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RESUMO

A influéncia do ultra-som terapéutico na transmissado transcutanea
(sonoforese) do diclofenaco sodico como gel topico (Voltaren Emulgelo) foi
investigada em 14 voluntarios humanos sadios (dez mulheres, quatro
homens; 26,4 anos de idade, 62 Kg de peso corporal e 1,7 m de altura, em
média). Foi realizada irradiacao ultra-sénica prévia da pele (modo continuo,
1 MHz de freqiiéncia, intensidade de 0,5 W/cm?) por 5 minutos em duas
areas de 225 cm? (15 x 15 cm) de cada lado da regido dorsal dos voluntarios
usando um gel comum para acoplamento do cabecote, com subsequente
aplicacdo do gel de diclofenaco (2,5 g) em cada uma das é&reas pré-
determinadas e deixado por trés horas. Os mesmos voluntarios participaram
desse procedimento duas vezes com um més de intervalo, em média, sendo
gue na segunda vez com o equipamento desligado (procedimento placebo),
para controle. Amostras de sangue (3 ml) foram coletadas de veias do
antebraco imediatamente antes e com 60, 120 e 180 minutos do
procedimento, para analise da massa plasmatica do diclofenaco, por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados
demonstraram que a massa plasmatica do diclofenaco estava
significativamente mais elevada (p=0,01) aos 60 e 120 minutos apos a
irradiacdo com o ultra-som do que apds o procedimento placebo. Dentro das
condi¢cdes em que este estudo foi realizado, os resultados permitem concluir
gue a irradiacdo prévia da pele com ultra-som terapéutico facilita a

penetracdo transcutanea de diclofenaco sodico na forma de gel topico.

Palavras-chave: ultra-som  terapéutico; transmissdo transcutanea;
sonoforese; diclofenaco sodico; gel topico; cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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ABSTRACT

The influence of therapeutic ultrasound on the transdermal
transmission (sonophoresis) of sodium diclofenac as a gel of topic application
(Voltaren EmngeIO) was investigated in 14 human healthy volunteers (ten
women, four men, 26,4 years of age, 62 Kg of body weight and 1,7 m of
height on average). Therapeutic ultrasound (continuous mode, 1 MHz
frequency, 0,5 W/cm?) was applied for 5 minutes on two 225-cm? (15 x 15
cm) areas on each side of the dorsum of the volunteers using ultrasound
transmission gel as a coupling agent. Following ultrasonic irradiation, the gel
was removed and gloves were used to apply 2,5 g on each two defined
areas. The same volunteers participated in procedures twice at one-month
interval on average, however the second time with the equipment turned off
(sham procedure) for control. Blood samples (3 ml) were withdrawn from
forearm veins, near the elbow flexure, immediately before and at 60, 120 and
180 minutes from the procedure, for analysis of the plasmatic diclofenac
mass by means of high performance liquid chromatography (HPLC). The
results showed that the plasmatic diclofenac mass was significantly higher
(p=0,01) at 60 and 120 minutes following the ultrasound irradiation than the
sham procedure. The results presented in this study support that therapeutic
ultrasound applied prior to application of sodium diclofenac gel does lead to
enhanced penetration of the drug across the skin under the conditions of the

investigation.

Key words: therapeutic ultrasound; transdermal penetration; sonophoresis;

sodium diclofenac; topic gel; high performance liquid chromatography.



1 INTRODUCAO

1.1  Oultra-som terapéutico

O ultra-som terapéutico € um recurso amplamente utlizado em
fisioterapia e medicina do esporte, para o0 tratamento de uma grande
variedade de condi¢cdes, em especial patologias musculo-esqueléticas e
reumaticas, traumaticas e adquiridas. Efeitos benéficos tém sido
demonstrados, por exemplo, no tratamento de Ulceras varicosas (DYSON &
SUCKLING, 1978), cicatrizacdo tendinosa (ENWEMEKA, 1989; JACKSON
et al.,, 1991; GAN et al., 1995; BARROS Jr., 2001), reparacéo de lesbes
musculares (MENEZES et al., 1999), reparacdo de lesdes nervosas
(MONTE RASO, 2002) e na faciltacdo da penetracdo transcutanea de
drogas de uso topico, especificamente corticoesterdides (BYL et al., 1993),
vasodilatadores (McELNAY et al., 1993), proteinas (MITRAGOTRI et al.,
1995) e indometacina (ASANO et al., 1997).

1.1.1 Principios Eletro-fisicos

As ondas ultra-sbnicas para fins terapéuticos sdo geradas quando um
campo elétrico de alta frequéncia (1 - 3 MHz) € aplicado sobre um cristal
piezoelétrico, localizado no transdutor do aparelho de ultra-som, que vibra na
mesma freqiéncia do campo, produzindo ondas acuUsticas de alta
frequéncia. A piezoeletricidade € um fenbmeno natural de alguns materiais e
gue faz com que o cristal transforme energia elétrica em mecanica e vice-
versa. As ondas acusticas geradas sao pobremente transmitidas através do
ar, de modo que é necessario um meio acoplador, geralmente um gel
condutor, entre o transdutor ultra-sbnico e a superficie do corpo a ser
tratada. O meio acoplador conduz a energia da onda para a pele humana e
de tecido a tecido, enquanto houver um meio condutor entre eles (KANH,
1991; KLAIMAN et al., 1998).



As ondas ultra-sbnicas recebem essa denominacao por se situarem
fora do alcance da audicdo humana. A vibragdo mecéanica se torna sonora
para a audicdo humana com frequéncias entre 16 e 20 Hz. A vibracéo
abaixo desse limite € chamada de infra-som e acima, de ultra-som (REED &
LOW, 2001).

A possibilidade de usar diferentes frequiéncias entre 1 e 3 MHz é
importante, na medida em que as frequéncias mais altas (3 MHz) sé&o
absorvidas mais rapidamente, tornando-as mais especificas para o
tratamento de tecidos mais superficiais, enquanto que as frequéncias mais
baixas (1 MHz) penetram mais profundamente, devendo ser usadas para 0s
tecidos mais profundos (DOCKER, 1987).

O feixe sonoro que sai do cabecote de tratamento é cilindrico e com o
mesmo didmetro do transdutor (WILLIAMS, 1987), mas ndo € uniforme,
mesmo em um meio homogéneo. Algumas ondas se cancelam entre si,
outras se reforcam, de modo que o resultado final € um padréo irregular de
ondas sonoras na regido préxima da face do transdutor, chamada de campo
proximo, ou zona de Fresnel. Dai em diante, o campo distante, ou zona de
Fraunhofer, 0 campo sonoro se alastra e torna-se muito mais regular porque
as diferencas no percurso percorrido a partir do transdutor se tornam
insignificantes com as distancias maiores (LOW & REED, 2001). Para fins
praticos, o ultra-som terapéutico utiliza o campo proximo e é, portanto,
irregular (FIGURA 1).

O ultra-som pode ser produzido sob a forma de ondas continuas ou
pulsadas. Ondas continuas sao produzidas quando o campo elétrico é
aplicado de maneira continua sobre o cristal, durante todo o periodo de
tratamento; as ondas pulsadas sédo produzidas quando o campo elétrico é
aplicado em pulsos, ou rajadas (HAAR, 1998). Os trens de onda para

aplicacéo por ondas continuas e pulsadas estéo ilustrados na figura 2.
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FIGURA 1 - Feixe ultra-sbnico cilindrico irregular no campo préximo

tornando-se mais regular no campo distante.
Fonte: LOW & REED (2001).

NMnn [
| |III. [b]

FIGURA 2 — Ultra-som de onda continua (a). Ultra-som pulsado (b), ligado
durante x segundos e desligado durante y segundos.

Fonte: BAZIN & KITCHEN (1998).



Além de depender das diferentes frequéncias (1 — 3 MHz), a energia
conduzida pela onda ultra-sonora também depende da impedancia acustica
do meio, que depende da natureza do material, ou seja, a facilidade com que
as moléculas se movem umas em relacdo & outras, de modo que a
velocidade das ondas sonoras naquele meio esta relacionada a ela. A
impedancia acustica pode ser encontrada multiplicando-se a densidade do
meio pela velocidade das ondas sonoras que passam através dele (LOW &
REED, 2001).

As ondas ultra-sonoras podem ser refletidas ou refratadas e a
diferenca entre as impedancias acusticas dos materiais que séo por elas
atravessados é que determina a intensidade de cada uma (WILLIAMS, 1987)
(FIGURA 3). A onda refletida tem um efeito adicional sobre o material
irradiado, pois duas ondas, a original e a refletida, estdo se deslocando em
sentidos opostos, de modo que em alguns pontos elas se combinardo,
produzindo uma amplitude e energia de onda maior, enquanto que em
outros elas se cancelardo. Isso tende a produzir um padrdo de ondas
chamadas estacionarias, que sdo geradas nos tecidos por meio do ultra-som
terapéutico e podem ter consequéncias deletérias significativas (LOW &
REED, 2001). Evita-se a formacdo dessas ondas através do movimento

continuo do transdutor ultra-sénico (HAAR, 1987).
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FIGURA 3 — Reflexao e refracao a partir de um angulo de incidéncia de 90°.
Fonte: LOW & REED (2001).
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1.1.2 Efeitos fisicos e fisiolégicos do ultra-som

Os mecanismos de interacdo pelos quais o ultra-som terapéutico
induz respostas clinicamente significativas nos tecidos bioldégicos séo
classificados como térmicos e nao-térmicos (DYSON, 1987; KITCHEN &
PARTRIDGE, 1990; KANH, 1991; KITCHEN & BAZIN, 1998; LOW & REED,
2001).

Efeitos térmicos

Quando o ultra-som desloca-se através dos tecidos, como ja foi
discutido, parte dele é absorvido gerando calor dentro do tecido (KITCHEN &
BAZIN, 1998). A energia sonora € convertida em energia térmica
proporcional a intensidade do utra-som. Se o calor ndo é dissipado pelos
meios fisiologicos normais, ocorre aumento da temperatura local que resulta
nos efeitos térmicos (LOW & REED, 2001).

LEHMANN & DeLATEUR' apud KITCHEN & BAZIN (1998) afirmam
que um efeito térmico biologicamente significativo pode ser obtido se a
temperatura do tecido for elevada para algo entre 40 °C e 45 °C durante um
periodo minimo de cinco minutos. O aguecimento dos tecidos pode produzir
um aumento temporario na extensibilidade de estruturas altamente
colagenosas, tais como tenddes, ligamentos e capsulas articulares,
diminuicdo da rigidez articular, reducdo da dor, reducdo do espasmo
muscular e suave reacao inflamatéria, incluindo um aumento temporario no
fluxo sanguineo (DYSON, 1987).

Segundo LOW & REED (2001), a alteragdo nos vasos sanguineos
decorrente do aquecimento da superficie é a vasodilatacdo que ocorre ndo
somente para distribuir o calor adicional pelo corpo, permitindo perdas
compensatorias em outras regibes, mas também para proteger a pele
aguecida. Ainda segundo esses autores, a vasodilatacdo decorrente do calor

€ causada por Varios outros mecanismos:

" LEHMANN, J. F.; DeLATEUR, B. J. (1982). Therapeutic Heat and Cold apud KITCHEN, S;;
BAZIN, S. (1998). Eletroterapia de Clayton. Sdo Paulo, Manole, p.237.



- efeito direto sobre os capilares, arteriolas e vénulas, de natureza
ainda nao bem compreendida, fazendo com que todos dilatem;

- reflexo axonal disparado pela estimulacdo de receptores polimodais,
pelo envolvimento somente de fibras nervosas aferentes;

- alteracdo metabdlica com liberacdo adicional de dioxido de carbono e
acido latico, aumentando a acidez dos tecidos aquecidos, que tende a
provocar vasodilatacdo; e

- dano protéico local, com reacdo inflamatéria e liberacdo de
bradicininas e de substancias semelhantes a histamina, que levam a
vasodilatacao.

A reducdo da viscosidade do sangue, também decorrente do
aquecimento, pode contribuir para o aumento do fluxo sanguineo.

De acordo com DYSON' apud KITCHEN & PARTRIDGE (1990),
efeitos térmicos podem ser produzidos sob doses terapéuticas de 0,5 — 3,0

Wi/cm? e efeitos ndo-térmicos, entre 0,1 e 0,2 W/cm?.

Efeitos ndo-térmicos
Os efeitos nao-térmicos das ondas ultra-sonoras incluem a cavitacao,

correntes acusticas e ondas estacionarias.

Cavitacao

E a formacdo de pequenas bolhas gasosas nos tecidos como
resultado da vibracdo do ultra-som. Irradiar ultra-som em liquidos leva a
formac&o de bolhas de 10® mm de diametro, que resultam em dois tipos de
cavitacdo: estavel ou transitéria. A cavitacdo estavel ocorre quando bolhas
oscilam de um lado para outro dentro das ondas de pressao do ultra-som,
mas permanecem intactas. Quando o volume da bolha se altera, ela colapsa
(implode), causando aumento na temperatura e na pressao local,
caracterizando a cavitacdo transitéria. A cavitacdo estavel, associada com

as correntes acusticas, € considerada de valor terapéutico, mas a cavitagdo

"DYSON, M (1990). Ora communication; The 4th International Biotherapy Laser Association
Seminar on Laser Biomodulation, Londres apud KITCHEN, S.; PARTRIDGE, C. J. (1990). A review
of therapeutic ultrasound, v.76, n.10, p.593-600.



transitoria, que provavelmente sO ocorre com altas intensidades, pode
causar danos teciduais. A cavitacdo pode ser facilmente demonstrada
experimentalmente nos tecidos moles, onde seu comportamento nao esta
ainda suficientemente esclarecido, mas sabe-se que nao parece ser
prejudicial (HAAR, 1987; LOW & REED, 2001).

A cavitacdo estavel resulta em microvibracdes que produzem um fluxo
liquido localizado ao redor das bolhas e, conseqientemente, adjacente &
células (KITCHEN & PARTRIDGE, 1990).

Correntes acusticas

E um fluxo circulatério devido ao torque de irradiagdo. Além disso,
como ja foi discutido no mecanismo da cavitacdo, ocorre um movimento
localizado e unidirecional de liquido em torno da bolha que esta vibrando.
Esses movimentos muito pequenos de liquido também ocorrem em torno
das células, caracterizando o efeito chamado microfluxo (LOW & REED,
2001).

Ondas estacionarias

Como ja foi descrito anteriormente, as ondas estaciondrias ocorrem
como resultado da sobreposicao das ondas incidentes e refletidas. Visto que
a onda estacionaria consiste em duas ondas superpostas, além de um
componente de deslocamento, as intensidades e pressdes de pico sdo mais
elevadas que as da onda incidente normal. Células fixas, como as células
endoteliais que revestem 0s vasos sanguineos, podem ser lesadas, levando
aformacédo de trombos (KITCHEN & BAZIN, 1998; LOW & REED, 2001). As
ondas estaciondrias sdo evitadas com a simples movimentagédo continua do
cabecote ultra-s6nico durante o tratamento (HAAR, 1987).

O calor e a cavitagdo sdo 0s mecanismos que causam a maioria dos
efeitos terapéuticos do ultra-som (HAAR, 1987). Provavelmente, sao
também os dois mecanismos que explicam a facilitacdo da penetracao

transcutanea de medicamentos na pele tratada com esse recurso.



1.2 Sonoforese ou fonoforese

Sonoforese ou fonoforese é a utilizacdo da energia ultra-sénica com a
finalidade de facilitar a penetracdo transcutanea de drogas de uso tépico e
tal procedimento tem demonstrado ser eficaz na penetracdo de
corticoesterodides (BYL et al., 1993), vasodilatadores (MCELNAY et al., 1993),
proteinas (MITRAGOTRI et al., 1995) e indometacina (ASANO et al., 1997).

Em muitos casos, a sonoforese apresenta vantagens sobre outros
métodos de administracdo de drogas, como a oral, a intramuscular e a
endovenosa. Comparada a administracdo oral de medicamentos, a
sonoforese evita a agressao ao trato gastrintestinal, cujos efeitos colaterais
associados sdo bem conhecidos. Comparada & injecdes intramuscular e
endovenosa, a sonoforese elimina completamente o medo e a dor
associados a estes métodos. Por outro lado, a sonoforese tem a barreira da
baixa permeabilidade da pele em razdo de sua camada mais externa, a
camada cérnea, o que é uma desvantagem do método (WU et al., 1998).

A inducdo a absorcdo transcutdnea de drogas pela sonoforese
baseia-se na perturbacdo tecidual, ou seja, na mudanca da estrutura das
camadas cutaneas (LOW & REED, 2001). Pode ser aplicada com um gel ou
creme medicamentoso como meio de acoplamento do cabecote ultra-sénico
ou com o pré-tratamento da pele com o ultra-som, seguido da aplicacao do
medicamento tdpico.

Quando a aplicacdo for com o gel ou creme medicamentoso como
meio de acoplamento, deve-se ter certeza de que esse € um bom
transmissor ultra-sonoro, caso contrario, parece pouco provavel que o
tratamento possa funcionar efetivamente (LOW & REED, 2001).

Esse fato foi considerado por BENSON & McELNAY (1994), que
pesquisaram as caracteristicas de transmissado ultra-sonora de um grande
nimero de produtos diferentes e encontraram muitas variagfes, inclusive
demonstrando que alguns deles eram maus transmissores. A

transmissividade de cada formulacdo € dada pela porcentagem da



transmissdo do produto em relacdo a da agua deionizada, cujos valores

podem ser observados na Tabela 1.

TABELA 1 - Transmissividade de formulagbes tépicas em relacdo aédgua

deionizada.

Transmisslon (% transmission relative to water) of ultrasound through toplcal NSAID products

Product Active ingrediont Litrasound 4 Transmission relative lo waler (= 50)
oulput; infensity
jwalls: Wiem?) 0.65 MHz 1.5 MHz 3.0 MHz
Faldana gal 0,5% piroxicam 1.5:03 T46T £ 533 108.00 + 2.67 10800 £5.33
50:1.0 52 85 £ 2.44 10080 + 3.40 118.40 +7.40
|bugel 5% lbuprolen 1.5:03 58,00 + 3.30 94.67 + 2.67 11333 = 4.67
50:1.0 48,40 + 1.60 101.99 + 0.79 116.06 = 3.82
Oruvall gal 2.5% ketoprofen 1.5:03 11067 £ 0.33 0867 + 2.67 108.00 = 5.33
5.0:1.0 111.55 £ 0.00 105.93 £ 1.78 12222 + 2.98
Proflex cream 506 [buprolen 1.5:03 60,00 = 0.00 89.23 + 3.33 T0.67 = 7.33
S0 10 49.00 = 5.78 B9.56 = 1.00 85.34 = 3.95
Traxam gel 3% felbinac 1.5:0.3 51,33 = 2687 93,33 x 0.00 120.00 = B.0D
50: 1.0 94,30 = 7.98 105.45 + 1.56 11206 + 2.92
Voltarol Emulgal  1.16% diclofenac 1.5:03 106,67 £ 0.00 8B8.67 + 2.67 92.00 1 8.67
aihylammonium sali 50:1.0 B1.75 = 1.59 105.51 + 0.98 - 110.08 £ 2,52

(equivalant 10 1%
diclofanac sodium)

Fonte: BENSON & McCELNAY (1994).

A transmissividade é uma propriedade intrinseca dos géis, mas
aumenta com 0 aumento da energia ultra-sbnica, particularmente com a
frequéncia. Todavia, frequéncias altas de ultra-som podem causar quebra
nas cadeias de polimeros responsaveis pela viscosidade dos agentes
utiizados nas formulagbes topicas, fluidificando-os e reduzindo sua
capacidade de atenuar a energia ultra-sénica (BENSON & McELNAY, 1994).
Entretanto, esse fendmeno ainda ndo estd totalmente esclarecido,
necessitando de novas investigacoes.

BYL et al. (1993) mensuraram indiretamente a difusdo de
corticoesterdides através da pele de porcos, pela medida da deposicdo de
colageno, estimada pelos niveis de hidroxiprolina, e pela observacéo das
mudancas na atividade celular, avaliada pelos niveis de DNA. Para isso,

implantaram tubos de politetrafluroetileno no tecido subcutaneo dos animais
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e realizaram uma Unica aplicacdo de dexametasona ou de hidrocortisona.
Em um grupo, a aplicagdo do medicamento foi através da sonoforese (US
continuo, 1,5 W/cm?, 1 MHz, 5 minutos), com a droga incorporada ao gel
comum de acoplamento. No outro, a droga foi aplicada através da injecdo de
uma ou outra das drogas. Um grupo controle recebeu ultra-som placebo com
gel comum, enquanto que outro recebeu ultra-som placebo com gel
adicionado de dexametasona ou hidrocortisona. Os autores encontraram
reducdo significativa na deposicdo de colageno no grupo tratado com
sonoforese e dexametasona e no grupo que recebeu injecdo de
dexametasona, quando comparados com 0s grupos controles. Nao houve
diferencas significativas nos niveis de hidroxiprolina entre os grupos controle
e 0s grupos tratados com hidrocortisona. Também ndo houve diferencas
significativas nos niveis de atividade celular. Considerando a metodologia
utilizada, os autores demonstram efeito indutor da sonoforese a absorcéo
transcutanea de dexametasona.

MCcELNAY et al. (1993) analisaram a resposta vasodilatadora ao metil-
nicotinato, aplicado na pele do antebraco de voluntarios pré-tratada com
ultra-som (continuo, 1,0 W/cm?, 3 MHz) e ultra-som placebo por 5 minutos,
utiizando gel de acoplamento comum. A vasodilatacdo foi quantificada
através da medida do fluxo sanguineo cutaneo por meio de um velocimetro
Doppler a laser (LDV), a intervalos de 1 minuto por 1 hora ou até que o fluxo
sanguineo retornasse aos valores prévios ao tratamento. Os resultados
obtidos demonstraram que o pré-tratamento da pele com o ultra-som induziu
0 aumento significativo da absorcdo transcutdnea do metil-nicotinato. Os
autores sugeriram que o mecanismo de acao pelo qual o ultra-som facilita a
penetracdo transcutanea de drogas é a alteracdo estrutural da pele,
desordenando as cadeias lipidicas nos canais intercelulares de sua camada
cornea. Apesar dos autores terem chegado a essa conclusdo, eles nao
realizaram mensuracao do fluxo sanguineo apés a aplicacdo do ultra-som e
do placebo, antes da aplicacdo do vasodilatador, para descartar a
possibilidade de as altera¢des do fluxo sanguineo terem sido causadas por

esses agentes.
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ROBINSON & BUONO (1994) determinaram o efeito do ultra-som
terapéutico (continuo, 1 MHz, 1,5 W/cm?, 5 minutos) no fluxo sanguineo total
do antebraco, através de pletismografia de oclusdo venosa, e no fluxo da
pele, através de tuxometria pelo Doppler a laser. A diferenga entre essas
duas mensuracdes forneceu o fluxo sanguineo muscular. O ultra-som foi
aplicado na face ventral do antebraco de 20 voluntarios saudaveis, enquanto
gue o antebraco contra-lateral serviu de controle, is recebeu tratamento
placebo com o equipamento de ultra-som desligado. As mensuracfes foram
realizadas antes e depois da aplicacdo do tratamento. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os valores de fluxo sanguineo nos
antebracos efetivamente irradiados e nos controles, tanto na pele quanto no
musculo, até 30 minutos apds o tratamento. Uma limitacdo desse estudo foi
a ndo monitoracdo do fluxo sanguineo durante a aplicacdo do tratamento,
guando alteracfes poderiam ter ocorrido.

MITRAGOTRI et al. (1995) investigaram a penetracdo transcutéanea
de proteinas - insulina, interferon e eritropoetina - induzida pelo ultra-som de
baixa intensidade. Devido ao seu alto peso molecular, essas proteinas séo
virtualmente incapazes de penetrar na pele. Inicialmente, os autores
mensuraram a permeabilidade da pele a essas proteinas in vitro, utilizando
epiderme de cadaveres para separar um compartimento doador e um
receptor. O ultra-som (pulsado 100 ms, intensidade de 12,5 a 225 mW/cm?,
frequéncia de 20 KHz, aplicagdes de 4 horas) foi mantido no compartimento
doador, preenchido com uma solugdo da proteina, enquanto que a
concentragdo das proteinas no compartimento receptor foi mensurada de
hora em hora por meio de radioimunoensaio (RIA) e pelo método
imunoenzimatico (ELISA). Os autores constataram que o ultra-som induziu a
significativa penetracdo transcutanea das trés proteinas, ja na primeira hora
do tratamento.

Em seguida, os autores analisaram dois aspectos importantes da
sonoforese, que sado a reversibilidade da facilitacdo do transporte trans-
dérmico, ou seja, a recuperacdo das propriedades de barreira da pele apos a

remocao do ultra-som, e a eficacia no controle da penetracdo transcutanea
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variando o parametro intensidade. Observaram que a aplicacdo do ultra-som
nao causou qualquer perda permanente das propriedades de barreira da
pele, pois o transporte transdérmico de insulina foi estatisticamente
insignificante 3 horas apés o ultra-som ter sido desligado. Quanto ao
segundo aspecto, os autores realizaram um estudo in vivo, utilizando um
modelo de penetragéo da insulina na pele de ratos induzida pelo ultra-som,
com variacbes dos parametros intensidade e tempo de tratamento, e
comparando os resultados com o0s da injecdo subcutdnea da insulina,
através da medida da glicemia. Os autores constataram que a dose de
insulina absorvida é dependente da intensidade de aplicacdo do ultra-som,
tendo variado de 0 a 1 unidade numa area de 3 cm? Por exemplo, dez
minutos de aplicacéo de ultra-som na intensidade de 225 mW/cm? induziram
a penetracdo de aproximadamente 100 mU de insulina, numa &rea de 3 cm?.

Para finalizar, os autores realizaram estudos histologicos na pele dos
ratos que receberam ultra-som nas intensidades de 12,5 a 225 mW/cm? e
observaram a auséncia de qualquer dano na pele e nas camadas
musculares adjacentes expostas ao ultra-som.

ASANO et al. (1997) investigaram os efeitos do ultra-som (1 MHz,
contihuo e pulsado, 0,5-2,5 W/cm? 10-19 minutos) na absorgéo
transcutdnea de indometacina, um antiinflamatério ndo-hormonal, em ratos.
Para isso, os autores aplicaram uma pomada contendo 1% de indometacina,
cobriram com um filme plastico e aplicaram ultra-som com gel comum sobre
o filme. Um grupo controle foi tratado com procedimento placebo, sem a
aplicacdo do transdutor utra-sénico. Amostras de sangue foram coletadas
dos ratos em intervalos de 1 hora até 4 horas apos o tratamento e foram
analisadas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Houve
aumento significativo na penetracdo transcutanea de indometacina com o
ultra-som pulsado nos seguintes conjuntos de parametros: A) pulsado 1:2,
1,0 W/cm?, 15 minutos; B) pulsado 1:2, 2,0 W/cm?, 10 minutos; e C) pulsado
1:4, 2,5 W/cm?, 10 minutos. Nos conjuntos de parametros B e C, houve
ainda aumento da temperatura hipodérmica proporcional a intensidade do

ultra-som, conforme medidas feitas com um termistor. O exame histolégico
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da pele mostrou que com o conjunto de parametros A ndo houve alteracdes
na epiderme, derme e hipoderme, mas com o conjunto B houve atrofia e
necrose da epiderme, e com o conjunto C, somente atrofia da epiderme.

Com o ultra-som continuo, também houve aumento significativo na
penetracdo transcutanea de indometacina nos seguintes conjuntos de
parametros: A) 0,5 W/cm? 10 minutos; e B) 1,0 W/cm? 10 minutos. A
absorcdo da indometacina foi maior com o conjunto B, mas houve atrofia da
epiderme. Com o conjunto A ndo houve aumento da temperatura, nem
gualguer dano tecidual.

Estudos clinicos em pacientes também tém sido realizados para
investigar a eficacia da sonoforese de medicamentos, quando comparada a
utilizacao do ultra-som com gel comum.

EL-HADIDI & EL-GARF (1991) realizaram um estudo duplo-cego
comparando a utilizacdo de Voltaren Emulgel® com o gel de acoplamento
comum, durante sessées de ultra-som (continuo, 1,0 W/cm?, 10 minutos) no
tratamento de condi¢cdes dolorosas traumaticas e reumaticas localizadas, em
120 pacientes com dor de grau moderado a grave. Os pacientes foram
separados aleatoriamente para que o grupo de tratamento com Voltaren
Emulgel® e o grupo de tratamento com gel comum recebessem sessdes de
ultra-som trés vezes por semana durante quatro semanas. Eles foram
avaliados quanto asensibilidade a pressdo, dor ao movimento passivo, dor
em repouso e dor ao movimento ativo. Uma melhora estatisticamente
significativa foi obtida em ambos os grupos de tratamento, ao final da
primeira semana, na maioria dos critérios de avaliagdo. Durante todo o
periodo do estudo, os resultados da avaliacdo também foram
significativamente melhores no grupo com o antiinflamatoério. O tratamento
foi interrompido prematuramente em 60% dos pacientes tratados com
Voltaren Emulgel®, devido a cura completa do processo, contra 15 % no
grupo tratado com o gel comum. Os resultados desse estudo sugerem
fortemente que a utlizacdo de Voltaren Emulgel® como meio de
acoplamento para o tratamento com o ultra-som é mais eficaz que o gel

comum.
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KLAIMAN et al. (1998) examinaram a eficacia da sonoforese comparada
ao tratamento isolado com o ultra-som terapéutico, através de um estudo
duplo-cego em 49 individuos com diagndésticos de epicondilite, tendinite e
tenossinovite'. Os individuos foram separados em pares, de acordo com
suas patologias musculo-esqueléticas e cada paciente de cada par foi
aleatoriamente designado ao grupo que recebeu o tratamento com o ultra-
som (continuo, 1 MHz, 1,5 W/cm?, 8 minutos), com gel adicionado de 0,05%
de fluocinonide, ou ao grupo que recebeu tratamento idéntico exceto pela
auséncia do esteroide. Os pacientes receberam tratamento trés vezes por
semana por trés semanas consecutivas e foram avaliados quanto ao nivel
da dor, utilizando uma escala visual analoga de dor e algometria de presséo.
Ao final da terceira semana, ambos 0s grupos demonstraram reducao
significativa no nivel da dor e aumento da tolerancia a pressdo, mas as
diferencas entre os grupos nao foram significantes. Esses resultados
sugerem que o ultra-som pode ser aplicado para reduzir a dor e a tolerancia
a pressdo nas patologias musculo-esqueléticas selecionadas, sem que a

adicdo do esteroide fluocinonide interfira na eficacia do tratamento.
1.3 Oultra-som e a pele

Embora o ultra-som demonstre facilitar a penetracdo transcutanea de
uma variedade de drogas, o0 mecanismo desse fendmeno nao esta
esclarecido.

O calor e a cavitagdo s&o 0s mecanismos que causam a maioria dos
efeitos terapéuticos do ultra-som (HAAR, 1987) e provavelmente sao,
também, os envolvidos na facilitacdo da penetragdo de medicamentos
atraves da pele.

A camada mais externa da pele humana (camada cOrnea) tem
aproximadamente 15 mm de espessura e é constituida de queratindcitos,

que sao células achatadas, mortas e sem nucleo, rodeadas por camadas

" Epicondilite lateral, tendinite bicipital, tendinite do supraespinhoso, tenossinovite de DeQuervain,
tendinite de Aquiles, tendinite patelar e fascite plantar.
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lipidicas (MITRAGOTRI et al.,, 1995; WU et al. 1998). O citoplasma dessas
células apresenta-se repleto de uma escleroproteina filamentosa e
birrefringente, a queratina, rica em ligacdes dissulfeto (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). A baixa permeabilidade da pele é atribuida a estrutura
altamente ordenada dos queratinécitos e suas camadas lipidicas, presentes
na camada cérnea (MITRAGOTRI et al., 1995; WU et al. 1998).

FRENKEL et al. (1999) expuseram a pele de peixes ao ultra-som
terapéutico (continuo, 1 MHz, 0,5-2,2 W/cm?) e analisaram biépsias da pele,
através de microscopia eletrbnica. Primeiramente, os autores determinaram
os efeitos do ultra-som na agua, sem o0 peixe. Foram mensurados o pH, a
temperatura e a concentracdo de oxigénio antes e depois da aplicacdo do
ultra-som na agua. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nesses
trés parametros, indicando que o ultra-som n&o alterou as propriedades
fisicas da agua. O peixe foi fixado dentro de um tanque plastico e o
transdutor ultra-sénico foi posicionado a 15 cm dele. A elevacdo da
temperatura na pele do peixe também foi mensurada por um termistor
implantado entre a derme e o musculo subjacente. O termistor foi conectado
a um computador que permitiu visualizar os dados em tempo real. Um
segundo termistor foi utilizado para monitorar a temperatura da agua durante
0 experimento e nao foi detectada qualquer alteracdo. A temperatura da pele
do peixe aumentou em média 0,3 °C, em média ap0s 15 segundos da
presenca da energia ultra-sdnica. Imediatamente apds a exposi¢cédo ao ultra-
som, foi realizada biopsia da pele, que foi analisada por microscopia
eletronica. N&o foi observado nenhum dano estrutural com a intensidade de
0,5 W/cm? com 30, 60 e 90 segundos de aplicacdo. Aumentando a
intensidade para 0,75 W/cm?, n&o foi observado dano estrutural com 30 e 60
segundos de aplicacdo, mas com 90 segundos foram observados os
primeiros sinais de danos, sob a forma de pequenas rupturas (0,01-0,1 nm)
na superficie das membranas celulares. Um grau muito maior de dano
celular foi observado com a intensidade de 1,0 W/cm?, ja com 5 segundos de
aplicacdo do ultra-som, com a presenca de grandes rupturas, maiores do

que 1 mm de extensdo, na superficie de algumas células. Essas células
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sofreram necrose, permitindo facil distingdo com as células viaveis ao exame
microscépico. Ainda com 1,0 W/cm?, a partir de 20 segundos de aplicacéo
do ultra-som, foram observados danos nas duas primeiras camadas de
células, mais acentuados na camada mais externa. Também foram
observadas falhas na superficie, com dispersédo dos componentes celulares.
Com 30 segundos de aplicacdo do ultra-som, todas as células da camada
externa estavam necréticas. Aumentando para 60 e 90 segundos, 0s
resultados foram progressivos no que diz respeito ao dano tecidual,
propagando-se até a sexta camada de células. Com esses dados, 0s
autores puderam concluir que a cavitacdo € dependente da intensidade e do
tempo de aplicacdo do ultra-som e que intensidades altas provocam a
necrose de células.

Esses mesmos autores repetiram o0 experimento um ano mais tarde
(FRENKEL et al., 2000), porém utilizando uma fonte de ultra-som de 3 MHz
de frequéncia, aplicado em diferentes angulos. Expuseram peixes ao ultra-
som continuo, com intensidades de 0,5 a 2,2 W/cm? e analisaram bidpsias
da pele pela microscopia eletrénica. Ndo houve qualquer alteracdo na agua
nos parametros temperatura, pH e concentracdo de oxigénio. A elevacgéo da
temperatura na pele do peixe foi novamente de 0,3 °C e foi alcancada, em
meédia, apos 15 a 20 segundos da presenca da energia ultra-sonica. Desta
vez, o fenbmeno da cavitacdo nao foi detectado mesmo na maxima
intensidade investigada. As camadas mais externas da epiderme
apresentaram-se normais quando comparadas com o controle e 0s primeiros
sinais de efeitos biologicos, a aplicacdo perpendicular do ultra-som, foram
observados apdés 90 segundos com intensidade de 1,7 W/cm?, quando os
espacos intercelulares apresentaram-se alargados, com falhas de 0,3 mm de
largura, estendendo-se horizontalmente entre os desmossomos de duas
camadas adjacentes, com alguns desmossomos totalmente dissociados.
Algumas falhas e dissociacfes de desmossomos no sentido vertical também
foram observadas, porém menos pronunciadas. Um acentuado alargamento
dos espacos intercelulares foi observado quando a intensidade foi

aumentada para 2,2 W/cm?, com aplicagéo perpendicular por 30 segundos.
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Nesse caso, as falhas provocadas foram de 1 a 2 nm de largura, com
algumas alcancando até 3 mm. Falhas entre as duas camadas mais externas
surgiram com 60 segundos de aplicagao do ultra-som, enquanto que com 90
segundos as separacdoes foram maiores entre as duas camadas mais
externas, algumas células estando completamente desatadas das camadas
mais profundas, permanecendo conectadas apenas pela superficie das
células vizinhas. Quando o ultra-som foi aplicado com o cabecote inclinado a
45 ° (2,2 W/cm?, 90 segundos), o alargamento dos espacos intercelulares foi
observado tanto no plano horizontal como no vertical, inclusive mais
profundamente, atingindo até a quarta ou quinta camada de células. Apesar
desses achados, nenhuma modificacdo foi observada na superficie das
células, que permaneceram integras, em comparacao com as perfuracées
na membrana celular e necrose celulares observadas no estudo anterior
com ultra-som de 1 MHz de frequéncia, a partir da intensidade de 0,75
W/cm? e duracdo de 90 segundos. Com os resultados obtidos desses dois
trabalhos, os autores sugerem que o alargamento do espaco intercelular néo
€ resultante nem do efeito térmico nem da cavitacdo do ultra-som, mas sim
um novo fendmeno, até entdo ndo descrito na literatura e com 0 mecanismo
de acdo desconhecido.

WU et al. (1998) observaram alteracdes estruturais geradas pelo ultra-
som (168 KHz, 1,2 W/cm? na camada cérnea humana de cadaveres,
através da microscopia de fluorescéncia. A amostra de pele foi colocada
dentro de um tanque com &gua e o transdutor ultra-sénico foi posicionado a
15 cm da amostra. As imagens obtidas antes da exposicdo ao ultra-som
evidenciam a estrutura hexagonal ordenada dos queratinécitos, enquanto
gue, apos 15 minutos de ultra-som, essa estrutura ficou distorcida e
desorganizada. As imagens mostram regifes escuras de aproximadamente
20 mm, correspondentes & falhas geradas na camada cornea. Conforme ja
discutido anteriormente, acredita-se que a estrutura altamente ordenada das
camadas lipidicas entre o0s queratindcitos da camada coOrnea seja a
responsavel pela impermeabilidade da pele & drogas. Esse experimento

mostrou que o ultra-som induziu alteracdes no arranjo dos queratindcitos da
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camada cérnea da pele e criou defeitos destituidos de moléculas lipidicas,
descritas como sendo bolsas de ar. As dimensdes desses defeitos foram da
ordem de 20 nm, relevantes para aumentar a permeabilidade da pele e
permitir a passagem de moléculas de drogas através da camada cornea,
reforcando a hipotese da cavitacdo ser a possivel explicacdo para 0 sucesso

da sonoforese.

1.4  Objetivo

Foi o objetivo do presente estudo testar a hipdtese de que a aplicacdo
do ultra-som terapéutico com baixa frequéncia (1 MHz) e intensidade (0,5
W/cm?) e curta duracdo (5 minutos) de cada lado induz um aumento na
absorcdo transcutdnea de um medicamento antiinflamatério conhecido

(diclofenaco sédico na forma de gel) pela pele de humanos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Voluntarios

Participaram do estudo 14 voluntarios saudaveis, sendo dez mulheres
e quatro homens, estudantes universitarios, com idade média de 26,4 anos
(variagdo: 19-50), peso médio de 62 Kg (variagdo: 50-80) e altura média de
1,7 metro (variagao: 1,6-1,9).

Para minimizar os efeitos das propriedades individuais da pele, os
mesmos voluntarios constituiram tanto o grupo de tratamento (Grupo A, com
0 equipamento de ultra-som ligado), como o grupo-controle (Grupo B, com o
equipamento de ultra-som desligado), sendo que cada individuo foi seu
proprio controle, em aplicagdes idénticas com intervalo de um més.

Todos os voluntarios foram devidamente cientificados da natureza e
propositos do estudo, assinando um termo de informacdo e consentimento
(ANEXO A). Todos passaram por um cuidadoso exame de inspecéo da pele,
no local elegido para a aplicacdo do tratamento, e por um interrogatorio
sobre o estado geral de saude (ANEXO B), tendo sido constatado que
estavam livres de problemas cardiacos, hepdaticos, renais, pulmonares,
gastrintestinais, neurolégicos, hematologicos e doencas dermatoldgicas
além de ndo estarem ingerindo nenhum tipo de medicamento. Foram
também critérios de selecdo ndo serem fumantes, nédo ter ingerido bebidas
alcodlicas por uma semana, néo ter hipersensibilidade ou contra-indicacéo
ao uso do diclofenaco ou outro antiinflamatorio e, no caso das mulheres,
afastada a possibilidade de gravidez. Foram adotados como critérios de
exclusdo a presenca de apenas uma resposta afirmativa a qualquer um dos
itens do interrogatdrio ou a presenca de solucdo de continuidade na pele.

O estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (ANEXO C).

Amostras de sangue (3 ml) foram coletadas de veias do antebraco

dos individuos imediatamente antes e 60, 120 e 180 minutos apos a
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aplicacdo do procedimento e colocadas em tubos com 10 mg do
anticoagulante EDTA" (FIGURA 4). O plasma permaneceu congelado a —20
°C até a data da andlise cromatogréafica, que foi realizada no Instituto de

Quimica de Séo Carlos da Universidade de Sao Paulo - USP.

2.2 Equipamento de ultra-som

O tratamento foi realizado com equipamento de ultra-som clinico de 1
MHz modelo PRO SEVEN 977-2000 produzido e gentilmente emprestado
pela QUARK Produtos Médicos. Este equipamento € micro-processado e
atende os requisitos da norma de seguranca para equipamentos eletro-
médicos IEC 601 (norma geral) e IEC 601-2-5 (norma particular para

equipamentos de ultra-som).

FIGURA 4. Extracédo do sangue de veias do antebraco dos voluntarios.

* Laboratério de Andlises Clinicas Eugénia Cabianca, Pirassununga, SP.
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2.3 Especificacbes do gel medicamentoso

O gel medicamentoso utilizado estd comercialmente disponivel em
farméacias (Voltaren Emulgelo) e, conforme informagbes contidas na bula,
contém 1 g do diclofenaco sédico a cada 100 g do gel, que tem como base
uma emulséo oleosa em gel aquoso. Cada paciente recebeu 5 g do gel (2,5
g de cada lado da regido dorsal), de modo que a massa total recebida foi

equivalente a 0,05 g de diclofenaco sodico.
24  Aplicacédo do ultra-som e do Voltaren Emulgelo

Inicialmente, foram demarcadas duas areas de 225 cm? (15 x 15 cm),
uma de cada lado da egido dorsal dos voluntarios, para a aplicacdo do
procedimento. Depois, 0s voluntarios receberam o pré-tratamento da pele
com uma unica aplicacdo de ultra-som continuo, de 1 MHz de frequéncia,
0,5 W/cm? de intensidade, por 5 minutos, nas duas areas demarcadas, uma
em seguida da outra, utilizando gel comum para acoplamento do cabecote
ultra-sénico (FIGURAS 5 e 6).

Em seguida ao pré-tratamento da pele com o ultra-som, luvas foram
utilizadas para aplicar o Voltaren EmulgelO nas duas areas previamente
irradiadas (FIGURAS 7 e 8), que foram mantidas descobertas até uma hora
apos a aplicacdo do gel, quando foi permitido aos voluntarios o uso normal
de suas roupas.

No Grupo A (grupo de tratamento), o procedimento foi realizado com
0 equipamento de ultra-som ligado e, portanto, efetivamente submetendo as
areas demarcadas a irradiacdo ultra-sénica. No Grupo B (grupo controle),
composto pelos mesmos voluntarios, mas submetidos ao procedimento um
més mais tarde, em meédia, o equipamento foi mantido desligado, de modo

gue ocorresse apenas o efeito placebo do ultra-som.
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FIGURA 5. Determinacéo da area de aplicacéo de 225 cm? (15 X 15 cm) de

cada lado da regido dorsal dos voluntarios.

FIGURA 6. Aplicacdo do ultra-som nas areas pré-determinadas utilizando gel

comum para contato e acoplamento.
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FIGURA 7. Mensuracao de 2,5 g do gel de diclofenaco sédico a ser aplicado

nas areas pré-determinadas na regiao dorsal.

FIGURA 8. Aplicacéo do gel de diclofenaco sédico nas mesmas éareas.
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2.5 Metodologia analitica e validacao

2.5.1 Equipamento e condi¢cdes cromatograficas

A medida da concentracdo do diclofenaco sédico nas amostras de
plasma foi realizada pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, ou
high performance liquid chromatography), utiizando um equipamento
Shimadzu (Kyoto, Jap&o) composto por uma bomba (LC-10AD), um detector
ultra-violeta (UV 278 nm), um injetor de 20 m, um registrador (C-R6A
Chromatopec) e um forno (CTO-6A). A separacdo cromatogréafica foi
realizada utilizando uma coluna C-18 Macherey-Nagel 5Mm (250mm x 4.6
mm) (FIGURAS 09 e 10). A eluicéo foi realizada isocraticamente, a um fluxo
de 1,0 ml/minuto, utilizando uma fase movel acetonitrila-0,1 M acetato de
sédio (35:65) e o pH foi ajustado para 6,3 com acido acético glacial. Sob
essas condi¢cdes, o tempo de retencéo do diclofenaco sodico foi em torno de
15 minutos.

2.5.2 Reagentes

Na etapa de analise pelo HPLC foram utlizados os reagentes:
acetonitrila (Mallinckrodt), metanol (Mallinckrodt), &lcool hexano (Merck),
alcool isopropilico (Merck), acido orto-fosforico (Chemco), acido acético
glacial (Chemco) e acetato de sddio (Reagen Quimibras Ind. Quimicas S.
A).

A fase movel consistiu de acetonitrila — 0,1 M acetato de soédio

(35:65), com pH 6,3 ajustado com acido acético glacial.
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FIGURA 09. Equipamento de cromatografia liquida. A— Bomba,;
B — Detector; C — Forno com a coluna dentro; D — Registrador.

FIGURA 10. Detalhes da coluna cromatogréfica dentro do forno (A) e do

injetor (B).
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2.5.3 Padréo analitico e solucéo de estoque

O padrédo analitico do diclofenaco sdédico, necessario para a
calibracdo do equipamento e determinacdo das curvas de comparacéo, foi
fornecido pelo fabricante do gel de diclofenaco sodico utilizado no estudo
(Novartis Pharma Brasil, Sao Paulo, Brasil).

A solucéo de estoque do padrao analitico foi preparada dissolvendo o
diclofenaco sédico em metanol, em uma proporcdo de 1 mg/ml, e

armazenada em refrigerador.

2.5.4 Procedimentos de extracdo do diclofenaco sédico do

plasma

Foi utilizado o método cromatogréfico descrito por GIAGOUDAKIS &
MARKANTONIS (1998). Inicialmente, foram obtidas curvas-padrdo da
extracdo do diclofenaco sédico do plasma, pela andalise de solucdes de
concentragdo conhecida, preparadas pela adicdo de um volume
correspondente a 0,0125, 0,025, 0,050, 0,100, 0,200 e 0,300 ng/ml da
solugdo-padréo a 225 nm de plasma branco, em tubos de ensaio de 10 ml.
Em seguida, foram adicionados 500 m de solucédo de acido orto-fosforico
(2,5 M) a cada um dos tubos, que foram agitados por 20 segundos em um
mixer (Mistral mod. 1190, Lab-Line Instruments). Seguiram-se a adi¢cdo de
1,5 ml de uma mistura de alcool hexano e alcool isopropilico (80:20),
agitacdo por 2,5 minutos e centrifugacdo (Centrifuga Excelsa Baby II, mod.
206-R, Fanen) por 10 minutos a 3000 rpm. A camada organica foi transferida
para um tubo Eppendorf de 1,5 ml e submetida a evaporacédo sob fluxo de
nitrogénio. O residuo foi redissolvido em 250 m da fase movel, ficando
pronto para ser injetado manualmente no cromatdgrafo, com um fluxo de 1,0
ml/min. Para cada preparacdo era obtido um cromatograma, no qual era
identificado o pico correspondente ao diclofenaco soédico, ausente nos
cromatogramas obtidos com o plasma branco. A area sob esse pico, obtida

a partir da extracdo em plasma de uma quantidade conhecida do padréo
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analitico, correspondia ao valor da massa de diclofenaco extraida, sendo
este o valor usado nas comparacdes. O procedimento foi repetido duas
vezes para cada concentracdo conhecida do padrdo analitico, sendo dai
obtida uma média para cada uma delas, que permitiu o estudo da correlacédo
concentracdo-massa extraida (linearidade).

A extracdo do diclofenaco do plasma dos voluntarios foi realizada
executando os procedimentos de extracdo descritos acima, finalizando com
uma injecado de cada amostra real no cromatdgrafo. Conhecendo a area sob
o pico do diclofenaco extraido das amostras reais dos pacientes, foi possivel
correlacionar a area com a concentracao-massa, através da aplicacdo da

equacéo da reta obtida a partir da curva-padréo.

255 Linearidade e sensibilidade

A linearidade foi testada utilizando as areas medidas nas curvas de
extracdo do padrdo analitico do diclofenaco sdédico diluido em plasma, nas
concentracgdes de 0,025, 0,050, 0,100, 0,200 e 0,300 ng/ml, como referido
acima. Observou-se que houve comportamento linear nas curvas de
extragdo, com aumento da area correspondente ao aumento da
concentracdo, com um coeficiente de relacdo de 0,999566 (TABELA 2 e
FIGURA 11). A sensibilidade do método, ou seja, a menor concentracdo do
padrdo analitico extraido do plasma que pode ser diferenciado da linha de

base do cromatograma, foi 0,001 ng/ml.
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TABELA 2. Valores das areas das curvas de extracdo do diclofenaco sédico
(variagdo, média e desvio padrdo) do plasma preparado, conforme as

concentracdes conhecidas do padrao analitico.

Ponto Concentragéo Area (variagdo) Area média Desvio Padréo
(Hg/ml)
1 0,025 3,448 3,167 0,4
2,885
2 0,050 6,280 6,156 0,2
6,031
3 0,100 10,986 11,412 0,6
11,837
4 0,200 21,726 21,956 0,3
22,185
5 0,300 30,305 31,449 1,6
32,593
35,000
30000 ¥=102.79x+0,9505
25,000 A
20,000 A
©
o
<L
15,000
10,000 -
5,000 A
0,000 . . . : . .
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350
Concentragéo (ug/ml)

FIGURA 11. Curva de extracdo concentracdo x area (coeficiente de relacao

da reta 0,999566) para concentracdes conhecidas do padrdao analitico do

diclofenaco sédico.
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2.5.6 Precisao intra-dia e inter-dia e repetibilidade

Para determinar a precisdo do experimento em um mesmo dia (ntra-
dia) e entre dias diferentes (nter-dia), concentracbes obtidas a partir das
amostras de calibracdo foram analisadas.

Em um mesmo dia, a &rea média obtida a partir de duas inje¢bes de
uma mesma concentracao foi 3,167 ( 0,281), enquanto que a média obtida
a partir de duas injecdo de uma mesma concentracdo em dias diferentes foi
28,102 (+ 0,985) (TABELA 3).

TABELA 3. Precisdo intra-dia (em um mesmo dia) e inter-dia (entre

diferentes dias).

Preciséo Intra-dia
Ponto Concentracéao Area Area média Desvio Padréo
(Hg/ml)
1 0,025 3,448 3,167 0,4
2,885
Preciséo Inter-dia
2 0,250 27,116 28,102 14

29,087
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2.5.7 Taxade Recuperacéo

A taxa de recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de
extragcdo de um método analitico, dentro de um limite de variagdo. Taxas de
recuperacao proximas a 100% sao desejaveis, porém admitem-se valores
menores, como 50 a 60%, desde que a recuperacao seja precisa.

A taxa de recuperacdo é obtida pela divisdo da area do padrao
extraido do plasma pela area do padrdo dissolvido na fase movel,
multiplicada por 100.

As taxas de recuperacao obtidas neste experimento foram 82%, 75%
e 87% para concentracdes de diclofenaco de 0,025, 0,100 e 0,300 ng/mL,

respectivamente, sendo a recuperacao média de 81% (TABELA 4).

TABELA 4. Taxa de recuperacdo, de acordo com as concentracoes

conhecidas do diclofenaco sédico extraido do plasma e dissolvido na fase

movel.
Area Area Média Area Area Média Recuperacéo
Ponto Concentracdo (Fase movel) (Fase moével) (Extracdo) (Extracao) (%)
(Mg/ml)
1 0,025 3,918 3,849 3,448 3,167 82
3,779 2,885
2 0,100 16,215 15,279 10,986 11,412 75
14,342 11,837
3 0,300 37,623 35,946 30,305 31,449 87

34,268 32,593 Total

81
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2.6  Analise estatistica

Foi realizada anadlise estatistica dos resultados obtidos somente no
Grupo A e somente no Grupo B e comparativamente entre os Grupos A e B.
Para comparar os resultados obtidos nos Grupos A e B separadamente,
considerando juntos os tempos de coleta da amostra de sangue, de 60, 120
e 180 minutos, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Friedman aproximado
para grandes amostras. Para comparar os resultados de A e B de acordo
com cada tempo da coleta da amostra foi aplicado o teste ndo-paramétrico
de Wilcoxon ou o teste de Wilcoxon para dados pareados, ambos com nivel
de significancia de 5 % (p < 0,05) (HOLLANDER & WOLFE, 1973).
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3 RESULTADOS

Todos o0s voluntarios, exceto um no grupo de tratamento com ultra-
som ligado, completaram o estudo. Os dados do voluntario que
descontinuou o experimento foram excluidos.

Nenhum sintoma de irritagdo ou eritema foi observado na pele dos
voluntarios.

As figuras 12, 13, 14 e 15 sdo exemplos de cromatogramas obtidos
apoés a injecdo das amostras de plasma coletadas previamente, 60 minutos,
120 minutos e 180 minutos, respectivamente, ap0s o0 experimento de um
voluntario do grupo de tratamento com ultra-som ligado (Grupo A). O tempo
de retencdo do diclofenaco sodico pela coluna neste método utilizado foi de
aproximadamente 15 minutos, quando aparece um pico correspondente a
guantidade de diclofenaco no plasma. Os outros picos visualizados nos
cromatogramas, que ndo foram identificados nesta ocasido, correspondem
aos varios constituintes do plasma, que possui uma matriz complexa.

A figura 16 mostra um cromatograma obtido a partir de uma amostra
de plasma branco que foi adicionada de 0,3 ng/ml da solucdo-padréo de

estoque do padrao analitico.
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FIGURA 12. Cromatograma correspondente a amostra de sangue coletada

previamente a aplicacdo do ultra-som e do Voltaren Emulgelo. Notar a

auséncia de pico em 15 minutos.
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FIGURA 13. Cromatograma correspondente a amostra de sangue coletada
60 minutos apés a aplicacdo do ultra-som e do Voltaren Emulgel“3 (pico D:

diclofenaco).
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FIGURA 14. Cromatograma correspondente a amostra de sangue coletada

120 minutos apés a aplicacdo do ultra-som e do Voltaren Emulgelo (pico D:

diclofenaco).
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FIGURA 15. Cromatograma correspondente a amostra de sangue coletada
180 minutos apdés a aplicacdo do ultra-som e do Voltaren Emulgelo (pico D:

diclofenaco).
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FIGURA 16. Cromatograma correspondente a amostra de plasma branco

adicionada do padréo analitico do diclofenaco (0,3 nmg/ml da solucdo padréo

de estoque) (pico D: diclofenaco).
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Foram analisados os resultados da massa de diclofenaco no plasma
dos 14 voluntarios, no Grupo A e no Grupo B, obtidos nos diferentes tempos
de coleta de sangue de 60 minutos, 120 minutos e 180 minutos apds o
tratamento. Considerando esses tempos de coleta, no Grupo A, a massa,
em ng/ml, passou de 0,0987 para 0,0724 e depois para 0,0864,
respectivamente. No Grupo B, nesses mesmos periodos, a massa foi de
0,0389, 0,0529 e 0,0683, respectivamente.

Nas tabelas 5 a 7 podem ser visualizados os valores de area sob a
curva, através dos quais foi possivel calcular o valor da massa de
diclofenaco de cada amostra, com 0s respectivos percentis 25%, 50%
(mediana) e 75%, média, desvio padrao e fator de facilitacdo, que
corresponde ao valor médio da massa de diclofenaco do Grupo A em
relacdo ao valor médio do Grupo B. O fator de facilitacdo demonstra que o
valor médio da penetracao de diclofenaco através da pele dos pacientes no
Grupo A foi 2,2 vezes maior que no Grupo B ap6s 60 minutos do tratamento.

Nas figuras 17 a 21 estdo as representacles graficas dos valores de
massa de diclofenaco encontrada nos grupos A e B, na forma de box plots,
onde as bordas inferior e superior correspondem, respectivamente, aos
primeiro e terceiro quartis, a linha interna, a mediana, 0s colchetes
horizontais externos, ao menor e maior valores da amostra, e as linhas
horizontais isoladas abaixo e acima, aos valores 1,5 vez o primeiro e o
terceiro quartis, respectivamente.

A tabela 5 e a figura 17, correspondentes & amostras de sangue
coletadas ap6s 60 minutos do procedimento, demonstram que houve
diferenca significante entre os valores de massa de diclofenaco entre os
grupos A e B (p=0,01). A tabela 6 e a figura 18, correspondentes &
amostras de sangue coletadas apos 120 minutos do procedimento, também
demonstram que houve diferenga significante entre os valores de massa de
diclofenaco entre os grupos A e B (p=0,01), diferente dos valores de massa
observados apo6s 180 minutos, quando ndo houve diferenca significante
entre os valores de massa de diclofenaco entre os grupos A e B (p=0,16)
(TABELA 7 e FIGURA 19).
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Conforme esta demonstrado nas figuras 20 e 21, a analise por grupo
ndo mostrou diferengas significantes entre os valores obtidos quando
considerados os diferentes tempos de coleta de sangue dentro de um

mesmo grupo, seja ho Grupo A (p=0,11), seja ho Grupo B (p=0,22).
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TABELA 5 — Valores da area sob o pico do diclofenaco e correspondentes

valores da massa plasmatica, obtidos a partir das amostras de plasma

coletadas apo6s 60 minutos do procedimento.

VOLUNTARIO AREA MASSA DICLOFENACO (mg/mL)
(60 minutos) A B A B
1 11,197 10,415 0,0997 0,0921
2 16,568 2,160 0,1519 0,0118
3 10,982 5,824 0,0976 0,0474
4 11,952 6,914 0,1070 0,0580
5 10,624 0 0,0941 0
6 12,998 0 0,1172 0
7 5,889 18,205 0,0480 0,1679
8 11,610 5,447 0,1037 0,0437
9 16,373 0 0,1500 0
10 6,000 10,599 0,0491 0,0939
11 6,921 3,195 0,0581 0,0218
12 10,343 0 0,0914 0
13 8,006 5,411 0,0686 0,0434
14 11,245 4,486 0,1001 0,0344
P25 8,006 0 0,0686 0
P50 11,090 4,949 0,0987 0,0389
P75 11,952 6,914 0,1070 0,0580
Média 10,765 5,190 0,0955 0,0439
Desvio padrédo 3,302 5,195 0,0321 0,0478
Fator de facilitagdo 2,2
S
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Grupo
(p=0,01)

FIGURA 17. Comparacdo dos resultados dos grupos A e B a partir dos

resultados obtidos das amostras coletadas apds 60 minutos do

procedimento. p=0,01.
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TABELA 6 - Valores da area sob o pico do diclofenaco e correspondentes

valores da massa plasmatica, obtidos a partir das amostras de plasma

coletadas apo6s 120 minutos do procedimento.

VOLUNTARIO AREA MASSA DICLOFENACO (mg/mL)
(120 minutos) A B A B
1 7,987 2,161 0,0685 0,0118
2 9,010 0 0,0784 0
3 7,964 8,475 0,0682 0,0732
4 10,542 6,819 0,0933 0,0571
5 3,210 8,254 0,0220 0,0711
6 12,350 7,089 0,1109 0,0597
7 8,096 9,292 0,0695 0,0811
8 9,674 5,947 0,0849 0,0486
9 7,167 9,102 0,0605 0,0793
10 14,493 8,597 0,1317 0,0744
11 7,818 5,483 0,0668 0,0441
12 8,679 5,072 0,0752 0,0401
13 7,961 4,787 0,0682 0,0373
14 11,720 4,547 0,1048 0,0350
P25 7,961 4,787 0,0682 0,0373
P50 8,388 6,383 0,0724 0,0529
P75 10,542 8,597 0,0933 0,0732
Média 9,048 6,116 0,0788 0,0509
Desvio padréo 2,689 2,711 0,0261 0,0248
Fator de facilitagdo 1,5
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FIGURA 18. Comparacdo dos resultados dos grupos A e B a partir dos

resultados das amostras obtidas ap6s 120 minutos de procedimento.

p=0,01.
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TABELA 7 - Valores da area sob o pico do diclofenaco e correspondentes

valores da massa plasmatica, obtidos a partir das amostras de plasma

coletadas apds 180 minutos do procedimento.

VOLUNTARIO AREA MASSA DICLOFENACO (mg/mL)
(180 minutos) A B A B
1 9.321 21.281 0.0814 0.1978
2 10.492 4.566 0.0928 0.0352
3 9.418 10.816 0.0824 0.0960
4 11.673 4.615 0.1043 0.0356
5 5.928 5.684 0.0484 0.0460
6 3.503 10.758 0.0248 0.0954
7 12.328 10.852 0.1107 0.0963
8 9.594 8.143 0.0841 0.0700
9 12.761 7.426 0.1149 0.0630
10 9.044 9.471 0.0787 0.0829
11 11.096 2.856 0.0987 0.0185
12 11.508 4.060 0.1027 0.0302
13 7.710 9.300 0.0658 0.0812
14 10.066 7.799 0.0887 0.0666
P25 9,044 4,615 0,0787 0,0356
P50 9,830 7,971 0,0864 0,0683
P75 11,508 10,758 0,1027 0,0954
Média 9,603 8,402 0,0842 0,0725
Desvio padréo 2,531 5,580 0,0246 0,0446
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FIGURA 19. Comparacao dos resultados dos grupos A e B a partir dos

resultados obtidos das amostras coletadas apds 180 minutos do

procedimento. p=0,16.
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FIGURA 20. Comparacao dos resultados somente do Grupo A obtidos das
amostras coletadas apoés 60, 120 e 180 minutos do procedimento. p=0,11.
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FIGURA 21. Comparagéao dos resultados somente do Grupo B obtidos das

amostras coletadas apo6s 60, 120 e 180 minutos do procedimento. p=0,22.



4 DISCUSSAO

Tanto o ultra-som terapéutico como os antiinflamatorios néo-
hormonais séo recursos amplamente utilizados em fisioterapia e medicina do
esporte para o tratamento de uma variedade de condi¢cdes, em especial
patologias musculo-esqueléticas, reumaticas e lesdes de tecidos moles, &
vezes separadamente, & vezes conjuntamente, geralmente com efeitos
benéficos.

O uso dos antiinflamatorios por via sistémica (oral ou parenteral) esta
associado a uma incidéncia variavel de efeitos colaterais indesejaveis, como
a gastrite medicamentosa, fato que certamente influenciou no
desenvolvimento de formulacbes topicas, em geral na forma de géis ou
cremes, 0s quais, todavia, sdo de mais dificil absorcéo através da pele e ndo
apresentam o0s mesmos resultados que por via sistémica. A via de
administracdo transcutanea de antiinflamatérios tem despertado grande
interesse por parte dos investigadores por possuir algumas vantagens em
relacdo aadministracdo oral, particularmente do diclofenaco sdédico, na qual
grande parte da dose administrada é rapidamente retirada no metabolismo
de primeira passagem e produz efeitos colaterais & vezes perigosos, Como
reacbes gastrintestinais, com formacao até de ulceracdes gastrica e
duodenal e consequentes hemorragias (MULLER et al., 1997).

O emprego concomitante de antiinflamatorios topicos na forma de gel
e ultra-som terapéutico € uma pratica comum pelos profissionais de
reabilitacdo, sob a alegacdo de que este Ultimo favorece a penetracao
transcutanea do primeiro, de forma quase totalmente empirica, pois ainda
nao havia comprovacéo laboratorial desse fato.

Todavia, ha evidéncias de que o ultra-som realmente favorece a
penetracdo transcutanea de varios farmacos, como o0s corticosteréides
dexametasona e hidrocortisona, em animais (BYL et al., 1993), vasodilatador
metil-nicotinato em humanos saudaveis (MCELNAY et al., 1993), proteinas
insulina, interferon e eritropoetina (MITRAGOTRI et al, 1995) e

antiinflamatoério indometacina, em animais (ASANO et al, 1997). O
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antiinflamatorio diclofenaco sodico, na forma gel de uso topico, foi
investigado por EL-HADIDI & EL-GARF (1991), que realizaram um estudo de
investigacdo clinica em pacientes, mas com critérios de avaliacdo
excessivamente subjetivos, como a dor a pressdo e ao movimento,
graduada por meio de uma escala analégica de dor.

No presente estudo, também foi investigada a penetracdo
transcutdnea de diclofenaco sodico, especificamente o Voltaren Emulgelo,
porém desta vez em voluntarios saudaveis e através da quantificacdo da
massa de diclofenaco no plasma dos voluntarios por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

O diclofenaco sodico foi eleito por ser um AINH consagrado, que
apresenta efeitos antiinflamatorios e analgésicos em um periodo de tempo
relativamente curto, o que € particularmente importante para atletas que
precisam retornar ao treinamento o mais rapido possivel ap6s uma leséao
(EL-HADIDI & EL-GARF, 1991).

A decisdo pelo emprego de voluntarios humanos saudaveis teve por
objetivo aproximar o méximo possivel o estudo da pratica clinica e
guantificar fielmente a massa de diclofenaco sodico presente no plasma
apos aplicagdo transcutanea do medicamento, sem a influéncia de fatores
gue foram indesejados, considerados como critérios de exclusdo. Baseou-
se, também, no fato de que varios autores utilizaram-se de voluntarios
saudaveis para o estudo da farmacocinética do diclofenaco (SIOUFI et al.,
1994; HAMED et al.,, 1994; MULLER et al., 1997; HUI et al., 1998;
SENGUPTA et al., 1998).

O emprego dos voluntarios como controles de si mesmos, com a
realizacdo de duas sessdes de tratamento com intervalo de um més, sendo
a segunda com o equipamento inativo, foi a maneira mais eficiente de
minimizar a variabilidade entre os individuos, devido & propriedades
individuais da pele.

A opcao por fazer o tratamento da pele com ultra-som previamente a
aplicacdo do gel de diclofenaco sodico, ao invés de utiliza-lo como gel de

acoplamento do cabecote ultra-sénico, foi baseada nas consideracdes de
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BENSON & MCcELNAY (1994), que pesquisaram as caracteristicas de
transmissdo de varios produtos diferentes e encontraram muita variacdo na
resposta a cada um. A transmissividade do ultra-som aumenta com a sua
freqUiéncia e, com base nisso, esses autores consideraram que frequéncias
altas de ultra-som podem causar quebra nas cadeias de polimeros que
conferem a viscosidade dos agentes utilizados nas formulagbes topicas.
Antes da escolha de uma formulagéo tépica para contato e acoplamento do
cabecote ultra-sdnico, ha a necessidade de investigacfes quanto aos efeitos
do ultra-som na sua estrutura interna e viscosidade, caso contrario 0s
resultados da sonoforese podem ser alterados e a terapia realizada tornar-se
ineficaz. Além disso, os fabricantes de equipamentos de ultra-som afirmam
gue géis medicamentosos viscosos nhao transmitem adequadamente as
ondas ultra-sbnicas, causando reflexdo das mesmas, 0 que leva ao
aguecimento anormal do cabecote, podendo danifica-lo (LONGO & FUIRINI,
2002)".

McCELNAY et al. (1993) ja haviam realizado sonoforese com pré-
tratamento da pele e observaram que a penetracdo da droga ocorre por um
periodo apos a cessacdo do tratamento com ultra-som, do mesmo modo
como observado no presente estudo. Concluiram que a energia do ultra-som
€ capaz de afetar a estrutura da pele, o que explicaria 0 aumento da
penetracdo transcutanea de medicamentos sob influéncia do ultra-som.

A regido dorsal para aplicacdo do ultra-som e do gel de diclofenaco
sddico foi eleita por apresentar menor quantidade de pélos, em comparacéo
com 0s membros superiores e inferiores. A determinacéo das duas areas de
aplicacéo do tratamento, uma de cada lado da regido dorsal, o volume de gel
aplicado e a aplicagdo Unica do gel para mensuracdo da consequente
concentracdo plasmatica foram baseados no estudo da farmacocinética do
diclofenaco realizado por SIOUFI et al. (1994).

Os parametros eleitos para o ultra-som, ou seja, continuo, com
frequéncia de 1 MHz, intensidade de 0,5 W/cm? e aplicacdo por 5 minutos,

sdo parametros comumente utilizados em propostas terapéuticas. A

" LONGO, G; FUIRINI, N. (2002) Ultra-som e gel medicamentoso. E-mail. (2 Mai. 2002).
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intensidade escolhida para investigagdo € uma vez menor que aquela
investigada por MCELNAY et al. (1993) e duas vezes menor que a
investigada por BYL et al. (1993), ROBINSON & BUONO (1995) e KLAIMAN
et al. (1998). A escolha por uma intensidade baixa foi baseada em estudos
realizados em animais; no estudo realizado em ratos por ASANO et al.
(1997), os autores constataram aumento da temperatura e necrose tecidual
com ultra-som continuo e intensidade de 1,0 W/cm?, efeitos estes ndo
observados com a intensidade de 0,5 W/cm? por 10 minutos. No estudo
realizado em peixes por FRENKEL et al. (1999), os autores constataram 0s
primeiros sinais de danos teciduais com ultra-som continuo e intensidade de
0,75 W/cm?, efeitos estes néo observados até 0,5 W/cm?.

A coleta do sangue de veias do antebraco dos individuos, nos tempos
pré-estabelecidos, bi eleita por ser uma pratica comum e usualmente sem
intercorréncias em laboratorios de analises clinicas, para realizacdo de
exames de curva da glicemia. Além disso, é esta a forma que varios autores
utilizaram para estudos sobre a farmacocinética de medicamentos em
voluntérios (SIOUFI et al.,, 1994, HAMED et al.,, 1994; HUI et al., 1998;
SENGUPTA et al., 1998).

Véarios métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia tém sido
empregados por mais de 16 anos para determinagdo da massa de
diclofenaco no plasma sanguineo (GIAGOUDAKIS & MARKANTONIS, 1998)
e foi a metodologia de avaliacdo escolhida nos estudos de KUROWSKI &
DUNKY (1992), HAMED et al. (1994), ASANO et al. (1997), GIAGOUDAKIS
& MARKANTONIS (1998) e SENGUPTA et al. (1998), sendo que desses
estudos, somente aquele realizado por ASANO et al. (1997) envolve a
investigacao da sonoforese, mas com a indometacina.

O método cromatogréfico para quantificacdo da massa de diclofenaco
em plasma empregado neste estudo foi o proposto por GIAGOUDAKIS &
MARKANTONIS (1998) e demonstrou ser capaz de quantificar, em ng/ml, a
massa de diclofenaco sddico presente no plasma de voluntarios apos a
aplicacdo transcutanea de gel de diclofenaco sodico. O método fornece um

valor numérico passivel de analise estatistica e confiavel, tendo em vista sua
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validacdo, realizada neste estudo através da obtencdo de uma curva
analitica ou de um gréfico de calibracdo, a partir da andlise da extracdo do
farmaco de volumes conhecidos de plasma branco adicionado de
concentracdes conhecidas do padrdo analitico do diclofenaco sédico, com o
mesmo método e equipamento de cromatografia.

O efeito positivo da sonoforese sobre a absorcdo transcutanea de
farmacos foi confirmado por praticamente todos os trabalhos revisados,
inclusive com significancia estatistica, apesar das diferencas na metodologia
de avaliacdo. A excecéo foi o estudo realizado por KLAIMAN et al. (1998),
gue demonstrou ndo haver diferencas entre os pacientes tratados somente
com o ultra-som terapéutico e aquele acompanhado da aplicacdo de um
corticoesteroide, apesar de ambos os grupos terem demonstrado melhora
significativa do nivel de dor quando comparados com um grupo controle.

A investigacdo sobre sonoforese que mais se aproxima do presente
estudo foi a realizada por ASANO et al. (1997), que investigaram em ratos a
influéncia do ultra-som na penetracdo transcutanea de indometacina, um
antiinflamatério ndo-hormonal assim como o diclofenaco, utilizando também
a cromatografia liquida de alta eficiéncia como método de avaliacdo. Durante
um periodo de 4 horas apos o tratamento, a absor¢cdo média do farmaco foi
1,8 vez maior no grupo tratado com o ultra-som (continuo, com frequiéncia
de 1 MHz, intensidade de 0,5 W/cm? e aplicacdo por 10 minutos) do que no
grupo controle. No presente estudo, apos 1 hora do tratamento, a absor¢céo
média do diclofenaco sédico foi 2,2 vezes maior no grupo tratado do que no
grupo controle, caindo progressivamente nos periodos posteriores.

E dificil saber se as concentracdes de diclofenaco sodico aqui
mensuradas no plasma dos voluntarios estariam associadas aos efeitos
terapéuticos da droga. GIAGOUDAKIS & MARKANTONIS (1998), além de
descreverem 0 método cromatografico utlizado no presente estudo,
realizaram uma aplicacéo clinica do mesmo método, extraindo diclofenaco
do plasma de voluntarios sadios apds administracdo oral de 50 mg de

Voltaren®. Eles obtiveram concentracdes maximas de diclofenaco de 743

ng/ml, ou seja, aproximadamente cinco vezes mais altas do que as
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concentracbes maximas mensuradas no presente estudo. Segundo
RADERMACHER et al. (1991), o diclofenaco é relativamente potente quando
comparado com outros antiinflamatérios ndo-hormonais e concentracfes
plasmaticas da ordem de 100 ng/ml j& sdo associadas aos efeitos
terapéuticos da droga.

Resta discutir os mecanismos de agédo envolvidos na facilitagcao ultra-
sbnica da penetracdo transcutdnea de farmacos, que ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, mas autores dedicados ao tema aventam a
hipétese de que seja a cavitacdo a responsavel pelo fenébmeno (BYL et al.,
1993;, McCELNAY et al., 1993; MITRAGOTRI et al., 1995). Outra
possibilidade seria 0 aumento do fluxo sanguineo local da aplica¢éo do ultra-
som, mas esse mecanismo parece improvavel, tendo em vista os resultados
dos experimentos de ASANO et al. (1997) e de ROBINSON & BUONO
(1994). Os primeiros demonstraram que o ultra-som continuo de 1 MHz de
frequéncia e intensidade de 0,5 W/cm?, aplicado por 10 minutos, promoveu
um aumento significativo da penetracdo de indometacina, sem interferir com
a temperatura hipodérmica, monitorada por meio de termistores; o0s
segundos, demonstraram que o ultra-som continuo, de 1 MHz de freqiiéncia
e 15 W/cm? de intensidade, aplicado por 5 minutos, ndo aumentou
significativamente o fluxo sanguineo no antebraco de voluntéarios,
monitorado por meio de fluxometria pelo Doppler a laser.

Logo, em ndo havendo aumento do fluxo sanguineo com o
consequente aumento da temperatura, parece mais provavel que a
cavitagdo seja o principal mecanismo da facilitacdo pelo ultra-som da
penetracdo transcutanea do diclofenaco sédico. Os resultados da presente
investigacdo parecem corroborar essa hipotese, pois houve facilitacdo
significativa da absorcdo transcutdnea do diclofenaco sodico com a
irradiacdo ultra-sénica prévia, apesar da baixa intensidade (0,5 W/cm?) e do
tempo de aplicagcéo relativamente curto (5 minutos) de cada lado. Embora a
temperatura hipodérmica nao tenha sido monitorada, sabemos que a energia
sonora é convertida em energia térmica proporcionalmente aintensidade do

ultra-som e na intensidade empregada os efeitos térmicos sdo quase que
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despreziveis. Em segundo lugar, o gel de diclofenaco sédico foi aplicado
apos a cessacao da irradiacdo com o ultra-som, o que leva a acreditar que
eventuais aumentos da temperatura local possam ter sido rapidamente
dissipados pelos mecanismos fisiologicos normais e que a facilitacdo da
absorcéo tenha ocorrido por alteracdo da estrutura cutanea pela cavitacao, o
gue de fato ocorre, como demonstrado por MCELNAY et al. (1993).

Entretanto, a proposta do presente trabalho foi apenas testar a
hipétese de que a irradiacdo ultra-sbnica prévia facilita a absorcéo
transcutanea do diclofenaco sodico na forma de gel de aplicacdo tépica, o
gue ficou claramente demonstrado, nas condicBes em que foi realizado.

O emprego concomitante de antiinflamatdrios topicos na forma de gel
e ultra-som terapéutico até o momento utilizado de forma quase empirica,
principalmente por fisioterapeutas, agora tem um forte potencial para a
aplicacédo clinica, tendo em vista esta comprovacéo laboratorial de que a
irradiagdo prévia da pele com ultra-som terapéutico facilita a penetracao

transcutanea de diclofenaco sédico na forma de gel topico.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que o pré-tratamento da pele
com ultra-som continuo, na frequéncia de 1 MHz e intensidade de 0,5
W/cm?, aplicado por 5 minutos, em areas pré-determinadas de 225 cm? de
cada lado da regido dorsal de voluntarios, faciltou a penetracdo
transcutdnea de diclofenaco soédico, conforme mensuracdo da massa de
diclofenaco realizada no plasma dos voluntérios através de cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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ANEXOS

Anexo A — Informacgbes aos voluntarios e termo de consentimento.

TRABALHO DE INVESTIGACAO CIENTIFICA

Esclarecimentos e Consentimento

TITULO DA PESQUISA: Andlise da influéncia do ultra-som terapéutico na

penetracao transcutanea de diclofenaco sédico em humanos sadios.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Giovana de Céassia Rosim — CREFITO-
3/22050-F.
ORIENTADOR: Prof. Dr. Claudio Henrique Barbieri.

INSTITUICAO: Curso de Pos-graduacdo Interunidades Bioengenharia-
EESC/FMRP/IQSC-USP

INFORMAGOES AO VOLUNTARIO E TERMO DE CONSENTIMENTO

Esta pesquisa cientifica, que necessita da colaboragéo de voluntarios,
destina-se a medir a absor¢cdo de um medicamento através da pele, sob
influéncia do ultra-som terapéutico. O medicamento utilizado é o diclofenaco
Sadico, antiinflamatério que € o componente principal ou Unico de uma série
de medicamentos, como por exemplo, o Voltaren Emulgelo, de uso corrente
para o tratamento de processos inflamatérios. O poder antiinflamatério e
analgésico do diclofenaco sédico utilizado por via oral ou injetavel, bem
como suas vias de metabolizacdo e sua toxicidade ja sdo suficientemente
conhecidos, dai seu emprego praticamente universal no tratamento das
doencas inflamatorias.

Os efeitos do ultra-som terapéutico, como o calor e a cavitacdo, sao
igualmente bem conhecidos de longa data, dai seu emprego como

coadjuvante no tratamento de uma série de patologias traumaticas e



53

inflamatérias. Um efeito que esta sendo estudado mais recentemente € o da
estimulagédo da absorgdo transcutanea de medicamentos, particularmente os
antiinflamatorios, que podem ser introduzidos diretamente sobre os locais
inflamados, mas produzindo nivel sanguineo suficiente para produzir efeitos
analgeésicos e antiinflamatorios.

O objetivo desta investigacdo cientifica é justamente estudar a
concentracao plasmatica de diclofenaco sédico apos aplicacdo do ultra-som
terapéutico. Sua participacdo no trabalho € inteiramente voluntaria e vocé

deve ficar ciente de que:

1. O tratamento consiste na estimulagdo ultra-sonica terapéutica (0,5
W/cm?) por 5 minutos em areas pré-determinadas de 225 cm? de cada
lado da sua regido dorsal, seguida da aplicacdo topica de 2,5 g do
Voltaren Emulgelo nas mesmas areas. Serao retiradas quatro amostras
de pequeno volume (3 mL) do seu sangue, por puncdo venosa no
antebraco com agulhas esterilizadas descartaveis, sendo uma antes da
aplicacéo e trés a intervalos de uma hora apdés a mesma.

Sua permanéncia no local sera de cerca de trés horas e meia em jejum.

3. O tratamento a que vocé estara sendo submetido, bem como a coleta de
amostras de sangue nao tem nenhuma finalidade terapéutica, sendo,
portanto, desnecessario sob esse ponto ce vista. Portanto, vocé tem a
liberdade de retirar seu consentimento e deixar de participar do estudo, a
gualguer momento, sem qualquer prejuizo a sua saude.

4. Por outro lado, até onde se conhece, tanto o Voltaren Emulgelo como o
ultra-som terapéutico ndo produz qualquer efeito deletério ou danoso

para a sua saude, nas doses que serao empregadas.

Declaro que as informagbes acima foram por mim transmitidas ao
voluntario signatario do presente termo, previamente a realizacdo do

tratamento. As eventuais duvidas foram verbalmente esclarecidas.



Giovana de Cassia Rosim

Pesquisadora Responsavel

Data:

/ /

............................................................................ , declaro que

recebi as informagdes acima e as considerei suficientemente claras.

Declaro também que tenho pleno conhecimento dos direitos e das

condi¢des que me foram assegurados, a seguir relacionados:

A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duvida a respeito dos
procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes
relacionadas com a pesquisa e o0 tratamento a que serei
submetido.

A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar
do estudo, a qualquer momento, sem que isso traga qualquer
prejuizo aminha pessoa.

A seguranca de que nao serei identificado e que sera mantido o
carater confidencial da informagcdo relacionada a minha
privacidade.

O compromisso de que me sera prestada informacao atualizada
durante o estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade
de continuar dele participando.

O compromisso de que serei devidamente acompanhado e
assistido durante todo o periodo de minha participacdo no
projeto.

O ressarcimento de eventuais despesas decorrentes da minha
participagdo no projeto, a ser promovido pela prépria

pesquisadora responséavel, Giovana de Cassia Rosim.
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7. Que o ressarcimento de eventuais despesas, bem como a
indenizacdo, a titulo de cobertura material, para reparacdo de
danos imediatos ou tardios, decorrentes de minha participacéo
na pesquisa, sera feita pela propria pesquisadora responsavel,
Giovana de Céassia Rosim, ndo cabendo ao Hospital das Clinicas
de Ribeirdo Preto, ao Instituto de Quimica de Séo Carlos e ao
Laboratério de Andlises Clinicas Eugénia Cabianca, qualquer

responsabilidade quanto aos referidos pagamentos.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢cdes que me
foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade em

participar do referido projeto.

Pirassununga, ............. (o [T de 2002.
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Anexo B — Interrogatorio e inspecao da pele.
TRABALHO DE INVESTIGACAO CIENTIFICA — Histéria Médica

TITULO DA PESQUISA: Andlise da influéncia do ultra-som terapéutico na

penetracao transcutanea de diclofenaco sédico em humanos sadios.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Giovana de Céassia Rosim
ORIENTADOR: Prof. Dr. Claudio Henrique Barbieri

INSTITUICAO: Curso de Pds-graduacédo Interunidades Bioengenharia-
EESC/FMRP/IQSC-USP

HISTORIA MEDICA E INSPECAO DA PELE

- Dados Pessoais:
Nome: Data de Nascimento:

Idade: Sexo: Peso: Altura:

- EXAME FISICO (inspeco da pele):

RESPONDA SIM OU NAO:

- E fumante?

- Consome bebidas alcodlicas?

- Ingere algum medicamento?

- Utilizou algum medicamento nos ultimos 7 dias?

- Tem hipersensibilidade ou contra-indicacdo ao diclofenaco ou outro
antiinflamatério?

- Possui antecedentes:

Cardiacos? Hepaticos? Renais?
Pulmonares? Gastrintestinais? Neurolégicos?
Hematologicos? Doencas dermatoldgicas?

- (Para mulheres): Resultado do teste de gravidez
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Anexo C — Aprovacao do trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

RIBEIRAD PRETO - 5P, CAMFUS UNIVERSITARIC — MONTE ALEGRE
BRASIL FONE, BOZ-1004 - FAX (018) 63131144

Ribeirao Preto, 63 de outubro de 2002

Oficio n® 2700/20072
CEP/SPC

Prezada Senhora:

0 trabalhe intlulado “ANALISE DA
INFLUENCIA DO ULTRA-SOM NA PENETRACAO TRANSDERMICA DE
DICLOFENACO SODICO”, [oi analisade pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 140* Rcunido Ordinaria realizada em 30/09/2002, e
enquadrado na categoria: APROVADO, dc acordo com o Processo HCRP
n® 5486/2002.

Aproveito a oportunidade para apresentar a

Vossa Senhoriy protestos de estima ¢ consideragao,

. DA) CUNHA
srdenador do Comité de Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USF ¢ da FMRP-USP

Tlustrissima Senhora

GIOVANA DE CASSIA ROSIM

Bioengenharia Interunulades — Escola de Engenhana - FMRP-USP
Instituto Quimica Sao Carlos
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