antebraco foram escolhidos para a aplicacdo do US com 1, 2 e 3 min, através
de movimentos circulares do cabecote (Fig. 8). Apds a aplicacdo com US, repetia-se o
procedimento de medida do sina fotoacUstico. As medi¢cBes dos trés tempos de
sonoforese foram feitas no mesmo dia em todos os voluntarios. As repeticdes destas
medidas eram feitas apos 24 h. O intervalo de 24 h foi escolhido porque ele corresponde
com o tempo de vida média do medicamento no organismo, segundo consta na bula do

medi camente divulgada pelo fabricante.

FIGURA 8: Aplicacéo do medicamento por sonoforese (UltraSom Ibramed, 3MHz, modo
continuo, intensidade de 0,5 W/cnf).

FONTE: Grupo de FotoacUstica Aplicada a Sistemas Bioldgicos da Universidade do Vale do
Paraiba, 2004.

Todos os sinais eram coletados pelo amplificador sincrono e enviados ao

computador. Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa Microcal
Origin 6.0°.



7 RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas quatro voluntarias foram feitas 10 repeticbes de cada medida, sendo que

algumas foram excluidas por problemas experimentais apds a medicdo. As tabelas I,

[, IV e V mostram os sinais medidos para cada voluntaria.

Tabela I1: Valor médio e desvio padrao do sinal fotoacustico (em V) na pele limpa

e na pele + piroxicam, em funcdo do tempo de aplicacdo da sonoforese, para o

voluntario 1.
Tempo
1min 2min 3min
(N=10) (N=10) (N=8)
Media DP Media DP Media DP

Pele 0,0023 0,00053 0,0022 0,00052 0,0024 0,00057
limpa
Pele + Pir 0,0019 0,00034 0,0018 0,00037 0,0018 0,00039

N: nimero de medicdes feitas

Tabelalll: Valor médio e desvio padréao do sinal fotoacustico (em V) na pele limpa

e na pele + piroxicam, em funcdo do tempo de aplicacdo da sonoforese, para o

voluntério 2.
Tempo
1 min 2min 3min
(N=10) (N=10) (N=9)
Media DP Media DP Media DP

Pele 0,0020 0,00059 0,0022 0,00056 0,0022 0,00042
limpa
Pele + Pir 0,0017 0,00044 0,0019 0,00041 0,0020 0,00033

N: nimero de medicOes feitas



Tabela | V: Valor médio e desvio padréo do sinal fotoacustico (em V) na pele limpa

e na pele + piroxicam, em funcdo do tempo de aplicacdo da sonoforese, para o

voluntéario 3.
Tempo
1 min 2min 3min
(N=10) (N=11) (N=9)
Media DP Media DP Media DP

Pele 0,0021 0,00059 0,0021 0,00062 0,0024 0,00059
limpa
Pele + Pir 0,0017 0,00044 0,0018 0,00042 0,0019 0,00031

N: nimero de medigdes feitas

Tabela V: Valor médio e desvio padréo do sinal fotoacustico (em V) na pele limpa

e na pele + piroxicam, em funcdo do tempo de aplicagdo da sonoforese, para o

voluntario 4.
Tempo
1 min 2min 3min
(N=7) (N=6) (N=5)
Media DP Media DP Media DP

Pele 0,0025 0,00055 0,0024 0,00036 0,0022 0,0004
limpa
Pele + Pir 0,0020 0,00032 0,0022 0,00033 0,0019 0,00023

N: nimero de medicdes feitas

Asfigs. 9, 10 e 11 mostram a distribuicéo das medidas experimentais para cada

tempo usado no voluntario 1, através de diagramas de caixa ( box-plots).
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Figura 9: Box-plot para os dados referentes a sonoforese de 1 min do voluntario 1.

Na legenda: minlP refere-se aos dados da pele limpa e minlPP refere-se aos dados da
pele mais piroxicam.
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Figura 10: Box-plot para os dados referentes a sonoforese de 2 min do voluntério

1. Nalegenda: min2P refere-se aos dados da pele limpa e min2PP refere-se aos dados da
pele mais piroxicam.
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Figura 11: Box-plot para os dados referentes a sonoforese de 3 min do voluntario 1. Na legenda:
min3P refere-se aos dados da pele limpa e min3PP refere-se aos dados da pel e mais piroxicam.



Os gréficos para os outros voluntarios sGo semelhantes, e por isso ndo seréo
apresentados. Pode-se observar nastabelas Il —V e nasfigs. 9 a 11, que o sinal da pele
limpa (P) é significativamente maior que o sina da pele + piroxicam (PP). Para afirmar
isto, foi realizado um teste de t pareado bicaudal entre os dados da pele limpa e os dados
da pele + piroxicam, para cada tempo de aplicacd. Em todos os casos p < 0,05,
significando que realmente o sinal da pele limpa sempre foi maior que o sinal da pele +
piroxicam (afirmacdo feita com uma significancia de 5%). A interpretacéo paraisto se

a&SnalPA, 0

encontra na eg. 1.6, ou sga, X » Ioggi;. Como a concentragdo X é um
SnalPAqp 5

numero real positivo, entdo o argumento dentro do logaritmo tem que ser maior que 1,
ou sgja

SnalPA,

———P >1p SnalPA, >SnaP
SnalPA,, P Per

Assim, nossos dados confirmam que a mudanca do sina fotoacUstico esta

relacionada com a penetracéo do medicamento na pele.

A seguir, foi calculado o valor aproximado de X (usando a eg. 1.6) em funcéo
do tempo de aplicagdo da sonoforese, para cada volunté&rio. A Fig. 13 mostra a
distribuicdo de valores de X obtida para o voluntério 1. A distribuicéo de valores para 0s
outros voluntérios € semelhante a observada na fig. 13 e ndo serdo mostradas. Pode-se
observar que todas elas séo semelhantes na sua distribuicdo, o que fara com que elas ndo
tenham valores médios significativamente diferentes. Para mostrar isto, na Tabela VI
sd0 mostrados os valores médios e os desvios padréo das distribui¢des de valores de X
em funcéo do tempo para cada voluntario.

Foi realizado para cada grupo de valores de X, nos trés diferentes tempos usados,
um teste de Anova. Para os quatro voluntérios, o valor de p sempre foi maior que 0,05,
0 que implica que os valores médios de X para cada tempo de aplicacdo do
medicamento sdo estatisticamente semelhantes, ou sgja, 0 maior tempo de aplicacéo do

US ndo fez com que penetrasse mais medicamento na pele humana.
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Figura 12: Box plot do In(sinalP/sinal PP) » X em fun¢do do tempo de aplicacdo da sonoforese,
para os dados do voluntério 1.

Tabela VI: Vaores médios aproximados de X, calculados usando a eq. 6.8, para

cada voluntério e para cada tempo de aplicacdo da sonoforese.

1 min 2min 3 min
Voluntério Xm SD Xm SD Xm SD
1 0,082 0,045 0,092 0,052 0,125 0,044
2 0,076 0,049 0,064 0,036 0,041 0,029
3 0,067 0,053 0,062 0,023 0,083 0,046
4 0,086 0,048 0,035 0,026 0,077 0,058

Outraobservagdo é que o sinal fotoacustico obtido para a pele limpa, como pode
ser observado nas tabelas 11, 111, 1V e V para os diferentes voluntérios, é praticamente
igual. Neste estudo podemos afirmar entdo que o sinal fotoacustico da pele limpa em
principio ndo muda com o tipo de pele, pois entre os quatro voluntarios havia um de
pele negra. Souza et al. (2005) realizou estudos onde foi observado que o sind



fotoacustico obtido em voluntarios com diferentes tipos de pele é diferente e pode ser
usado para distinguir o tipo de pele de um individuo. Estes resultados e os de o trabalho
desta tese mostram que a pele in vivo € um sistema realmente complexo e que seu
estudo deve ser feito em ambientes com temperatura e umidade controladas, aem de

outros fatores que possam afetar as propriedades da pele.

Os resultados obtidos até aqui mostram que a técnica fotoaclstica mostrou-se
vidvel para a redlizacdo de medidas ndo-invasivas que caracterizam a aplicacdo topica
de um medicamento, possibilitando uma mensuracdo da penetragdo do medicamento de

maneira rapida.

As medidas redlizadas apresentaram uma relacdo sinal-ruido favoravel, o que é
relevante quando se considera a dificuldade em minimizar os ruidos para medidas
fotoacUsticas in vivo, relacionada a dificuldade de estabilizagcdo do brago do voluntario
na célula. Conforme descrito anteriormente, a configuracéo adotada para a montagem

fotoacustica permitiu uma boa estabilizacéo.

GutiérrezJuarez et al. (2002) apontam uma série de fatores que podem interferir
nos resultados de experimentosin vivo, como o grau de hidratagéo da pele, movimentos
involuntarios e a transpiracdo. Em seu trabalho, estes autores afirmam que tais fatores
devem ser considerados e que mais estudos devem ser realizados para identificar a real
influéncia dos mesmos no sinal btoacustico e/ou no nivel de ruido. Bernengo et al.
(2998) mencionam como dificuldades na realizagdo das medidas in vivo o fato de que o
sinal fotoacUstico € mais fraco nesses casos, além disso, afirmam que o posicionamento
e 0 grau de relaxamento do voluntario sd0 essenciais para se obter resultados
satisfatorios.

Medidas anteriormente realizadas pelo Grupo de Fotoacustica Aplicada a
Sistemas Biologicos da UNIVAP comprovaram a influéncia do grau de hidratagdo da
pele na amplitude do sinal PA através de um estudo de monitoragdo da cinética de
desidratacdo da pele, analisando o espectro fotoacUstico em funcdo do tempo, onde
identificaram mudancas no espectro fotoacustico de acordo com o grau de umidade da
pele (ROMPE et al., 2003).



8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que a fotoacustica pode
ser adotada como técnica de andlise dos efeitos da sonoforese. Através de sua utilizagéo,
foi possivel avaliar a penetracdo do piroxicam gel em funcdo do tempo de aplicacéo da
sonoforese nos voluntarios deste estudo, sob as condicbes e parametros utilizados e
citados anteriormente. Os resultados obtidos mostram que a concentragdo relativa de
piroxicam, na pele, ndo muda com o tempo de aplicacdo. Poderia se pensar entéo que a
guantidade de creme que penetra € a mesma. Porém ndo pode se esguecer que o sinal
fotoaclstico obtido depende do comprimento de difusdo térmica (eg. 1.2), o qual é
funcéo da difusividade da pele e da frequiéncia da radiagéo utilizada. Como em todos os
tempos de aplicacdo analisados foi utilizada a mesma freqiiéncia de pulsos na anaise
fotoacustica, em principio o comprimento de difusdo térmica deve ter sido 0 mesmo.
Assim, o fato de que o valor estimado de X sgja semelhante nos trés tempos estudados
pode significar que até a profundidade analisada a quantidade de medicamento que
penetra é a mesma, porém nao podemos afirmar que ndo estd penetrando mais
medicamento para camadas mais profundas, implicando numa dinamica de penetracdo
sem barreiras que fagam o medicamento se acumular nas diferentes camadas da pele.
Mesmo assim, se pensarmos que 0 medicamento esta sendo empurrado mecani camente,
esperariamos um gradiente de concentragdo do medicamento, onde a menor
concentracdo estaria mais perto da superficie da pele, e a qual seria maior para maiores
tempos de aplicacdo. Os nossos resultados N0 mostram isto, e por isso também podem
ser interpretados como que a quantidade de creme que penetra é a mesma
independentemente do tempo de aplicacdo da sonoforese. Isto implicaria numa
saturacdo da quantidade de creme que pode penetrar na pele. Se isto ultimo for o caso,
entdo os resultados atestam para uma reavaliacéo da utilizacdo da técnica terapéutica da
sonoforese em relacdo ao tempo utilizado para que ocorra a penetragdo do
medicamento.

Para que a cinética de penetracdo de um medicamento seja mais bem avaliada,
devemos enfatizar a necessidade de trabalhar com uma quantidade maior de voluntarios,
e com um maior nimero de medigdes.

O presente trabalho abre perspectivas para a realizacdo de mais estudos
analisando o problema da penetracdo de cremes através da pele humana. Uma

possibilidade € a analise da concentracdo aproximada X em funcdo da freqiiéncia de



pulsos. 1sso permitiria tracar o gradiente de concentragdes na pele, se é que ele existe.
Também podem ser analisadas a penetracéo e concentracdo relativa, na pele humana, de
outras substancias e suas misturas. Estudos nesta area encontram-se atualmente sendo
reaizados no Laboratdrio de Fotoaclstica Aplicada a Sistemas Bioldgicos do

IP&D/UNIVAP.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente projeto tem como titulo “Andlise FotoacUstica da Penetracdo do
Piroxicam gg na Pele Humana in vivo por Sonoforese com Diferente Tempo de
Aplicagdo” e estd sendo elaborado pela aluna Fabiola Leite Franca Dias da Silveira sob
orientacdo do Prof. Dr. Daniel Acosta Avalos, como requisito para a obtencdo do titulo
de Mestre em Engenharia Biomédica, na Universidade do Vale do Paraiba.

Propodsitos e Hipoteses:

O projeto proposto tem por objetivo verificar as possiveis diferencas na

penetracdo do farmaco aplicado por US no modo continuo em amostras de pelein vivo.

Material e Métodos

Serdo selecionados para participarem do estudo um minimo de trés e um
maximo de cinco voluntarios, de ambos os sexos, sem uma faixa etaria definida,
membros do préprio Grupo de FotoaclUstica Aplicada a Sistemas Biologicos da
Universidade do Vale do Paraiba (Univap).

Os critérios de INCLUSAO para a participaco no estudo serzo:

- Néo apresentar ferida, ulceracdo ou qualquer tipo de ateracdo dermatoldgica,
principa mente nos bragos;

- Néo apresentar alergia a qualquer um dos componentes da férmula do medicamento
utilizado;

- N&o possuir implantes metalicos na regido do braco.

As medidas ser&o realizadas no Laboratorio de Fotoacustica Aplicada a Sistemas
Biol6gicos, sempre sob a presenca da pesquisadora responsavel, que fard as aplicacbes e
compromete-se a esclarecer eventuais dividas a respeito da metodologia, embasamento
tedrico e riscos oferecidos pela pesguisa. O farmaco escolhido para este estudo é o
piroxicam gel, conhecido no ambiente clinico por suas propriedades antiinflamatorias.

Inicialmente, serdo realizadas as medidas do sina fotoacustico com o antebraco
limpo, ou sgja, sem aplicacdo do farmaco. Para tanto, o voluntario devera lavar os

antebracos com sabdo em égua corrente e depois limpa-1o com um papel embebido em



acool. Apés ter lavado os antebragos, o voluntério sera devidamente posicionado com o

brago direito sobre a célula fotoacUstica para que a medida do sinal sgjaredizada.

Apos este procedimento, sera realizada a aplicacdo da sonoforese, com a mesma
dosagem de piroxicam gel (0,5 miligramas), US de 3 MHz, modo continuo, intensidade
de 0,5 W/cn?, durante 1, 2 e 3 minutos. Apds cada aplicacao, seré feita nova medida do

sinal fotoacustico.

Andlise Critica de Riscos e Beneficios

O projeto de pesquisa proposto néo oferece risco a voluntarios por se tratar de
um estudo experimental que utiliza um farmaco amplamente utilizado no meio clinico,
sem efeitos colaterais eminentes, conforme afirmado pelo fabricante. Além disso, a
dosagem, a area de pele a ser utilizada e o procedimento de lavagem das méos poucos
minutos apos a aplicacdo minimiza ainda mais o risco de superdosagem ou ago
semelhante. Deste modo, a probabilidade de que o individuo sofra algum dano como

consequiénciaimediata e tardia do estudo é bastante reduzida.

Fica assegurado, através deste termo, a liberdade do sujeito se recusar a
participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo
alguma e sem prejuizo ao seu cuidado, bem como a garantia de sigilo das informagdes
obtidas no estudo.

Este termo deve ser assinado em duas vias, sendo uma retida pelo voluntério da
pesquisa e uma arquivada pel o pesquisador responsavel.

Séo José dos Campos, de de 2004.

Assinatura do voluntério Assinatura do pesquisador





