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RESUMO 

 

MAIA, Tiago C. S. Liberação e permeação dérmica "in vitro" de hidrogel de 
cafeína em comparação ao uso de papaína como promotora de permeação. 
2018. 57 p. Dissertação (Mestrado em Tecnologia Nuclear) – Instituto de Pesquisas 
Energéticas e Nucleares – IPEN- CNEN/SP. São Paulo. 

 

 

Muitas estratégias são indicadas a fim de suplantar a baixa permeabilidade de 
fármacos através da epiderme, umas delas, a de incluir promotores de penetração 
em formulações farmacêuticas e/ou cosméticas, formulados em sistemas 
terapêuticos transdérmicos (TTS). Estas substâncias são passíveis de modificar os 
domínios proteicos da epiderme e removerem provisoriamente a resistência da 
barreira do estrato córneo, permitindo o acesso dos fármacos aos tecidos viáveis 
através da circulação sistêmica. A natureza do veículo tópico é conhecida por 
desempenhar um papel importante na promoção da absorção dentro e através da 
pele. Os veículos tópicos convencionais, como pomadas, cremes ou géis, exercem 
predominantemente seus efeitos ao liberar o medicamento na superfície, e as 
moléculas dos fármacos, então, se difundem através de suas camadas. Os 
hidrogéis foram obtidos a partir de material polimérico reticulado por processo de 
radiação ionizante. A cafeína foi escolhida como substância modelo de permeação 
dérmica, por ser hidrofílica. Entretanto, para que a molécula penetre na barreira 
cutânea, deve ser associada a promotores de absorção cutânea. A papaína tem 
sido aplicada na pele íntegra como agente promotor de penetração e absorção 
cutânea. As enzimas interferem na absorção percutânea de fármacos por duas 
formas: como um potencializador de penetração e retardador de absorção. Neste 
trabalho, foram sintetizadas membranas de hidrogéis com poli (N-2- vinil - 
pirolidona) (PVP), poli (etilenoglicol) (PEG), poli (etilenoglicol diacrilato) (PEG-DA), 
cafeína e gel de papaína formado de polímero sintético pré-neutralizado para 
estudo da cinética de permeação cutânea, utilizando ecdise de cobra (Boa 
Constrictor) como membrana modelo de permeação. As membranas de hidrogel 
preparadas, foram caracterizadas por análise de termogravimetria (TG), 
calorimetria exploratória diferencial (DSC), intumescimento, fração gel, microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), e realizados ensaios de permeação dérmica em 
células de Franz e tomografia de coerência óptica (OCT). O teste de permeação "in 
vitro" desses hidrogéis na ecdise foram satisfatórios, comprovando a eficácia da 
papaína como promotora de permeação dérmica e contribuindo, assim, para futuros 
trabalhos que possam explorar ainda mais essa área de entrega de fármacos.  

 

Palavras-Chave: hidrogel, cafeína, papaína, permeação. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

MAIA, Tiago C. S. In vitro dermal release and permeation of caffeine hydrogel 
in comparison to the use of papain as a permeation promoter. 2018. 57 p. 
Dissertation (Masters in Nuclear Technology) - Institute of Energy and Nuclear 
Research - IPEN-CNEN / SP. São Paulo. 
 

 

Many strategies are indicated for supplanting the low permeability of 
pharmaceuticals through the epidermis, one of them to include developers of access 
in cosmetics formulations, produced in Transdermal Drug Systems. Those 
substances are capable of modifying the protein dominates of the epidermis and 
temporarily remove the resistant barrier of the stratum cornea, allowing this way, the 
access to the pharmaceutical to the viable fabric through the systemic circulation. 
The nature of the topic vehicle is known for developing an important role of the 
absorption inside and through the skin. The conventional ways, as ointments, 
creams or gels, predominated theirs effects by liberating the medication in the 
superficies, so the pharmaceutical molecules defund beyond their layers. The 
hydrogels were got from the polymeric reticulate material for ionizing radiation 
process. The caffeine was chosen as a substance model of the dermis permeation, 
due to be hydrophilic. Moreover, for the molecule access, it is necessary to the 
developers of dermal absorption. The papain has been applied in the integra skin 
as agent promoter of access and dermal absorption. The enzymes interfere in the 
dermal absorption of the pharmaceutical in two forms: as optimizing, as well as, 
retarding absorption. This essay we could synthesized hydrogel membranes as Poly 
(N -2 - vinyl-pirolidon) (PVP), Poly(ethylene glycol) (PEG), Poly (ethylene glycol) 
diacrylate (PEG-DA), caffeine and papain gel formed by polymeric synthetic pre-
neutralized for the studies of kinetic of dermal access for using ecdysis of a snake 
(Boa constrictor) as a membrane model of access. The membranes of hydrogel 
prepared for this essay were characterized by thermogravimetric analysis (TGA), 
differential scanning calorimetry (DSC), swelling, gel fraction, scanning electron 
microscopy (SEM), and rehearsal of dermal access in Franz cells and optical 
coherence tomography (OCT). The test of permeation “in vitro” was satisfactory 
evidencing the efficacies of papain as a developer of dermal permeation, as well as, 
contributing for the future work that can explore even more this area of 
pharmaceutical delivery. 

 

Key words: hydrogel, caffeine, papain, permeation. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano e tem sido mostrada como uma via 

de administração adequada de medicamentos e/ou cosméticos, visando promover 

alternativas à administração oral e parenteral. Ela age como uma barreira protetora 

com funções sensoriais e imunológicas e tem atraído grande interesse devido às 

vantagens de veiculação de fármacos, evitando o metabolismo gastrointestinal e 

hepático de fármacos, além de ser mais eficaz e resultar na entrega controlada por 

longos períodos sem dosagem frequente (Sim et al., 2003). 

Embora a pele seja um dos principais sítios de entrega não invasiva de 

agentes terapêuticos no corpo, esta tarefa pode ser relativamente desafiadora 

devido à impermeabilidade intrínseca da pele. A penetração de pequenos 

compostos dentro ou através da pele tem sido amplamente investigada e os fatores 

que desempenham um papel na absorção dessas moléculas através da pele são 

bem compreendidos (Foldvari, 2000). 

Muitas estratégias foram indicadas a fim de suplantar a baixa permeabilidade 

de fármacos através da epiderme, umas delas, a de incluir promotores de 

penetração em formulações farmacêuticas e/ou cosméticas, formulados em 

sistemas terapêuticos transdérmicos (TTS). Estas substâncias são passíveis de 

modificar os domínios proteicos da epiderme e removerem provisoriamente a 

resistência da barreira do estrato córneo, permitindo o acesso dos fármacos aos 

tecidos viáveis através da circulação sistêmica (Barry, 2001). 

A natureza do veículo tópico é conhecida por desempenhar um papel 

importante na promoção da absorção dentro e através da pele. Os veículos tópicos 

convencionais, como pomadas, cremes ou géis, exercem predominantemente seus 

efeitos ao liberar o medicamento na superfície, e as moléculas dos fármacos então 

se difundem através de suas camadas. A extensão e a duração da difusão 

dependem das propriedades físico-químicas do próprio fármaco que deseja 

permear. Em geral, a modificação da cinética de absorção de drogas por esses 

veículos é o resultado de sua capacidade de proporcionar hidratação aumentada 

por oclusão ou algum outro mecanismo. Se o tamanho e as propriedades de 

solubilidade do fármaco não forem acessíveis, apenas uma absorção limitada 

através da epiderme acontecerá (Foldvari, 2000). 
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As características de liberação de um fármaco, a partir de um veículo 

dermatológico, podem ser avaliadas, determinando o coeficiente de partição 

óleo/água. Entretanto, estudos de liberação “in vitro” e “in vivo” proporcionam dados 

mais significativos. Durante a fase de desenvolvimento de produtos dermatológicos 

é adequado empregar procedimentos de liberação “in vitro” para lecionar 

excipientes para as formulações que possam proporcionar uma atividade 

terapêutica adequada. Pode-se considerar que os estudos de liberação 

medicamentosa proporcionam dados valiosos sobre as particularidades estruturais 

do veículo e a capacidade deste em liberar os fármacos (Sato et al., 2007). Estes 

testes, devido às suas peculiaridades, permitem entender alguns fenômenos que 

ocorrem entre a aplicação do produto e o efeito medido farmacologicamente, de 

maneira prática, rápida e sem a interferência de fatores biológicos. 
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1.1 OBJETIVO 

Sintetizar, caracterizar e estudar a cinética de liberação e permeação de 

hidrogel de cafeína, comparativamente à presença de papaína como promotora de 

permeação dérmica. 
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Figura 1- Estrutura da pele. Fonte: http://3.bp.blogspot.com/-qL 

2. REVISÃO BIBIOGRÁFICA 

 

2.1 Estrutura da pele 

 

A pele humana tem em média 0,5 mm de espessura (variando de 0,05 mm 

a 2 mm) e é composta por quatro camadas principais: o estrato córneo (EC), 

epiderme viável, derme e tela subcutânea. Representa cerca de 15% do peso 

corporal total de um adulto e tem um área superficial de aproximadamente 2m2 

(Alexander et al., 2012). Uma seção transversal apresentada na Fig. 1, apresenta 

as diferentes camadas identificadas com seu papel na influência da permeabilidade 

através de várias vias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

As células presentes na epiderme apresentam habilidade para absorver 

certas substâncias e recusar outras, determinadas por estados físico-químicos 

naturais como: viscosidade, ampla ligação do colágeno e seus apêndices, faixa 

etária ou comorbidades existentes. A ação efetiva ou não, dos fármacos liberados, 

dependem da anatomia, aspecto hídrico, presença de lipídios na sua estrutura, do 

aparecimento de patologias, do metabolismo e estado de saúde do paciente/cliente 

(Leonardi et al., 2018). 

 

Figura 1- Estrutura da pele. Fonte: http://3.bp.blogspot.com/-qL 
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2.2 Estrato córneo 

 

Uma camada superficial grossa (10-20 μm), o EC, é altamente hidrofóbico e 

contém 10-15 camadas de corneócitos interdigitados, que são constantemente 

renovados. Sua organização pode ser descrita pelo modelo "tijolo e argamassa", 

no qual os lipídios extracelulares representam ~ 10% do peso seco desta camada 

e 90% são proteínas intracelulares (queratina). Estas membranas enriquecidas 

com lipídios possuem uma estrutura única e contêm aproximadamente 50% de 

ceramidas, 25% de colesterol e 15% de ácidos graxos livres com muito pouco 

fosfolipídios que estão dispostos em um formato de bicamada e formam os 

chamados "canais lipídicos" (Schürer et al., 1991; Feingold e Elias, 2014). 

A função de barreira da pele é criada por grânulos lamelares, que são 

sintetizados na camada granular e depois organizados no domínio da bicamada 

lipídica intercelular do EC. Os lipídios de barreira são bem controlados e a qualquer 

comprometimento da pele resultam em processos de síntese ativa para restaurá-

los (Elias e Feingold, 1988). 

O EC mantém a água no organismo mesmo em condições mutáveis, bem 

como limita a absorção de substâncias tóxicas do meio externo. Devido a essas 

características inerentes, o estrato córneo apresenta excelentes propriedades de 

barreira para a penetração de fármacos na epiderme, limitando a liberação de um 

vasto número de substâncias por esta via. A maioria dos fármacos liberados pelos 

sistemas transdérmicos convencionais são moléculas pequenas, potentes e 

relativamente lipofílicas. A administração percutânea de fármacos polares e que 

apresentam carga é particularmente difícil, devido à lipofilicidade própria do estrato 

córneo (Kanebako et al., 2003). 

Em virtude de sua estrutura ser altamente organizada, o EC é considerado 

o fator limitante de taxa na penetração de agentes terapêuticos. A capacidade de 

vários agentes para interagir com o lipídio intercelular, portanto, determina o grau 

em que a absorção é melhorada. Os medicamentos administrados via epiderme 

devem passar o estrato córneo, restrigindo eficientemente o transporte molecular 

entre o ambiente externo para o interior (Sim et al., 2003). 

O EC apresenta três etapas potenciais até o tecido viável, como 

esquematizado na Fig.2. Por meio do folículo piloso com as glândulas sebáceas 
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associadas, pelos ductos sudoríparos ou também pelo estrato córneo contínuo, 

sendo a última, a escolha da maioria dos compostos com a capacidade de 

permeação pelos corneócitos, pois contém queratina e são embebidos numa matriz 

intercelular enriquecidos de lipídios com características hidrofílicas (Lopes, P. et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2.3 Epiderme 

 A epiderme é constituída de várias camadas de queratinócitos, cerca de 95% 

das células, estes sofrem um processo de queratinização, em que há mitose, 

sucedendo em movimento na direção superficial a partir da camada basal, através 

da camada espinhosa e da camada granulosa, para a camada mais externa, a 

camada córnea (CC). Ao atingirem a camada córnea, as células transformam-se 

em anucleadas e achatadas, passando a chamar de corneócitos que serão, em 

seguida, extintas no processo de descamação da pele. A CC constitui, assim, a 

epiderme não viável. Intercaladas entre os queratinócitos na epiderme viável, 

encontram-se células com funções especializadas, tais como melanócitos, células 

de Merkel e funções imunológicas (Langerhans e outras células). Além disto, 

existem ainda anexos da pele, como folículos pilosos, glândulas sebáceas 

associadas e glândulas sudoríparas (Wickett e Visscher, 2006; Prow et al., 2011). 

Figura 2- Esquema do estrato córneo. Fonte: Adaptado (Van Smeden et al., 
2014). 
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2.4 Derme  

A derme é a camada mais espessa (1 a 4 mm), e é constituída por uma 

ampla diversidade de células, ramos nervosos, vasos sanguíneos e linfáticos 

agregados numa vasta rede de tecido conjuntivo denso, sendo os seus principais 

componentes as fibras de colágeno, elastina e por uma matriz extracelular. As 

fibras de colágeno podem chegar a corresponder até 70% do peso seco da derme. 

Localizada abaixo da epiderme e acima da hipoderme. Assim, é a camada 

intermediária e mais consistente da pele. A sua principal função é garantir a 

elasticidade e resistência da pele. Por ser uma região ricamente vascularizada, é 

responsável ainda pela nutrição e oxigenação da epiderme (Alexander et al., 2012). 

2.5 Biomateriais 

 

Diante do avanço tecnológico e do conjunto de ações no campo 

multidisciplinar, os biomateriais tornaram-se elementos indispensáveis na 

fabricação de dispositivos cardiovasculares, oftalmológicos, cardiorrespiratórios, 

odontológicos, assim como na área da estética (Bahamonde-Norambuena et al., 

2015). 

São materiais ou combinação de substâncias naturais e/ou sintéticos, que 

não sejam drogas ou fármacos, usadas em aplicações biomédicas em contato com 

sistemas biológicos cuja finalidade é tratar, reparar ou substituir tecidos, órgãos ou 

funções do organismo, com o objetivo de manter ou melhorar a qualidade de vida 

do paciente ou cliente (Rosiak e Yoshii, 1999). 

A alternativa de um biomaterial passa pela apreciação de um conjunto de 

condições: o efeito do ambiente orgânico (corrosão, degradação) e o efeito do 

material no organismo. Tais fenômenos devem ser analisados, pois a eles está 

associada a biocompatibilidade. A interação do organismo vivo com o biomaterial 

resulta numa resposta e constitui o ponto crucial no desenvolvimento de 

biomateriais (Pereira et al., 1999). Estes materiais devem ainda possuir uma função 

imediata após a implantação e ter a habilidade de remodelação e integração com 

os sistemas (Vunjak-Novakovic e Kaplan, 2006). 

Entre os biomateriais, destacam-se os hidrogéis que podem apresentar 

várias formas: esponjas porosas, géis, películas entre outras. A adequação dos 
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hidrogéis e o seu desempenho para uma aplicação individual dependem da sua 

composição e esta pode ser alterada em sua formulação dependendo do tipo de 

aplicação em que será utilizado (Ratner, Hoffman, 1976). 

 

2.6 Hidrogéis 

 

Hidrogéis são redes de cadeias de polímeros naturais ou sintéticos que 

estruturalmente consistem de redes poliméricas tridimensionais, cuja estrutura 

hidrofílica surge de grupos funcionais ligados ao esqueleto polimérico o que os 

torna capazes de absorver e reter quantidades significativas de água que os 

intumescem sem a dissolução da rede polimérica devido as ligações cruzadas entre 

as cadeias, em consequências dessa propriedade, possuem um grau de 

flexibilidade o que torna muito semelhante ao tecido natural (Ahmed, 2015). 

Diante do avanço tecnológico, os hidrogéis naturais estão sendo 

gradualmente substituídos por hidrogéis sintéticos por apresentarem maior vida útil, 

alta capacidade de absorção hídrica e alta resistência. De maneira positiva, os 

polímeros sintéticos geralmente possuem estruturas bem definidas que podem ser 

modificadas para produzir degradabilidade e funcionalidade adequadas à sua 

utilização. Os hidrogéis têm uma série de aplicações biomédicas, tais como no 

tratamento de feridas, materiais odontológicos, oftalmológicos , sistemas de 

administração de fármacos , implantes , engenharia de tecidos, agricultura entre 

outras (Benamer et al., 2006). 

 

2.7 Radiação ionizante 

 

 Consiste em ondas eletromagnéticas com energia suficiente para fazer 

com que os elétrons se desprendam de átomos e moléculas, alterando sua 

estrutura, num processo conhecido como ionização. Os raios gama são formados 

com a auto desintegração de Cobalto-60 (60Co) ou Césio-137 (137Cs). É uma 

esterilização de alta penetração e de método comum. Geralmente é usado para a 

esterilização de materiais gasosos, líquidos, sólidos, homogêneos e sistemas 

heterogêneos, medicamentos, materiaismédicos descartavéis, seringas, agulhas, 

cânulas como também cosméticos (Silindir Gunay e Ozer, 2009). 
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O uso de radiações de alta energia, como raios gama e feixes de elétrons, 

tem sido utilizada como iniciador para síntese de hidrogéis. A irradiação em solução 

de polímero aquoso resulta na formação de radicais nas cadeias de polímero. Além 

disso, a radiólise de moléculas de água resulta na formação de radicais hidroxílicos, 

que também atacam as cadeias de polímero, resultando na formação de 

macroradicais. A recombinação dos macroradicais em cadeias diferentes resulta 

na formação de ligações covalentes, de modo que, finalmente, é formada uma 

estrutura reticulada. A maior vantagem da iniciação da radiação ao longo da 

iniciação química é a produção de hidrogéis estéreis e relativamente isentos de 

iniciadores químicos (Ahmed, 2015). 

O processo de polimerização via radical livre induzido por radiação ionizante 

envolve as etapas de iniciação, equações 2 a 4, propagação equações 5 a 7 e 

terminação equações 8 e 9, segundo o esquema apresentado (Chapiro,1990). 

 

1) Iniciação 

 

M →w   R*        (2) 

     

S(H20) w→  OH*, *H2O2, H*, H2O2, H2O+, e-
aq   (3) 

 

S* + M → R*        (4) 

 

2) Propagação 

 

R* + M →  RM*       (5) 

 

RM* + m → RM2*       (6) 

 

RMn-1* + M → RMn*      (7) 
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2) Terminação 

 

RM*n + R* → RMnR      (8) 

 

RMnR* + T → RM n RM + T*     (9) 

 

Onde:   

R● = radical livre de iniciação 

M = Monômero 

RM● = cadeia intermediária propagando-se 

 
n = equivale a números de repetição dos monômeros 

T = inibidor (ou terminador) 

T● = radical não propagador 

S = Solvente aquoso 

 

 2.8 Poli (etilenogicol diacrilato) (PEGDA) 

 

É um reticulador de polímero > 95% acrilato à temperatura ambiente ou na 

presença de um fotoiniciador e luz UV. Eles são hidrofílicos, elásticos e podem ser 

personalizados para incluir uma variedade de moléculas biológicas. São 

ferramentas poderosas para descobrir a biologia celular básica porque são 

considerados biologicamente inertes e suas propriedades mecânicas podem variar 

em uma ampla gama de padrões. O PEGDA tem atraído grande interesse da 

engenharia de tecidos e medicina regenerativa, pois a polimerização pode ocorrer 

rapidamente e requer baixo consumo de energia (Cuchiara et al., 2010; Efe et al., 

2013). 
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2.9 Poli (N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) 

 

Poli (N-vinil-2-pirrolidona) popularmente conhecido por polivinilpirrolidona 

PVP, é um homopolímero sintético que foi obtido por Reppe e colaboradores. Após 

a metade do século XX, o poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) foi usado como plasma 

sanguíneo em vítimas da segunda guerra mundial. Devido à sua alta 

biocompatibilidade e não toxicidade, os hidrogéis de PVP possuem inúmeras 

aplicações na área médica sendo compatíveis ao sangue, lentes de contato, 

cosmética e outros (Oliveira, 2013). 

 O PVP é solúvel em água e outros solventes polares e é capaz de 

interações intermoleculares, mesmo em soluções aquosas diluídas a diferentes 

temperaturas. Também forma ligações de hidrogênio com as moléculas de água. 

Quando seco é um pó levemente em forma de floco, o qual absorve até 18% de 

seu peso em umidade do ar. Em solução, ele apresenta excelentes propriedades 

de umidificação e facilmente forma filmes (películas) (Wanchoo e Sharma, 2003). 

Estas características são indispensáveis em um hidrogel. A Fig.3 apresenta 

o monômero de PVP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 3- Monômero Poli (N-vinil-2-pirrolidona (PVP) 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Solvente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Polaridade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aquoso
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2.10 Cafeína 

 

A cafeína (1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona), Fig.4, é um alcaloide pertencente 

à família das metilxantina, é um composto relativamente polar com baixa 

solubilidade na água ou em óleo com massa molar de 194 g/mol. Este alcaloide é 

encontrado em grande quantidade em sementes de café, nas folhas de chá em 

geral. Embora grande parte da população ingira a cafeína de outras formas, como 

exemplo: bebidas energéticas, suplementos alimentares e remédios antigripais (De 

Maria e Moreira, 2007). 

A cafeína proporciona ação farmacológica heterógena e sistêmica, como, 

alterações no sistema nervoso central, sistema cardiovascular (aumento da 

pressão arterial), e homeostase de cálcio, como também efeitos descritos no 

desempenho e comportamento humano, redução da fadiga, aumento da vigília, 

melhora na performance de atividade físicas, tendo essa última a necessidade de 

ser monitorada continuamente (Castellanos e Rapoport, 2002). Porém, a sua 

ingestão pode influenciar negativamente o controle motor e o sono, bem como 

causar desconforto em indivíduos com quadro de ansiedade (Smith, 2002). 

Ainda, é empregada como uma substância modelo para teste toxicológico 

da epiderme, por ser hidrofílica. A absorção dérmica da cafeína é utilizada para 

avaliar o risco a exposição de substância nocivas no ser humano. A principal via 

para que os ativos penetrem através da pele é através do conteúdo lipídico da 

camada mais externa, o EC. Porém, a cafeína não possui os atributos de um 

penetrante de epiderme  ideal, pois é um material hidrofílico com um Log P de -0,07 

(Luo e Lane, 2015). 
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Como princípio ativo dermatológico exerce ação no tecido adiposo 

subcutâneo, através da inibição da fosfodiesterase, ocasionando lipólise do 

adipócito. Entretanto, para que a molécula penetre na barreira cutânea esta, deve 

ser associada a promotores de absorção cutânea. A capacidade dos compostos 

ativos de cosméticos ou produtos farmacêuticos, que influenciam o metabolismo 

celular e outros processos que ocorrem na pele, é imensamente dependente da 

capacidade de penetração através da barreira da epiderme. A cafeína é 

frequentemente utilizada como substância modelo em experimentos de penetração 

na pele (Herman e Herman, 2013), em estudos anteriores descobriu-se que a 

penetração da cafeína na barreira cutânea não foi alterada pela oclusão e pela 

espessura da pele (Treffel et al., 1992; Van De Sandt et al., 2004; Wilkinson et al., 

2006). 

Por tratar-se de um alcaloide que penetra na epiderme humana, apresenta 

uma boa tolerância geral e localizada, pois difunde muito pouco com o sangue. 

Além disso, inibe a fosfodiesterase, que degrada a adenosina monofosfatocíclico 

(AMPc), como também o receptor de adenosina, bloqueando seu efeito antilipolítico 

(Wisher, 2012). 

Bronaugh Rl Fau - Franz e Franz (1986), avaliaram a permeação da cafeína 

em derivados do petróleo, géis contendo etilenoglicol e géis aquosos simples na 

epiderme, em testes “in vitro” e “in vivo”. A permeação máxima foi observada para 

os veículos derivados do petróleo, seguidos pelos géis de etilenoglicol e com menor 

permeação do gel aquoso. Essa tendência foi consistente com o grau de saturação 

Figura 4- Cafeína. Fonte: Adaptado (De Maria e Moreira, 2007) 
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da cafeína nos respectivos veículos. Os resultados para a absorção “in vivo” foram, 

em geral, de acordo com os estudos “in vitro”. 

Apesar da cafeína ser hidrofílica, sua solubilidade em água é muito 

limitada. Portanto, as fórmulas que possuem concentração elevadas necessitam de 

maior parcela de surfactante ou álcool, podendo causar irritabilidade na epiderme 

(Byun et al., 2015). 

As formulações tópicas comercialmente disponíveis de cafeína normalmente 

contêm de 1 a 3% (Byun; Hamishehkar et al., 2015).  

 

 

 

2.11 Papaína 

 

A papaína é uma poderosa enzima proteolítica, pertencente à família da 

cisteína protease e provem do látex das folhas do mamão verde adulto, Carica 

Papaya é uma das enzimas mais utilizadas em escala industrial e farmacêutica. 

Sua ação catalítica está fortemente ligada ao seu esqueleto tridimensional, que é 

composta por dois diferentes domínios estruturais com uma fenda entre eles. Ela 

contém o sítio catalítico, denominado “tríade catalítica”, que é composto dos 

aminoácidos cisteína-25, histidina-159 e aspartato-158 (Borella et al., 2016). 

A grande limitação ao uso de enzimas é a sua instabilidade química em 

circunstâncias operacionais, que envolvem a exposição a temperaturas extremas, 

pressão, pH, desnaturantes e solventes orgânicos. O arcabouço nativo de qualquer 

proteína é estável apenas na periferia e sempre flutuará em estados não-nativos, 

cuja taxa aumenta em condições ambientais extremas. Um dos principais meios de 

inativação enzimática é a desnaturação térmica (Sathish et al., 2007). A papaína é 

menos dispendiosa do que outras enzimas e tem uma vasta gama de 

particularidades e boa estabilidade térmica entre outras proteases (Sangeetha e 

Abraham, 2006). 

Seu uso em formulações terapêuticas é muito difundido como agente 

debridante e comumente usada no tratamento de lesões cutâneas (G Payne et al., 

2008). Porém, essa recomendação é condicionada às características em que se 

encontram a ferida e em qual fase da cicatrização. Feridas secas ou com tecido de 
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granulação, a indicação é o uso de soluções na concentração de 2 % m/v. Em 

presença de exsudato infeccioso, a concentração proposta é de 6% m/v. Em 

presença de tecido necrótico excessivo, recomenda-se o uso de papaína na 

concentração de 10 % m/v (Brito Junior e Ferreira, 2015). 

Na cosmetologia, o uso de enzimas foi amplamente divulgado nos últimos 

anos, sobretudo, a papaína e a bromelaínae estas têm sido aplicadas na pele 

íntegra como agente promotor da penetração e absorção cutânea, formulações 

depilatórias, peeling químico e como agente depilatório (Pinto et al., 2011). As 

enzimas interferem na absorção percutânea de fármacos por duas formas: como 

um potencializador de penetração e retardador de absorção. O estrato córneo 

contém várias proteases que podem desempenhar um papel central no processo 

de descamação (Traversa et al., 2007; Lopes, P. S.; Ruas, G. W., et al., 2008). A 

papaína é uma enzima proteolítica tiol, recentemente, e foi usada como potenciador 

de absorção, modificando o material peptídeo/proteína no domínio da bicamada 

(Fein et al., 2005; Pinto et al., 2007). 

O EC possui diversas proteases que exercem ação central no processo de 

descamação. A primeira enzima descoberta foi a Estratum Corneum Chymotryptic 

Enzyme (SCCE), seguida da Stratum Corneum Tryptic Enzyme (SCTE) (Caubet et 

al., 2004; Brattsand et al., 2005). 

Watkinson (1999) descreveu a presença de uma protease tiol, possivelmente 

identificada como uma pró-enzima, nas camadas inferiores da pele, sendo ativada 

por um mecanismo ainda desconhecido nas camadas superiores ao longo da 

diferenciação dos queratinócitos. Portanto, a papaína considerada uma protease 

tiol, é seguramente uma agente intensificadora de penetração. Nesse sentido, as 

enzimas  proteolíticas são menos irritantes em comparação com outros 

potenciadores de permeação de baixo peso molecular (Sim et al., 2003). 

Bernard e colaboradores (2003) identificaram no EC humano uma protease 

pertencente à família da papaína, nomeada SCCL (Stratum Corneum Cathepsin-L-

like Protease). Os pesquisadores averiguaram que a protease degrada as 

corneodesmosinas, um componente presente no corneodesmossomos, auxiliando 

no processo de descamação epidérmica. 
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2.12 Modelos de permeação 

 

Para utilização ampla e potente da via tópica, é importante otimizar a entrega 

da substância ativa através da pele. O tipo de veículo pode melhorar o resultado 

desejado da terapia, logo, a otimização das formulações da pele é frequentemente 

incluída nos estágios iniciais do desenvolvimento do produto (Lam e Gambari, 

2014). A membrana é outro fator decisivo no direcionamento dos ensaios de 

permeação "in vitro". As membranas sintéticas não possuem as características 

anatômicas e fisiológicas da epiderme, assim, o ideal é realizar estes estudos com 

membranas naturais, humana ou animal (Sato et al., 2007).  

A epiderme humana ainda é considerada como melhor veículo como modelo 

de estudo, no entanto, existem algumas limitações quanto à sua utilização, 

referindo-se à disponibilidade, diferentes perfis de permeação e principalmente aos 

aspectos éticos. A escolha da membrana deve propiciar uma superfície de base 

inerte para a formulação em teste, e não um obstáculo. Deve permitir que a 

substância ativa se difunda prontamente no meio receptor à medida em que seja 

distribuída na forma de dosagem. 

A maior parte da otimização atual depende da utilização adequada de 

modelos animais e/ou artificiais. No entanto, as restrições crescentes em uso e 

manipulação de animais e pele humana estimularam a busca de modelos artificiais 

adequados. A escolha do modelo mais aplicável para o propósito específico deve 

basear-se na interação entre a disponibilidade, facilidade de uso, custo e as 

respectivas limitações (Semlin et al., 2011). 

A entrega de fármacos direcionada à epiderme humana como via alternativa 

de tratamento é um evento desafiador, mesmo possuindo uma área superficial 

prontamente acessível para potencial absorção de drogas. Uma abordagem 

racional para arquitetar e potencializar a formulação destinada a ação de fármacos 

tópicos ou sistêmicos requer modelos bem definidos e eficientes na identificação e 

avaliação das propriedades inerentes da formulação (Flaten et al., 2015). 

Existe, atualmente, interesse no uso da ecdise de cobra como modelo 

substituto da pele humana e pesquisadores têm avaliado sua aplicabilidade em 

estudos de penetração/permeação com resposta favorável. Esta é composta de 

estrato córneo puro desprovido da epiderme viável e de folículos pilosos (Rigg e 

Barry, 1990). 
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A muda de pele de cobra possuem similaridades com o EC humano, como: 

espessura do tecido (EC humano – 13 a 15 μm; muda de pele de cobra – 10 a 20 

μm); estrutura proteica (queratina do tipo α e β); composição lipídica (EC humano 

– 2,0 a 6,5%; muda de pele de cobra – aproximadamente 6,0%, envolvendo a 

presença de colesterol, ácidos graxos livres, glicoceramidas e fosfolipídios, entre 

outros) (Widler et al., 2002). 

Ainda, em sua composição, a pele de cobra apresenta uma camada de beta-

queratina externamente, uma camada de alfa-queratina intracelular e uma camada 

lipídica intercelular, formando uma camada intermediária. Existe, também, uma 

terceira e última camada de alfa-queratina mais interna. A camada intermediária é 

subdividida em três subcamadas de estrutura multilamelar com células cornificadas 

(alfa-queratina), ao redor dos lipídeos intercelulares, representando, assim, o 

principal depósito de lipídeos, sendo considerada a maior barreira para a 

penetração da água (Pongjanyakul et al., 2000). 

Outro fator decisivo na escolha da utilização deste modelo se dá pelo fato da 

facilidade na aquisição do material e as menores mudanças interindividuais, com 

probabilidade de avaliação de aspectos como a idade, tamanho, gênero dos 

animais que são fatores consideráveis na reprodutibilidade das avaliações 

realizadas, assim como a preservação do animal vivo (Nunes et al., 2011). 

As partes dorsal e ventral têm mostrado diferenças nas características de 

difusão através da avaliação de cada uma em específico, o que justifica a escolha 

pela parte dorsal da pele de cobra (Haigh et al., 1998; Takahashi et al., 2001). 

Neste estudo, a espécie Boa Constrictor Fig.5, foi investigada devido à sua 

disponibilidade, sendo analisadas as características de permeabilidade da cafeína 

e papaína. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais 

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as seguintes matérias 

primas e equipamentos: 

• Poli (N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) Kollidon 90 fornecido pela Êxodo; 

• Poli (etilenoglicol) (PEG 400) fornecido pela Synth; 

• Poli (etilenoglicol diacrilato) (PEGDA) fornecido pela Sigma-Aldrich; 

• Ágar fornecido da Synth; 

• Cafeína 1,3,7 trimethylxanthine fornecida pela Sigma-Aldrich; 

• Papaína (30000 USP-U/mg) para fins bioquímicos - Merck®; 

• Água miliq; 

• Solução tampão-fosfato (pH= 7,4); 

• Aristoflex® AVC (Copolímero do Ácido Sulfônico Acriloildimetiltaurato 

e Vinilpirrolidona Neutralizado); 

• Ecdise de cobra Boa Constrictor fornecidas pelo Zoológico Municipal 

de São Bernardo do Campo- SP; 

• Célula de difusão do tipo Franz. 

 

 

Figura 5- Ecdise de cobra da espécie Boa Constrictor. Fonte: Arquivo Pessoal 
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 3.2 Métodos   

3.2.1 Obtenção das membranas de hidrogele gel de papaína.  

 

 Para obtenção das membranas dos hidrogéis e do gel de papaína foram 

usadas as seguintes concentrações, conforme tabelas 1 e 2. 

 

Tabela 1- Formulação para preparação dos hidrogéis. 

Material % 

PVP 8 

AGAR 1 

PEG 1,5 

PEGDA 1,5 

Cafeína 1 

Água miliq 87 

 Para síntese do hidrogéis os materiais foram solubilizados em água miliq, 

utilizando autoclave durante 40 min. Posteriormente,foram dispostos em placas de 

13 cm x 8 cm x 2 cm, selada a vacuo e enviada para o processo de reticulação e 

esterilização por radiação ionizante da fonte cobalto-60, em dose de 25 kGy. Foram 

sintetizados hidrogéis sem cafeína e sem PEGDA para controle dos dados. 

 

Tabela 2- Formulação para preparação de gel de papaína. 

Material % 

Papaía 2 

Aristoflex® AVC 5 

Água miliq Qsp 

 

Para síntese e formação do gel de papaína, solubilizou-se  em água miliq, 

em seguida, foi acrescido o co-polímero do ácido sulfônico acriloildimetiltaurato e 

vinilpirrolidona neutralizado, popularmente conhecido como Aristoflex® AVC para 

formação instantânea do gel. 
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3.3 Caracterização 

 

3.3.1 Intumescimento 

 

O grau de intumescimento pode ser descrito como a quantidade de água 

absorvida pelo hidrogel e esta propriedade está relacionada à rede formada, ou 

seja, à densidade de reticulação do polímero, que por sua vez influência a cinética, 

duração e taxa de liberação de drogas em sistemas de liberação controlada de 

drogas. As amostras foram imersas em água e retiradas posteriormente, em 

intervalos regulares, até atingir massa constante. O grau de intumescimento foi 

calculado conforme equação 1 de acordo com a norma (ASTM D 570).  

 

Intumescimento (%) =
(W2– W1)

𝑊1
x 100             Equação 1 

 

Onde, W1= massa inicial da amostra  

 W2= massa da amostra intumescida 

 

3.3.2 Fração Gel 

 

A fração gel (FG) consiste no ensaio utilizado para determinar o grau de 

reticulação de polímeros. O método foi adaptado e realizado conforme Miranda 

(1999). Tal fração é determinada após remoção da fração solúvel e água fervente 

como solvente. Amostras com cerca de 1g foram secas em estufa à 60°C até peso 

constante, foram colocadas em redes (gaiolas) no erlenmeyer com o solvente e 

levado à autoclave a 100 ºC a 1 atm por duas horas. Após extração, as membranas 

foram secas novamente até peso constante e os resultados de fração gel foram 

quantificados utilizando a equação 2. A FG determina a parte insolúvel, atribuída a 

parte reticulada. 
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FS (%) = 
Wf

W0
           Equação 2 

 

Onde: Fs = fração solúvel 

 W0= massa inicial da amostra seca 

 Wf = massa final da amostra seca após extração 

 

 3.3.3 Termogravimetria (TG) 

 

 Os hidrogéis liofilizados foram submetidos a testes de caracterização 

térmica de análise termogravimétrica TGA / DTGA no aparelho Mettler-Toledo 

SDTA / 851 (taxa de aquecimento: 10 ºC min-1 de 25 a 600 ºC, sob fluxo de N2 (10 

mL.min-1). Registros das variações de temperatura do início ao final da 

decomposição.  

 

 3.3.4 Calorimetria exploratória diferencial (DSC)  

 

 A caracterização foi feita no aparelho modelo Mettler-Toledo DSC822e 

foram alocadas nas panelas de alumínio padrão seladas. As amostras foram 

aquecidas de 25 °C a 265 °C com uma taxa de aquecimento de 20 °C / min. O 

aparelho foi aferido com índio de ponto de fusão 156 ºC 24,75 J g-1, e os eventos 

entálpicos e as mudanças dos processos de reticulação foram verificados. 

 

3.3.5 Microscopia eletrônica de varredura (SEM-FEG) 

 

Para investigação morfológica das fraturas dos hidrogéis,  foi utilizado 

apararelho modelo JSM-6701 marca Joel alocados no Centro de Ciência e 

Tecnologia de Materiais (CCTM) do IPEN-CNEN / SP. Para essa técnica os 

hidrogéis foram liofilizados por 24h e analisados a superfície de fratura. 

 

 



35 
 

3.3.6 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

É uma técnica utilizada na separação dos vários componentes de uma 

mistura de substâncias com o objetivo de identificação, quantificação ou purificação 

(Siqueira, 2003). Preparou-se uma solução aquosa de cafeína numa concentração 

de 0,45 mg L-1, a solução foi agitada por 1 hora para total solubilização em aparelho 

de ultrassom. Em seguida, foram transferidas alíquotas de 5 mL para tubos de vidro 

e depois de fechados foram irradiados a diferentes doses, 2, 4, 8, 16 e 32 kGy em 

fonte Cobalto-60. Para realização da análise foi utilizado o aparelho modelo Agilent 

1100 + API 2000, acoplado a detector espectrometria de massas do tipo 

triploquadrupolo (MS/MS). Coluna: Restek Ultra Aqueos C18 (150 x 2.1 mm. 3 um). 

Fase Móvel: 65% H2O/35%ACN + 0.1% Ac. Fórmico. Transição MRM 

(Quantificação): 195>138. Transição MRM (Confirmação): 195>110. Faixa de 

Linearidade da Curva Analítica: 100 a 800 µg L-1, alocado no Centro de 

Espectrometria de Massas Aplicada- CEMSA. 

 

3.3.7 Curva de calibração 

 

É um método utilizado na química analítica para determinar a concentração 

de uma solução de amostra desconhecida. 

 A curva de calibração foi obtida a partir de uma solução concentrada de 

cafeína, a qual foi preparada, pesando-se 10 mg do padrão e solubilizada em balão 

volumétrico de 50mL, foram realizadas sucessivas diluições em água miliq com as 

seguintes concentrações: 0,8 µg; 1,0 µg; 1,2 µg; 1,4 µg; 1,6 µg; 1,8 µg; 2,0 µg. 

Calibrou-se o espectrofotômetro com um branco de água miliq e construiu-se a 

curva de calibração à 272 nm (λ max.cafeína), da absorbância em função da 

concentração dos padrões. Já a curva da papaína foi obtida a partir de uma solução 

concentrada do padrão contendo 10 mg, as concentrações foram semelhantes às 

realizadas com a cafeína. Calibrou-se o espectrofotômetro com um branco de água 

miliq e construiu-se a curva de calibração à 280 nm (λmax papaína). Foi calculada 

a concentração de cafeína e da papaína através da equação da reta. Na Fig.6 e 

Fig.7, apresentam a absorbância em função da concentração de cafeína e papaína. 
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Figura 6- Curva de calibração da papaína. 

 

 

 

Figura 7- Curva de calibração da cafeína. 
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3.3.8 Ensaios de permeação dérmica em célula de Franz 

 

 O modelo de estudo de liberação “in vitro”, mais sugerido é o sistema de 

difusão proposto por Franz em 1975. Nesse sistema bicompartimentado, Fig.8, 

utiliza-se tanto membrana sintética como também tecido cutâneo (humano ou 

animal), separando o compartimento receptor do doador, para assim conhecer a 

cinética  no que diz respeito à liberação e/ou permeação de determinado fármaco 

(Franz, 1975). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.10 Tomografia de coerência óptica – OCT 

 

A tomografia de coerência óptica (OCT - Optical Coherence Tomography) é 

método diagnóstico, que fornece imagens da morfologia dos tecidos biológicos "in 

vivo" em tempo real com baixa resolução. Essa tecnologia é fundamentada no 

princípio físico da interferometria que consiste em fenômenos ópticos de 

interferência e tem funcionamento comparável ao do ultrassom, porém, os pulsos 

de ultrassom são substituídos por fonte de luz de baixa coerência com comprimento 

de onda de 1300nm. Um sistema óptico aceita a obtenção de imagens, em preto e 

branco, em duas ou três dimensões, perpendiculares em relação à face cutânea, 

análogos à histologia (Welzel et al., 1997). 

 

 

Figura 8- Esquema da célula de difusão do tipo Franz. Fonte: Adaptado (Kelly De 
Oliveira Neves et al., 2018). 
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 4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As membranas de hidrogel com cafeína apresentaram-se frágeis sem 

consistência, com extravasamento hídrico na superfície e forte aderência para 

retirada da forma Fig.9 (A), enquanto os hidrogéis com PEGDA sem cafeína 

apresentaram-se consistentes, íntegras, transparentes, porém com pequena 

resistência na retirada da formaFig.9 (B). Entretanto, a membrana de hidrogel sem 

cafeína e sem PEGDA Fig.9 (C), mostrou-se satisfatória e íntegra, como visto em 

estudos que utilizaram o PVP e a irradiação gama no processo de reticulação para 

formações de hidrogéis, utilizados na engenharia de tecidos e em curativos 

(González-Torres et al., 2018). 

Estudos com efeitos biológicos mostraram a influência da cafeína no 

processo de irradiação, onde, foi observado um retardo na fase G2 do ciclo celular, 

que corresponde ao intervalo entre o fim da replicação do DNA e o começo da 

mitose de glioblastomas (tumores cerebrais), após, sofrerem incidência de radiação 

gama, uma vez que a cafeína age como inibidora de duas proteínas quinases, a 

ATM e ATR que estão diretamente ligadas  no processo de replicação acelerada e 

descontrolada de células tumorais malignas (Godoy et al., 2013).  

Repolês (2005) investigou possíveis diferenças nas respostas à quebra de 

fitas duplas de DNA, causadas pela exposição à radiação ionizante de diferentes 

linhagens de Trypanosoma cruzi, tornando o tratamento prévio com cafeína capaz 

de atrasar em 25 horas a resposta ao dano do DNA mediada pelas proteínas ATR 

e ATM. Diante desses resultados e da literatura, demonstra-se que a cafeína 

interferiu reduzindo o processo de reticulação da membrana de hidrogel, as quais 

foram submetidas as doses de 15kGy, 20kGy e 25kGy. 
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Figura 9- Hidrogel de cafeína com PEGDA (A), hidrogel sem cafeína com PEGDA (B) 
e hidrogel sem PEGDA (C) após irradiação a 25kGy. 
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4.1 DSC 

Observa-se na Fig.10, um deslocamento do ponto de fusão da cafeína nas 

três amostras realizadas o que pode confirmar uma interação entre os outros 

componentes presentes na amostra, como o PVP,PEG e/ou PEGDA, uma vez que 

na literatura o pico de fusão da cafeína é descrito na faixa de 236 ºC (Bothe e 

Cammenga, 1979). 

Na Fig.11 apresenta o DSC do pó da cafeína irradiado e não irradiado, não 

sendo observadas alterações no caráter das curvas após a irradiação que poderia 

testemunhar a presença de produtos de radiólise ou alterações nas propriedades 

físico-químicas do composto estudado, uma vez que o DSC para os fármacos de 

baixa estabilidade radioquímica demonstram picos de radiodegradação ou 

impurezas (Oliveira et al., 2011). 
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Figura 10- DSC de hidrogel de cafeína, hidrogel com PEGDA sem cafeína, band 
gel irradiados à 25kGy. 
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Figura 11- DSC do pó de cafeína, não irradiado e irradiado à 25kGy. 

 

4.2 TGA 

A TG é uma ferramenta usada para mensurar a perda de massa em função 

da temperatura em uma atmosfera. Para fins farmacêuticos, seu uso é proposto 

para determinação de pureza e de umidade, identificação de falsos polimorfismos, 

na avaliação da estabilidade de substâncias e da cinética de degradação(Oliveira 

et al., 2011) .A curva relacionada aos hidrogéis band gel e PEGDA sem cafeína 

apresentam três eventos, o primeiro evento foi relacionado à perda de água por 

volta de 100ºC, o segundo evento 262 ºC foi relacionado à perda de massa dos 

polímeros PEGDA, PEG e AGAR e o terceiro evento 370ºC relacionado à 

decomposição do PVP.  O hidrogel com cafeína apresentou três eventos: o primeiro 

associado à perda de água por volta de 100 ºC e o segundo por volta de 206 ºC 

associado à perda de massa da cafeína, junto ao PEGDA, PEG e Agar e o terceiro 

370 ºC. Nota-se que o hidrogel com cafeína apresenta menor estabilidade térmica 

como mostra a Fig.12. Na Fig. 13. é evidenciada a perda de massa pertencente a 

cafeína por volta dos 207 ºC independente da ação da radiação ionizante. 
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Figura 12- Curvas de TGA de hidrogel de cafeína, hidrogel PEGDA sem cafeína e 
band gel liofilizados. 
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Figura 13- Curvas de TGA do pó de cafeína irradiado e não irradiados a 25 kGy. 
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4.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As microscopias da superficies de fraturas do hidrogel sem cafeína 

liofilizados apresentam macroporos bem definidos e poros organizados,conforme 

Fig.14(a) e, ainda,exibem um aspecto mais sólido com presença de camadas como 

mostra a Fig.14 (b). Por outro lado, o hidrogel com cafeína  exibe uma morfologia 

irregular com poros bem menores e presença de microporos organizados e regiões 

homogênas de cafeína Fig.14 (c), enquanto na Fig.14 (d) expõe cristais da cafeína, 

já que o polímero PVP é amorfo. Existe uma grande importância do controle do 

polimorfismo no desenvolvimento de compostos bioativos de utilidade terapêutica, 

pois  está principalmente relacionada às suas propriedades físico-químicas, às 

quais afetam diretamente a velocidade de dissolução (que pode acarretar em 

desvios na biodisponibilidade) e, portanto, sua eficácia (Haleblian e Mccrone, 

1969). 

 
 

 

Figura 14- Micrografias da superfície de fratura do hidrogel liofilizado. Sendo: A- 
hidrogel sem cafeína (100 µm); B- hidrogel sem cafeína (10 µm): C- hidrogel com 
cafeína (100 µm) e D- hidrogel com cafeína (10 µm). 

A B 

C D 
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4.4 Intumescimento 

Na Tabela 3 são apresentados os resultados de intumescimento. Os dados 

foram submetidos à análise de variância e teste de Tukey, tendo sido obtido uma 

diferença significativa (∆) de 12,0596 com p>0,01que, aplicada às médias, geraram 

os coeficientes de diferenciação conforme notação apontada. De modo geral, 

segundo o teste de Tukey, o hidrogel contento cafeína diferiu significativamente 

entre os demais analisados, apresentando maior grau de intumescimento no 

decorrer do ensaio. As membranas de hidrogel com cafeína apresentaram uma 

curva de intumescimento crescente. Observou-se que em 48 horas o 

intumescimento foi de~182,012 %, como mostra a Fig.15. Esse fato se deve à 

dificuldade de reticulação via radiação ionizante induzida pela cafeína que reduziu 

a formação da rede polimérica, ocasionando maior absorção de água entre as 

cadeias de polímeros. As matrizes poliméricas de hidrogéis sem cafeína, por outro 

lado, apresentaram menor intumescimento e, portanto, maior reticulação na 

redução de absorção hídrica entre as cadeias poliméricas. 

 

Tabela 3- Análise de variância dos resultados de intumescimento das 
formulações. 

 

 

ANOVA 
    

Fonte da variação gl MQ F valor-P 

Entre grupos 2 2,071458 12,0596 0,000117 

Dentro dos grupos 33 0,171768 
  

     

Total 35 
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Figura 15- Intumescimento das formulações estudadas: F1 (band gel); F2 (PEGDA 
sem cafeína) e F3 (hidrogel de cafeína), após 48 horas de intumescimento. 

 

4.5 Fração gel 

No que se refere à fração gel, o hidrogel decafeína (F3)  apresentou valores 

de fração gel em torno de 64%, confirmando a dificuldade de reticulação ocasinada 

pela cafeína via radiação ionizante. Já o band gel (F1) e o hidrogel de PEGDA sem 

cafeína (F2) apresentaram valores de fração gel por volta de 84,25% e 85,25%, 

respectivamente, indicando maior reticulação como previsto na literatura (Oliveira, 

2013). Os valores médios e os devios padrões obtidos nos ensaios de fração gel 

estão apresentados na tabela 4. 

 

Tabela 4- Resultados do ensaio de fração gel das formulações estudadas. F1 
(band gel); F2 (PEGDA sem cafeína) e F3 (hidrogel de cafeína). 

Formulação Mo (g) Mf (g) %Fração Gel DP 

F1 1,08 0,91 84,25 0,01 

F2 1,09 0,95 85,25 0,01 

F3 1,31 0,85 64,88 0,01 
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4.7 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

A partir dos resultados obtidos pela análise por cromatografia, não se 

verificou a porcentagem de degradação da cafeína na dose de radiação aplicadas, 

quando comparada com a cafeína não irradiada. Nos cromatogramas abaixo, pode-

se verificar que o tempo de retenção da cafeína irradiada a 32kGy e a não irradiada 

foi de aproximadamente 2,66 minutos, tendo pico de intensidade muito próximo. 

Essa análise poderia testemunhar subprodutos oriundos da radiólise da água, como 

observado na Fig.16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16- Cromatograma da amostra controle não irradiada (acima) e amostra 
irradiada a 32 kGy (abaixo). 



47 
 

4.7 Ensaio de permeação dérmica em célula de difusão do tipo Franz 

A escolha do modelo de biomembrana utilizando a ecdise de Boa 

Constrictor, mostrou-se eficaz para reprodutibilidade de permeação dérmica “in 

vitro” com proposito de modelo de EC, visto que várias espécies de cobras são 

frequentemente utilizadas para esses fins, por mostrar similaridade na 

permeabilidade, baixa flutuação e boa reprodutibilidade dos resultados, como em 

outros estudos (Haigh et al., 1998; Pongjanyakul et al., 2000; Baby et al., 2008; 

Nunes et al., 2011). 

 Os ensaios de permeação em célula de Franz Fig.19, foram realizados da 

seguinte forma: o primeiro consistiu em avaliar a permeação do hidrogel de cafeína 

sem a presença da papaína. O segundo, avaliou-se  a permeação do hidrogel de 

cafeína após tratamento das ecdises  com o gel de papaína e, por fim, analisou-se 

a cinética do gel de papaína sobre a ecdise.  Esse tratamento consistiu em deixar 

o gel de papaína em contato com a pele por um período de 15 minutos, após esse 

período foi retirado o excesso da papaína e colocado o hidrogel de caféina sobre a 

pele previamente tratada e iniciado o experimento via célula de Franz. As massas 

iniciais do hidrogel de cafeína foram medidas antes de coloca-las nas células de 

difusão, com valor médio de 2,18g. O experimento foi realizado em triplicata e 

líquotas com 300 µl foram retiradas e recolocadas para as leituras posteriores  de 

absorbância. Desse modo, foi  possível observar o efeito do uso da papaína como 

promotora de permeação dérmica, como pode ser visto na Fig.16. em que se 

observa um aumento crescente dos valores das concetrações permeadas através 

da pele sem tratamento e após tratamento com gel de papáina com o passar do 

tempo.  Estudos envolvendo permeação de diclofenaco de sódio também obtiveram 

êxito ao utilizar a papaína como promotora de permeação dérmica em pele humana 

(Lopes, P. S., Pinto, C. A. S. D. O., et al., 2008). 
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Figura 17- Cinética de permeação em função do tempo. Concentração (µg/L) de 
cafeína liberada e concentração de papaína liberadas em células de Franz. 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância e teste de Tukey tendo 

sido obtido uma diferença significativa (∆) de 11,10215 com p>0,05, que aplicada 

às médias geraram os coeficientes de diferenciação conforme notação indicada, 

conforme tabela 4. De modo geral, segundo o teste de Tukey a cinética de 

permeação do hidrogel de cafeína após tratamento com gel de papaína apresentou 

resultados significantes em relação ao hidrogel de cafeína sem tratamento com gel 

de papaína. 

 

Tabela 5- Análise de variância para ensaio de permeação em célula de difusão de 
Franz. 

 

 

ANOVA  
   

  

Fonte da variação  gl MQ F valor-P 

Entre grupos  2 0,616063 11,10215 0,000723 

Dentro dos grupos  18 0,05549 
  

 
 

    

Total  20 
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Figura 18- Imagens de OCT de cobra. Onde: A (pele pura, sem tratamento); B 
(pele tratada com cafeína); C (pele tratada com papaína) e D (pele tratada com 
cafeína e papaína). Fonte: Arquivo pessoal. 

4.9 Tomografia de coerência óptica – OCT 

Com a técnica do OCT foi possível ver a ecdise em três dimensões, o que 

possibilitou a obtenção de cortes seccionais da estrutura da pele de cobra. As 

imagens foram obtidas em preto e branco e coloridas. Nas imagens é possível 

observar e comparar 3 situações, conforme Fig.18. A Fig.18 (a) demosntram a 

técnica utilzando a pele pura, sem tratamento, para controle posterior. Apesar da 

baixa resolução emitida pela técnica, é possível confirmar a permeação da cafeína 

Fig.18 (b) através da ecdise. A Fig.18 (c) evidencia também a permeação da 

papaína a membrana, e a Fig.18 (d) testemunha o aumento da permeação cafeína, 

associada à presença da papaína ao sistema, uma vez que o aparelho demonstra, 

em cores intensas, os locais de maior intensidade. Estudos apresentados na 

literatura avaliaram com a técnica de OCT a detecção de retinoblastomas 

maculares em crianças (Palazzi et al., 2015).  
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5. CONCLUSÃO 

 

• De acordo com os resultados obtidos, foi possível observar a influência da 

cafeína no processo de reticulação polimérica induzida por radiação 

ionizante de fonte Cobalto-60, dose de 25 kGy. 

• Para técnica de DSC, evidenciou-se a interação entre os componentes da 

amostra com a alteração da disposição da curva em comparação com  pó 

de cafeína o que confirmou o ponto de fusão em torno de 236ºC, 

corroborando com os achados na literatura. 

• A TG possibilitou a confirmação da perda de massa da cafeína por volta dos 

236ºC tanto para cafeína no hidrogel, quanto ela em pó, além de confirmar 

sua estabilidade. 

• As microscopias da superficies de fraturas do hidrogel sem cafeína 

liofilizadas apresentam macroporos bem definidos e poros organizados. 

Ainda, exibiram um aspecto mais sólido com presença de camadas. Já o 

hidrogel com cafeína, exibiu uma morfologia irregular com poros bem 

menores e presença de microporos organizados e regiões homogênas de 

cafeína, expondo cristais da cafeína, uma vez que o polímero PVP é amorfo. 

• Para técnica de intumescimento, o hidrogel contento cafeína diferiu 

significativamente p>0,01 entre os demais analisados apresentando maior 

grau de intumescimento no decorrer do ensaio. Cerca de ~182,012% de 

absorção de água em relação ao valor inicial, confirmando, com isso, a 

redução da rede polimérica formada no processo de irradiação. Enquanto a 

amostra, contendo PEGDA sem cafeína, apresentou menor porcentagem de 

intumescimente devido à presença do polietileno diacrilato que possui um 

alto poder reticulante. 

• A análise da fração gel confirmou os resultados encontrados no 

intumescimento, tendo o hidrogel de caféina menor fração reticulada. 

Contudo, o band gel e hidrogel com PEGDA sem cafeína apresentaram 

valores previsto dentro da literatura. 
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• Nos resultados obtidos pela análise de cromatografia,  observou-se que não 

ocorreu degradação da cafeína nas doses de irradiação aplicada, quando 

comparada com a cafeína não irradiada, o que poderia demonstrar 

subprodutos advindos do processo de radiólise da água. 

• Na análise por OCT,confirmou-se a permeação da cafeína através da ecdise 

como também o aumento da permeação cafeína associada à presença da 

papaína ao sistema. 

• A escolha do modelo de biomembrana utilizando a ecdise de Boa 

Constrictor, mostrou-se eficaz para reprodutibilidade de permeação dérmica 

“in vitro”. 

• Contudo, o trabalho atingiu seu objetivo ao demonstrar a influência 

significativa (∆) de 11,10215  com p>0,05 da papaína como promotora de 

permeção dérmica. Tendo, segundo o teste de Tukey, a cinética de 

permeação do hidrogel de cafeína após tratamento com gel de papaína. 

Apresentou maiores resultados em relação as outras amostras estudadas, 

contribuindo ,portanto, para futuros trabalhos que possam explorar ainda 

mais essa área de entrega de fármacos.  
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