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Artigo

EVALUATION OF EFFECTS TO THE THERAPEUTICAL ULTRASOUND ON CAFFEINE AND THE RELEASE IN VERTICAL
DIFFUSION SYSTEMS. Currently, the physiotherapists use the phonoforesis, which consists in the therapeutical ultrasound (US)
used to increase the drug molecules migration through the skin, however, the US can shows oxidative effects, and is used, for example,
in chemical reactions acceleration. The present study aimed to perform the electrochemical evaluation and the diffusion investigation
of gel/caffeine 5% solutions submitted to therapeutical US (continuous mode, 1.0 W cm? and 1 MHz). It this study, it has been verified
diffusion increase and a possible oxidation of the caffeine molecules, when subjected to therapeutical US.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de ultrassom (US) em diferentes aplica¢des na drea
das ciéncias experimentais tem ganhado destaque, devido ao fato
do US poder ser usado como fonte de energia para a ocorréncia de
reacOes quimicas.'> O US apresenta diferentes formas de uso, nas
mais variadas frequéncias, sendo que na drea da fisioterapia seu uso
ocorre nas frequéncias de 1 e 3 MHz.3

Ainda, no ambito da fisioterapia, a utilizacio do US terapéutico
pode ocorrer com e sem a conjugacio de farmacos, sendo que quando
hé esta associagdo, a técnica é denominada fonoforese.* Diversos
estudos tém sido realizados avaliando a ag@o e os efeitos produzidos
pela agdo do US sobre estes firmacos,> envolvendo, por exemplo, o
aumento de permeagio destes na pele.®” Além destas técnicas, ainda
na drea de atuagdo da fisioterapia, tem-se outra importante técnica,
que igualmente facilita a permeagdo de farmacos em contato com a
pele, a iontoforese,® também amplamente estudada.

Na literatura, hd estudos relacionados a aplicaciio de US in vivo,
dentre os quais se destaca o de Hsieh® que, a partir de pesquisas expe-
rimentais com a utiliza¢ao de diclofenaco em ratos, apresentou uma
diminuicdo dos sintomas da artrite nestes animais quando da aplicagio
da fonoforese, ou seja, US terapéutico associado ao diclofenaco.

Em outros estudos,'® foram determinadas as condutividades
de 37 meios condutores que sdo comercialmente utilizados na fo-
noforese, com a finalidade de facilitar e orientar a escolha desses
durante a pratica clinica dos fisioterapeutas. O estudo mostrou que,
de maneira geral, os produtos na forma de gel apresentaram valores
de condutividade elevados. Ainda, os fairmacos de aplicacdo tépica
com denominagdes de gel ou emulgel registraram também valores
altos, contrastando, assim, com cremes, locdes e pomadas, que
apresentaram condutividades baixas, ndo sendo aconselhdvel a sua
utilizagdo conjuntamente com o US.

Dentre as substincias que vém sendo agregadas a onda sonica,
a cafeina (Figura 1) possui destaque, sendo caracterizada,'' como
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um pd ou cristais brancos, pouco solivel em dgua e podendo ser
extraida da Coffea arabica. A cafeina esta entre as trés metilxantinas
de ocorréncia natural farmacologicamente ativas e também pode ser
encontrada em chds.!?
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Figura 1. Estrutura quimica da cafeina

E na natureza que o homem busca, desde primérdios de sua
existéncia, recursos que melhorem sua condicdo de vida para, as-
sim, aumentar suas chances de sobrevivéncia pela melhoria de sua
sadde.” As plantas medicinais sdo amplamente pesquisadas, tanto
farmacologicamente quanto para o desenvolvimento de novas drogas
e produtos tépicos, ndo somente quando os seus constituintes sdo
usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como
matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos farma-
cologicamente ativos.'*

Assim as plantas medicinais, as preparacdes fitofarmacéuticas
e os produtos naturais isolados, como a cafeina, sdo pesquisados e
utilizados em todo o mundo e, desta forma, representam um mercado
que movimenta bilhdes de délares, tanto em paises industrializados
como em desenvolvimento.'

A cafeina, como principio ativo dermatolégico, exerce a¢ao no
tecido adiposo subcutineo, através da inibi¢ao da fosfodiesterase,
tendo um efeito lipolitico. Entretanto, para que a molécula transpo-
nha a principal barreira a penetra¢do cutdnea deve ser associada a
promotores de absor¢o cutinea ou veiculada através de lipossomas. !¢
Segundo alguns autores'!? a cafeina também ocasiona uma redugio
da espessura da hipoderme devido ao achatamento nos 16bulos de
tecido adiposo.

Pesquisas in vitro, utilizando células de difusdo vertical,” suge-
rem que o US acentua e acelera significativamente a permeacio da
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cafeina através da pele, permitindo a aplica¢do da fonoforese, nio
ocasionando alteracdes na pele exposta ao US, sendo o estudo reali-
zado por meio de andlises histoldgicas e de microscopia eletrdnica.

E fundamental ressaltar que a promogdo de permeacdo de far-
macos pela pele através da onda sdnica pode levar a maior eficicia
da liberacdo de ativos; aumento do fluxo ou retengdo do mesmo,
aumento da liberagdo localizada; topica ou dos tecidos alvo através
da pele; ou, ainda, a combinacio das hipdteses citadas. No entanto,
esta liberacdo poderd promover efeitos toxicos tanto intracelulares
como extracelulares, caso ndo haja utilizagio adequada da quantidade
do composto associado,'® ou, ainda, devido a ocorréncia de altera¢do
da estrutura quimica do composto.® Poderdo ocorrer efeitos adversos
e ndo desejdveis ao tratamento, assim como a utilizacdo adequada
poderd promover reducdo de possiveis agentes toxicos ao organis-
mo. Determinacdes eletroquimicas podem auxiliar na avaliacdo de
possiveis degradagdes de principios ativos, além de possibilitar a
determinacéo da toxicidade dos mesmos.!*?

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi realizar
estudos da liberacdo da cafeina, quando adicionada a um gel trans-
missor, com e sem a aplicacio do US terapéutico, além de avaliar,
por meio eletroquimico, possiveis reagdes de oxidag¢ao ocorridas apds
a aplicacdo deste. A importancia deste trabalho reside na avaliacio
da promocao, por parte do US terapéutico, do aumento de libera¢ao
(facilitador) do farmaco para o meio, em ensaios in vitro, investigando
possiveis alteracdes estruturais ocorridas neste sistema.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e preparo das amostras

Nos ensaios de incidéncia de onda sOnica, as amostras utilizadas
para a andlise foram obtidas a partir de gel condutor®' da marca Mercur
(hidrogel) com fabrica¢@o em 13/09/08 e validade até 09/2011, lote
237 506-403, com adicdo de cafeina a 5%, produzido pelo labora-
tério Sigma-Aldrich, lote 029k 1023, com data de fabricacdo em
31/08/2009 e com validade até 14/09/2014. As amostras de cafeina
foram preparadas a partir de gel condutor e cafeina na concentragio
de 5%. Esta concentragio de cafeina foi utilizada por ser a comumente
encontrada em géis comerciais para aplicagdes fisioterapéuticas.
Para garantir a homogeneidade da amostra utilizou-se um agitador
mecanico da marca Fisatom modelo 703 D.

Aplicacio do ultrassom terapéutico in vitro

Foi montado um sistema sobre uma mesa agitadora (Figura 2) da
marca Tecnal modelo TE — 140, que foi ajustada em 23 rpm,** com
a finalidade de simular a aplicacdo in vivo sem a formag@o de ondas
estaciondrias, que ocorrem como resultado da sobreposicao das ondas

Figura 2. Sistema para aplicacdo do ultrassom terapéutico in vitro
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refletidas com as ondas incidentes,? sendo necesséria a movimentacao
continua do transdutor. Acoplada a mesa agitadora estava uma célula
receptora contendo dgua/dlcool etilico 1:1 (solucdo receptora), em
contato com uma membrana e esta com o gel contendo o farmaco,
e o transdutor de US.

No acompanhamento deste experimento in vitro foram analisados
parametros eletroquimicos, a partir da técnica de voltametria ciclica,
onde se utilizou uma célula convencional de trés eletrodos, com o
auxilio de um potenciostato modelo PGSTAT 128N da marca Autolab/
Ecochemie, com velocidade de varredura de 20 mV s'. A célula ele-
troquimica continha um eletrodo de trabalho de platina com drea de
0,385 cm?, um contraeletrodo de platina e um eletrodo de referéncia
sendo constituido de um fio de prata revestido com cloreto de prata.
Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em triplicata
e apresentaram repetibilidade entre os diferentes experimentos, sen-
do que os dados apresentados sdo médias das triplicatas realizadas.
Os grificos foram obtidos no software Origin®. A determinacéo do
percentual de cafeina oxidada foi feita por espectrofotometria UV/
Vis (Cary 100 Bio).

Analise de liberaciao da cafeina em sistema de difusao vertical

Os experimentos de liberacdo foram realizados em uma célula
de difusao vertical, contendo uma membrana de acetato de celulose
(Sartorius Stedim com porosidade de 0,45 um), demonstrada na
Figura 3. Preparou-se o sistema, sobre uma chapa agitadora (Velp
Scientifica), contendo uma célula de camisa dupla de volume 200 mL
da marca Germany, contendo dgua aquecida a 37 °C por um banho
ultratermostatizado (MA-184 Marconi), simulando a temperatura
corporal; dentro desta foi inserida a célula de difusdo (100 mL) com
solugdo receptora de dgua e dlcool etilico 99,5% (Nuclear) 1:1 e uma
barra agitadora magnética para manter a homogeneidade da amostra.
Em contato com a drea exposta da membrana de acetato de celulose
foi adicionado o agente acoplador (hidrogel) e acima o transdutor do
US.* A aplicagéo do US terapéutico foi realizada com o auxilio de um
equipamento da marca DGM Eletronica Ltda. e foi aplicado em cada
uma das amostras analisadas, na seguinte modulac@o: modo continuo,
1 MHz, intensidade de 1,0 W cm e tempo de 10 min de aplicagao,
obtido através do cdlculo drea de aplicacdo/era do transdutor. Apos,

Figura 3. Célula de difusdo utilizada nos ensaios de liberagdo, no detalhe,
drea exposta para aplicagdo do US sobre membrana de acetato de celulose
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foram realizadas andlises de varreduras espectrofotométricas (195 a
990 nm) de aliquotas retiradas da célula de difusdo, para a verificagdo
da presenca do substrato na solucdo receptora. Os ensaios foram ob-
tidos através de um espectrofotdmetro Cary 100 Bio UV/Vis. Todas
as andlises foram realizadas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise de voltametria ciclica

A partir do sistema que simulou a aplicag@o in vivo, montado
sobre a mesa agitadora, foram realizados os ensaios de caracteriza-
¢do eletroquimica, por meio da utiliza¢do da técnica de voltametria
ciclica. Estes experimentos foram realizados em amostras de hidrogel
e hidrogel + cafeina 5%, antes e ap0s a aplicacdo de US terapéutico,
por 10 min, com velocidade de varredura de 20 mV s, sendo que os
potenciais sdo referenciados em relacdo ao eletrodo de Ag/AgCl. Na
Figura 4, tem-se um voltamograma ciclico do hidrogel antes e apds
a aplicacdo de US por 10 min.
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Figura 4. Voltamograma ciclico do hidrogel antes e apds a aplicag¢do de
ultrassom (10 min), v = 20 mV s

Avaliando a Figura 4, verifica-se que houve alteraco eletroqui-
mica no sistema, apds exposic¢ao por 10 min ao US terapéutico, pela
visualizagd@o da alteracdo da drea do voltamograma. Confirmando a
andlise, o cdlculo da carga evidencia um acréscimo de Q = 5,291 x
10 C cm™ para Q = 9,991 x 10 C cm™, do hidrogel bruto para o
tratado, respectivamente.

Além da altera¢@o nos valores de carga, hd a presenca de um
potencial de pico (E,) em valores proximos a 0,9 V, sendo que
sistemas contendo compostos orginicos normalmente apresentam
picos de oxidagdo nesta regidao®?* e o hidrogel estudado contém
em sua formulagdo carbopol (polimero vinilico) e propilenoglicol,
compostos organicos amplamente utilizados em formulacdes der-
matoldgicas.?! %

Na Figura 5, tem-se o voltamograma ciclico caracteristico do
sistema hidrogel + cafeina 5%, com velocidade de varredura de
20 mV s, com e sem a aplicagido do US terapéutico.

Avaliando a Figura 5, verifica-se que houve alteracao eletroqui-
mica do sistema hidrogel/cafeina, apds exposi¢do por 10 min ao US
terapéutico, em funcdo da drea do voltamograma, sendo acrescida
apos a aplicagdo da onda sonica. Em termos de valores de carga, ha
um acréscimo de Q = 8,080 x 102 C cm para Q = 1,005 x 10 C
cm?, do sistema hidrogel/cafeina bruta para a tratada, respectiva-
mente, sendo este de uma ordem de grandeza. Os resultados obtidos
(voltamogramas) neste estudo sio semelhantes aos obtidos em outro
estudo de determinagio eletroquimica de cafeina,* porém neste caso
com eletrodos de pasta de carbono e a cafeina em solucio aquosa.

Avaliagdo dos efeitos do ultrassom terapéutico sobre a cafeina 1541

T T
1000 1500

E / mV vs Ag/AgCI

Figura 5. Voltamograma ciclico do sistema hidrogel/cafeina antes e apds a
aplicagao de ultrassom (10 min), v =20 mV s

Esse aumento nos valores de carga, apds exposi¢do ao US tera-
péutico pode evidenciar uma maior susceptibilidade a oxidag@o do
sistema apds a aplicac¢do do US terapéutico.’

Além deste efeito, avaliando-se a Figura 5, verifica-se que em
potenciais préximos a 1,1 V, tem-se um pico anddico, com corrente
de pico (1) da ordem de 610 pA, sendo que esta onda € no potencial
eletroquimico caracteristico da cafeina.***!' Em trabalhos publicados
envolvendo a determinacdo voltamétrica da cafeina, os autores
encontraram também picos de oxidagdo nesta regido de potenciais
e verificaram que, dependendo do eletrodo de trabalho utilizado, ha
pequenos deslocamentos nos potenciais medidos.’!** Além do efeito
do eletrodo de trabalho, outro aspecto importante € o valor de pH
das amostras analisadas, sendo que este pode também influenciar nos
deslocamentos dos potenciais de pico (E,); avaliando-se a Figura 5,
verifica-se um pequeno deslocamento quando comparadas as amostras
com e sem submiss@o a onda sonica, sendo que o pH do sistema ap6s
incidéncia de radiagdo também tende a uma acidificag@o.

Ainda segundo alguns trabalhos envolvendo o estudo de solugdes
contendo cafeina,’®*? o mecanismo proposto de eletro-oxidagio
(Figura 6) envolve 4 elétrons e 4 prétons e ocorre em duas etapas. A
primeira etapa envolve a perda de 2 elétrons e 2 prétons, ocorrendo a
oxidacdo da molécula no carbono 8 e nitrogénio 9, obtendo-se assim
um 4cido urico substituido (composto intermedidrio). Este composto
intermedidrio € oxidado em uma segunda etapa que envolve a perda
de mais 2 elétrons, formando entfio um andlogo ao 4cido trico, di-
hidroxilado nas posi¢des 4 e 5. Esta molécula, segundo a literatura,*
¢ rapidamente fragmentada. Desta forma, apds sua fragmentagao,
provavelmente hd a formagao de ureia substituida.
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Figura 6. Mecanismo de eletro-oxidagdo da cafeina

Aplicando critérios de diagndstico para o sistema estudado como,
por exemplo, a determinacido do nimero de elétrons envolvidos a
partir do valor de carga Q sob o pico voltamétrico e da corrente de
pico (1), tem-se que o nimero de elétrons a partir dos voltamo-
gramas ciclicos analisados € préximo a 4, para a reagdo de oxidacdo
da cafeina, no potencial de pico de 1,1 V, confirmando os resultados
obtidos na literatura.

Além disso, verifica-se que o tratamento com US terapéutico
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promove um deslocamento da reagio de desprendimento de oxigénio
(RDO) para valores de potenciais mais negativos, no sistema hidrogel
e hidrogel + cafefna apds a aplicagdo do US terapéutico, indicando
que a oxidagdo do sistema € facilitada apés a aplicacdo do US, pe-
las caracteristicas da onda sonica.! Cabe destacar que o ultrassom
promove efeitos térmicos e nao térmicos quando da sua aplicag@o.
Dentre estes efeitos, destaca-se a corrente acustica, ou cavitacdo,” que
promove mudangas no arranjo da camada cérnea da epiderme quando
da aplicacdo terapéutica in vivo do US. Este € o principal mecanismo
para o fonoforese,* pela indugao de desordem na bicamada lipidica da
camada cornea, aumentando o transporte através da membrana, e este
efeito sobre os tecidos alvo se deve ao efeito tixotropico, facilitando
assim a absor¢do de farmacos. A cavitagdo tem por consequéncia a
formagdo de cavidades' com dimensdes de micrémetros em fluidos
contendo gases. Tal fendmeno pode, inclusive, ocasionar a alteracéio
de interacdes intermoleculares, bem como ligagdes duplas também
podem ser afetadas pela agitagdo do sistema.®®

Apds a realizacido dos experimentos voltamétricos, foram re-
alizadas medidas espectrofotométricas, da solugdo antes e apés o
tratamento com ultrassom terapéutico, e determinada a concentra-
¢@o de cafefna na amostra, em comprimento de onda de 272 nm.!
Desta forma, verificou-se que em torno de 11% da cafeina contida
na amostra foi oxidada.

Anadlises espectrofotométricas

O gréfico apresentado na Figura 7 foi obtido a partir da andlise
da absorbancia das diferentes amostras de hidrogel e hidrogel +
cafeina 5%, com e sem a aplicag@o do US, nos ensaios de libera¢do
com membrana de acetato de celulose, através de varredura em toda a
faixa espectral (195-990 nm), sendo considerados os valores préximos
a 280 nm como a regido de absorbancia maxima.

Segundo a literatura,* alguns componentes do café verde (cru),
tais como proteinas, peptideos, aminodcidos aromadticos livres, trigo-
nelina e cafeina, apresentam absor¢do em 280 nm. Porém, a andlise
da cafeina no comprimento de onda especifico de 272 nm aumenta a
seletividade do método e, portanto, sua precisio e exatiddo.?

Na Figura 7 tem-se espectro UV/Vis das amostras de hidrogel e
hidrogel + cafeina 5%, com e sem exposicdo ao US terapéutico no
modo continuo.
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Figura 7. Espectro UV/Vis das amostras de hidrogel e hidrogel + cafeina 5%,
com e sem exposi¢cdo ao US terapéutico no modo continuo

A Figura 7 permite a visualizagdo da diferenca de absorbancia
entre as amostras, sendo que o hidrogel e o hidrogel ap6s aplicacio
de US nio apresentaram incremento da banda (A = 272 nm), ji o
sistema hidrogel + cafeina mostrou uma discreta absorbancia por
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volta da faixa de 0,2 (de absorbancia) e quando este foi associado
ao tratamento com US terapéutico revelou um maior incremento da
banda na regido de absorbancia caracteristico da cafeina por volta
dos 272 nm, sugerindo entdo uma liberacio mais acentuada do ativo
para o meio, provavelmente por conta da acdo fisica da onda sonica,
com valores de absorbancia por volta de 0,4. Em termos de concen-
tracdo, a partir de curva de calibracio realizada com solucdes de
cafeina em solugdo dgua/dlcool 1:1, tem-se que, antes da aplicagio de
US, a concentracdo de cafeina na solugdo receptora € de 5,25 x 10°
mol L', enquanto que ap6s a aplicagdo de US terapéutico, ocorre a
liberagdo de 1,73 x 10 mol L' de cafeina, sendo o aumento de uma
ordem de grandeza, estando estes valores abaixo dos niveis toxicos,
em termos plasmaticos, que sio da ordem de concentragdes milimo-
lares.**#! Ou seja, o gréfico evidenciou incrementos de absorbincia
nas bandas caracteristicas da cafeina, sugerindo uma maior liberagao
do ativo quando associado a onda sonica terapéutica, portanto, o US
se apresentou como facilitador no processo de liberacao da cafeina.

Diante dos resultados obtidos, percebe-se que ha a ocorréncia de
um aumento de liberagdo de cafeina para o sistema receptor, devido
a aplicagdo do US terapéutico, sendo este um aspecto positivo para
aplicacoes fisioterapéuticas, porém, hd o indicativo de oxidag@o, ou
seja, alterac@o da estrutura da molécula de cafeina, sendo este um
aspecto negativo, ja que a aplicacio da cafeina, em termos terapéuti-
cos, ocorre devido as caracteristicas que a molécula possui em fungio
de sua estrutura quimica. Estudos posteriores sdo necessdrios para
verificar se a atividade da cafeina ¢ mantida ap6s a a¢do da onda
sonica como, por exemplo, a atividade anti-inflamatéria.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos elucidaram a possibilidade de detec¢do
da degradagdo da cafeina através da técnica de voltametria ciclica.
Sugere-se entdo que a acdo fisica do US, no modo continuo, tem a
capacidade de oxidar os sistemas analisados. As amostras de hidro-
gel e hidrogel + cafeina apresentaram um deslocamento da reacio
de desprendimento de oxigénio (RDO), apresentando também pico
caracteristico de sistemas que contém cafeina, em potenciais em
torno de 1,1 V.

Considerando que a onda sOnica terapéutica associada a agentes
com principios ativos € uma técnica diariamente elencada na pratica
clinica fisioterapéutica e sabendo-se que houve uma degradacio dos
sistemas estudados, apds a aplicagdo da técnica de fonoforese por
10 min no modo continuo, torna-se fundamental o desenvolvimento
de um conhecimento aprofundado de seus efeitos ao interagir com
tecidos, ou seja, a agdo anti-inflamatdria e lipolitica dos ativos estu-
dados, cientificamente comprovadas, podem ser discutidas, uma vez
que a onda sdnica pode ocasionar a altera¢do da estrutura quimica
dos ativos.

Outro fator relevante na prética clinica é a permeacio dos ativos
nos tecidos superficiais; como fase inicial para tal andlise identificou-
se a capacidade de liberacdo das substancias. Os resultados sugerem
uma maior liberagdo da cafeina quando associada a onda sOnica
terapéutica, ou seja, o US se apresentou como facilitador no processo
de liberagao da cafeina para o meio.
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