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A iontoforese € um método de incremento de permeacgdo de substancias pela pele com a utilizacdo de
corrente continua. Neste estudo, sera abordado o principio ativo acido ascérbico, que possui efeitos
fisiologicos importantes na pele, tais como a sua atividade antioxidante; é um importante cofator da
producéo de colageno pelos fibroblastos e ainda atua como inibidor da melanogénese, proporcionando um
clareamento de manchas. Foram realizadas aplicagdes de iontoforese in vitro em gel com
hidroxietilcelulose associada ao principio ativo acido ascérbico 5% nos tempos de 0, 2, 5 e 10 minutos,
sendo realizados para um grupo com aplicacdo da corrente e um grupo controle. A liberagéo, permeacéo e
fluxo do &cido ascorbico foram avaliados por difuso vertical in vitro utilizando-se a célula do tipo Franz
com membrana de acetato de celulose e biomembrana de muda de pele de cobra. Pode se observar que
houve um incremento da liberacdo e fluxo do &cido ascérbico quando comparada a difusdo passiva. O
fluxo de acido ascérbico através da membrana de acetato de celulose sem a aplicacdo de iontoforese foi
de 5,1594 pmol L™cm2 h™ e com a aplicagdo da iontoforese o fluxo de 4cido ascorbico aumentou para
16,7132 pmol L'cm2 h. J4 em termos de permeacéo, os valores de fluxo de acido ascorbico obtidos
foram de 1,8167 pmol L cm? h™ e 1,4516 pmol L™ cm2 h™, para sistemas com e sem incidéncia de
iontoforese, respectivamente, indicando que a iontoforese promove o incremento da permeagdo do
principio ativo acido ascorbico.
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lontophoresis associated with ascorbic acid: Evaluation of in vitro vertical diffusion

lontophoresis is a method for increasing permeation of substances through skin using direct current. In
this work, was studied the active ascorbic acid, which has important physiological effects on the skin,
such as its antioxidant activity, is an important cofactor in the production of collagen by fibroblasts and
also acts as an inhibitor of melanogenesis, providing a whitening of stains. Experiments were held in vitro
iontophoresis and gel with hydroxyethylcellulose associated with ascorbic acid 5% during 0, 2, 5 and 10
minutes, in a group with current application and a control group. The release, permeation and flow of
ascorbic acid in vertical diffusion was evaluated in vitro using a Franz cell, cellulose acetate membrane
and Boa constrictor biomembrane. It can be seen that there was an increased release and flow ascorbic
acid when compared to passive diffusion. The flow of ascorbic acid through the cellulose acetate
membrane without the application of iontophoresis was 5.1594 umol L*cm™ h™ and with application of
iontophoresis, the flow of ascorbic acid increased to 16.7132 pmol L™ cm™? h™. In terms of permeation, in
the biomembrane, the flow was 1.8167 pumol L™ cm? h™ and 1.4516 umol L™*cm? h, in control system
and in system with iontophoresis, respectively, indicating that iontophoresis promotes an increase on acid
ascorbic permeation.
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1. INTRODUCAO

A pele é uma barreira mecanica que serve como protecdo ao organismo, evitando a perda de
liquidos, a entrada de micro-organismos e também a permeacdo de substancias do exterior. A
camada mais superficial da pele, a epiderme, é constituida de cinco camadas, das quais a que
oferece maior resisténcia a permeacdo é a mais superficial delas, a camada cornea, também
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chamada estrato corneo’. Uma forma de incrementar a permeabilidade cutanea ¢ a iontoforese.
Este recurso terapéutico € utilizado ha algum tempo, existem relatos da sua utilizacdo desde o
século XVIII. A iontoforese é um método de administracdo de substancias pela pele com a
utilizacdo de corrente continua. Esse método é também chamado de ionizacdo, iontopenetracéo,
dieletrélise e dieletroforese’.

H& um interesse crescente na obtencdo de um aumento de permeacdo de farmacos e

compostos ativos através da pele porque, dessa forma, seria possivel diminuir os efeitos
colaterais gerados pelas vias classicas (endovenosa e oral). Neste estudo, serd abordado o
principio ativo acido ascérbico, que possui efeitos fisioldgicos na pele, como a sua atividade
antioxidante, é também um importante cofator da producdo de colageno pelos fibroblastos e
ainda atua como inibidor da melanogénese, proporcionando assim um clareamento de manchas®.
O é4cido ascérbico é um composto natural, encontrado em frutas citricas e vegetais, e é
amplamente pesquisado tanto farmacologicamente quanto para o desenvolvimento de novas
drogas e produtos tépicos. E usado diretamente como agente terapéutico, além de matéria-prima
para a sintese ou modelos de compostos farmacologicamente ativos. Assim, as plantas
medicinais, as preparagdes fitofarmacéuticas e os produtos naturais isolados, contendo a
vitamina C, sdo pesquisados e utilizados em todo o mundo e, dessa forma, representam um
mercado que movimenta bilhdes de dolares, tanto em paises industrializados quanto em
desenvolvimento®. Em termos praticos, a aplicacdo topica de acido ascorbico mostrou elevar de
modo significativo os niveis cutaneos desta substancia com a associacdo da iontoforese, em
ensaios realizados in vivo em pele de ratos. O tratamento com acido ascorbico tépico pode
funcionar como fotoprotetor bioldgico de amplo espectro, retardando de forma significativa os
danos causados pela radiagéo ultravioleta (UVA). A radiacdo UV A atinge preferencialmente as
camadas mais profundas da pele (quando comparada a ultravioleta B - UVB). Como a
exposicdo a radiacdo UVA resulta em alteracbes no fotoenvelhecimento, tal protecdo é
altamente desejavel”.

Pode-se enfatizar que a promocdo de permeacdo de farmacos pela pele através da corrente
continua pode levar a maior eficacia da liberagdo de ativos; ao aumento do fluxo ou retencéo do
mesmo; ao aumento da liberacéo localizada, tdpica ou dos tecidos alvo através da pele; ou ainda
a combinagdo das hipoteses citadas. Dessa forma, o objetivo deste estudo é a investigagdo e
mensuracdo de permeacdo e liberagcdo do acido ascorbico 5% frente a aplicacdo de iontoforese
in vitro para que, assim, possa ser avaliada a real eficacia do seu emprego terapéutico.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo das analises foram preparadas amostras contendo acido ascorbico (SIGMA-
ALDRICH, grau de pureza >98%) 5% em meio gel hidroxietilcelulose (2%) manipulado em
farmécia de manipulacdo. Este gel é utilizado para produzir formulagdes com diferentes
viscosidades e sua capacidade de dissolugio néo é afetada pela presenca de fons no sistema®.

As amostras foram analisadas com e sem a aplicagdo da iontoforese. O equipamento (Modelo
AF5 da empresa Tone Derm) foi fornecido pelo laboratério do curso de Estética e Cosmética da
Univates. O eletrodo utilizado nas analises é de carbono e os parametros foram: frequéncia de
600 Hz, intensidade 200 pA (calculada pela area do eletrodo de 0,4 cm?) e tempos de 0, 2, 5 ¢
10 min de aplicacdo (Figura 1). Os tempos utilizados neste estudo estdo de acordo com a prética
clinica utilizada nos procedimentos de iontoforese in vivo, conforme literatura relacionada a esta
area’.

As andlises de liberagdo do acido ascorbico foram realizadas em uma célula de difusdo
vertical tipo Franz, com solucdo receptora de dgua deionizada e alcool etilico 99,5% (Nuclear®)
com proporcdo de 1:1, contendo uma membrana de acetato de celulose (Sartorius Stedim
Biotech com porosidade de 0,45 um e area de 7,06 cm?) com a finalidade de separar o
compartimento doador do receptor, ou seja, formar uma barreira ndo interferente a um fluido
denominado receptor®. A célula de difusdo foi introduzida em banho termostatizado (MA-184
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MARCONI) a 37°C, simulando a temperatura corporal. Em contato com a membrana foi
adicionado o agente acoplador, gel hidroxietilcelulose + &cido ascorbico 5%, conforme Figura 1.

Figura 1: Aplicagdo da iontoforese “in vitro”: la- Aplicacdo da iontoforese, eletrodos de
carbono sobre o gel com hidroxietilcelulose e acido ascdrbico a 5%. 1b- banho termostatizado
a 37°C. 1c-célula do tipo Franz com solucao receptora agua+ alcool 1:1.

Na avaliacdo da liberacéo, foram realizadas anélises de varreduras espectrofotométricas (190
a 990 nm) de aliquotas retiradas da célula de difuséo a cada 0, 2, 5 e 10 minutos, com e sem
aplicagdo da iontoforese, para a verificagdo da presenca do substrato na solugdo receptora. Os
resultados foram obtidos através de um espectrofotdmetro PerkinElmer UV/VIS Spectrometer
Lambda 25. Os tempos de analise forma determinados em funcéo de procedimentos da préatica
clinica.

Plotou-se os valores de absorbéncia obtidos no espectrofotémetro UV/Vis no comprimento
de onda préximos a 250 nm para o &cido ascorbico em funcdo das concentragdes percentuais:
1,25x10™, 6,25x10°, 3,125x10°, 1,5625x10° e 7,812x10°. Através destes valores obteve-se a
curva de calibracdo e por meio desta foi possivel determinar a concentracdo liberada para cada
amostra analisada. A partir da concentragdo liberada também foi possivel determinar o fluxo de
liberacdo do acido ascorbico em fungédo do tempo.

J& os ensaios de permeacdo seguiram o procedimento acima descrito, utilizando nestas
determinag®es biomembranas de muda de pele de cobra Boa constrictor, previamente hidratada®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes “in vitro” permitem avaliar alguns fendmenos que ocorrem entre a aplicacdo do
produto e o efeito de modo rapido e sem interferéncia de fatores bioldgicos, apesar de nao
simular a membrana biol6gica™. O método aprovado pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) para testes de permeacdo e dissolucdo de preparacdes tdpicas utiliza
celula de difusdo de Franz, que tem como maior vantagem a aplicabilidade das leis de Fick na
sua forma mais simples ™.
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Nos ensaios de liberacdo com membrana de acetato de celulose, através de varredura na faixa

espectral (190-900 nm) foram considerados os valores proximos a 250 nm como a regido de
absorbancia maxima, conforme se pode ver na Figura 2.
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Figura 2: Varredura espectrofotométrica dos ensaios de difusdo/liberacéo do &cido ascorbico
5%/gel com hidroxietilcelulose emt =0, 2, 5 e 10 minutos, com aplica¢édo de iontoforese

Os dados de absorbancia apresentados na Figura 2 foram convertidos em dados de
concentragdo por meio da utilizagdo da curva analitica obtida (y=-0,00174 + 1447,09603.x, R =
0,9984). A difusdo pode ser vista como um processo no qual a concentracdo tende a se igualar
em todos os pontos do sistema com o passar do tempo. A andlise da variagdo da concentragdo
difundida através do tempo representadas nas figuras 3 e 4, baseada nas leis de Fick. O fluxo é
definido, entdo, como a quantidade de massa (M) que passa através de uma area unitaria (A)
perpendicular & direcio do fluxo (o fluxo é um vetor) por unidade de tempo (t)*?. As Figuras 3 e
4 representam a curva de liberagdo in vitro realizadas com membrana de acetato de celulose sem
e com a aplicacdo de iontoforese, respectivamente.
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Figura 3: Liberagéo do acido ascdrbico nos tempos de 0, 2, 5 e 10 minutos sobre membrana de
acetato de celulose, sem a aplicacéo de iontoforese in vitro.
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Figura 4: Liberacao do &cido ascorbico nos tempos de 0, 2, 5 e 10 minutos sobre membrana de
acetato de celulose, com aplicacéo de iontoforese in vitro

A partir das curvas apresentadas nas Figuras 3 e 4 é possivel realizar a analise do fluxo de
difusdo pela area da membrana de acetato de celulose utilizada. O fluxo de é&cido ascérbico
através da membrana de acetato de celulose aumentou em funcdo do tempo com a aplicacdo de
iontoforese, como pode ser observado mais claramente na Figura 5.

Estes resultados corroboram com a literatura, na qual se percebe o incremento da liberacdo de
ativos a medida que aumenta o tempo de exposicdo da corrente. Atraves do calculo obtido com
a construcdo da equacdo da reta do gréfico de liberacdo pode se afirmar que o fluxo de acido
ascorbico através da membrana de acetato de celulose sem a aplicacdo de iontoforese foi de
5,1594 pmol L™ cm2 h e com a aplicacdo da iontoforese o fluxo de 4cido ascérbico aumentou
para 16,7132 pmol L'cm? h™, sendo que estes resultados apresentaram variacdo com
significancia estatistica (p > 0,05).
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Figura 5: Grafico comparativo do fluxo de &cido ascérbico 5% associado a gel com
hidroxietilcelulose através da membrana de acetato de celulose, sem e com aplicacéo de
iontoforese “in vitro”

Ja para sistemas com biomembrana de pele de cobra, que simulam o estrato c6rneo humano,
o fluxo obtido, para sistemas com e sem aplicacdo de iontoforese foi de J = 1,8167 umol Llem
2h' e 1,4516 umol Lcm2h, respectivamente.

Comparando estes resultados com estudos prévios publicados®, verifica-se que em estudos
associando iontoforese e &cido ascdrbico, em pele de ratos®, somente 0,3% do principio ativo
estudado permeou, em associacdo a iontoforese, sendo que neste estudo o0s parametros
estudados foram 10 V por 20 segundos e avaliagdo da quantidade de acido ascorbico ap6s 4
horas. Ainda, cabe mencionar que a pele de ratos possui pouca similaridade com a pele
humana®*, justificando o presente estudo onde a biomembrana de pele de cobra simula com
maiores detalhes o estrato c6rneo humano. J& em outro trabalho publicado, onde o principio
ativo estudado foi o fosfato ascorbil-sddico, que devido as suas alteragdes estruturais, apresenta
maior estabilidade em comparacdo ao &cido ascorbico®, para o tempo de aplicacdo de 30
minutos, aproximadamente 10% do principio ativo foi difundido, em membranas celul6sicas
hidrofilicas.

A permeacdo aumentada atraves da corrente elétrica dependera do campo elétrico gerado e da
duracdo da aplicacdo da iontoforese. Essa afirmacdo corrobora os achados no estudo, pois, a
medida que aumentou o tempo de aplicacdo da iontoforese, aumentou a liberacdo de acido
ascorbico para o meio receptor’.

Pode-se citar, por exemplo, que a aplicacdo da corrente elétrica ocasionou uma queda na
resisténcia da pele. Na pesquisa realizada por Oh et al.'®, a mudanca ocorreu em todas as
aplicagdes realizadas, inclusive, nos 10 primeiros segundos do inicio do fluxo de corrente, o que
seria uma justificativa para o comportamento do ativo acido ascérbico apds a aplicacdo da
iontoforese.

O estrato cérneo submetido a iontoforese tem a sua hidratacdo aumentada. Assim, a sua
resisténcia a passagem da corrente diminui. Correntes de baixa frequéncia geram uma
desestabilizacdo do estrato corneo apenas no local onde sdo aplicadas™. Djabri et al.?
confirmam que a utilizagdo de mecanismos de corrente elétrica de baixa intensidade para a
transferéncia transdermal de fa&rmacos é eficaz, uma vez que a liberacdo ocorre de forma gradual
e sem desconforto para o paciente.

Del Rio-Sancho et al.?* avaliaram o fluxo transdérmico do cloridrato de memantina, bem
como sua permeacdo através de membrana de orelha de suino, utilizando a célula de difusdo
vertical de Franz, e afirmam que a quantidade de farmaco retida aumentou logaritmicamente a
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medida que aumenta o fluxo transdérmico da substancia. Os autores citados obtiveram 0,559
mg/cm? na difusdo passiva e 1,58 mg/cm? com a utilizacdo da iontoforese, estes no periodo de 1
hora. A importancia desse achado é justificada, pois o efeito reservatorio poderia levar a uma
acumulacdo do farmaco no estrato cérneo quando aplicado topicamente sem a presenca da
iontoforese.

Ainda, um estudo realizado por Tomoda et al.?? afirma que a utilizacio combinada de
farmaco cumarina 6 em forma de nanoparticulas e iontoforese pode oferecer muitos beneficios,
ja que houve um aumento significativo de permeacéo quando comparado a difusdo passiva.

4, CONCLUSAO

O estudo realizado corrobora o que a literatura apresenta, uma vez que 0 aumento de
liberacdo do ativo acido ascorbico ocorreu de forma progressiva, conforme o aumento de tempo
de exposicao a corrente elétrica gerada pela iontoforese. O fluxo de &cido ascorbico através da
membrana de acetato de celulose sem a aplicacéo de iontoforese foi de 5,1594 pmol Lcm2 h'
e com a aplicacéo da iontoforese o fluxo de &cido ascdrbico aumentou para 16,7132 umol L
'em2 h™. Ja em termos de permeacéo, os valores de fluxo de 4cido ascorbico obtidos foram de
1,8167 pmol L'cm2 h' e 1,4516 pmol Lcm2 h, para sistemas com e sem incidéncia de
iontoforese, respectivamente.
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