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Resumo: O ultrassom (US) terapéutico é empregado na pratica clinica com a finalidade de promover analgesia
e tratar lesbes musculoesqueléticas e dos tecidos moles. A cafeina é um principio ativo dermatologico que
exerce agao no tecido adiposo subcutaneo, através da inibi¢ao da fosfodiesterase, tendo um efeito lipolitico. O
objetivo deste artigo foi avaliar a permeagao e a reten¢ao da cafefna quando adicionada a um hidrogel, com e
sem aplicagao do US. As analises foram realizadas em uma célula de difusao vertical, com solugao receptora de
agua e alcool etilico com proporgao de 1:1, e uma biomembrana de muda de pele de cobra. Ocorreu permeacao
e retencao da cafeina in vitro, porém, quando associada ao US, a permeacao foi maior. Foi concluido que ha
aumento na permeagao e na reten¢ao na biomembrana de cafefna com a aplicagao do US terapeutico.
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1 INTRODUCAO

z

O ultrassom (US) terapéutico & empregado na pratica clinica ha mais de 60 anos com a
finalidade de promover analgesia e tratar lesbes musculoesqueléticas e dos tecidos moles. E um dos
recursos eletrofisicos mais utilizados na medicina regenerativa (ROBERTSON; BAKER, 2001).

P

A forga aclistica de baixa frequéncia também é utilizada na promog¢ao do aumento da
permeabilidade da pele, facilitando assim a permeag¢do de macromoléculas, técnica esta denominada
fonoforese ou sonoforese (KITCHEN, 2003).

E importante destacar que a onda sonica pode favorecer a liberagao de ativos; o aumento
do fluxo ou a retengao deste, o aumento da liberagao localizada topica ou em tecidos-alvo através
da pele; ou ainda a combinagédo das hipoteses citadas. No entanto, essa liberagao podera promover
efeitos toxicos tanto intracelulares como extracelulares, caso nao haja utilizagdo adequada da
quantidade do composto associado (ROGERO et al., 2003), ou ainda devido a ocorréncia de alteragao
da estrutura quimica do composto (BIANCHETT], et al. 2009).

1 Professor da Univates, Lajeado, RS, Brasil, tassinary@gmail.com.

2 Graduanda do curso de Quimica Industrial, Univates, Lajeado, RS, Brasil, laisbresciani@gmail.com.
3 Professora da Univates, Lajeado, RS, Brasil, paulab@univates.br.

4 Professora da Univates, Lajeado, RS, Brasil, crempel@univates.br.

5 Graduanda do curso de Biomedicina, Univates, Lajeado, RS, Brasil, ba.schmit@gmail.com.

6 Professora da Univates, Lajeado, RS, Brasil, stulp@univates.br

-175 -


https://www.facebook.com/paula.bianchetti

REVISTA DESTAQUES ACADEMICOS, VOL. 7, N. 3, 2015 - CCBS/UNIVATES

A cafeina, caracterizada como um pd ou cristais brancos pouco soltveis em agua (Figura 1),
extraida da Coffea arabica, € umas das substancias utilizadas associadas ao US terapéutico na técnica
de fonoforese. Esta entre as trés metilxantinas de ocorréncia natural farmacologicamente ativa e
também pode ser encontrada em infusdes (RANG, 2001).

Figura 1- Estrutura quimica da cafeina
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A cafeina é um alcaloide do grupo das xantinas existente em alguns produtos alimentares
como o mate, que apresenta, entre outras agdes, atividade lipolitica (GOMES, 2009), e também
ocasiona uma redugao da espessura da hipoderme devido ao achatamento nos lobulos de tecido
adiposo (CHORILLI et al., 2005).

Em um ensaio clinico para o tratamento de pacientes com lombalgia e lombociatalgia agudas
foi observada efetividade na utilizagao da cafefna na redugao da dor lombalgica, apresentando
assim agao analgésica (FILHO et al., 2006).

A cafeina é principio ativo dermatoldgico que exerce agao no tecido adiposo subcutaneo,
pela inibi¢do da fosfodiesterase, apresentando assim agdo lipolitica. Entretanto, para que a molécula
ultrapasse a barreira cornea da pele, a principal barreira a permeagdo transcutanea, deve ser
associada a promotores de absor¢ao cutanea ou veiculada por lipossomas (RAMALHO; CURVELO,
2006). Pesquisa in vitro utilizando célula de difusao mostrou que o ultrassom acentua e acelera
significativamente a permeagdo da cafeina através da pele. Analises histologicas da pele de suinos
submetidas a diferentes tratamentos demonstraram que o ultrassom facilita a a¢do da cafeina,
levando a uma redugao significativa da espessura da hipoderme. Esta redugao esta relacionada a
uma diminuig¢do significativa no niimero de adipocitos presentes nessa regiao (CAMPOS, 2004).

O objetivo do trabalho foi avaliar a permeagdo e a retengao in vitro do principio ativo cafeina,
quando adicionado a hidrogel, com e sem aplicagao do US terapeutico.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagao das analises foram preparadas amostras contendo cafeina 5 % adicionada a
hidrogel condutor (MERCUR). As amostras foram analisadas com e sem aplicagao do US terapeéutico.
O equipamento foi fornecido pela empresa DGM eletronica Ltda. Os parametros utilizados foram:
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modo continuo, com frequéncia de 1 MHz, intensidade 1,0 W/cm? e tempo de 10 minutos de
aplicagao (FERNANDES; ALVES; SOUZA, 2003).

2.1 Analise da permeagao da cafeina através da biomembrana de pele de cobra

As analises de permeacdo da cafeina foram realizadas em uma célula de difusao vertical
sobre uma chapa agitadora (Velp Scientifica), com solugdo receptora de agua e alcool etilico 99,5%
(Nuclear) com proporgao de 1:1.

Como barreira cornea foi utilizada uma biomembrana de muda de pele de cobra (Boa
constrictor), por apresentar similaridade com o estrato corneo humano e facilidade de obtengao
(NUNES et al., 2005), e tem por finalidade separar o compartimento doador do receptor (MOTA et
al., 2008). As mudas de pele de cobra foram reidratadas por 72 horas em soluc¢ao de azida sodica
0,002% em agua destilada (MEGRAB; WILLIAMS; BARRY, 1995).

Em contato com a area da membrana (7,06 cm?) foi adicionado o agente acoplador hidrogel
+ cafefna 5 % e acima o transdutor do US terapeutico (ANTONIO, 2007; BABY et al., 2008). Apds
foram realizadas analises de varreduras espectrofotométricas (190 a 900 nm) de aliquotas retiradas
da solugao receptora apds 10 minutos de exposigao para a verificagao da presenga do substrato, com
pico de absorbancia maximo em 280 nm. Os resultados foram obtidos por meio da utilizagao de um
Espectrofotometro Cary 100 Bio UV /Vis.

Com a finalidade de determinar a concentragao de cafeina permeada nas amostras analisadas
a partir dos valores de absorbancia obtidos, foi realizada uma curva de calibragao a partir de
solu¢des de cafeina em agua e alcool etilico 1:1, com diferentes concentragdes. A partir disso obteve-
se a equagao da reta, sendo que a curva obtida: y = 2620.x - 0,004 com R = 0,976.

2.2 Analise de retengao da cafeina

Para avaliagao da reten¢ao do principio ativo, foram utilizadas as biomembranas de pele de
cobra utilizadas na avaliagdo da permeagao in vitro da cafeina sem a utilizagao do US, devidamente
higienizadas. O excesso do agente acoplador foi removido primeiramente com agua deionizada
e apos com alcool etilico. Em seguida as membranas foram fragmentadas e transferidas para um
recipiente com solugdo de dgua deionizada e alcool etilico absoluto 99,5% (1:1). A solugao foi exposta
ao banho ultrassonico (Marconi, Ultrasonic Cleaner) por 40 minutos. Apos foram retiradas aliquotas
da solugao e realizadas varreduras espectrofotométricas (190 a 900 nm) (BABY et al., 2008).

As amostras foram analisadas com e sem a aplicagdo do ultrassom terapeutico em triplicatas
e os resultados sao expressos em média + erro padrao da média (EPM). Na avaliagdo foi utilizado o
teste t, com o auxilio do software Graphpad Prism®.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Analise de permeagao da cafeina

A Figura 2 apresenta a avaliagao da concentragao permeada do Hidrogel + Cafeina 5 %, com
e sem a aplicagao do US terapeutico por 10 minutos. Verificou-se que, nas analises com a utilizagao
do US terapeutico, ha um aumento de permeagao quando comparado com as analises sem aplicagao
do US.
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Figura 2 — Concentrag¢ao permeada do Hidrogel + Cafeina 5 % com e sem exposi¢ao ao US terapeutico
no modo continuo, em biomembrana de pele de cobra. Dados expressos em média + EPM. *p<0,05
quanto ao grupo controle
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Nos ensaios de permeagao in vitro sem a aplicagdo do US terapéutico, a média de concentragao
de cafeina permeada através da biomembrana foi de 5,337 ng/mL. Para os ensaios com a aplicagdo
do US terapeutico, a concentragao média foi de 30,194 pg/mL. Houve permeagao estatisticamente
significativa maior no grupo que utilizou o US (p < 0,05) quando comparado com o grupo controle.

Os resultados apresentaram significancia estatistica de p<0,05 avaliando o grupo controle
em relacao ao em que foi utilizado o US no tratamento.

Comparando os resultados encontrados com estudo realizado em Piracicaba/SP/BR (PIRES
DE CAMPOS et al., 2007), observa-se que os valores estio de mesma ordem de grandeza, sendo
estes dependentes da formulagao que contém o principio ativo, a membrana utilizada no estudo e o
tempo de exposigdo.

Os resultados de permeacgao da cafeina in vitro evidenciam e corroboraram com a literatura,
que sugere que intimeros ativos sdo absorvidos lentamente pela pele e a vibragao sonora de
alta frequéncia tem a finalidade de acelerar esse processo (LOW, REED, 2001). Jesus et al. (2006)
referem que a maioria das pesquisas tenta esclarecer o papel do ultrassom na permeacao cutanea,
dando énfase para o efeito acelerador, diminuindo o tempo de aplicagdo do processo, mais do que
aumentar a taxa de absor¢ao. Referem ainda que os mecanismos pelos quais a fonoforese age nao
sao muito claros, no entanto é possivel verificar que o US terapeutico favorece a permeacao cutanea
de produtos farmacoldgicos e cosmeceuticos, devido aos seus efeitos térmicos e/ou mecanicos.

3.2 Analise de retengao da cafeina

Os resultados de permeacao da cafeina in vitro utilizando biomembrana de muda de pele
de cobra demonstraram resultados positivos principalmente quando associado a onda sonica
terapeutica. No entanto, verificou-se que 17,8536 png/mL de cafeina permaneceu retida no modelo de
biomembrana. Logo, isso pode significar que ha a permeagao do principio ativo durante um tempo

mais prolongado, pois o ativo retido na biomembrana sera permeado apds o término da aplicagao
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do facilitador (US). Essa pratica apresenta importancia, pois ha continuidade da permeacao do ativo
e assim maior tempo de agdo deste no tecido-alvo, significando maior tempo de tratamento.

A Figura 3 apresenta a avaliagao da concentragao retida na biomembrana comparando com
a concentragao permeada do Hidrogel + Cafetna 5 %, com e sem a aplicagao do US terapéutico por
10 minutos.

Figura 3 — Percentual permeado do Hidrogel + Cafefna 5 % com e sem exposicao ao US terapéutico
no modo continuo e retido na biomembrana de pele de cobra. Dados expressos em média + EPM.
*p<0,05 quando comparado o grupo permeado com US com grupo sem US
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Observa-se que a porcentagem de cafeina retida na biomembrana de pele de cobra, a partir
do gel com adig¢ao de cafeina 5%, foi de 0,03867%, possibilitando que a permeagéo sem exposi¢ao ao
US a passagem de 0,01156% do ativo para a solugao receptora.

Quando aplicado o US sobre o hidrogel com adi¢do de cafeina (5%), observou-se permeagao
de 0,06544% do composto. Assim, infere-se que o US terapeutico facilita a permeagao do composto
ativo, havendo um incremento em torno de 0,05% de cafefna na amostra em que foi utilizado o
aparelho.

A relagao da permeacgao sem a utilizagdo do US com a retengao da cafeina na pele de cobra
demonstra que ha a presenga do ativo na solugao receptora. No entanto, sua porcentagem é menor
do que a retida na biomembrana, em torno de 0,02% no tempo de 10 minutos. Isso possibilita
elucidar que o ativo fica retido na membrana e possivelmente é liberado em fung¢ao do tempo para a
solugao receptora, liberando assim cineticamente maiores quantidades de ativo na solugéo.

Estudos recentes de permeacdo cutanea da rutina tiveram resultados semelhantes. Baby et
al. (2008) utilizaram muda de pele de cobra de Crotalus durissus como modelo de biomembrana
alternativo e nao evidenciaram a passagem da substancia ativa para a fase receptora através do
estrato corneo de C. durissus, porém verificaram a reten¢ao da rutina no modelo de biomembrana.
Assim, é possivel constatar que a quantidade de cafeina liberada é maior que a de cafeina permeada,
podendo esta diferenga ser relativa a quantidade de cafeina retida na biomembrana de pele de cobra.

Montenegro e seus colaboradores (MONTENEGRO, 2007) pesquisaram a permeagao cutanea
da quercetina e seus ésteres de 3-oacila através da pele humana, verificando a passagem pela barreira
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cutanea da quercetina. Importante relacionar que o periodo de tempo de realizagdo do experimento
& um fator de extrema relevancia. O estudo sugere que o tempo de duragao para o ensaio de difusao
deve ser igual ou superior a 22 horas, pois somente a partir desse periodo houve a identificagao e a
quantificagao da quercetina no fluido receptor das células de difusao utilizadas.

Logo, é de extrema importancia a continuidade de estudos que relacionem a aplicagao topica
da cafefna com e sem aplicagao do US terapeutico, grau de permeacdo para a célula receptora e
valores de retengao, sendo todas essas variaveis analisadas em fungao do tempo de contato do ativo
com a biomembrana.

4 CONCLUSAO

O estudo de permeacao da cafefna permite avaliar que ha aumento de permeacao de cafeina
para o sistema receptor devido a aplicacao do US terapeutico, sendo este um aspecto positivo
para aplicagbes fisioterapeuticas. A concentracao permeada sem aplicacao do US terapeutico foi
de 5,337 ng/mL, sendo, com a aplicagao do US terapéutico, a concentragao permeada de 30,194
pg/mL. Ou seja, houve aumento de 24,857 pg/mL de cafeina permeada com a utilizagao do US
terapeutico. No entanto, verificou-se que 17,854 pg/mL de cafeina permaneceram retidos no
modelo de biomembrana. Isso pode significar que ha a permeagao do principio ativo durante um
tempo mais prolongado, pois o ativo retido na biomembrana serd permeado apods o término da
aplicag¢ao do facilitador (US). Estudos posteriores sao necessarios para verificar se a atividade da
cafefna & mantida apds a agao da onda sonica, como, por exemplo, a atividade anti-inflamatoria, e
ainda estudos de toxicidade para avaliar possiveis agdes toxicas no organismo.
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