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Resumo

A pele intacta pode ser usada como uma porta de administragio sistémica. Profissionais da satide vém associando principios
ativos ao recurso ultrassonico, técnica denominada fonoforese. Um principio ativo comumente utilizado na pritica clinica é a
rutina. A rutina classifica-se como um flavondide da classe dos flavondis, é também utilizada como antioxidante, na
prevengio ou tratamento da deficiéncia venosa ou linfitica e da fragilidade ou permeabilidade capilar. O objetivo deste estudo
foi investigar a liberagdo de gel contendo rutina 5% frente a aplicagio de fonoforese (US continuo) in vitro para que, possa ser
avaliada a eficicia do seu emprego terapéutico. Foram preparadas amostras contendo rutina 5% em meio hidrogel, as
amostras foram analisadas com e sem a aplicagdo da fonoforese nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos. Os resultados mostram
que ndo existe diferenca em termos de difusdo em 5 e 10 minutos, porém nos tempos 15 e 20 minutos se pode evidenciar um
incremento significativo do principio ativo para o meio receptor quando aplicada a fonoforese. O US continuo se apresentou
como facilitador no processo de liberagio da rutina para o meio, sendo que este fato estd relacionado ao tempo de irradiacdo
sonora.
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Abstract

The intact skin can be used as a gate of systemic administration. The health professionals have been associating active
principles of the ultrasonic feature, technique called phonophoresis. An active principle commonly utilized in the clinical
practice is the rutin. The rutin is classified as a flavonoid from the flavonols class, it’s also used as an antioxidant in the
prevention or treatment of venous or lymphatic deficiency and the fragility or capillary permeability. The aim was investigate
the release of Rutin, 5% through the use of phonophoresis in vitro so it can be assessed the effectiveness of its therapeutic use.
Samples were prepared containing rutin 5% half gel, the samples were analyzed with and without the application of
phonophoresis at times of 5, 10, 15, and 20 minutes. The results show that there isn’t difference in permeation at 5 and 10
minutes, however at times 15 and 20 minutes we can evidence a meaningful increase of the active principle to the receiver
environment when applied the technique of phonophoresis. The continuous US was presented as a facilitator in the release
process of rutin to the environment, this fact is related to the time of sound irradiation.
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1 Introdugao

sistema tegumentar é o maior
orgao do corpo humano, composto
pela epiderme e também por um
tecido conectivo composto de derme reticular e
papilar (Harris, 2003). A Epiderme é um tecido
queratinizado e pavimentoso, constituido por
cinco camadas, sendo a primeira delas o estrato
cérneo, seguida pelas camadas, granulosa,
espinhosa e germinativa (Guirro; Guirro, 2002).
Historicamente a pele é um 6rgao de protegao do
corpo humano que, dentre as iniimeras fungdes,
tem a finalidade de inibir a migragdo de agentes
externos que possam a vir a prejudicar o
organismo (Guirro; Guirro, 2002).

Na atualidade, reconhece-se que o sistema
tegumentar intacto pode ser usado como uma
porta de administracao sistémica ou local de
drogas (Banga, 2011). A administracao
transdérmica de farmacos oferece muitas
vantagens sobre outras vias de administragao
com potencial superior e efeitos
colaterais minimos, para uma variedade de

eficacia

condi¢bes médicas e de doengas (Carter et al.,
2013). Sob diversas circunstancias, as vantagens
culminam na efetividade de tratamento com
facilidade de aplicagdo, competente entrega do
principio ativo e consequente conforto ao
seguimento de tratamento pelos pacientes
(Carter et al., 2013).

Na pratica clinica, inimeros sdo o recursos
eletrotermofototerapicos usados como
ferramentas, na realidade dos mais diferentes
tipos de lesdes de cura nos tecidos moles e aliviar
a dor (Guirro; Guirro, 2002) (Prentice, 2004). Um
desses recursos € o ultrassom, que caracteriza-se
como peca fundamental no tratamento dos
distarbios musculo-esqueléticos (Kitchen; Bazin,
1998). O wultrassom tem efeito benéfico de
reparacao tecidual, este tem sido demonstrado
sobre diversos tecidos, incluindo a pele. O
aparelho aumenta a angiogénese do tecido de
granulagdao, o numero de fibroblastos, sintese de
colageno, etc (Young; Dyson, 1990).

Com a finalidade de potencializar os efeitos
supracitados, os profissionais da sauide vém
associando principios ativos de diferentes

finalidades ao recurso ultrassdnico, esta técnica é
denominada fonoforese. E essencial destacar que
a promogao de permeacao de farmacos pela pele
através da onda sonica pode levar a uma maior
liberacdo de ativos; aumentando o fluxo ou
reten¢ao do mesmo, como também promovendo
0o aumento da liberacdo localizada nos tecidos
aplicados (Rogero et al., 2003).

Um principio ativo comumente utilizado na
pratica clinica e que recentemente vem sendo
estudado in vitro € a rutina. A rutina classifica-se
como um flavonoide da classe dos flavondis, é
também utilizada como antioxidante, na
prevencao ou tratamento da deficiéncia venosa
ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade
capilar (Bruneton, 1991), (Velasco et al., 2008).

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo
foi investigar a liberagao do gel contendo rutina
5% frente a aplicacao de fonoforese in vitro, com
aplicagdo de US continuo, para que assim,
possamos compreender em termos quantitativos
a real eficacia do seu emprego terapéutico.

2 Material e Método

2.1 Reagentes e preparo das amostras

As amostras utilizadas na andlise foram
obtidas a partir de gel condutor da marca RMC
(acido carboxivinilico/Carbopol), registrado na
ANVISA sob niimero 80122200001, lote: 162601,
data de fabricacdo: 10/01/2013, com adicado de
rutina a 5%, produzido pelo laboratério Sigma-
Aldrich, 94% (HPLC), referéncia: R3143-50G,
lote: BCBL7548, data de fabricagao: 04/12/2013 e
data de validade: 23/01/2019. Esta concentragao
de rutina 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.

Nos ensaios de liberagdao utilizou-se um
sistema de difusdao vertical com membrana de
acetato de celulose.

2.2 Aplicacdo do ultrassom terapéutico
in vitro

O equipamento de ultrassom utilizado no
experimento foi da marca Tonederm, com
cabegote de 1 MHz, fornecido pelo laboratério de



Eletrofotoquimica da Univates. O parametro
utilizado foi o modo continuo com dose de 1,0
W/cm2.

2.3 Analise de liberacio da rutina em
sistema de difusao vertical

As amostras foram analisadas com e sem a
aplicagao da fonoforese nos tempos de 0, 5, 10, 15
e 20 minutos. As analises de liberagdo da rutina
foram realizadas em uma célula de difusao
vertical tipo Franz, com solucao receptora de
agua deionizada e alcool etilico 99,5% com
proporcao de 1:1, contendo uma membrana de
acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech
com porosidade de 0,45 um e 4rea de 7,06 cm?)
com a finalidade de separar o compartimento
doador do receptor, formando uma barreira nao
interferente a um fluido denominado receptor
(Mota et al., 2008). A célula de difusao foi
introduzida ~em  banho  termostatizado
(MARCONI) a 37°C, simulando a temperatura
corporal. Em contato com a membrana foi
adicionado o agente acoplador, rutina em gel.

Com a finalidade de
concentracao de rutina permeada nas amostras

determinar a

analisadas a partir dos valores de absorbancia
obtidos em 272 nm, foi realizada uma curva de
calibracao a partir de solugdes de rutina em agua
e alcool etilico 1:1, com diferentes concentragdes.
O intervalo de concentragdes estudado foi de:
0,03 a 5 mg.L'. A partir disso obteve-se a
equacao da reta, sendo que a curva obtida foi: y =
0,0091.x — 0,12906, com R = 0,9964.

Todas as andlises foram realizadas em
triplicatas, os resultados expressos em média e
erro padrdo da média (EPM). Foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk para averiguar
normalidade dos dados. Os parametros com dois
grupos, foi utilizado o teste de t de Student. Em
todos os casos, os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05.
Todas as analises foram realizadas utilizando o
software SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versao 18.0.

3 Resultados e Discussodes

3.1 Analise da liberagao da rutina

Através de varredura na faixa espectral (190-
900nm) foram considerados os valores
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proximos a 272 nm como a regido de
absorbancia maxima. Na Figura 1 tem-se a
calibracio da rutina no intervalo de
concentracoes de 0,03 a 5 mg.L.
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Figura 1: Curva de calibragao da rutina para
determinac¢do da concentracao liberada. Fonte:
Dos autores (2014).

A partir da curva apresentada na Figura 1,
pode-se comparar a liberacao de rutina 5% para
0o meio receptor com e sem a aplicagdo de
fonoforese nos tempos 5, 10, 15 e 20 minutos,
conforme Figura 2.
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Figura 2: Grafico comparativo da liberacao da
rutina através da membrana de acetato de
celulose, com e sem a aplicacdo do ultrassom
terapéutico nos tempos de 5, 10, 15 e 20
minutos. Fonte: Dos autores (2014).

do grafico (FIGURA 2)
mostram que nao existe diferenca em termos de
liberagdo da rutina em 5 e 10 minutos, em
sistemas com e sem aplicagdo da onda acustica.
No entanto, nos tempos 15 e 20 minutos pode-se
evidenciar um incremento significativo do
principio ativo para o meio receptor quando

Os resultados

aplicada a técnica de fonoforese.

Segundo a literatura, o fendmeno fisico da
onda acustica denominada cavitagdo seria o
principal mecanismo no qual esta técnica se
utiliza para aumentar a permeacao de principios
ativos, pois induz a desordem na camada cornea,



com a formagao de microbolhas gasosas que ao
se romperem violentamente, permitem a
passagem do farmaco (Fang et al., 1999), (Ueda
et al., 1996), (Miller, 2000). A camada cornea
produz alta resisténcia a penetracao de
substancias através da pele, e o US,
desorganizando o estrato cérneo, pode reduzir
em 30% essa resisténcia (Mitragotri et al., 1995).

No entanto, em termos de liberacao in vitro
existem poucos estudos, sabe-se que o ultrassom
é capaz de ampliar a absorcao
espectrofotométrica do ativo em sistema de
difusdao vertical semelhante (Bianchetti et al.,
2009).

Acredita-se que a técnica de fonoforese se
utiliza do mesmo principio fisico descrito acima
em estudos de permeagao para ampliar a
liberacao da rutina para o meio receptor, uma
vez que a onda sonora gera uma perturbagao do
meio, promovendo um movimento mais rapido
das particulas encorajando a absor¢ao das
mesmas (Low; Reed, 2001).

Estudos mais recentes relatam que a
fonoforese se utiliza além da cavitagcdo, de
fendmenos como microstreaming e aquecimento
para ser efetiva (Pahade et al, 2010). O
microstreaming  tem  sido  descrito como
mecanismo responsavel pela fonoforese em
estudos in vitro (Simonin, 1995), este fendmeno
pertence a uma classe de manifestacOes acusticas
relacionadas a  movimentos de  forga,
deformacgdes e tensdes em escala geométrica
pequena, estes se fazem evidentes em uma
variedade de circunstancias, mas especialmente
em meios liquidos, com aparelhos ciclados em
frequéncias em gama inferiores e baixos niveis
de intensidade ou de pressao e amplitude
(Nyborg, 1982).

Investigacdes mostram ainda que, quando o
ultrassom esta programado no modo continuo o
efeito térmico pode ser considerado o principal
fator para aumentar a permeacdo percutanea
(Machet et al., 1998). No entanto, em termos de
liberagao in vitro existem poucos estudos, sabe-se
apenas que o aumento de temperatura causada
pela libertacdo de calor incrementa a
difusividade da droga (Simonin, 1995) e a
cinética da mesma.

E possivel que o efeito térmico do ultrassom
continuo tenha atuado de forma efetiva sobre a
estrutura quimica do veiculo, acentuando a
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liberacdo do ativo. Estudos mostram que a
velocidade de liberacdo de uma substancia é
determinada pela concentracdo da férmula,
caracteristica do proprio polimero e também por
influéncias  extras como, por exemplo,
alternancia de temperatura (Rojas et al., 2004),
uma vez que o acido carboxivinilico, quando em
contato com temperaturas mais altas, altera seu
comportamento reologico (Corréa et al., 2005).

No grafico (FIGURA 3) tem-se a comparagao
de permeacao da rutina nos tempos 5, 10, 15 e 20
minutos quando submetidos ao tratamento com
onda ultrassonica.
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Figura 3: Analise de liberacao nos tempos de 5,
10, 15 e 20 minutos como a presenca de
fonoforese *p<0,05 vs 5 minutos. **p<0,05 vs 10
minutos. ***p<0,05 vs 15 minutos. Fonte: Dos
autores (2014).

Os resultados mostraram que entre 5 e 10
minutos de aplicacdo da fonoforese nao houve
diferencga estatistica em termos de liberagcdao do
principio ativo para o meio receptor, no entanto,
quando comparamos os tempos 10, 15 e 20 essa
diferenca  foi  significativa. Em  termos
percentuais, pode-se evidenciar que 15 minutos
de aplicagao actstica sobre o sistema de difusao
aumentou 297% a liberagdo do ativo em relacao a
10 minutos, ja 5 minutos a mais de radiagdo
sonica (tempo de 20 minutos) tiveram a
capacidade de incrementar em 136% a liberagao
do ativo para o meio receptor, quando
comparado com o tempo de 15 minutos.

Os resultados sugerem que quanto maior for
o tempo de aplicagdo da técnica, maior é a
liberagao da rutina para o meio receptor. Esse
resultado estd relacionado ao fato de que, tempo
de irradiagdo sonora, incidéncia de energia e
aquecimento estao diretamente relacionadas,
(Mitragotri; Kost, 2004), ou seja, quanto maior for
o tempo de aplicacdo da técnica, maior é a
incidéncia de onda sonora sobre o farmaco, a



temperatura do mesmo e consequentemente a
liberagao para o meio receptor.

Diversos ensaios
mostrado a ampla variedade de atividades
biolégicas dos flavonoides sobre sistemas
bioldgicos, ja foram descritas pela literatura:

in vivo e in vitro tém

capacidade  antioxidativa, anti-inflamatoria,
vasodilatadora, antialérgica, antihepatotdxica,
antiulcerogénica, antiplaquetaria,

antimicrobianas, antivirais, bem como atividade
contra o desenvolvimento de tumores (Oliveira
et al., 2004).

Atualmente, estudos in vivo tém comprovado
os efeitos benéficos da rutina, principalmente no
que diz respeito a sua agdo anti-inflamatoria.
Uma pesquisa utilizando modelo de inflamagao
aguda e cronica em ratos mostrou que a rutina
apresenta  melhores  resultados  quando
comparada com outros flavonoides como a
quercetina e hesperidina em administragao
intraperitoneal (Guardia et al., 2001). No entanto,
a administragao topica da rutina parece ainda
estar distante da pratica clinica, devido a sua
baixa capacidade de liberagao e
consequentemente de permeagao, Baby e
colaboradores (2008), mostraram que a rutina em
emulsdo apresenta uma boa estabilidade,
todavia, a taxa de permeabilidade em modelo de
biomembrana se apresentou como nao favoravel
(Baby et al., 2008).

Existe uma quantidade relevante de
pesquisas buscando métodos de incrementar a
liberagdao de ativos, inclusive sobre rutina.
Recentemente, cientistas mostraram que a
presenca de propileno glicol 5,0% se apresentou
estatisticamente favoravel para promover a
liberagdo de rutina em sistema semi-solido com
fluxo = 105,12 pg/cm2.h. Calculamos o fluxo de
liberagao da rutina sob influéncia da onda
sonora, mesmo que Os sistemas sejam
semelhantes e nao idénticos aos da pesquisa
referenciada, podemos evidenciar que o
ultrassom ampliou a liberagao do fluxo em 746%,
ou seja, o fluxo de liberagdo da rutina sob
influéncia do ultrassom foi de 785,01 pg/cm?2.h.

4 Conclusoes

Atualmente, tem-se buscado no campo da
reabilitacao, condutas terapéuticas eficientes com
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resultados clinicos rdpidos e seguros, neste
sentido, administracdo transdérmica de farmacos
tém se mostrado uma estratégia competente e
como fase inicial para tal andlise identifica-se a
capacidade de liberacdo das substancias. Nestas
condicdes experimentais, os resultados sugerem
uma maior liberagao da rutina quando associada
a onda sOnica terapéutica, ou seja, o US continuo
se apresentou como facilitador no processo de
liberagao da rutina para o meio, sendo que este
fato esta diretamente relacionado ao tempo de
irradiagao sonora. Os resultados mostraram que
nos tempos de 15 e 20 minutos a fonoforese
ampliou cerca de 26% e 60%, respectivamente, a
liberagao de rutina quando comparado com o
grupo controle, sendo estes resultados
promissores para aplicagao clinica da técnica
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