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Prefácio 

 

O presente trabalho estuda a aplicação das bubbles por via tópica e com finalidade 

cosmética que faz parte de colaboração com a equipe do Prof. Dr. Harendra Parekh, professor 

sênior da escola de Farmácia da Universidade de Queensland, Austrália. Este grupo aprofunda 

conhecimento sobre a ação e aplicação das bubbles, realizando ampla linha de estudos 

voltados para a melhoria da entrega de fármacos (THAKUR et al., 2017). O presente trabalho 

complementa a linha de pesquisa trazendo informações com foco na aplicação tópica, uma 

vez que as referências sobre o assunto são escassas. As bubbles utilizadas em todos os 

experimentos foram produzidas e fornecidas pela equipe de Queensland, que detém a 

tecnologia e a patente. 

 Para uma melhor compreensão, os resultados deste trabalho foram apresentados em 

dois capítulos distintos. O capítulo 1 abrange dados de segurança encontrados nos ensaios in 

vitro aplicados para avaliação da citotoxicidade, fototoxicidade e genotoxidade das bubbles e 

da cafeína. O capítulo 2 apresenta informações sobre as características físico-química das 

bubbles e a eficácia utilizando ensaios ex-vivo de permeação. A aplicação dos ensaios foi 

conduzida conforme o fluxograma de atividades a seguir: 
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Capítulo 1 Avaliação da citotoxicidade, fototoxicidade e genotoxicidade in vitro de 

cafeína e bubbles 

 

Resumo 

O desenvolvimento tecnológico de sistemas de liberação com o objetivo de aumentar e 

controlar a entrega de substâncias ativas apresenta constante evolução. As bubbles são 

sistemas de liberação que contêm gás e possuem características interessantes de entrega. Um 

grande diferencial das bubbles com relação às demais nanopartículas já existentes é que o gás 

contido nelas pode proporcionar uma função de direcionamento e liberação controlados pelo 

ultrassom. Existem estudos demonstrando sua eficiência na entrega de fármacos e gases 

terapêuticos, mas são escassos os estudos discorrendo sobre a aplicação por via tópica ou com 

finalidade cosmética. A escolha criteriosa de todos os componentes de uma formulação 

incluindo suas concentrações adequadas é muito importante no desenvolvimento de uma 

preparação cosmética eficiente e segura e, para tal, os ensaios específicos são necessários e 

exigidos pela legislação. O objetivo deste trabalho foi avaliar a segurança da aplicação de 

cafeína e bubbles, isoladas e combinadas, estimuladas e não estimuladas pelo ultrassom, 

utilizando métodos in vitro. Com isso, foram realizados ensaios de viabilidade celular 

utilizando linhagens Balb/c 3T3 clone A31 e HaCat, fototoxicidade utilizando linhagens 

Balb/c 3T3 clone A31 e genotoxicidade utilizando linhagens CHO-K1, baseados nos 

protocolos correspondentes da OECD. A IC50 obtidas em culturas celulares de Balb 3T3 

clone 31 e HaCat expostas a cafeína foi de 2,6 e 0,4 mg/mL respectivamente, e quando 

expostas às bubbles não apresentaram toxicidade nas concentrações testadas. Na avaliação da 

fototoxicidade, a cafeína e as bubbles não apresentaram PIF (Photo Irradiation Fator) maior 

que 1 (um), portanto, foram consideradas não fototóxicas. Em relação ao ensaio do 

micronúcleo in vitro na linhagem CHO-K1, a cafeína e as bubbles não foram potencialmente 

genotóxicos nas concentrações avaliadas. Os resultados foram considerados promissores e 

demonstram a segurança da aplicação da cafeína e das bubbles nas linhagens avaliadas, sendo 

um grande motivador para a continuidade dos estudos in vivo. 

 

Palavras-chave: cafeína, bubbles, ultrassom, métodos in vitro, segurança. 
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1. Introdução 

 

 As bubbles são micelas ou lipossomas unilamelares com até 10µm de diâmetro, 

tipicamente preenchidos com um gás inerte de alto peso molecular e menor solubilidade em 

água do que o ar, tal como um perfluoropropano (KLIBANOV, 2002; TURÁNEK et al., 

2015b). O envólucro é composto por lipídios, polímeros e/ou proteinas e determina a rigidez 

e, portanto, a estabilidade das bolhas.  

 As bubbles são usadas no campo da ultrassonografia como agentes de contraste, pois 

o núcleo de gás é altamente ecogênico (ZHENG et al., 2007).  Ecogenicidade é um termo 

usado em ultrassonografia que descreve o quanto um tecido, órgão ou líquido deixa passar ou 

reflete as ondas sonoras do ultrassom, comparado com tecidos e órgãos próximos. 

 São caracterizadas por micro/nanopartículas preenchidas com gás inerte altamente 

ecogênico, ou seja, que é responsivo ao estímulo de ondas ultrassônicas e, portanto, 

potencializam a visualização das imagens em exames laboratoriais. Investiga-se o uso do 

ultrassom como método promotor de entrega de substâncias terapêuticas a partir do conceito 

de que as partículas contendo gás poderiam ser manipuladas pelas ondas sonoras.  O 

ultrassom pode romper as bolhas por um fenômeno conhecido como cavitação inercial, 

gerando microjatos que propulsionam substâncias de interesse, como medicamentos ou outros 

gases (oxigênio, óxido nítrico) em células/tecidos circundantes. Com este conceito, as bubbles 

tiveram a aplicação expandida para o campo de distribuição de fármacos, diagnósticos e 

teranósticos, termo que relaciona terapia e diagnóstico (PAREKH; THAKUR, 2018). 

 As bubbles utilizadas nesse projeto foram produzidas por meio da introdução de gás 

perfluoropropano (PFC) numa suspensão de micelas ou lipossomas unilamelares compostas 

por fosfolipídios, que proporciona estabilidade mecânica para a bolha, fazendo-a suportar uma 

pressão negativa provocada pelo meio e permitindo que o gás do interior esteja em equilíbrio 

de difusão com o meio externo. Em alguns casos, a estabilidade pode ser aumentada pela 

adição de uma camada de polímero hidrofílico, como polietilenoglicol (PEG). Este reforço 

permite que a bubble apresente uma elevada capacidade para a carga de gases (FIX; 

BORDEN; DAYTON, 2015). 

A cafeína é um alcaloide, derivado das metilxantinas, consumido como bebida, 

administrado como medicamento ou aplicado para fins estéticos (LUO; LANE, 2015). O uso 

dessa substância em formulações cosméticas corporais é usual e corriqueiro para os cuidados 

da celulite (CHRISTENSEN, 2014). Em contrapartida, a cafeína não possui propriedades de 
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um penetrante ideal capaz de romper a barreira cutânea, por esse motivo alguns estudos a 

utilizam como objeto de pesquisa de penetração cutânea (VELASCO et al., 2008).  

A cafeína é recomendada pela OECD (Organização de Cooperação e de 

Desenvolvimento Econômico) por ter sido extensivamente estudada in vitro e in vivo (OECD 

428, 2004; LUO; LANE, 2015), muitas vezes escolhida como um modelo de fármaco para 

estudar o desempenho como sistema de entrega de materiais biocompatíveis por causa de suas 

características físico-químicas (PILLONI et al., 2013). 

A toxicidade de determinadas substâncias corresponde à capacidade destas causarem 

algum efeito nocivo aos seres vivos. As avaliações de toxicidade abrangem ensaios efetuados 

nas matérias-primas, formulações em desenvolvimento e produtos acabados, aos quais são 

aplicados testes in vivo e/ou in vitro (MATHIJSSEN; SPARREBOOM; VERWEIJ, 2014) 

A história da avaliação da segurança de formulações cosméticas apresentou uma evolução 

de conceitos com relação ao uso de animais e crescentemente, o uso de animais está sendo 

substituído por métodos alternativos. Algumas vantagens são evidentes, como exemplo os 

ensaios in vitro permitiram maior precisão de resultados, pois utilizam recursos de automação, 

permitindo objetividade da análise final, como na quantificação de citocinas por ELISA ou 

estabelecimento da IC50 - concentração inibitória em 50% das células - em testes de 

citotoxicidade. Além disso, uma vez validadas, as metodologias alternativas apresentam um 

custo menor do que aquelas relacionadas à manutenção de animais e infraestrutura de 

biotérios e, em sua grande maioria, menor duração em ensaios in vivo (ABREU; 

PRESGRAVE; DELGADO, 2008). 

A cultura de células se enquadra entre os métodos alternativos mais difundidos devido à 

versatilidade da metodologia (KNOP; MARIA, 2016). Células dispersas retiradas de um tecido a 

partir de cultura primária, linhagem celular ou estirpe celular, seja por desagregação química, 

mecânica ou enzimática (FRESHNEY, 2010) são cultivadas em condições específicas que 

permitam se dividir e se multiplicam continuamente. 

Os ensaios in vitro utilizando culturas celulares são frequentemente utilizados para 

avalição da segurança de substâncias ou formulações. Com estes ensaios é possível verificar a 

interferência nos processos metabólicos celulares, crescimento/multiplicação celular, ou até 

mesmo a morte celular, reduzindo, assim o número de células viáveis se comparado com 

culturas controles não-tratadas (ABREU, 2008; FRESHNEY, 2010). 

 O ensaio de citotoxicidade in vitro consiste em avaliar a interferência de moléculas no 

metabolismo celular e na forma de como esses processos podem alterar o crescimento e 
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viabilidade celular (OECD 129, 2010). O teste de fototoxicidade in vitro identifica e 

determina o potencial tóxico da substância testada pela avaliação da redução na viabilidade 

das células após a exposição e ausência da luz (OECD 432, 2004). Estes ensaios permitem 

determinar o valor de concentração inibitória. A concentração máxima não tóxica de uma 

amostra pode ser obtida por meio do cálculo da IC10, que corresponde à concentração que 

produz 10% de inibição das células viáveis, IC20 e de IC80, para estimar as concentrações 

letais da amostra no sangue humano, e o valor de IC50, concentração da substância que inibe 

50% do crescimento celular, que permite estimar a DL50 (ICCVAM, 2006). 

Um dos métodos mais comumente utilizados para a avaliação da citotoxicidade é o 

ensaio de Vermelho Neutro. O ensaio NR é simples, preciso e com resultados reproduzíveis. 

As células viáveis internalizam o corante por transporte ativo, e a quantidade possui direta 

relação com o número de células vivas, indicando o grau de citotoxicidade causada pela 

substancia ou pela formulação utilizada no ensaio (RODAS et al., 2006) 

 Outro ensaio de segurança muito importante consiste na avaliação da toxicidade 

genética, destacando-se o ensaio MNvit (micronucleous in vitro), que detecta micronúcleos 

(MN) no citoplasma das células em interfase produzidos durante ou após a exposição de 

produtos químicos em células submetidas à divisão celular. Os MN são resultantes de 

fragmentos cromossômicos acêntricos ou de cromossomos inteiros que não foram incluídos 

no núcleo principal e representa danos irreversíveis causados por alterações no material 

genético das células expostas à agentes potencialmente genotóxicos (SALVADORI; 

RIBEIRO; FENECH, 2003; OCAMPO et al., 2016). 

 

2.  Objetivos 

 

2.1 Geral 

O desenho experimental deste trabalho buscou, fundamentalmente, avaliar a segurança da 

substância cafeína e das bubbles em ensaios in vitro, com e sem o estímulo do ultrassom. 

 

2.2 Específicos 

- Avaliação da citotoxicidade de amostras de bubbles e cafeína, isoladamente e associadas, em 

fibroblastos de camundongos (linhagem celular Balb/c 3T3 clone A31 - ATCC® CCL-163TM) 

e queratinócitos humanos imortalizados (linhagem celular HaCat – CLS Cell Line Service 

ThermoFisher®) e realizar comparação entre as duas linhagens. 
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– Encontrar valores de IC 50 e IC 10 para as respectivas substâncias. 

- Avaliação da fototoxicidade de amostras de bubble e cafeína, isoladamente e associadas, em 

fibroblastos de camundongos (linhagem celular de Balb/c 3T3 clone A31). 

- Avaliação genotoxicidade empregando células de ovário de hamster chinês (linhagem de 

células CHO-K1 - ATCC® CCL-61TM) 

 

3. Material e métodos 

 

3.1 Bubbles e cafeína 

A substância ativa cafeína anidra utilizada em todos os experimentos realizados 

corresponde ao CAS: 58-08-2, grau farmacêutico (anexo 1) e foi doada pela empresa 

distribuidora de insumos Embrafarma Produtos Químicos e Farmacêuticos LTDA. As bubbles 

utilizadas nesse projeto foram produzidas e fornecidas pela equipe do Dr. Harendra S. Parekh, 

da escola de Farmácia da Universidade de Queensland, Austrália (anexo 2). 

 

3.2 Ensaios de segurança 

As linhagens de células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade foram BALB/3T3 

clone A3 (ATCC® CCL-163TM) (figura 1-1) e HaCat. Para a fototoxicidade foram BALB/3T3 

clone A3 e para o ensaio de genotoxicidade foi utilizada a linhagem CHO-K1 (ATCC® CCL-

61TM). Ressalta-se que essas células fazem parte do banco de células da nossa equipe de 

pesquisa, e foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®). 
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Figura 1-1. Imagem de garrafas com cultura de Balb/3T3 clone A31 e imagem capturada de 

visualização em microscópio invertido caracterizando confluência. 

 

 

 

 

Fonte: acervo da autora 

 

O meio de cultura para cultivo das linhagens BALB/3T3 clone A31 e HaCat 

correspondeu ao DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) (Vitrocell®) suplementado 

com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Vitrocell®), 1% (v/v) de L-Glutamina (Vitrocell®) e 1% 

(v/v) de solução de antibióticos (10.000 UI.mL-1 de penicilina, 10 mg.mL-1 de estreptomicina 

e 1 mg.mL-1 de anfotericina B) (Vitrocell®).  CHO-K1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 

(Roswell Park Memorial Institute) (Vitrocell®) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal 

bovino (Vitrocell®), 1% (v/v) de L-Glutamina (Vitrocell®) e 1% (v/v) de solução de 

antibióticos (10.000 UI.mL-1 de penicilina, 10 mg.mL-1 de estreptomicina e 1 mg.mL-1 de 

anfotericina B) (Vitrocell®). As células foram incubadas em estufa a 37°C a 5% de CO2 com 

umidade controlada (Thermo ScienticTM, modelo 3425). O processo de descolamento celular 

ocorreu pela ação da solução de tripsina/EDTA (1:250) (Vitrocell®). Cada tripsinização foi 

registrada como uma passagem e os ensaios ocorreram a partir da segunda passagem. 

A aplicação do ultrassom foi realizada nos ensaios de citotoxicidade e fototoxicidade. 

O equipamento (figura 1-2) utilizado nos experimentos (marca Johari® digital, modelo 

Ultrasound JUS-2) foi cedido pelo Dr. Harendra Parekh.  

 

Microscópio
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Figura 1-2. Equipamento de ultrassom utilizado nos experimentos deste estudo que emite 

ondas ultrassônicas para aplicação em tratamentos estéticos e, neste estudo, para o estímulo 

das bubbles;  

 

 

Fonte: acervo da autora 

 

3.2.1 Qualidade das culturas celulares  

 A técnica aplicada para esta avaliação foi a PCR adaptada para as condições do 

laboratório de imunologia celular e bioquímica de fungos e protozoários na Universidade 

Federal de São Paulo. As linhagens celulares de Balb/3T3 clone 31, Hacat e CHO K1 foram 

cultivadas em DMEM ou RPMI 1640 suplementados com 10% (v/v) de soro fetal bovino 

(Vitrocell®), 1% (v/v) de L-Glutamina (Vitrocell®) e 1% (v/v) de solução de antibióticos 

(10.000 UI.mL-1 de penicilina, 10 mg.mL-1 de estreptomicina e 1 mg.mL-1 de anfotericina B) 

(Vitrocell®) e mantidas a 37°C em ambiente úmido contendo 5% de CO2. Alíquotas de 1mL 

sobrenadante do cultivo celular mínimo de 72 horas das linhagens avaliadas para identificação 

de micoplasma foram centrifugadas por 5 minutos a 12500rpm. O sobrenadante foi aspirado e 

o pellet formado foi ressuspenso em 50µL de água DPEC. Separadamente, foi preparada a 

amostra para análise contendo 2,5 µL da suspensão de células, 1 µL de primer forward 

(MYC1), 1 µL de primer (MYC2), 5 µL de master mix e 0,5 µL de água DPEC. Esta amostra 

foi aplicada no termociclador (Eppendorf Mastercycler® nexus) e as condições de ciclagem 

foram: 5 min a 94ºC, seguidos de 35 ciclos a 94ºC por 1 min, 52ºC a 60,0ºC por 1 min e 72ºC 

por 3 min e finalizados por um ciclo de 7 min de extensão. O produto do termociclador foi 

aplicado na quantidade de 10 µL em gel de agarose a 2%, e foi realizado a corrida em 100W 

por 30 (trinta) minutos. O gel foi removido com cuidado do molde, posicionado para analise 

por fluorescência (UVITEC Cambridge). 
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3.2.2 Ensaio de Citotoxicidade 

Este protocolo foi baseado nas diretrizes da norma OECD 129, 2010, aplicada nas 

práticas comerciais como norma uniformizadora da qualidade de produtos farmacêuticos. As 

células Balb/3T3 clone A31 (passagens celulares entre P12 e P16) e HaCat foram, 

separadamente, semeadas em densidade de 20000 células em volume de 100µL em 

microplacas de 96 poços (0,28cm2 de área/poço, Corning®) e incubadas por 24 horas para 

adesão das células. Os meios foram removidos e as células foram tratadas com uma diluição 

seriada das soluções das amostras recém-preparadas, conforme esquema representativo 

(figura 1-3).  

 

Figura 1-3. Esquema representativo do preparo para ensaio de citotoxicidade e fototoxicidade 

nas placas de 96 poços. Sendo: B = branco; CC = Controle de células; C1 – C8 = 8 

concentrações da substância em teste (células + amostra).  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A B B B B B B B B B B B B 
B B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
C B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
D B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
E B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
F B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
G B CC C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CC B 
H B B B B B B B B B B B B 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

As concentrações de partida (C8) aplicadas no ensaio (tabela 1-1) receberam o fator de 

diluição de 1:2. A definição dessa diluição é justificada pelo desconhecimento das 

características dos ativos. As amostras determinadas para receberem o estímulo do ultrassom 

o receberam logo após a adição das amostras diluidas nos poços, respeitando os parâmetros 

estabelecidos, durante 5 minutos, US pulsado 50%, frequência de 3MHz e intensidade de 

2,5W/cm2 (MANUAL JOHARI, 2014) 
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Tabela 1-1. Concentrações de partida (C8) para as amostras aplicadas em cultura de células 

Balb 3T3 e HaCat. Diluição aplicada 1:2. 

 

Amostra Concentração C8 
Cafeína log 2,09 mM    
Bubble log 5,2 mg/mL 
Bubbles e US Bubbles log 5,2 mg/mL 

US pulsado, 3MHz, 2,5W/cm2 
Bubbles e cafeína Cafeína log 2,09 mM 

Bubbles log 5,2 mg/mL 
Bubbles, cafeína e US Cafeína log 2,09 mM 

Bubbles log 5,2 mg/mL  
US pulsado, 3MHz, 2,5W/cm2 

 

Após 48 horas da adição das amostras (OECD 129, 2010), o meio de cultura foi 

retirado e os poços foram lavados com a solução salina, adicionou-se solução do corante vital 

Neutral Red (NR corante vermelho neutro) solubilizado em meio de cultura DMEM. Após 3 

horas de incubação, a solução de NR foi removida, os poços foram lavados com PBS (tampão 

fosfato-salino) para então adicionar-se 150 μL da solução de dessorção de NR (49 % (v/v) de 

água destilada, 50 % (v/v) de álcool etílico P.A e 1 % (v/v) de ácido acético glacial, Synth®) 

para lise das células que ficaram viáveis e consequentemente a liberação do corante de dentro 

delas. Em seguida, as microplacas foram agitadas por 15 minutos e a medida da absorbância 

no λ de 540nm foi realizada utilizando o espectrofotômetro de microplacas (modelo Synergy 

HT, Biotek®) (ICCVAM, 2006; OECD 129, 2010)  

Os valores obtidos foram aplicados em cálculo para determinação da viabilidade 

celular. Subtraiu-se a média obtida dos brancos. A viabilidade celular foi calculada pelo 

software Phototox® (OECD) da seguinte forma: viabilidade celular (%) = (CT / CC) x 100, 

onde CT é a absorbância das células tratadas é CC absorbância do controle de células. Os 

valores obtidos foram submetidos ao programa estatístico GraphPad Prism® 7, que gerou as 

curvas dose-resposta com a barra de erro padrão média. 

 

3.2.3 Ensaio de Fototoxicidade 

 

As células Balb/3T3 clone A31 (passagens celulares entre P9 e P16) foram semeadas 

em densidades de 20000 células em volume de 100µL em microplacas de 96 poços (0,28cm2 

de área/poço, Corning®) e incubadas por 24 horas para adesão das células. Para cada amostra 

foram preparadas duas placas, uma para a exposição a luz (UVA+) e a outra para o escuro 
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(UVA-). As amostras foram diluidas em PBS+, composto por Phosphate buffered saline com 

0,1% (p/v) de cálcio e 0,13% (p/v) de magnésio de forma seriada imediatamente antes da 

utilização e ao abrigo da luz, para evitar a fotoativação ou degradação da amostra antes da 

ativação (COLIPA; ECVAM, 2008). As concentrações utilizadas foram escolhidas a partir da 

concentração que não apresentou citotoxicidade no ensaio anterior e representou a 

concentração C5 e receberam o fator de diluição de 1:47. No caso da cafeína, a concentração 

de partida foi de 0,003g/mL, e como as bubbles não apresentaram citotoxicidade, estabeleceu-

se aleatoriamente a concentração de 0,06g/mL. Para homogeneização, a cafeína foi agitada até 

total solubilização com vórtex e a solução obtida foi filtrada com filtro de poro 0,45. Para as 

bubbles houve apenas dispersão das partículas com agitação manual e não foi realizada 

filtração para que as mesmas não ficassem retidas no filtro. 

Após 24 horas de incubação e amostras prontas, o meio de cultura dos poços foi 

removido e as células foram tratadas com as diluições seriadas em ordem crescente de 

concentração, como esquematizado na figura 1-3, e foram incubadas por 1 hora. As amostras 

com aplicação do ultrassom receberam o estímulo logo após a aplicação das amostras e antes 

da incubação, respeitando os parâmetros estabelecidos, durante 5 minutos, US pulsado 50%, 

frequência de 3MHz e intensidade de 2,5W/cm2. Decorrido este período, as microplacas 

foram posicionadas na câmara de fototoxicidade (figura 1-4), construída a partir das premissas 

do protocolo ©ECVAM DB-ALM: INVITTOX protocol (COLIPA; ECVAM, 2008), sendo 

irradiada (irradiância UVA: 1,7 mW / cm2) por 107 min em temperatura ambiente, período 

correspondente a dose de UVA = 5 J / cm2 (SPIELMANN et al., 1998). Ressalta-se que a 

intensidade da luz UVA da câmara foi qualificada com Radiômetro (UV-Meter, Hönle UV 

Technology) equipado com sensor de UVA, cujo espectro é de 320 a 400 nm. 

Após a exposição à radiação, os poços foram novamente lavados com PBS+ seguida 

da adição de meio de cultura e incubadas por 22 a 24 horas. Decorrido este prazo, prosseguiu-

se com o ensaio de viabilidade celular utilizando o NR (Neutral Red) e a leitura da 

absorbância realizada no comprimento de onde de 540nm. Para a interpretação dos resultados 

e previsão do potencial fototóxico, as leituras das absorbâncias foram submetidas ao programa 

Phototox® versão 2.0 (Paris, França) que determinou o valor de Photo Irradiation Fator (PIF) 

e o “Mean photo effect” (MPE), preconizados pela OECD (OECD 432, 2004) e INVITTOX 

protocol (COLIPA; ECVAM, 2008) 

O PIF está relacionado com a IC50, ou seja, à concentração de cada substância que 

inibe 50% da viabilidade celular da microplaca não irradiada e da microplaca irradiada, sendo 
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possível classificar as amostras: não fototóxicas para PIF < 2; provavelmente fototóxica para 

2 < PIF < 5; ou fototóxica para PIF > 5 (OECD 2004; SPIELMANN et al., 1998). 

 

Figura 1-4. Fotografia da câmara de fototoxicidade utilizada no ensaio com a porta aberta e as 

microplacas posicionadas.  

 

Fonte: arquivo da autora 

Na análise estatística, realizada no programa estatístico GraphPad Prism® 7, foi aplicada a 

análise de variância, ANOVA One-way, e teste Tukey para determinação de diferenças 

estatísticas entre os grupos de amostras. O nível de significância (α) foi de 5%, quando o 

valor- p for menor que 0,05 há uma diferença significativa entre as amostras, contrariamente, 

quando p ≥ 0,05 não há diferença significativa (FESTING, 2001). 

 

3.2.4 Ensaio de genotoxicidade 

 

Os dados deste ensaio foram obtidos pela aplicação do teste de micronúcleo in vitro 

(MNvit) pelo método clássico, com leitura de lâminas. Todo o procedimento foi baseado no 

guia internacional OECD 487 (OECD 487, 2016).  

Para a determinação das concentrações da cafeína e das bubbles foi considerado o 

valor de IC10 (ou seja, concentração que inibe 10% de células desafiadas) determinado pelo 

teste de citotoxicidade (RODAS et al., 2006). As concentrações de cafeína variaram entre 

0,00075 e 0,000185 g/mL e de bubbles variaram entre 0,02 e 0,005 g/mL. 

Com relação aos controles, aplicou-se cloreto de sódio (NaCl, Synth®, CAS nº 7647-

14-5) como controle negativo, mitomicina (Sigma-Aldrich®, CAS n° 50-07-7) e benzopreno 

(Sigma-Aldrich®, CAS n° 50-32-8) como agentes clastogênicos, agentes que induzem 

rupturas cromossômicas, colchicina (Sigma-Aldrich®, CAS n° 64-86-8 como agente 
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aneugênico, que alteram o número normal de cromossomos. Agentes clastogênicos e 

aneugênicos são potencialmente carcinogênicos. 

 Foram semeadas 20000 células de CHO-K1 por poço da placa de 6 poços (9,6 cm2, 

Corning®) em 2mL de meio e incubado por 48 horas, a 37 °C, em incubadora úmida com 5% 

de CO2. Após este período, o meio de cultura foi retirado das placas e as células foram 

tratadas com as amostras, com meio RPMI 1640 (controle de células), com os controles 

positivos e negativos. Esta sequencia foi realizada com ativação da solução Mix S9 e sem 

ativação. A mistura S9 foi preparada previamente dissolvendo-se em 1mL de água destilada, 

1,75mL de solução tampão fosfato pH 7,4, 0,1mL de uma solução de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADP) 76,5mg/mL, 0,025mL de um glicose-6-fosfato 282,1mg/mL 

solução, 0,05 mL de solução salina (1,65M de KCl e 0,4M de MgCl2)(ESTEVES-PEDRO et 

al., 2011). Após, as placas foram incubadas por 4 horas. Após a exposição, os meios de 

cultura foram retirados, os poços lavados com solução PBS pH 7,4, seguido da adição da 

solução de citocalasina B (4µg/mL em meio RPMI, Sigma-Aldrich®, CAS nº 14930-96-2). As 

culturas retornaram à incubadora por 20 horas.  

Decorrido esse período, o meio de cultura foi aspirado de todos os poços. Em seguida 

as células foram lavadas com PBS pH 7,4 e descoladas com solução de tripsina 0,05% 

(p/v)/EDTA 0,02% (p/v.). O conteúdo de cada poço foi transferido para tubos cônicos de 

15mL previamente identificado e codificados, permitindo posterior avaliação aleatória. Os 

tubos foram centrifugados (1500 rpm, 5 minutos), o sobrenadante descartado e as células 

ressuspendidas em 5mL de solução de NaCl 0,9% (p/v). Após 5 minutos, a nova suspensão 

foi centrifugada (1500 rpm, 5 minutos), o sobrenadante descartado e adicionada a solução 

fixadora 3:1 de metanol (Synth®, CAS nº 67-56-1) e ácido acético glacial (Synth®, CAS nº 

64-19-7), células ressuspendidas e após 5 minutos, centrifugado novamente. Esta etapa foi 

repetida mais duas vezes. Concluída a etapa de centrifugação, o sobrenadante foi descartado 

deixando-se apenas 1mL do fixador para ressuspender as células. A suspensão celular foi 

gotejada em três lâminas, posicionadas sobre banho termostatizado a 65°C por 3 minutos. As 

lâminas secaram por 24 horas em temperatura ambiente e posteriormente foram coradas 

(Instant prov, NewProv®)(figura 1-5). Técnica de coloração para o INSTANT PROV foi 

realizada em três berços com capacidade para 10 (dez) lâminas. Cada berço recebeu cada 

corante, na seguinte ordem: Instant Prov I, II e III. As lâminas fixadas e secas foram 

totalmente submersas em cada cuba e deixadas por 10 segundos, sem executar movimentos. 

Passado esse tempo, as lâminas foram retiradas do corante e deixadas escorrer durante 5 
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segundos antes de seguir para o corante seguinte. O processo se repete, diferindo apenas que 

no último corante o tempo de exposição é maior, 20 (vinte) segundos. As lâminas por fim são 

retiradas do corante, deixadas escorrer durante 5 segundos e lavadas em água purificada. 

 

Figura 1-5. Amostras prontas para serem adicionadas à cultura (A); Kit de coloração utilizada 

no ensaio (B); bercinho para lâminas contendo os três corantes na sequência de aplicação (C); 

lâminas secando após serem coradas (D). 

 
A                                             B  

 

C                                             D  

 

Fonte: acervo da autora 

 

A leitura das lâminas foi realizada no microscópio óptico (Primo Star, Zeiss®) com 

objetivas de 20 e 40x. De cada tratamento foram contadas no mínimo 2000 células 

binucleadas, sendo pelo menos 1000 células em cada cultura Nessa população, foram 

consideradas a incidência de células mononucleadas (CM), células binucleadas (CB) com 1,2 

ou 3 micronúcleos, células multinucleadas (CMu), células apoptóticas e células necróticas. 

Com os valores de CM, CB e CMu, foram calculados o Índice de Proliferação Pós-Bloqueio 

da Citocinese (CBPI do inglês, Cytokinesis-Block Proliferation Index), o Índice de 
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Replicação (RI do inglês, Replication Index), a citotoxicidade das amostras e a frequência de 

micronúcleos (em porcentagem), segundo as fórmulas descritas pela OECD 487 (2016) e 

apresentadas nas equações (1), (2) e (3). Os resultados das leituras das lâminas foram 

analisados separadamente para amostras com e sem S9. 

 

���� =  
(n° mononucleadas) + 2(n° binucleadas) + 3(n° multinucleadas)

(n° total de células)
 

Equação 1 

  

�� =  
[(n° binucleadas) + 2(n° multinucleadas)] ÷ (n° total de células da cultura tratada)

[(n° binucleadas) + 2(n° multinucleadas)] ÷ (n° total de células do controle)
 100 Equação 2 

  

%frequencia micronúcleos =  
(n° total de micronúcleos)

(total de células binucleadas)
 100 

Equação 3 

 

    
 A avaliação de outros indicadores de citotoxicidade (por exemplo, integridade 

celular, apoptose, necrose, contagem de metáfase, ciclo celular) pode fornecer informações 

úteis, mas não deve ser usada no lugar de CBPI ou RI (OECD 487, 2016). Com relação a 

avaliação dos resultados, foi aplicado o modelo estatístico Poisson (MARGOLIN et al., 1986) 

e após foi aplicada a análise de variância ANOVA One-way e teste de Tukey com auxílio do 

programa estatístico GraphPad Prism® 7. 

 

4. Resultados e discussão 

   

4.1 Qualidade das culturas celulares 

 

A ausência de contaminação por micoplasma das culturas celulares utilizadas nos 

ensaios foi constatada aplicando-se a técnica recomendada pela OECD (2004) de PCR. Todas 

as amostras analisadas pela técnica de PCR com uso do termociclador e corrida em gel de 

agarose apresentaram ausência de fluorescência com a técnica de PCR com sobrenadante de 

cultivo celular de Balb 3T3 clone 31 e HaCat após 72 horas, com isso se concluiu a ausência 

de contaminação por micoplasma nessas populações. Segundo recomendação da OECD, a 

infecção ou contaminação de uma linhagem celular com um vírus acidental ou micoplasma 

pode alterar significativamente as características das células, mas essa contaminação pode não 

ser evidente (OECD 286, 2018), por isso a necessidade da avaliação. 
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4.2 Avaliação da citotoxicidade 

 

Os testes de citotoxicidade verificam a taxa de morte celular, apoptose ou a taxa de 

viabilidade celular (ABREU, 2008; FRESHNEY, 2010). Um dos métodos mais comumente 

utilizado é o ensaio de NR, do inglês Neutral Red (Vermelho Neutro), que utiliza o corante 

vital NR (vermelho básico 5, Toluileno Vermelho). O ensaio NR é simples, preciso e com 

resultados reprodutíveis. As células viáveis internalizam o corante por transporte ativo e este 

se liga aos lisossomos. Em contato com uma solução de dessorção de etanol acidificado, o 

corante é libertado do interior das células, sendo que a quantidade deste é diretamente 

proporcional ao número de células vivas presentes na amostra, indicando o grau de 

citotoxicidade causada pela substância ou pela formulação utilizada no ensaio (RODAS et al., 

2006).  

A linhagem celular de fibroblastos proveniente de embrião de camundongo Balb 3T3 

foi empregada seguindo parâmetros preconizados na OECD 129 (2010). Esta linhagem 

apresenta facilidade de obtenção, manutenção e manipulação e possui capacidade de se 

manter estável mesmo após muitas passagens, quando comparada com a linhagem celular 

proveniente de fibroblastos humanos (TODARO; GREEN, 1963). A designação “3T3” se 

refere ao fato de que esta linhagem celular cresceu originalmente em uma concentração de 3 x 

105 células por cm², primeiro “3”, com um intervalo de transferência (“T”) de 3 dias, segundo 

“3” (TODARO; GREEN, 1963). 

A Figura 1-6 representa em gráficos resultados de viabilidade celular das células Balb 

3T3 após a exposição de 48 horas à cafeína e às bubbles em diferentes combinações para 

gerar curva dose-resposta e calcular os valores de IC50. Apenas as amostras com cafeína 

isolada indicaram ser citotóxicas, a cafeína isolada apresentou citotoxicidade a partir da 

concentração 3 mg/mL ou 15µM ou log -1,81113 µM. Observou-se que as bubbles 

isoladamente não possuem a capacidade de ser tóxica para as células.  
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 Figura 1-6. Citotoxicidade da cafeína e bubbles sobre células Balb 3T3 clone 31 após 48 

horas de incubação. A. Cafeína livre; B. Bubble livre C. Bubble associada ao ultrassom D. 

Cafeína associada às Bubbles. E. Cafeína ass  ociada às Bubbles expostas ao ultrassom Os 

dados representam a média ± desvio padrão de dois ensaios independentes. As concentrações 

indicadas nos gráficos (D) e (E) correspondem as mesmas concentrações aplicadas na 

avaliação isolada, partindo da concentração inicial para cafeína 12mg/mL (log 2,09 µM) e 

bubbles 160mg/mL (log 5,2 mg/mL) seguidas de diluições 1:2. 
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Os valores de IC50 foram calculados com o auxílio do software Phototox® (OECD) e 

estão apresentados na tabela 1-2. Confirmou-se que apenas as amostras que possuíam a 

cafeína apresentaram concentração inibitória de crescimento. Algo interessante ocorreu com a 

amostra que associou a bubble, cafeína e ultrassom, pois houve uma toxicidade menor neste 

conjunto quando comparadas as demais avaliações em que a cafeína está presente. Esta 

suspeita é confirmada com o aumento da concentração da IC50, como pode ser observado na 

tabela 1-2. Suspeita-se que este fato esteja relacionado com a liberação do gás 

perfluorocarbono quando as bubbles se rompem após a aplicação do ultrassom. 

 

Tabela 1-2. Resultados de valores de IC50 da cafeína obtidas no Phototox® em cultura celular 

de Balb 3T3 clone 31 após exposição de amostras com cafeína e bubbles. 

 
Amostra IC 50  

Cafeína 2594,4 mg/L ou log 1,13 µM 
Bubbles -- 
Bubbles e US -- 
Bubbles e cafeína 2497,4 mg/L ou log 1,11 µM 
Bubbles, cafeína e US 8560,3 mg/L ou log 1,64 µM 

 

A Figura 1-7 representa os resultados de viabilidade celular das células HaCat após a 

exposição de 48 horas à cafeína e às bubbles em diferentes combinações para gerar curva 

dose-resposta e calcular os valores de IC50. Igualmente ao observado com as avaliações com 

as culturas de Balb 3T3, os gráficos mostram que apenas as amostras com cafeína isolada 

aparentaram ser citotóxicas nas culturas de células HaCat. Como exemplo, a cafeína isolada 

apresentou citotoxicidade neste caso a partir da concentração 375 mg/L ou 1,93µM ou log µM 

0,286. Comparando com a cultura da Balb 3T3, as HaCat parecem ser mais sensíveis à 

cafeína. Com relação às bubbles, o comportamento foi o mesmo, não apresentaram 

capacidade de ser tóxica para as HaCat. 
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Figura 1-7. Citotoxicidade da cafeína e bubbles sobre células HaCat após 48 horas de 

incubação. A. Cafeína livre; B. Bubbles livre C. Cafeína associada às Bubbles D. Bubble 

associada ao ultrassom E. Cafeína associada às Bubbles expostas ao ultrassom. F. Controle 

(Triton X-100). Os dados representam a média ± desvio padrão de dois ensaios 

independentes. As concentrações indicadas nos gráficos (C) e (E) correspondem às mesmas 

concentrações aplicadas na avaliação isolada, partindo da concentração inicial para cafeína 

24mg/mL (log 2,09 µM) e bubbles 160mg/mL (log 5,2 mg/mL) seguidas de diluições 1:2. 
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Os valores de IC50 foram calculados com o auxílio do software Phototox® (OECD) e 

foram apresentados na tabela 1-3. Confirmou-se que apenas as amostras que possuem cafeína 

apresentaram concentração inibitória de crescimento. Entretanto, quando comparadas entre 

elas, observou-se um aumento da IC50 nas associações da cafeína com as bubbles e na 

associação cafeína, bubbles e ultrassom quando comparadas com a amostra da cafeína pura. 

 

Tabela 1-3. Resultados de valores de IC50 da cafeína obtidas no Phototox® em cultura celular 

de HaCat após exposição de amostras com cafeína e bubbles.  

Amostra IC 50  
Cafeína 384,43 (mg/L) ou log µM 0,29 
Bubbles -- 
Bubbles e US -- 
Bubbles e cafeína 832,39 mg/L ou log 0,63 µM 
Bubbles, cafeína e US 554,43 mg/L ou log 0,46 µM 
Controle 69,62 mg/L ou log 1,84 mg/L 

 

A cafeína é uma substância consagrada e amplamente estudada. Entretanto são 

escassas as referências que dispõe resultados sobre segurança sem a aplicação de animais nos 

experimentos. Em buscas realizadas na base Scopus e Web of Science as referências 

encontradas contendo estudos da citotoxicidade da cafeína nas linhagens celulares avaliadas e 

com base nos protocolos da OECD foram poucas. Este cenário impacta inclusive no 

desenvolvimento de novos produtos que contenham cafeína e que necessitam se adequar aos 

novos protocolos de avaliação de segurança. 

Estudo de Fernandes, Lopes e Santa-Maria sugere que a concentração de cafeína deve 

ter importância crítica porque altas doses dessa substância induzem apoptose e baixas 

concentrações podem atuar como antioxidantes. Os resultados apresentados neste trabalho 

foram obtidos em ensaios realizados com células CHO-K1. A IC50 foi de 12,5mM, calculada 

pelo desempenho de seis concentrações diferentes após exposição de 24h, e a viabilidade 

celular avaliada com corante vermelho neutro (FERNÁNDEZ; LÓPEZ; SANTA-MARIA, 

2003). Baixas concentrações de cafeína (<5mM) impedem a apoptose de macrófagos, 

enquanto concentrações altas de cafeína (> 5mM) induzem apoptose nessas células. Os efeitos 

da cafeína nas células HaCat e Balb 3T3 são contraditórios quando comparados com esta 

informação, pois doses inferiores de cafeína foram citotóxicas.  

 Em OJEH et al. (2016) a cafeína restringiu a proliferação celular de queratinócitos 

HaCat de maneira dose-dependente. O ensaio foi realizado com 5-difenil tetrazolium bromide 

(MTT) com sete doses diferentes de cafeína variando de 0,1 a 5 mM. A diminuição do 
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número de células dependente da cafeína foi estatisticamente significativa dentro do intervalo 

de dose de 0,25‐5 mM, embora tenha sido observada em doses mais baixas também. Células 

HaCaT tratadas com doses de cafeína de 0,1 e 0,25mM não apresentaram muitas alterações 

nas células. Esses dados indicam que o uso diário habitual de cafeína, mesmo em doses baixas 

de 0,25mM, pode ter impacto negativo na proliferação celular, podendo ter um efeito 

inibitório na cicatrização de feridas e na epitelização. O estudo alerta que se deve tomar 

cuidado ao extrapolar esses resultados in vitro para prever resultados in vivo. As doses 

apresentadas nesse estudo são superiores aos valores usados nos nossos experimentos. 

Estudos in vitro demonstraram que a adição de cafeína em culturas de osteoblastos pode 

reduzir a viabilidade celular com MTT por aumentar a apoptose com doses de cafeína ≥ 0,1 

mM (TSUANG et al., 2006). A cafeína e o seu metabolito, a teofilina, exibiram potências 

citotóxicas aproximadamente equivalentes às células NHEK, HFF, SK-Mel / 27 e HepG2. No 

entanto, as células endoteliais eram 2 a 3 vezes mais sensíveis à cafeína e cerca de duas vezes 

mais sensíveis à teofilina que os outros tipos de células (BABICH; BORENFREUND, 1992). 

BORENFREUND e PUERNER (1987) mostraram que a citotoxicidade de 0,5 mM cafeína 

(67% de sobrevivência em relação ao controle) foi reduzida por co-incubação com um sistema 

de metabolização microssomal de fígado de ratos S-9 induzidas por Aroclor (95% de 

sobrevivência), usando fibroblastos de camundongo BALB / c 3T3 em ensaio com NR. 

 THAKUR et al. (2017) avaliou a toxicidade das bubbles em linhagens celulares de 

retina humana ARPE-19, MIO-M1 e 661W, e observou uma diminuição significativa na 

viabilidade nas concentrações a partir de 60 μg/mL. Células de 661W foram mais resistentes, 

mostrando apenas toxicidade em doses de nanobolhas a partir de 120 μg/mL. Curiosamente, 

quando a ultrassonografia foi combinada na presença de 30 μg/mL de nanobolhas em uma 

intensidade de ultrassom de 1 W/cm2, houve redução significativa da viabilidade em todos os 

tipos de células. Ao reduzir a intensidade para 0,5 W/cm2 a viabilidade celular não foi afetada. 

Segundo o estudo, as bolhas e a ultrassonografia afetaram a viabilidade de maneira previsível, 

dependente da concentração e exposição, respectivamente. Nosso estudo demonstrou que as 

bubbles não aparentam toxicidade ao se exporem às linhagens celulares aplicadas, entretanto 

o comportamento de aumento na viablidade quando houve aplicação do ultrassom sugeriu um 

possível efeito “protetor” ás células, que pode estar relacionado a exposição que as células 

tiveram ao gás perfluoropropano. Nenhuma informação foi encontrada com relação à ação do 

gás perfluoropropano em culturas celulares até este momento. 
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4.3 Avaliação da fototoxicidade 

 

A fototoxicidade é definida por uma reação tóxica, causada por uma determinada 

substância após aplicação e exposição à luz (COLIPA; ECVAM, 2008). O teste de 

fototoxicidade in vitro identifica e determina o potencial tóxico da substância ou produto 

químico pela avaliação da redução na viabilidade das células após a exposição. Esta reação 

pode ser provocada ou aumentada mesmo com baixas doses da substância, ou ainda induzida 

por irradiação da pele após a administração sistêmica de uma substância, e identifica a 

probabilidade de substâncias ou produtos químicos testados em causarem fototoxicidade in 

vivo (OECD 432, 2004). As reações de fotossensibilização estão principalmente associadas à 

absorção de UVA, contato com corantes ou absorção de luz visível (SPIELMANN, 2002). 

Após a realização dos ensaios de citotoxicidade, foram realizados os ensaios de 

fototoxicidade empregando-se a linhagem de células Balb/c 3T3 conforme preconizado pela 

OECD 432 (2004). A Figura 1-8 representa os resultados de viabilidade celular das células 

Balb 3T3 após contato com as amostras conjuntamente com e sem a exposição a radiação 

UVA. À exceção do controle Norfloxacino, tanto as amostras de cafeína quanto as amostras 

de bubbles e associações expostas à radiação UVA (UVA+) e não expostas à radiação UVA 

(UVA-) apresentaram viabilidades celulares acima de 60%, ou seja, não apresentaram 

comportamento citotóxico nas concentrações avaliadas, comparando-as com os controles de 

células. 

Observou-se que o comportamento das amostras foram diferentes com e sem exposição 

ao UVA. Tanto a cafeína quanto as bubbles avaliadas isoladamente apresentaram aumento da 

viabilidade celular após exposição ao UVA de forma diretamente proporcional ao aumento 

das concentrações avaliadas. Esse comportamento também foi observado, porém de forma 

mais sutil, na amostra contendo as bubbles estimuladas pelo ultrassom e na amostra em que a 

cafeína e bubbles foram estimuladas pelo ultrassom, a viabilidade celular foi variável nas 

diferentes concentrações de ativo aplicadas, com uma leve tendência a diminuição da 

viabilidade celular com o aumento da concentração. 
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Figura 1-8. Porcentagem de viabilidade celular de Balb/3T3 clone 31 frente às diferentes 

concentrações após a exposição a luz UVA e ao abrigo A. A. Cafeína livre; B. Bubble livre C. 

Bubble associada ao ultrassom D. Cafeína associada às Bubbles expostas ao ultrassom. E. 

Controle (Norfloxacina). Os dados representam a média ± desvio padrão de dois ensaios 

independentes. As concentrações indicadas nos gráficos (D) e (E) correspondem a mistura da 

cafeína e bubbles partindo da concentração inicial para cafeína 24mg/mL (log 2,09 µM) e 

bubbles 160mg/mL (log 5,2 mg/mL) seguidas de diluições 1:47. 

 

Uma limitação importante é o fato de que o PIF (photo irradiation fator) é baseado na 

comparação de duas concentrações igualmente eficazes (EC50), tanto no escuro quanto na 

exposição a radiação, que não podem ser determinadas em todos os casos. Para superar essa 
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limitação, existe uma nova medida para o potencial fototóxico de produtos químicos, o efeito 

foto médio (MPE) (COLIPA; ECVAM, 2008).  

Os resultados da absorbância foram submetidos ao programa Phototox® que determinou 

o PIF e o MPE, sendo assim possível classificar as amostras de cafeína e bubbles para este 

ensaio como não fototóxicas. Os valores de ambos estão apresentados na tabela 4. 

 

Tabela 1-4: valores médios de PIF e MPE obtidos nos ensaios de fototoxicidade das amostras 

expostas a radiação UVA. Valores obtidos no software Phototox®. 

 

 PIF MPE Fototoxicidade 
Cafeína 1 -0.085 Não 
Bubble 1 -0.054 Não 
Bubble +US 1 -0,013 Não 
Bubble + cafeína + US 1 0,040 Não 
Norfloxacino 2,505 0,007 Provavelmente fototóxico 

 

Os resultados mostram que a cafeína, as bubbles, e as amostras com associações não 

apresentaram comportamento fototóxico, tendo em vista que o valor de PIF foi igual a 1, ou 

seja, as amostras avaliadas encontram-se dentro da faixa de aceitação para serem consideradas 

fotosseguras. O norfloxacino apresentou ser um bom controle positivo para o ensaio de 

fototoxicidade, pois o valor de PIF foi maior que 1. Salienta-se que os resultados de PIF 

foram submetidos à análise estatística ANOVA One-way e teste Tukey, e não apresentaram 

diferença estatística significativa entre os valores obtidos para a cafeína, as bubbles e as 

combinações, com p<0,05. 

Ao analisar a aplicação do ultrassom, observa-se uma pequena redução na viabilidade 

celular provocada pelas bubbles com US em algumas concentrações expostas e não expostas 

ao UVA (UVA-), sugere-se que o ultrassom é um aparelho seguro para o uso e que não gera 

morte celular corroborando a literatura (BOUCAUD et al., 2001; LIU; MIYOSHI; 

NAKAMURA, 2006; LATTIN; PITT, 2015). Em hipótese, não fica descartada a interferência 

na viabilidade celular do gás perfluoropropano liberto das bubbles após a aplicação do 

ultrassom. Nenhuma informação sobre esta condição foi encontrada nas referencias 

consultadas. 

Estudo realizado SIVAK, RUDENKO e TEAGUE em 1982 relata que a citotoxicidade 

nas células BALB/3T3 clone 31 após a exposição a luz ultravioleta foi aumentada na presença 

de cafeína em 1,0 ou 0,2 mM. Estudo publicado por GILABERTE e GONZÁLEZ, 2010, 
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refere-se à cafeína como um agente protetor tópico e um fotoprotetor oral. A cafeína possui 

propriedades fotoprotetoras e quando aplicada na pele, aumenta a apoptose dos queratinócitos 

que sofreram com a radiação tipo UVB e inibem a formação de tumores. O mesmo se observa 

quando administrado via oral. Os tratamentos não tiveram efeito sobre a apoptose na 

epiderme normal ou em áreas não tumorais em camundongos portadores de tumor (LU et al., 

2007). Em cultura de queratinócitos humanos, a cafeína na concentração de 2 mM induziu 

uma resposta apoptótica após a irradiação UVB a 75 mJ/cm2 dentro de 8 horas 

(KERZENDORFER; O’DRISCOLL, 2009). Um ensaio realizado por Morison, et al, 1982 

envolveu a exposição de células linfóides humanas à radiação UVA (320-400 nm) e, em 

alguns casos, UVB (280-320 nm), na presença dos produtos químicos, como a cafeína, e 

realizou a avaliação da fototoxicidade através da incorporação de uma [H] -timidina em DNA 

nuclear. A cafeína foi utilizada na concentração de 1µg/mL e não se mostrou 

fotossenibilizante (MORISON et al., 1982; SPIELMANN et al., 1994). Comparativamente, as 

concentrações aplicadas nos ensaios deste trabalho foram superiores a 0,8 1µg/mL (log mM  

0,614) e igualmente não apresentou fototoxicidade. A cafeína tem um efeito protetor solar que 

inibe a formação de dímeros de timina e lesões provocadas pela queimadura solar na 

epiderme de ratos induzida por radiação UVB (LU et al., 2007). Enfim, a cafeína não é 

fototóxica e auxilia na proteção de tecidos lesados. 

 

4.4 Avaliação da genotoxicidade 

 

 O teste do micronúcleo in vitro indica a genotoxicidade através da detecção de 

micronúcleos no citoplasma de células em interfase após a exposição das células a agentes 

clastogênicos (agentes que induzem rupturas cromossômicas) ou aneugênicos (agentes que 

alteram o número normal de cromossomos) potencialmente carcinogênicos. As culturas 

celulares usadas no ensaio são tratadas com citocalasina B, bloqueando a citocinese e 

permitindo a identificação, através de análise de lâminas, da frequência de micronúcleos 

(MN), células mononucleadas (CM), multinucleadas (CMu) e binucleadas (CB) (OECD 487, 

2016) (figura 1-9). Este protocolo fornece um método preciso para quantificar o efeito sobre a 

proliferação celular, a citostase, a atividade citotóxica e os danos no DNA relacionados a um 

tratamento (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003; FENECH, 2007).  
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Figura 1-9. Imagem visualizada em microscópio eletrônico (Primo Star, Zeiss®) de células 

CHO-K1 submetidas ao teste MNvit, com aumento da objetiva 40x. Célula mononucleada 

amostra Mitomicina (A), células binucleadas amostra NaCl com S9 (B), célula binucleada 

com um micronúcleo amostra bubble (C), célula binucleada com dois micronúcleos amostra 

cafeína com S9 (D), célula multinucleada amostra bubbles com S9 (E). 

 

 

Fonte: acervo da autora 

 

O sistema de ativação metabólica aplicado neste estudo foi uma fracção pós-

mitocondrial (S9) preparada de fígados de roedores suplementada com cofatores e agentes 

indutores de enzimas, como Aroclor 1254. Testes conduzidos in vitro geralmente requerem o 

uso de uma fonte exógena de ativação metabólica (RODAS et al., 2006).  

O CBPI (Índice de Proliferação Pós-Bloqueio da Citocinese) é utilizado no cálculo da 

proliferação celular, pois indica o número médio de ciclos que cada célula sofre durante 

período de exposição à citocalasina B. O RI (Índice de Replicação) calcula a atividade 

citotóxica ou citostase, pois indica o número relativo de núcleos nas culturas tratadas em 

comparação com o controle negativo das culturas, que possui correlação direta com a inibição 

do crescimento celular (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003; OECD 487, 2016). 

Assim, o RI é uma forma de comparação do número de células binucleadas ou multinucleadas 
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que se encontram em processo de divisão e quanto maior o seu valor, menor será a quantidade 

de células citostáticas, consequentemente, menor será a citotoxicidade da amostra. 

 

Tabela 1-5. Média dos valores de CBPI e RI obtidas no ensaio de genotoxicidade aplicado nas 

amostras de cafeína e bubbles com e sem S9, NaCl, benzopireno, colchicina, mitomicina C 

em relação ao controle de células que demonstram a confiabilidade do método. 

 

Amostras Sem S9 Com S9 
CBPI 

(±erro) 
RI(%) 
(±DP) 

CBPI 
(±erro) 

RI(%) 
(±DP) 

Controle de células 1,62 ± 0,02 100 ± 0,11 1,67 ± 0,02 100 ± 0,21 
NaCl 
(Controle Negativo) 

1,62 ± 0,02 98,9 ± 0,19 1,67 ± 0,02 101 ± 0,3 

Mitomicina C 
(Controle Clastogênico) 

1,51 ± 0,02 81,6 ± 1,09 -- -- 

Benzopireno 
(Controle Clastogênico) 

-- -- 1,66 ± 0,02 95,3 ± 0,18 

Colchicina 
(Controle Aneugênico) 

1,25 ± 0,015 40,1 ± 2,06 -- -- 

Cafeína 0,000185g/mL 1,66 ± 0,02 106,9 ± 1,45 1,60 ± 0,02 94,8 ± 0,23 
Cafeína 0,000375g/mL 1,67 ± 0,02 107,6 ± 0,51 1,64 ± 0,02 87,2 ± 0,24 
Cafeína 0,00075g/mL 1,69 ± 0,02 111,2 ± 0,18 1,62 ± 0,02 91,4 ± 0,6 
Bubbles 0,02g/mL 1,65 ± 0,02 103,9 ± 1,58 1,58 ± 0,02 94,8 ± 0,23 
Bubbles 0,01g/mL 1,50 ± 0,02 80,5 ± 0,93 1,60 ± 0,02 87,2 ± 0,24 
Bubbles 0,005g/mL 1,53 ± 0,02 84,9 ± 1,08 1,61 ± 0,02 91,4 ± 0,6 
 

Os dados apresentados na tabela 1-5 foram obtidos pelo modelo estatístico Poisson 

(MARGOLIN et al., 1986). É importante que a proliferação celular seja demonstrada em 

células de controle e tratadas, juntamente com uma avaliação da citotoxicidade nas células 

tratadas. Para o teste com S9, foi escolhido o benzopireno como referência de danos; e sem S9 

escolhemos colchicina e mitomicina. Os valores de CBPI acima de 1,5 obtidos nas amostras 

de cafeína e bubbles nos sistemas com ou sem metabolização sugerem a ausência de 

toxicidade para as concentrações escolhidas quando comparados ao controle de células. Os 

erros foram menores que 0,02 em todas as amostras, indicando que houve homogeneidade 

entre as leituras das lâminas. As amostras de cafeína e bubbles apresentaram RI superior a 

80%, incluindo valores superiores a 100% no caso das amostras de cafeína. O guia da OECD 

487 (2016) preconiza uma viabilidade celular acima de 55%. Alguns estudos têm 

demonstrado que valores de RI menores do que 80% podem resultar em resultados falsos 

positivos (KIRKLAND, 2010). Os resultados de RI obtidos para todas as amostras testadas 
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corroboram com as referências e confirmam que tanto a cafeína quanto as bubbles não são 

genotóxicas. 

 Com relação à frequência de micronúcleos (% CBMN) apresentada na figura 1-10, o 

controle positivo clastogênico mitomicina elevou a frequência para 5,65 ± 1,09% e o controle 

positivo aneugênico colchicina elevou para 3,47 ± 2,06% em relação ao controle de células 

sem tratamento (1,16 ± 0,11%).  O mesmo comportamento foi observado nas células que 

receberam a ativação metabólica, em que o controle positivo clastogênico benzopireno elevou 

a frequência para 4,3 ± 0,18% em relação ao controle de células (2,8 ± 0,2%).  Na análise  

ANOVA One-way e teste de Tukey, as amostras do grupo com S9, apresentaram diferença 

estatística significativa com p-valor < 0,05 para o benzopireno, controle positivo clastogênico. 

Com relação às amostras de cafeína, a frequência de micronúcleos apresentou aumento 

crescente dependente da concentração nas três amostras avaliadas quando comparadas ao 

controle das amostras sem ativação metabólica. No caso das amostras com S9, a frequência de 

micronúcleos foi crescente de acordo com o aumento da concentração, embora os três valores 

avaliados apresentem valores inferiores ao controle. As amostras de bubbles apresentaram um 

comportamento muito semelhante à cafeína nas avaliações com e sem S9. 

 

Figura 1-10.:Frequência de micronúcleos (%) em células binucleadas após exposição das 

amostras e controles sem ativação metabólica. Controle de células (CC); Controle negativo 

cloreto de sódio (NaCl); Controle clastogênico mitomicina (Mitom); Controle aneugênico 

colchicina (Colch); Controle clastogênico benzopireno (Benz); cafeína 0,96 mM (C1); cafeína 

1,93mM (C2); cafeína 3,86mM (C3); bubbles 0,005g/mL (B1); bubbles 0,01g/mL (B2); 

bubbles 0,02g/mL (B3)  
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CARVALHO et al. (2002) descrevem que o método MNvit possibilita a avaliação de 

um grande número de amostras de maneira relativamente rápida, sem ser invasivo, permitindo 

identificar aumento na frequência de mutações em células expostas à inúmeros agentes 

genotóxicos. Esse método também é considerado simples, confiável, sensível e de baixo 

custo, o que possibilita rápida detecção de impactos genotóxicos nos organismos. É relevante 

apontar que a busca pela automação do teste do MNvit é crescente em diversos grupos de 

pesquisa, principalmente na fase de contagem das células. O uso da citometria de fluxo 

apresenta-se como facilitador quando comparado ao método clássico de leitura de lâminas ao 

microscópio óptico. 

 O efeito da cafeína sobre o DNA foi extensivamente estudado para investigar o 

mecanismo real de danos no DNA (AESCHBACHER; MEIER; JACCAUD, 1986). OGAWA 

et al. (2009) indicaram que a cafeína aumenta a frequência de células micronucleadas de 

L5178Y TK +/- clone (3.7.2C)  linfoblasto de rato a partir de concentrações acima de 

313µg/mL, ou 1,61mM, sendo que valores significativos foram observados na concentração 

maior ou igual a 625 µg/mL ou 3,21mM. Segundo ISHIDATE; HARNOIS; SOFUNI (1988) a 

cafeína é reportada com potencial clastogênico em quase todas as linhagens de células de 

mamíferos, embora não possua nenhum potencial mutacional pontual. Sugere-se que seu 

potencial clastogênico se origina do dano indireto ao DNA. Em  AESCHBACHER; MEIER; 

JACCAUD (1986) e BLAGOEVA; BALANSKY; MIRCHEVA (1991), ainda se obteve que a 

cafeína causa danos no DNA apenas em níveis de dose na faixa de LD50, que é maior para 

hamsters (abaixo de 300 mg / kg) do que para camundongos  (aproximadamente 130 mg/kg). 

A principal razão para a diferença na sensibilidade ao dano mutagênico entre as espécies, no 

entanto, parece ser a resistência diferente à toxicidade da cafeína (rever).  

Estes dados indicam que o efeito da cafeína na apoptose é dependente das doses e 

linhas celulares utilizadas. Baixas concentrações de cafeína não mostraram citotoxicidade e a 

atividade apoptótica não foi detectada. Todos esses estudos mostram que a cafeína em 

diferentes concentrações pode causar morte celular apoptótica ou inibir a viabilidade celular, 

o que pode ser um mecanismo chave para os efeitos anticancerígenos da cafeína. 

 Os valores de concentração da cafeína avaliados no presente estudo foram baseados 

na IC10, concentração que inibe 10% de células desafiadas, estando distante da concentração 

de cafeína que causa danos ao DNA. Os resultados obtidos com as concentrações avaliadas de 

cafeína não apresentaram potencial tóxico, o que corroboram os estudos já publicados. 
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 Estudos que sustentem os resultados obtidos para as bubbles não foram encontrados ou 

ainda não publicados. 

 

5. Conclusão 

 Os resultados apontam para a segurança no uso tópico tanto da cafeína quanto das 

bubbles, isoladas ou associadas, nos ensaios in vitro aplicados em linhagens celulares de Balb 

3T3/clone A31, HaCat e CHO-K1 e devidamente validados, um resultado satisfatório da 

avaliação das propriedades toxicológicas gerais dos produtos avaliados. Estes ensaios foram 

adequados para o rastreio inicial, uma vez que fornecem os dados sobre os valores das 

toxicidades relativas dos agentes de teste com baixo custo e reduzem a necessidade de 

experimentação animal extensiva nos estágios iniciais da exploração da toxicidade. Assim 

sendo, as próximas etapas do estudo podem prosseguir.  
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Capítulo 2 Caracterização físico-química e avaliação da eficácia de permeação da 

cafeína na presença das bubbles estimuladas pelo ultrassom 

 

Resumo 

A busca pela administração direcionada de fármacos, levando a uma melhora da eficácia, 

efeitos colaterais atenuados e resultados terapêuticos desejáveis, despertou grande interesse da 

pesquisa nas últimas décadas. As bubbles possuem morfologia e composição que as tornam 

interessantes como sistema de entrega de substâncias que, após aplicação de ultrassom, são 

rompidas, liberando pulsos de energia na forma de microjatos, facilitando a penetração do 

fármaco nos tecidos. Existem estudos demonstrando sua eficiência na entrega de fármacos e 

gases terapêuticos, mas são escassos os estudos com a aplicação dos mesmos por via tópica 

ou com finalidade cosmética. Neste contexto, o objetivo do trabalho atual foi estudar se as 

bubbles, estimuladas pelo ultrassom, poderiam melhorar a permeabilidade da cafeína aplicada 

topicamente, além de verificar a integridade das mesmas por métodos físicos e físico-

químicos. A cafeína foi escolhida como marcador, pois apresenta características peculiares 

que dificultam sua passagem passiva pela barreira epidérmica. Com a finalidade de verificar a 

integridade e a estabilidade das bubbles foram aplicados testes para caracterização de 

tamanho, morfologia, presença de gás, entre outros, sendo que foram obtidos valores de 

tamanho de média ou moda 242nm na média estatística, D10=135,6 nm e D90=451,5nm. A 

avaliação da eficácia foi realizada por permeação ex vivo com aplicação de formulações 

contendo cafeína e bubbles estimuladas pelo ultrassom em células de Franz como aparato. As 

bubbles apresentaram caracteristicas que confirmaram a integridade das mesmas, tais como 

presença de gás e tamanho médio. Foi possível identificar que a maior proporção de partículas 

na amostra avaliada possui proporções nanométricas. Os estudos de permeação indicaram que 

houve permeação da cafeína nas amostras de epiderme, derme e em amostras do líquido 

receptor coletado após 3 (três) horas de contado com a formulação, com valores médios de 

cafeína detectados entre 0,535 e 50,86µg, entretanto não houve diferença estatística que 

pudesse caracterizar que o conjunto bubble e ultrassom foi efetivo como promotor de 

permeação da cafeína, entretanto sugere-se que a possível efetividade das bubbles esteja 

relacionada as características de solubilidade do fármaco que se deseja permear.  

 

Palavras-chave: microscopia confocal, bubbles, permeação, capacidade ecogênica, Análise 

de Rastreamento de Nanopartículas. 
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1. Introdução 
 

A pele é uma importante via de administração e aplicação de medicamentos e 

cosméticos, entretanto sua composição praticamente impermeável desafia os estudos 

relacionados à absorção cutânea. A penetração é o processo pelo qual a substância ativa passa 

somente através do estrato córneo, enquanto que a permeação é quando o ativo passa pelo 

estrato córneo e alcança a epiderme viável ou a derme (LEONARDI, 2004; BABY, 2007). A 

porção menos permeável da pele é a epiderme, camada mais superficial, formada por 

corneócitos organizados e agrupados, ligados entre si por desmossomas (LEONARDI, 2004). 

Normalmente, a penetração passiva na ou através barreira córnea só pode ser superada 

por moléculas pequenas (<500Da), neutras e relativamente lipofílicas (LEITE-SILVA et al., 

2012) através das paredes dos folículos pilosos, das glândulas sudoríparas ou sebáceas ou por 

entre as células da camada córnea (SAWAMURA; FRANCO, 2004). A via de permeação 

através dos folículos pilosos ocupa uma pequena parte de toda a superfície da pele, 

correspondendo a um valor muito pequeno (CAMPOS; MERCÚRIO, 2009). Nesse 

comparativo, a principal via de penetração cutânea de substâncias é através dos lipídios 

intercelulares (LEITE-SILVA et al., 2012). A grande motivação é que a pele pode ser 

manipulada para permitir que se torne um caminho viável para o transporte de substâncias 

(LEITE-SILVA et al., 2012). Processos que extraem lipídios ou causam desordem na 

conformação do estrato córneo podem aumentar a penetração (LEITE-SILVA et al., 2012). 

Esta situação favorece os casos de substâncias com características hidrofílicas, que 

apresentam baixo potencial de penetração.  

Nos últimos anos foi observada uma grande evolução dos estudos baseados no 

desenvolvimento e aprimoramento de sistemas com tecnologia para aumentar a penetração e 

até mesmo alcançar a permeação cutânea. As bubbles despertaram interesse em muitos 

pesquisadores, pois seu potencial, que a princípio tinha como principal finalidade a aplicação 

em exames clínicos como ferramenta para melhora da visualização de imagens (contraste), 

indicava ter aplicação promissora também em sistemas de entrega e direcionamento de 

substâncias ativas. O termo teranóstico (theranostic) é um neologismo que combina os termos 

terapia (therapy) e diagnóstico (diagnostic), aplicado para definir compostos que são capazes 

de realizar estas duas tarefas (TURÁNEK et al., 2015a). Esta definição é bem empregada para 

definir as bubbles (PAREKH; THAKUR, 2018). A tecnologia das bubbles já atingiu amplas 

aplicações em vários campos da ciência e tecnologia, como tratamento de água, engenharia 
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biomédica e nanomateriais (UEDA et al., 2018). O contraponto é que as bubbles podem ter 

um tempo de vida curto e variada distribuição de tamanho, o que pode interferir diretamente 

na capacidade ecogênica. As bubbles produzidas para este estudo  

foram preparados usando uma estratégia de formulação adaptada de métodos publicados 

anteriormente (THAKUR et al., 2017; PAREKH; THAKUR, 2018), ou seja, foram 

otimizadas para conferir uma maior estabilidade em longo prazo. 

O ultrassom quando aplicado nos parâmetros de frequência e intensidade terapêuticos 

é capaz de produzir aumentos modestos na permeação molecular (MITRAGOTRI, 2005; 

THAKUR et al., 2017). Combinando o ultrassom com vetores responsivos a ultrassom, como 

as bubbles, ocorre uma potencialização significativa deste efeito (THAKUR et al., 2017; 

PAREKH; THAKUR, 2018). O gás aprisionado na bubble oscila através de ciclos de 

expansão e contração em resposta a exposição ao ultrassom. Neste contexto, o ultrassom pode 

ter a frequencia alterada e também ser usado para romper as bolhas por um fenômeno 

conhecido como cavitação inercial. A ruptura pode gerar microjatos resultando na propulsão 

de macromoléculas/agentes terapêuticos co-administrados, promovendo o aumento da 

permeação. Esta abordagem encontrou algum sucesso na distribuição posterior de fármacos 

oculares, com melhor penetração molecular através de sucessivas camadas da retina 

demonstradas in vitro e ex vivo (THAKUR et al., 2017).   

A cafeína foi eleita como marcador e substância ativa para avaliar a eficiência das 

bubbles como promotor de permeação. Esta molécula possui características peculiares que 

representam um obstáculo para a penetração da barreira epidérmica, especialmente tamanho 

da molécula e característica hidrofílica. Além disso, cafeína é recomendada pela OECD 

(Organização de Cooperação e de Desenvolvimento Econômico) como substância teste por ter 

sido extensivamente estudada in vitro e in vivo (OECD 428, 2004; LUO; LANE, 2015), e 

também é um dos ativos mais utilizados para o tratamento tópico da celulite. Porém, a questão 

da baixa penetração interfere no seu potencial de ação. Contrariamente, quando se utilizam 

recursos para tornar a permeação facilitada, deve-se considerar uma possível absorção 

sistêmica e consequentes efeitos indesejáveis.  

A celulite é uma condição fisiológica que promove alterações estruturais corporais, 

envolvendo aparência física e textura da pele. Dentre as inúmeras possibilidades de atenuar a 

condição da celulite, o uso de produtos tópicos contendo substâncias que proporcionem 

melhora da entrega do ativo ao sítio de ação pode se destacar com resultados diferenciados 

(SAWAMURA; FRANCO, 2004). 
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O desenho experimental do trabalho envolveu a caracterização da morfologia e 

estrutura das bubbles e a avaliação da eficácia do conjunto bubbles, cafeína e ultrassom. Para 

esta avaliação, foi escolhida a aplicação do método alternativo para a permeação, baseado no 

protocolo da OCDE 428 (2004), aplicando ensaio ex vivo (membrana de pele humana obtida 

de cirurgia de abdominoplastia). 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Geral 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a permeação ou influencia das bubbles como 

agente de permeação in vitro de cafeína associadas às bubbles estimuladas pelo ultrassom. 

 

2.2 Específicos 

- Realizar testes capazes de avaliar as características físico-químicas, tais como morfologia, 

quantificação das partículas, medida do tamanho, presença de gás, entre outras, da amostra de 

bubbles produzidas na Austrália e usadas nos experimentos. 

- Verificar o doseamento da cafeína anidra com a finalidade de avaliar teor ou identidade a 

qualidade da substância ativa escolhida como marcador dos ensaios. 

- Avaliação da permeação de cafeína associadas às bubbles em formulação tópica aplicada em 

membrana de pele humana obtida de abdominoplastia, acoplada à célula de Franz e, 

posteriormente, exposta ao ultrassom de baixa frequência. 

 

3. Material e Métodos 

 

3.1 Quantificação da cafeína por CLAE 

 

 O método analítico por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) com 

detecção em Ultravioleta (UV) foi aplicado para verificar o doseamento da cafeína pura e no 

gel aplicado no ensaio de permeação. Esta análise foi definida pela possibilidade de parceria 

que foi realizada com o Laboratório de Insumos Naturais e Sintéticos da Universidade Federal 

de São Paulo – UNIFESP, crédito para a aluna de mestrado Rosinês da Silva Almeida, 

orientada pelo Prof. Dr. Márcio Adriano Andréo.  
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Foi realizada uma varredura em espectrofotômetro (Thermo Scientific/Evolution 

201) no intervalo de 200-400 nm com uma solução padrão de cafeína a 4 μg /mL 

proveniente de uma solução mãe de cafeína a 1000 μg/mL a fim de determinar o 

espectro de absorbância da cafeína. O mesmo procedimento foi realizado para a amostra 

do gel base usada no ensaio de permeação. Em paralelo, para a quantificação do teor da 

cafeína foi construída a curva analítica da cafeína com a finalidade de atender as 

exigências de aplicação analítica assegurando a reprodutibilidade dos resultados. 

Com base em metodologias descritas na literatura (Maria et al., 2007), um método 

analítico preliminar de análise de cafeína por CLAE-UV foi desenvolvido utilizando um 

gradiente linear de metanol em ácido acético 1% em água. Análises cromatográficas foram 

realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) modelo Infinity 1260 

(Agilent®), equipado com bomba de válvula quaternária, injetor automático, forno de coluna 

e detector de arranjo de diodos (DAD). Foi utilizada coluna de fase reversa C18 (250 mm X 

4,6 mm) e partículas de 5 μm (ACE®). Os padrões utilizados foram a cafeína 99% 

(Embrafarma) e o ácido benzoico 99,5% (Sigma Aldrich®). Para o preparo geral dos padrões 

e amostras foram utilizados: filtros de seringa em PTFE hidrofílico de 13 mm de diâmetro e 

0,45 μm de porosidade (Analítica); Vials de 2mL com boca de 9 mm e tampa de rosca e 

septo em PTFE/Silicone (Analitica); Metanol 99,9% grau CLAE e Acetonitrila 99,9% grau 

CLAE (Panreac); Ácido acético grau HPLC (Dinâmica®), volume de injeção de 20 μL; 

fluxo de fase móvel de 1,0 ml/min.; tempo de detecção de 16 minutos; tempo total de corrida 

de 16 minutos, comprimento de onda 272nm. Estas condições cromatográficas foram 

otimizadas ao longo do estudo para ajustar a resolução e seletividade do sinal referente à 

cafeína frente às matrizes complexas (gel base e separação da pele). Para o desenvolvimento 

analítico também utilizado o ácido benzóico como padrão interno. O método utilizado foi o de 

padronização externa, onde as áreas obtidas dos cromatogramas de diferentes concentrações 

são comparadas com a área obtida para cada amostra. Os parâmetros de seletividade, 

linearidade, faixa de trabalho (intervalo), limites de detecção e quantificação, precisão e 

exatidão foram avaliados para o método desenvolvido (VASCONCELLOS, 2017). 

 

3.2 Avaliação da integridade da pele 

 

A pele proveniente de tecido de abdominoplastia utilizada no experimento de permeação 

foi avaliada com relação a integridade da barreira cutânea aplicando-se o teste de perda de 
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água transepidérmica (TEWL - sigla em inglês para transepidermal water loss) realizado com 

o equipamento Cutometer® MPA 580 e sonda do Tewameter® TM 300 (Courage-Khazaka 

eletronic GmbH). Foram realizadas 3 aferições em diferentes regiões da membrana de pele 

humana. A sonda do equipamento, que mede a taxa de evaporação de água da superfície da 

pele, foi posicionada sobre a mesma durante 30 segundos (são 30 medidas em 30 s), e o valor 

médio apresentado pelo software que acompanha o equipamento. A referencia de valores 

empregados foi obtida no manual de uso da sonda, que considera peles sadias em condições 

ambientais normais (temperatura 20 °C e umidade relativa do ar 40-60%), sendo TEWL 

(g/h/m2) entre 0-10 considerado como condição muito saudável, TEWL (g/h/m2) entre  10-

15, como condição saudável e TEWL (g/h/m2) entre 15-25 condição normal (COURAGE-

KHAZAKA, 2009). Diante destas informações, foi adotado como critério que as peles que 

apresentaram valores superiores a 20 g/h/m2 de TEWL foram descartadas e substituídas. 

 

3.3 Bubbles 

 

3.3.1 Análise da composição e características gerais 

 

As bubbles utilizadas nesse projeto foram produzidas na escola de Farmácia da 

Universidade de Queensland, Austrália (anexo 2), por meio da introdução de gás 

perfluoropropano (PFC) numa suspensão de micelas ou lipossomas unilamelares compostas 

por fosfolipídios estabilizados. Em resumo, 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) e 

1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenoglicol)-2000](DSPEmPEG 

2000) na razão molar de 94:6 foram dissolvidos em etanol. O solvente orgânico foi removido 

completamente por evaporação. Em seguida, o filme lipídico foi hidratado utilizando um 

tampão fosfato sob aquecimento de 65°C (cerca de 10°C acima da temperatura de transição de 

fase do lipídio). O líquido e lipidios foram agitados para formar as bolhas lipídicas, uma 

interface gás-hidrofóbica com o gás atmosférico. As bolhas de lipídios formadas na agitação 

foram transferidas para um recipiente de crimpagem (frasco ampola), estanque ao ar ambiente 

e com capacidade maior que a quantidade a ser contida, que permita ter espaço até o topo. O 

gás perfluoropropano é introduzido sob pressão positiva, pressurizando as bolhas com ar 

atmosférico e ocupando posição no interior das bolhas e no espaço até o topo do recipiente, 

criando a nova atmosfera. Então, submeteu-se ao aquecimento de 65 °C e vórtice de 1500rpm. 

Esta condição torna a bolha lipídica mais maleável e permeável, havendo um movimento 
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líquido externo do ar atmosférico anterior e um movimento líquido interno do gás 

perfluoropropano, que leva a troca de gás ideal. A turbulência formada pelo vórtice não 

fornece um meio para melhorar o encapsulamento do gás, mas leva a formação de bolhas 

lipídicas com um volume menor de gás encapsulado e, portanto, menor tamanho de bolhas. A 

bolha lipídica contendo gás é então submetida a um arrefecimento instantâneo a uma 

temperatura entre 2 e 8 °C em até 5 (cinco) minutos. Em uma nova etapa, as bolhas lipídicas 

contendo gás foram submetidas a 31 vezes a extrusão a 65 °C através de uma membrana de 

filtro de policarboneto (PC) 400 nm, para melhorar a distribuição de tamanho e maximizar a 

retenção de gás (XING et al., 2010; PAREKH; THAKUR, 2018). As características finais 

obtidas com este processo estão descritas na tabela 2-1. 

 

Tabela 2-1. Características das bubbles segundo informações existentes na patente (PAREKH; 

THAKUR, 2018) obtidas após 56 dias de produção. Estes dados serviram como parâmetro 

para as análises realizadas neste trabalho. 

 

Composição DSPC e (DSPEmPEG-2000)na razão molar de 94:6 
Gás  Perfluoropropano (C3F8) 
Tamanho médio 211,2nm±64,5 (Zetasizer ZS, técnica DLS) 
PDI 0,354±0,035 (DLS) 
Armazenamento Entre 2 e 8°C 
Morfologia Nanovesículas esféricas com lumen escuro e ausencia de agregação 
Tempo de estabilidade 56 dias após produção 
 

3.3.2 Análise visual da morfologia 

 

Para caracterização visual da morfologia das bubbles, uma suspensão da amostra 

1:1000 em solução salina foi colocada entre lâminas de vidro e examinada usando um 

microscópio confocal (Leica® TCS SP8 Cars). Outra lâmina foi preparada com nova alíquota 

da mesma diluição 1:1000 de bubbles e foi analisada em microscópio óptico (Zeiss® Axio 

4.8) interfaceado com uma câmera digital, em aumento de 100x. 
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3.3.3 Avaliação do tamanho e concentração das amostras de bubbles 

 

Amostras de bubbles foram submetidas à análise NTA (Análise de Rastreamento de 

Nanopartículas) usando o instrumento Malvern® NanoSight NS300, que combina as 

propriedades de espalhamento de luz e do movimento browniano para obter a distribuição de 

tamanho e a contagem de partículas em suspensões. Para isso foi preparada uma diluição 

1:1000 da suspensão original de bubbles e inserida no equipamento. Um feixe de laser é 

emitido e passa através do porta-amostra e as partículas em suspensão no caminho desse feixe 

espalham a luz de modo que podem ser facilmente visualizadas através do microscópio com 

20x de aumento e uma câmera de vídeo acoplados no equipamento. A câmera captura vídeos 

das partículas em movimento browniano. O software com a tecnologia NTA processa os 

vídeos rastreando o movimento de todas as partículas individual e simultaneamente e pela 

equação de Stokes-Einstein calcula o diâmetro hidrodinâmico e estima a concentração das 

nanopartículas na amostra analisada. 

 

3.3.4 Análise microbiológica 

 

Análise microbiológica foi realizada em agar BHI (brain heart infusion), meio 

previamente esterilizado com o objetivo de verificar se a amostra de bubbles poderia estar 

contaminada, influenciando e/ou alterando suas características. Este meio de cultura foi 

escolhido por ter utilização geral, adequado para a cultura de uma grande variedade de tipos 

de organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos (BD, 2013). 

Uma aliquota da suspensão de bubbles pura foi semeada na placa com meio sólido 

BHI por esgotamento com o auxílio de uma alça de inoculação estéril e incubadas a 37°C por 

24 e 48 horas. Após estes períodos, as placas foram examinadas quanto ao crescimento. 

 

3.3.5 Avaliação da capacidade ecogênica 

 Para avaliação da capacidade ecogênica das bubbles, 1mL da suspensão pura foi 

misturada em um frasco com 40mL de solução salina imediatamente antes de ser submetida a 

exposição de ultrassom (Philips® HD-7) e a imagem obtida foi capturada. Outra forma 

simples de demonstrar se as bubbles continham gás no interior foi realizada aplicando uma 

pequena amostra da dispersão de bubbles sobre uma placa de petri e submetendo-as à 

aplicação do ultrassom usado no estudo (Johari® digital, modelo Ultrasound JUS-2). 
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3.4 Formulações aplicadas na avaliação da eficácia das bubbles e parâmetros do 

ultrassom 

A avaliação da permeação foi realizada com 3 (três) composições distintas, sendo que 

duas delas receberam o tratamento (ou situação de análise) com aplicação do ultrassom, 

resultando um total de 5 (cinco) composições, conforme detalhamento descrito na tabela 2-2. 

A numeração corresponde a sequência de aplicação utilizada no experimento, sendo a 

formulação 1 correspondente ao controle negativo. 

 

Tabela 2-2. Composição das formulações aplicadas nos ensaios de permeação com as 

respectivas concentrações, valor final do pH e se houve a aplicação do ultrassom. 

Componentes Função 1 
(%p/p) 

2 
(%p/p) 

3 
(%p/p) 

4 
(%p/p) 

5 
(%p/p) 

Hydroxyethylcellulose 
(CAS: 9004-62-0) 

Geleificante 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 

Aqua (Água purificada) Veículo qsp* qsp* qsp* qsp* qsp* 
Phenoxyethanol (CAS: 122-99-6) Conservante  0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
Propylene Glycol (CAS: 57-55-6) Solubilizante 10 10 10 10 10 
Caffeine (CAS: 58-08-2) Marcador/ativo - 1 1 1 1 
Bubble Objeto de estudo - - - 1 1 
Cítric Ácid (CAS: 77-92-9) Corretores para  pH 

5,7 a 7 
qs qs qs qs qs 

Ultrassom Objeto de 
estudo/ativador das 

bubbles 

- - Sim - Sim 

*qsp: quantidade suficiente para 

 

 Primeiramente, foi preparado o gel, dispersando a hidroxietilcelulose (HPC) em parte 

da água purificada até total hidratação do polímero e aquisição de consistência. Acrescentou-

se o conservante e o restante da água. O pH final foi medido e mantido para 7,0. A cafeína foi 

pesada e solubilizada na quantidade de propilenoglicol estipulada, e depois a mistura 

adicionada ao gel. O pH final da formulação após a adição da cafeína foi ajustado com ácido 

cítrico para ficar entre 5,5-6,0. As bubbles foram pesadas e adicionadas diretamente ao gel 

com cafeína apenas no momento em que o ensaio foi realizado. Nas formulações em que o 

ultrassom (Ultrasound JUS-2, Johari® digital) foi aplicado, as condições de uso foram as 

mesmas padronizadas e empregadas nos ensaios apresentados no capítulo 1, sendo tempo de 5 

minutos, US pulsado 50%, frequência de 3MHz e intensidade de 2,5W/cm2. 

 Com relação à associação com a cafeína, desejou-se investigar se poderia existir 

alguma interação com as bubbles. Preparou-se uma diluição de bubbles associada à cafeína 
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em solução aquosa a 1%(p/p) e explorou-se a análise NTA com o NanoSight NS 300 

(Malvern®), assim como descrito no item 3.1.2. 

 

3.5.1 Preparo da pele 

 

Os experimentos foram conduzidos mediante aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (Unifesp) sob o número de parecer: 

2.179.344, conforme documento apresentado no Anexo 3. 

O estudo de permeação cutânea in vitro utilizou membranas de pele de humana de 

abdominoplastia realizada em mulheres com idade entre 35 e 65 anos de idade pela equipe do 

Dr. César Isaac, obtidas após autorização e assinatura “termo de consentimento livre e 

esclarecido”, de acordo com o Anexo 4. 

Para utilização da pele, foi necessária a remoção da camada de tecido adiposo com 

auxílio de bisturi cirúrgico, pinça clínica e tesoura, restando apenas a derme e a epiderme com 

espessura aproximada de 2 mm (figura 2-1). Em seguida a pele foi recortada em fragmentos 

menores, de forma que pudessem ser adaptadas ao tamanho da célula de Franz utilizada nos 

ensaios, foi lavada com solução tampão PBS pH 7,4, embalada e congelada a -18 °C. 
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Figura 2-1: Procedimento de limpeza e preparação da pele humana para utilização nos 

experimentos de avaliação da permeação in vitro. (A) pele abdominal acondicionada em saco 

logo após a remoção; (B) pele abdominal com grande quantidade de tecido adiposo; (C) pele 

“limpa” sem tecido adiposo; (D) pele fragmentada em tamanhos adequados para serem 

acopladas a célula de Franz. 

 

A. B. 

  
C. D. 

  
Fonte: autora 

 

O tecido adiposo removido da pele foi depositado em embalagem para resíduo 

biológico e descartado seguindo protocolo de descarte de material biológico da Universidade 

Federal de São Paulo, UNIFESP – Campus Diadema. Para limpeza dos utensílios que tiveram 

contato com material biológico durante o procedimento, foi utilizada imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 2% (v/v) por 24 horas, e após, lavados com água corrente e detergente 

Extran MA01 (Merck®). 
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3.5.2 Montagem das Células de Franz e do sistema aberto 

 

No dia em que o experimento foi realizado, a pele foi retirada do freezer, colocada sob 

uma superfície plástica, coberta com papel absorvente, para que descongesse naturalmente. 

Periodicamente, foi reidratada com solução tampão PBS pH 7,4.  Após o total 

descongelamento, verificou-se a integridade da barreira cutânea aplicando-se o teste de perda 

de água transepidérmica (TEWL - sigla em inglês para transepidermal water loss) realizado 

com o equipamento Cutometer® MPA 580, conforme descrito no item anterior. 

 Os experimentos de permeação foram conduzidos com 15 células de difusão de Franz, 

com capacidade da área de aplicação valor médio do diâmetro de 5,31cm2. Esta conformação 

permitiu que fossem analisadas as cinco formulações descritas no item 3.3 em triplicata e em 

condições muito próximas ao estado in vivo. As membranas de pele aprovados na avaliação 

da integridade da barreira cutânea foram posicionados de forma segura entre os 

compartimentos doador e receptor que compõem a célula de Franz e presas com uma garra de 

metal apropriada, com o lado da epiderme voltado para o compartimento doador. O 

compartimento receptor possui acesso para coleta da amostra e foi preenchido com 3mL de 

solução de PBS (pH 7,4) buscando eliminar bolhas próximas a pele. As células de Franz 

montadas com a pele humana foram colocadas em um suporte de acrílico posicionado em 

uma cuba de vidro (sistema aberto) com dimensões (45 cm x 30 cm x 16 cm) (figura 2-2). 

Esse sistema foi continuamente termo-regulado a 32±2 °C com o auxílio de um termostato 

submerso (Vigo Flex LTDA 50 W, 110 v, 20 ºC à 34 ºC) e agitado com uma pequena barra 

magnética a uma velocidade constante de 500 rpm (Mag-Multi, Marte® 24 x 40 cm) durante 

todo o tempo do ensaio. 
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Figura 2-2: sistema aberto empregado nos ensaios in vitro para avaliação da permeação da 

cafeína estimulada pelo conjunto bubbles e ultrassom. Imagem A apresenta as cinco fileiras 

de células de Franz vista de cima. Cada fileira representa uma amostra analisada em triplicata. 

A imagem B apresenta o mesmo sistema visto na lateral frontal 

 
A B 

  

Fonte: autora 

    

3.5.3 Aplicação das amostras na pele humana e tomadas de ensaio 

 

 Com o sistema pronto e estabilizado, as amostras foram aplicadas no compartimento 

doador na quantidade de 50mg/cm2, ou seja, média de 265,5mg de amostra ajustada para a 

área total do compartimento receptor ou seja, foi 2,655mg de cafeína. Nas amostras que foram 

determinadas a aplicação do ultrassom, o compartimento doador da célula de Franz foi 

retirado e o transdutor foi aplicado perpendiculamente à superfície da pele em modo pulsado 

50%, frequência de 3MHz e intensidade de 2,5W/cm2 (figura 2-3A). Os tempos de coleta 

foram estipulados para t0 (inicial), t10minutos, t1hora, t3horas e t24horas. Ao final de cada 

tempo, uma aliquota com volume aproximado a 1mL foi retirado do compartimento receptor 

nesses intervalos, sendo a mesma quantidade retirada reposta com solução de PBS (figura 2-

3B) e reservada para futura análise por CLAE. 
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Figura 2-3. A. aplicação do ultrassom sobre a pele. O compartimento doador precisou ser 

removido para que a aplicação fosse realizada. B. aliquota sendo retirada do compartimento 

receptor e substituída por um volume equivalente de solução de PBS. 

 
 B 

A 

 

 
Fonte: autora 

 

 Após as 24 horas, antes de desmontar o sistema, a amostra que ficou na superfície de 

cada membrana foi removida com Swab®. Em seguida, o estrato córneo foi removido por 

decapagem com uma fita adesiva, também denominada tape (D-Squame® Disc Applicator 

Item #D500) aplicando-se leve pressão na superfície da pele e rapidamente retirada com o 

objetivo de remover o restante da formulação, como complemento do swab. Após, cada 

pedaço de pele foi separado em epiderme e derme pressionando a superfície da pele contra 

uma placa e aplicando-se água a 60 ºC. Após 1,5minuto, com o auxílio de uma pinça 

“descolou-se” a epiderme da derme e a derme foi picotada. Esta última parte foi realizada 

apenas com a área que teve contato com a amostra. Os Swabs®, as fitas adesivas ou tapes, a 

epideme e a derme foram colocados cada um em frascos respectivos identificados e imersos 

em solução PBS e mantidas sob-refrigeração por 24 horas. Decorrido esse tempo, foram 

sonicadas, filtradas e analisadas com relação ao teor de cafeína por CLAE. Os resultados 

finais foram tratados estatísticamente com Anova one way, considerando diferença estatística 

p menor que 0,05 e a multipla comparação foi realizada com o teste de Tukey. 
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4. Resultados e Discussão 
 

4.1 Quantificação da cafeína por CLAE 

 

 O método utilizado para quantificação da cafeína apresentou o resultado na figura 2-4. 

 

Figura 2-4. Espectro de absorção padrão da cafeína obtida em análise por CLAE (Agilent®) 

 

 

A característica da curva da amostra praticamente se sobrepõe à curva padrão, com 

semelhança de 929,149 de uma escala de 1000, comprovando o doseamento de 100% no teor 

de cafeína anidra apresentada pelo laudo do fornecedor (anexo 1). 

 

4.2 Avaliação da integridade da pele 

 

A diretriz OCDE 428 (2004) solicita testes de integridade da pele para experimentos de 

difusão in vitro e sugere, entre outros métodos, a medição da TEWL como uma possível 

ferramenta para avaliar a integridade do estrato córneo. A TEWL mede a taxa de evaporação 

da água a partir da superfície da pele. Uma TEWL baixa é, então, característica de uma pele 

intacta e saudável, enquanto uma TEWL alta indica que a função barreira foi perturbada, 

frequentemente relacionada com baixa hidratação (NETZLAFF et al., 2006; LEITE-SILVA et 

al., 2012). A TEWL tem variáveis de acordo com a área corpórea relacionadas à espessura do 

CAFEÍNA 
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estrato córneo, além da microvasculatura dérmica. O valor na face, por exemplo, pode variar 

de 1 g/h/m2 a 15 g/h/m2. Após um dano ao estrato córneo, essa perda pode alcançar até 70 

g/h/m2 (ADDOR; AOKI, 2010).  Foi estabelecida uma faixa entre 10 e 20 g/h/m2 como 

valores de aceitação, baseada nas informações da literatura e recomendações do fabricante da 

sonda Tewameter (COURAGE-KHAZAKA, 2009). Diante desses parâmetros, os valores de 

TEWL aprovados para avaliação da integridade da barreira  variaram entre 13,1 e 19,9 g/m2/h, 

indicando que a barreira cutânea das peles utilizadas no experimento não apresentava danos 

(tabela 2-3). 

Verificar condição de estabilização da pele enquanto são realizadas as medidas 

 

Tabela 2-3. Resultados da avaliação de perda de água transepidérmica (TEWL) realizada com 

a sonda Tewameter® TM após o descongelamento da pele. Valores indicam que a barreira 

cutânea das peles utilizadas no experimento não apresentavam danos. Ou mudar esta frase e 

colocar dados 
 

PELE TEWL 
g/m2/h 

1 19,3 
2 18,6 
3 17,5 
4 16,8 
5 14,2 
6 19,9 
7 16,6 
8 15 

 

PELE TEWL 
g/m2/h 

9 17,8 
10 15,9 
11 16,4 
12 16 
13 15,6 
14 13,1 
15 13,2 

 

4.3 Bubbles 

 

4.3.1 Análise da composição e características gerais 

 

As chamadas bubbles se apresentam como uma suspensão leitosa (figura 2-5), em que 

as vesículas contendo gás estão dispersas no meio líquido. Por ser uma suspensão, necessita 

ser agitada moderadamente para ressuspender as partículas. Esta suspensão possui 

recomendação de ser armazenada sob refrigeração (entre 2 e 8 °C). Em B é possível observara 

diferença de tonalidade entre os conteúdos e a presença ou não de espuma na superfície do 

líquido. 
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Figura 2-5. Amostras de suspensão contendo bubbles enviadas pelo grupo do professor 

Austrália para os ensaios em embalagens  (A) flaconetes e (B) frasco ampola.  

 

A)  
B)  

Fonte: autora 

 

Essas variações de aspecto podem indicar uma diferença de concentração de bubbles 

entre as amostras. Supõe-se que uma falta ou falha de homogeneização no momento do 

envase possa ter ocasionado essa situação, ou algum possível dano pode ter ocorrido pelo 

transporte, validade ou manuseio da amostra. A presença de espuma, de característica 

uniforme, pastosa e facilmente ressuspensa é esperada após a extrusão das bolhas, conforme 

descrito na patente (PAREKH; THAKUR, 2018). Diante dessas observações, algumas 

análises possíveis foram aplicadas com o objetivo de avaliar a qualidade das amostras 

recebidas. 

 A tradução de micro / nanobolhas e ultrassom como uma modalidade para a entrega 

eficaz e reproduzível de farmacos pode ser dificultada devido à heterogeneidade e 

instabilidade das formulações relatadas. (THAKUR et al., 2017). A avaliação da composição 

das bubbles utilizadas nos experimentos deste trabalho foi essencial para compreender alguns 

resultados. Com base nas informações obtidas na patente (PAREKH; THAKUR, 2018), 

resumidas na tabela 2, primeiramente, analisou-se a técnica de produção eleita pelo grupo e 

concluiu-se que está se baseou em escolhas que pudessem ser mais eficientes com relação a 

estabilidade e menor tamanho das partículas quando comparada com outras técnicas de 

obtenção de bubbles (LIU; MIYOSHI; NAKAMURA, 2006; XING et al., 2010; TURÁNEK 

et al., 2015; MO et al., 2018). Uma limitação das formulações de micro/nanobolhas 

disponíveis comercialmente tem sido seu tamanho de bolha heterogêneo (PAUL et al., 2014; 

THAKUR et al., 2017). A composição de DSPC, DSPEmPEG-2000, gás perfluoropropano e 

o método de obtenção adotado na produção das bubbles reduziu significativamente o tamanho 
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e a heterogeneidade das bolhas quando comparada a outras técnicas, com vesículas nano-

dimensionais altamente ecogênicas retidas por até oito semanas sob condições otimizadas de 

armazenamento (THAKUR et al., 2017). 

 A existência de polietilenoglicol (PEG-2000) ligado ao fosfolipídeo no invólucro 

serve como estabilizador estérico, ou seja, além de aumentar a resistência do envoltório, 

conferindo uma barreira significativa ao escape de gás do núcleo para o meio aquoso, fornece 

às partículas a característica de não se aproximarem umas das outras numa distância maior 

que o dobro da espessura da camada (XING et al., 2010), o que evita a coalescência. O gás 

perfluoropropano (PFP), um hidrocarboneto halogenado de cadeia pequena, pesado em 

comparação a outros gases (C3F8, peso molecular 188,02 g/mol), não tóxico mostrou 

aumentar tanto a estabilidade quanto a ecogenicidade do agente de contraste ultrassônico, 

devido a sua diferença de densidade com o ar e sua hidrofobicidade. É postulado que 

moléculas de gases maiores têm menor probabilidade de se difundirem e gases hidrofóbicos 

têm uma maior afinidade pelos lipídios, portanto serão encapsulados de forma mais estável 

(XING et al., 2010; THAKUR et al., 2017). Após a produção, as nanobolhas permanecem 

geralmente estáveis em temperatura refrigerada de 4 °C sob uma atmosfera de gás 

perfluoropropano durante cerca de duas semanas sem variação significativa no tamanho e 

morfologia da bolha na medição do tamanho e observação visual, mostrando boa estabilidade 

(THAKUR et al., 2017; PAREKH; THAKUR, 2018).  

 

4.3.2 Análise visual da morfologia 

 

 A imagem óptica do campo claro forneceu uma confirmação visual direta de bolhas 

micrométricas e mostrou que estas se apresentam com uma morfologia esférica com uma 

estrutura núcleo-envoltório, embora o envoltório fosse difícil de distinguir na imagem da 

microscopia. De uma forma geral as bolhas parecem maiores do que seu tamanho real devido 

à formação de halo, resultado da luz refletida por uma superfície altamente reflexiva, a partir 

da luz forte de iluminação (figura 2-7A).  

Uma observação importante ocorrida durante a visualização foi que as microbolhas 

foram reduzindo de tamanho com o decorrer dos minutos, uma situação coerente uma vez que 

as bubbles não estão nas condições adequadas de conservação. Inicialmente considerou-se 

uma heterogeneidade nos tamanhos das bolhas apresentadas, como pode ser visto na 

sinalização feita na figura 2-7A, entretanto a coloração acinzentada ao fundo da imagem 
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instigou a analise da mesma amostra em um aumento maior. Com a preparação de uma nova 

lâmina na mesma diluição preparada na visualização anterior, submeteu-se a visualização no 

microscópio óptico (Zeiss® Axio 4.8) em aumento de 100x. A imagem revelou uma 

subpopulação de bolhas com tamanhos muito inferiores a 1 μm, que se movimentam 

rapidamente, indicando serem bolhas nanométricas pelo formato esférico que apresentaram 

(figura 2-7B). A movimentação das partículas poderia indicar a possibilidade de serem 

bactérias, que possuem tamanho máximo de 5 μm, entretanto a morfologia esférica e a 

confirmação de ausência de crescimento microbiano apresentado no ensaio microbiológico 

(item 4.3.4 – capítulo 2) excluiram essa possibilidade e considerou-se serem as bubbles. 
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Figura 2-6. Imagem óptica de campo claro obtida em microscópio confocal (Leica®) em 

aumento de 63x (A) e imagem obtida em microscópio óptico (Zeiss®) em aumento de imersão 

(100x), revelando subpopulação de nanopartículas (B).  

 A. 

 

 B. 

 

Fonte: acervo da autora 

 

 

 

 

microbolha 
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4.3.3 Avaliação do tamanho e concentração das amostras de bubbles 

 

 As bubbles foram avaliadas pela técnica de NTA (Análise de Rastreamento de 

Nanopartículas) com o objetivo de obter a distribuição de diâmetro da bubbles e a 

concentração das mesmas na amostra. A figura 2-8 representa a leitura realizada na amostra e 

apresenta a distribuição dos tamanhos de partículas encontradas. Informações obidas pelo 

software do NTA indicaram que 80% das partículas presentes na amostra possuem tamanho 

menor que 300nm, sendo que o valor de maior ocorrência, ou seja, a medida de frequência 

que mais aparece, também chamada de “moda”, foi de 242nm (rever pois esses dados não são 

possiveis de comparar. Valores de D10 e D90 foram respectivamente 135,6 e 451,5nm.  Com 

relação a concentração, a amostra de 1mL apresentou 5,4x1012 partículas. A tabela 2-4 

apresenta esses valores com os respectivos desvios padrões. 

 

Figura 2-7. Distribuição de tamanho de bolhas utilizadas nos experimentos apresentada em 

gráfico obtido pela NTA. 
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Tabela 2-4. Informações comparativas das bubbles usadas nos experimentos deste estudo, 

obtido com a técnica NTA - Nanoparticle Traking Analysis comparado com valores médios 

registrados na patente, obtido por técnica similar, DLS - Dynamic light scattering (PAREKH; 

THAKUR, 2018). Ao lado das amostras consta a informação do período após a fabricação em 

que a análise foi realizada. 

 

Bubbles Técnica aplicada Tamanho médio (nm) Dispersão dos tamanhos 
Patente (56 dias) DLS 211,2±64,5 PDI: 0,353±0,035 
Atual (~300 dias) NTA 242,6±7,0 Moda: 148,9±6,2nm 

D10: 135,4±2,8nm 
D90: 454,6±13,8nm 

 

Considerando o tempo de fabricação da amostra em uso (abril de 2018), condição de 

transporte e estocagem aplicadas durante toda a trajetória do trabalho e a própria manipulação 

aplicada durante os experimentos, os valores obtidos na análise de rastreamento de 

nanopartículas demostraram que houve uma redução no tamanho das partículas ao comparar 

com os valores informados na patente das bubbles, que foram obtidos após 56 dias de 

produção, e também por outra técnica, a de DLS (Dynamic Light Scattering). Esta técnica 

emprega apenas o espalhamento de luz com intensidades diferentes e obtém a distribuição de 

volume e quantidade pelo tamanho da partícula por teoria de Mie, conseguindo medir a 

distribuição de tamanho de partículas com mesmo tamanho, mas não sendo tão preciso, 

apresentando diferenças de tamanhos muito grandes. Entretanto, esta técnica indica outro 

valor, o índice de polidispersividade (PDI). O valor baixo de PDI indicado no estudo 

apresentado na patente, também apresentado na tabela 2-4, sugere que a distribuição do 

tamanho de partícula é homogêneo (PAREKH; THAKUR, 2018). 

O NanoSight é uma tecnologia que vem sendo muito empregada para caracterização 

de nanobolhas, uma vez que é utilizado desde o desenvolvimento das partículas até o controle 

de qualidade. A tecnologia de NTA permite analisar de forma única e direta o tamanho das 

nanobolhas e visualizá-las por meio de vídeos. O equipamento emprega parâmetros que 

restringem a identificação de partículas com diâmetro menores que 1µm. Segundo informação 

do manual do fabricante (Malvern®), tanto a tecnologia de DLS quanto a de NTA conferem 

resultados confiáveis. A diferença está na resolução de cada técnica. NTA permite maior 

resolução na distribuição de tamanho, pois analisa diretamente as partículas visualizadas pela 

câmera. 
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4.3.4 Análise microbiológica 

 

 Objetivou-se com essa análise verificar a integridade microbiológica da suspensão ou 

possível contaminação de bubbles uma vez que uma possível contaminação poderia 

representar um importante interferente. A análise microbiológica foi realizada em agar BHI, 

um meio de cultura rico em nutrientes, utilizado para cultivo de importantes contaminantes 

como estreptococos, pneumococos, menigococcos, enterobactérias, não fermentadores, 

leveduras e fungos (ANVISA, 2004). A coloração original amarela e límpida foi mantida após 

24 e 48 horas após inoculação da amostra, não houve de crescimento característico, o que 

indica a ausência de contaminação bacteriana (figura 2-9). 

 

Figura 2-8. Placa de petri com agar BHI inoculada com amostra “pura” de bubbles. Imagem 

foi obtida após 48h da inoculação e confirma que não houve crescimento microbiano. 

 

 

Fonte: autora 

  

4.3.5 Avaliação da capacidade ecogênica 

 

 As amostras foram submetidas à exposição de ultrassonografia (Philips® HD-7) e 

indicaram, na comparação das imagens de antes e após a aplicação das bubbles, que as 

partículas ainda mantém suas características de ecogenicidade, indicando que o gás 

perfluoropropano ainda está presente dentro das bubbles (figura 2-10). 
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Figura 2-9. Imagem ecogênica comparando antes (A) e após (B) a aplicação das bubbles em 

solução salina. Imagem obtida em equipamento de ultrassom clínico Philips® HD-7.   

 

A. B. 

Fonte: acervo da autora 

 

 O ensaio alternativo que foi possível ao aplicar o transdutor do ultrassom (Johari® 

digital, modelo Ultrasound JUS-2) na placa de petri contendo a amostra, imediatamente 

demonstrou a presença de gás no interior das bubbles, pois foi possível observar a formação 

de espuma na superfície da placa, demonstrando a liberação do gás perfluoropropano (figura 

2-11). Estas avaliações confirmam que, mesmo decorrido aproximadamente 300 dias da data 

de produção, as bubbles ainda possuem gás, apenas não sendo possível comparar a 

quantidade, por não haver referencia dessa informação nas literaturas consultadas. 
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Figura 2-6. Formação de espuma após amostra aplicada na placa de petri ser exposta ao 

ultrassom. 

 

Fonte: acervo da autora 

 

 Os resultados das análises das bubbles foram essenciais para confirmar a qualidade da 

amostra de bubbles aplicada nos experimentos e sugerem que, decorrido o tempo entre a 

fabricação e a aplicação nos experimentos, as bubbles reduziram de tamanho quando 

comparada com a amostra recém-gerada (PAREKH; THAKUR, 2018), apesar de terem 

mantido as características morfológicas e de ecogênicidade. A análise microbiológica 

completou a análise, indicando a usar não crescimento da amostra e ausência de qualquer 

contaminante que poderia modificar a funcionalidade das bubbles. 

 

4.4 Formulações 

 

A cafeína é uma substância solúvel em água, podendo precipitar durante a fabricação 

das formulações em gel, (FERNANDES, EDER DE MENEZES; DAMASCENO; FERRARI; 

AZEVEDO, 2015). Solúvel no propileno Desta forma, a precipitação da cafeína se torna um 

fator limitante, pois sua concentração no local de aplicação pode ser reduzida. Esta 

característica influenciou a definição da concentração da cafeína em 1% (p/p) na formulação, 

além deste valor ser uma concentração usual de mercado e estar dentro da faixa máxima de 

Gel aplicado para a 
transmissão do ultrassom 

Transdutor do ultrassom 

Espuma observada após a 
aplicação do ultrassom, 
demonstrando a liberação do 
gás perfluoropropano 
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8% de cafeína permitida pela agência reguladora nacional (ANVISA, 2002; RAMALHO; 

CURVELO, 2006). Na concentração de 1% de cafeína, o gel apresentou-se límpido e 

visualmente homogêneo. LUO e LANE (2015) relataram que a cafeína precisa permanecer 

em solução para permear, estar em uma alta atividade termodinâmica e também não cristalizar 

no estrato córneo. O conceito de atividade termodinâmica representa a tendência que o 

fármaco tem em “liberar-se” do veículo. Supõe-se que aumento nesta atividade leva ao 

aumento da velocidade de permeação do fármaco através da pele. A atividade termodinâmica 

é diretamente proporcional à solubilidade do fármaco no veículo e é máxima quando se tem 

solução saturada (MARTINS; VEIGA, 2002). A concentração de bubbles a 2% foi sugerida 

pelo prof. Harendra Parekh, uma vez que não existe referência de aplicações desta por via 

tópica. 

Após a associação, desejou-se investigar se a cafeína poderia interagir com as bubbles, 

repeli-las ou simplesmente destruí-las. A análise NTA com o NanoSight NS 300 (Malvern®) 

indicou que a mistura diminuiu o tamanho médio das bubbles, mas em contrapartida 

aumentou a concentração destas na amostra, ou seja, aumentou o número médio de bubbles 

por mL. 

 

Tabela 2-5. Comparação de tamanhos e concentração entre amostras contendo bubbles isolada 

e outra com associação à cafeína. 

Amostras Tamanho médio 
(nm) 

Dispersão dos 
tamanhos (nm) 

Concentração 
(partículas/mL) 

Bubbles 242,6±7,0 Mode: 148,9±6,2 
D10: 135,4±2,8 

D90: 454,6±13,8 

5,4x1012 

Bubbles + 
cafeína 

212,7±3,9 Mode: 137±5,0 
D10: 119,4±1,7 

D90: 390,6±20,1 

7,78x1012 

 

Mesmo com os números indicando e sugerindo uma possível interação entre cafeína e 

bubbles, este ensaio não é conclusivo, pois é importante relatar que as análises de NTA das 

amostras descritas na tabela 5 foram realizadas com 24 (vinte e quatro) dias de diferença entre 

elas, podendo ser uma justificativa para a diminuição das partículas. Entretanto ainda fica a 

dúvida com relação ao aumento da concentração. Conclui-se que outros ensaios devem 

serrealizados, especialmente com novas bubbles, para que um resultado mais conclusivo seja 

obtido. 
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4.5 Avaliação da permeação in vitro 

 

Os estudos utilizando método de avaliação de absorção cutânea in vitro com membranas 

biológicas ou sintéticas em substituição ao uso de animais apresentam vantagens, como 

economia e rapidez na obtenção de resultados, controle das condições do experimento e a 

possibilidade de avaliar um maior número de ensaios e réplicas, entre outras (BABY, 2007). 

Este método mede a difusão de substâncias químicas pela membrana escolhida por meio da 

análise quantitativa da amostra coletada no sistema reservatório (OECD 428, 2004). Para 

estudos transdérmicos, as células de difusão de Franz são as mais utilizadas. Experimentos de 

permeação in vitro são um complemento valioso para estudos de permeação in vivo, pois 

simulam o sistema vivo, fornecem um meio conveniente para avaliar as características de 

permeação de fármacos e permitem a aplicação de qualquer tipo ou quantidade de veículo 

(THE EUROPEAN COSMETICS ASSOCIATION, 1997).  

 As leituras das amostras coletadas de líquido receptor, swab (S), epiderme (E) e 

derme (D) foram realizadas com base em n=2, e gerou o gráfico representado na figura 2-12. 

Foram realizados 12 ensaios durante todo o período do mestrado, no entanto apenas os dois 

últimos ensaios foram realizados com os parâmetros realmente ajustados, conforme descrição 

no item 3.5. 
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Figura 2-11. Quantificação de cafeína nas amostras coletadas nos experimentos que avaliaram 

a permeação da cafeína estimuladas pelas bubbles estimuladas pelo ultrassom comparadas 

com controles. A numeração de 1-5 corresponde às formulações aplicadas na pele, sendo 1. 

Controle negativo (gel puro); 2. Gel+cafeína; 3. Gel+cafeína +US; 4. Gel+cafeína+bubbles; 5. 

Gel+cafeína+bubbles+US. T3h: amostra de líquido receptor coletada no tempo 3 horas; T24h: 

amostra de líquido receptor coletada no tempo 24 horas; E: amostra obtida da epiderme; D: 

amostra obtida da derme e S: amostra correspondente às coletas realizadas na superfície da 

epiderme, ou seja, swab e tape somadas. 
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Ao realizar a análise estatística sobre os valores adiquiridos entre os grupos 

apresentados no gráfico, Anova one way indicou diferença significativa com p < 0,05, no 

entanto, ao aplicar o teste de Tukey, as maiores diferenças ocorreram nas amostras de líquido 

receptor, epiderme e derme versus a superfície. Aplicou-se também o Anova one way e teste 

de Tukey para avaliar comparação apenas entre os grupos líquido receptor, epiderme e derme 
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versus a superfície, novamente o Anova one way indicou diferença significativa entre os 

grupos com p-valor < 0,05, e o teste de Tukey indicou que as maiores ocorreram entre os 

grupos T3h e T24h. 

Os dados apresentados no gráfico demonstram a concentração de cafeína nas amostras 

analisadas. Apenas houve detecção de cafeína a partir da tomada de 3 horas. Os valores 

encontrados na epiderme, derme e superfície indicam que a maior parte da concentração de 

cafeína aplicada manteve-se entre a superfície e as camadas da pele. Comparando-se as 

concentrações de cafeína entre os grupos e as diferentes formulações, parece não haver 

influencia da aplicação das bubbles e o ultrassom para incentivar a permeação. 

Observa-se que a grande maioria dos trabalhos sobre liberação de fármacos com 

formulações tópicas tem sido realizada utilizando-se células clássicas de difusão in vitro do 

tipo Franz. Estudo relatou a permeação in vitro da cafeína na pele humana e suína. Foram 

aplicadas doses infinitas de cafeína (285 µL/cm2 de uma solução a 1% p/v em solução salina 

tamponada com fosfato) aos compartimentos doadores de células de Franz e as experiências 

de permeação foram conduzidas até 6 h. Quantidades cumulativas de cafeína permeada foram 

~10 mg/cm2 para epiderme humana separada por calor (SCHREIBER et al., 2005). Estudo 

realizado em 2009 aponta para um importante papel da via folicular na permeação da cafeína 

(TRAUER et al., 2009). Nos estudos in vitro e ex vivo, no tempo T 10 minutos não foi 

detectada a presença de cafeína nos líquidos receptores corroborando a literatura que mostra a 

não permeação da cafeína nos primeiros minutos (NIELSEN; SORENSEN; NIELSEN, 2009; 

GAJEWSKA et al., 2015).  

 Ultrassom contínuo e pulsado foi usado para promover a entrega de cafeína na pele 

humana in vitro por Boucaud et al. (2001). Uma solução de cafeína radiomarcada (5 mCi/mL) 

foi aplicada ao compartimento doador na dose de 3 mL / 3,14 cm2. O ultrassom foi aplicado 

na frequência de 20 Hz e uma intensidade de 2,5 W / m2. Embora a quantidade de cafeína que 

permeava após 8 h aumentou tanto para tratamentos contínuos (~35 ng/cm2) como pulsados 

(~25 ng/cm2) comparados com o controle (~10 ng/cm2), um aumento de temperatura também 

foi associado com a aplicação de ultrassom (LUO; LANE, 2015). O ultrassom de modo 

contínuo apresentou ser mais eficaz na cinética de difusão da água, enquanto o transporte 

transdérmico de cafeína através da pele humana foi maior pelo modo pulsado de tratamento 

(BOUCAUD et al., 2001). O modo pulsado é a intensidade periodicamente interrompida, com 

nenhuma energia ultrassônica sendo produzida durante o período desligado. A intensidade 
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ultrassônica é a energia/segundo a cada cm2 de uma superfície perpendicular à emissão das 

ondas. É calculada em W/cm2.  

 Na aplicação de ultrassom, preconiza-se a utilização de grossa camada de gel, entre a 

pele e o transdutor, para melhor obtenção de um ponto focal (BARCAUI et al., 2014). No 

caso do experimento realizado neste trabalho, como a amostra já estava sendo aplicada em 

veículo gel, não foi acrescentada mais outra camada de gel para não diluir a amostra. É 

importante relatar que nesse processo de aplicação do transdutor houve perda da amostra 

contendo cafeína, e esta foi coletada com swab e quantificada junto com as amostras de swab, 

sendo considerados valores de superfície, ou seja, que não foi permeado.  

Foi hipotetizado que a cavitação ocorre perto da superfície do estrato córneo e, 

portanto, temporariamente desorganiza as bicamadas e / ou corneócitos fosfolipídicos 

intercelulares, criando um canal aquoso transitório no estrato córneo, facilitando assim a 

absorção transdérmica (UEDA; SUGIBAYASHI; MORIMOTO, 1995; MITRAGOTRI S., 

2006). Resultados obtidos com amostras de pele de ratos sem pelos sustentam esta hipótese, 

pois a permeabilidade cutânea da cafeína (droga hidrofílica) foi significativamente aumentada 

pelo ultrassom de baixa frequência (BOUCAUD et al., 2001). Este fato sugere que a 

sonicação possui um efeito maior sobre a permeação cutânea de drogas hidrofílicas, que 

geralmente apresentam baixa permeabilidade. Essas informações poderiam justificar os 

valores de cafeína encontradas nas tomadas de derme, epiderme e líquido receptor nas 

formulações em que a cafeína não possuía estímulo das bubbles, que indicam ter ocorrido 

penetração da cafeína, mas não justificam os demais casos. 

Quando expostas ao ultrassom em baixa frequência, as bubbles se rompem. É suposto 

que a energia libertada após a cavitação de vesículas ecogênicas de tamanho tenha potencial 

para aumentar a captação celular localizada do fármaco e / ou aumentar a profundidade de 

penetração do fármaco no tecido (PAREKH; THAKUR, 2018). O gás liberado leva à 

formação de orifícios nos corneócitos, aumentando o espaço intercelular e perturbação dos 

lipídios do estrato córneo instantaneamente, possibilitando a passagem de macromoléculas 

(LIU; MIYOSHI; NAKAMURA, 2006). Essa pode ser uma justificativa sustentável para o 

fato de não ter ocorrido a detecção de um valor maior de cafeína nas amostras contendo 

bubbles estimuladas pelo ultrassom, uma vez que foi possível comprovar que o maior 

tamanho de partículas detectada pela técnica de NTA foi de 454,6nm.  

Ressalta-se que este é um comportamento esperado, e não se tem conhecimento sobre 

uma possível interação entre bubbles e as substâncias ativas. Alguns estudos apresentaram a 
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eficiência das bubbles na entrega das substâncias terapêuticas, como em aplicações na retina e 

tumores (LIU; MIYOSHI; NAKAMURA, 2006; THAKUR et al., 2017). Nesses casos, 

atentou-se para o fato que a substância ativa ciprofloxacina foi inserida na síntese das bubbles, 

ou seja, foi aprisionada junto com o gás no núcleo das bolhas. A patente das bubbles 

referencia o uso tópico destas (PAREKH; THAKUR, 2018), mas não apresenta dados sobre a 

efetividade das mesmas.  

 

6. Conclusão 

 

A avaliação dos aspectos físicos químicos indicou que as bubbles trabalhadas neste 

estudo possuem tamanho inferior em comparação às informações obtidas do lote de origem, 

ou seja, características avaliadas até 56 dias após a produção do lote. Em contrapartida, as 

características de morfologia e ecogenicidade foram mantidas. Aspectos microbiológicos 

também foram avaliados, indicando não haver contaminação por microorganismos. Uma 

avaliação breve realizada com uma mistura de bubbles e cafeína sugerem que existe uma 

interação entre elas, uma vez que o tamanho das bubbles nessa mistura foi ainda menor, e a 

concentração delas na suspensão também foi superior. 

O estudo do comportamento da permeação e retenção cutânea do complexo 

bubble+cafeína+ultrassom apresenta originalidade, entretanto os resultados para o ensaio de 

permeação in vitro indicaram que as bubbles e o ultrassom não proporcionaram diferença 

estatística que pudesse caracterizar que esse conjunto seja efetivo como promotor de 

permeação da cafeína, entretanto sugere-se que a possível efetividade das bubbles esteja 

relacionada às características de solubilidade da cafeína, e poderia ser maior caso o fármaco 

estudado possuísse característica lipofílica. 
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Conclusão Geral 

 

Constatou-se neste estudo que as bubbles são seguras, mesmo quando associadas a 

cafeína e ao ultrassom. Os dados preliminares obtidos com base na utilização de modelos de 

culturas celulares de fibroblastos murinos e queratinócitos indicam os produtos são seguros 

aplicação tópica, e que os estudos in vivo podem seguir. Os resultados obtidos neste estudo 

com relação à cafeína corroboram pesquisas anteriores, uma vez que todas elas evidenciam 

que essa substância é segura para aplicação tópica. Os dados com relação a aplicação das 

bubbles tornam-se relevantes, uma vez que as referências da aplicação destas para uso tópico 

são escassas ou inexistentes. Levando em consideração a importância da cafeína na 

possibilidade de reduzir e melhorar o aspecto da celulite, e pelas características intrínsecas da 

matéria prima que dificulta a permeação na pele, e do potencial que a associação com as 

bubbles e ultrassom podem proporcionar, fica evidente o desejo de que os estudos sejam 

continuados. 
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Anexos 
 

Anexo 1: certificado de análise do fornecedor da cafeína 
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Anexo 2: documento de envio da suspensão de bubble da Austrália 
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Anexo 3: Parecer Comitê de Ética 
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Anexo 4: Termo de consentimento Livre Esclarecido 
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Anexo 5: aprovação qualificação 
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Anexo 6: Participação no Simpósio Sci-Farma – 2017 e apresentação de pôster. 
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Anexo 7: Participação no Congresso ABC – 2018, apresentação de pôster e Prêmio pela 

colocação em 2º lugar. 
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Anexo 8: Participação no Congresso ABCF – 2018 e apresentação de pôster. 
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Anexo 8: Apresentação de pôster no Congresso COLAMA – 2018 
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Anexo 9: aceite para participar no Congresso Colamicq com apresentação de e-poster 

 

 


