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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a concentracéo plasmatica de diclofenaco sédico (DS) emulgel em cdes com ou
sem o uso de fonoforese e de verificar se a fonoforese induz & maior absorcéo desse farmaco, foram
utilizados cinco cées, e todos eles passaram por oito grupos distintos. Um grupo recebeu, via oral, um
comprimido de DS, 40mg, por animal, e sete grupos receberam aplicacéo transdérmica de diclofenaco
sodico emulgel por ultrassom. Pela via transdérmica, a &rea de aplicacdo era de 20cm2. A frequéncia do
ultrassom foi de 1MHz, modo continuo, com intensidade de 0,4Wcm™. Colheram-se amostras de sangue
antes de se executarem os protocolos — tempo zero —, ap6s uma hora — tempo 1 — e apds quatro horas da
aplicacdo — tempo 2 — em todos 0s grupos, e realizou-se anélise das amostras por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Houve diferenca (P<0,05) apenas nas amostras no tempo 1 do grupo que recebeu dose
oral de DS em relagdo as outras amostras. Nao foi possivel verificar concentracdo plasmatica de
diclofenaco sddico com aplicacdo tdpica em cdes submetidos ou ndo a fonoforese, apenas quantificou-se
o diclofenaco sddico pela administragdo via oral. A facilitagcdo da penetracdo transdérmica pelo ultrassom
ndo foi verificada sob o protocolo especificado nesta pesquisa.

Palavras-chave: cdo, sonoforese, diclofenaco sddico, CLAE
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the plasma concentration of diclofenac sodium (DS) in dogs
submitted to diclofenaco phonophoresis and to evaluate if phonophoresis induces greater absorption of
this drug in dogs. Five dogs were used in eight different groups at different times: One group received
oral administration of 40mg of DS per dog and seven groups received topical application of emulgel DS.
The topical application area was 20cm2. A continuous ultrasound frequency of 1MHz and intensity of
0.4W cm was used. Blood collections were performed before the treatment (T0), and 1h (T1) and 4h
(T2) after ultrasound application for all groups. DS concentrations in plasma were measured by high
performance liquid choramatohraphy (HPLC). There was significant increase of DS plasma
concentration only at T1 in the oral administration group. It was not possible to detect any concentration
of DS in the plasma of dogs after topical application of DS, even after DS phonophoresis. The facilitation
of transdermal penetration by ultrasound has not been verified under the protocol specified in this
research.
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INTRODUCAO

Ultrassom significa “além do som”. Trata-se de
vibragfes mecénicas, produzidas eletricamente
(Low e Reed, 2001), inaudiveis, de alta
frequéncia, que podem produzir efeitos
fisiologicos térmicos e ndo térmicos (Prentice,
2003). Na pratica médica, essa modalidade
terapéutica é uma das mais utilizadas,
principalmente com a intencdo de estimular a
cicatrizacdo e aliviar a dor (Drapper e Prentice,
2004). Quando um feixe de onda ultrassdnica
atinge uma interface acustica, parte da energia é
refletida ou refratada. Quando o ultrassom entra
em contato com o ar, produz uma refracdo quase
total da energia. Assim, € necessario meio de
acoplamento na interface transdutor e local da
aplicaco (pele) para permitir que as ondas
passem do transdutor para os tecidos (Starkey,
2001).

A movimentagdo do transdutor durante a
aplicacdo do ultrassom pode reduzir os
efeitos danosos das ondas estaciondrias. Essa
movimentacdo do transdutor deve ser a uma
velocidade aproximada de 4cm s (Drapper e
Prentice, 2004). As ondas emitidas podem ser em
modo continuo, em que a energia do ultrassom
estard sendo produzida em tempo integral, ou
modo pulsado, em que a energia é interrompida
em intervalos chamados off time (Drapper e
Prentice, 2004).

A administracdo tépica de medicamentos
objetiva a penetragdo do principio ativo nos
tecidos, tais como musculo e articulac@es, abaixo
do sitio de aplicacdo. Um problema associado a
eficacia do uso topico dos anti-inflamat6rios ndo
esteroidais (AINES) é o acesso ao tecido-alvo: se
0 principio ativo penetra nos tecidos mais
profundos por difusdo simples, a partir do local
de aplicagéo, ou se o farmaco é absorvido pela
circulagdo sanguinea local e, subsequentemente,
distribuido pela circulagéo sistémica (Solignac,
2004; Petersen e Rovati, 2009).

Na tentativa de mostrar a eficacia da
disponibilidade aumentada do farmaco, foi
realizada administracdo tépica e intravenosa in
vivo do piroxicam em ratos. Os resultados
obtidos ddo suporte a hipGtese de que a
administracdo topica pode levar ao aumento na
concentragdo local do farmaco nos tecidos
subjacentes, tal como o musculo, sem antes

1450

entrar na circulacdo geral (McNeill et al., 1992).
E importante ressaltar que, em caninos e felinos,
a vascularizacdo da regido epidérmica da pele é
menos desenvolvida do que em seres humanos,
antropoides e suinos (Pavletic, 1998).

A utilizagdo local de AINES como forma
terapéutica no alivio de afec¢des inflamatorias e
dolorosas tem despertado o interesse de muitos
profissionais da salde e pesquisadores, pois
apresenta inimeras vantagens em rela¢do ao uso
sistémico, principalmente por evitar os efeitos
indesejaveis  gastrintestinais (Rosim, 2003;
Fusaro, 2006; Barnes, 2008).

Existem varias formas de administracdo
medicamentosa. Uma delas é a fonoforese.
Fonoforese ou sonoforese é o movimento de
farmacos para dentro dos tecidos cutaneos, sob a
influéncia da energia ultrassdnica (Low e Reed,
2001; Starkey, 2001). Para Drapper e Prentice
(2004), é uma técnica que melhora o
fornecimento de medicacdo especifica aos
tecidos e que tem como maior vantagem o fato
de fornecer medicamento de maneira segura,
indolor e ndo invasiva. Possui ainda o
beneficio de permitir a penetracdo nos tecidos,
de forma ndo invasiva, e o de diminuir o
efeito de passagem (Starkey, 2001) ou
biotransformagdo, que seria a transformacdo
quimica de substancias, pois muitos agentes
biotransformados podem ser responsaveis por
efeitos téxicos ao organismo (Florio, 1999).
Além disso, a auséncia de degradacdo pelo trato
digestério evita efeitos colaterais associados
ao metabolismo gastrintestinal, normalmente
decorrentes da administracdo por via oral (Wu et
al., 1998). Segundo Fusaro (2006), a via
transdérmica associada ao ultrassom terapéutico
representa otimizagdo no método, pois ela
demonstrou que a fonoforese induziu a maior
absorcdo de diclofenaco dietilamdnio.

A aplicagdo do ultrassom necessita de agentes de
acoplamento, que podem ser géis (Starkey,
2001). Em fonoforese, € muito importante a
eficacia dos meios de acoplamento, pois alguns
deles impedem a passagem do som, podendo-se
aplicar separadamente o gel e a medicagdo,
sendo esse método conhecido por “método
invisivel” (Starkey, 2001). A eficicia da
fonoforese ndo foi totalmente comprovada e
ainda existem controvérsias, muitas delas
relacionadas ao tipo de agente acoplador
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utilizado e a concentracdo do medicamento
(Starkey, 2001). Barnes (2008), em estudo sobre
a exposi¢do do diclofenaco sédico ao ultrassom,
sugere a auséncia da degradacdo do farmaco,
elegendo-o para o uso em fonoforese

O diclofenaco sodico é um potente anti-
inflamatério ndo esteroidal e analgésico, que tem
acdo sobre a inibicdo da ciclooxigenase e da
lipoxigenase. Sua utilizacdo em cdes €
contraindicada devido aos efeitos colaterais,
principalmente sangramento gastrico (Tasaka,
1999). E rapidamente absorvido, depois da
administracdo oral, e sua concentragdo
plasmaética é atingida dentro de duas a trés horas.
Estudos em analgesia pds-cesariana, em
humanos, indicam que tanto a necessidade de
opioides quanto o0s escores de dor podem
ser diminuidos quando o diclofenaco for
administrado em diferentes doses e por diferentes
vias (Cardoso, 2002). As propriedades
analgésicas do diclofenaco tém sido atribuidas
aos seus efeitos sobre a sintese periférica de
prostaglandinas. O diclofenaco pode ser
administrado por via oral, retal ou parenteral em
humanos. A via menos invasiva deve ser sempre
a escolhida (Cardoso, 2002).

Em humanos sadios, Porta (1992) administrou
diclofenaco sddico peroral, e Rosim (2003)
Voltaren Emulgel® por fonoforese em area de
225cm?, tempo de cinco minutos de irradiagdo,
intensidade de 0,5Wcm™, frequéncia de 1Mhz e
modo continuo; ambos os autores constataram
facilitacho transcutdnea. Fusaro (2006), ao
administrar diclofenaco dietilamonio, em &rea de
150cm?, e adotar o restante do protocolo igual ao
de Rosim (2003), observou maior absor¢do do
farmaco por fonoforese, mas 75% das amostras
ficaram abaixo do limite de quantificacdo, que
foi de 50ngmL™. Todos esses autores avaliaram a
concentragdo plasmatica de diclofenaco por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
mostrando que é um método eficiente de
guantificacdo  deste farmaco em plasma
sanguineo.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
concentragdo plasmética de diclofenaco sédico
em cdes apos sua aplicacdo na forma de emulgel
por fonoforese sob diferentes protocolos de
tratamentos e verificar se a fonoforese interfere
na absorcéo deste farmaco.
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MATERIAL E METODO

A pesquisa seguiu as normas de experimentacéo,
segundo o Comité de Etica e Bem- Estar
Animal da Universidade Federal de Santa
Maria, e foi aprovada sob o0 processo
administrativo ndmero 23081.018091/2008-48.
Foram utilizados cinco cdes, sem raca definida,
fémeas, com massa corporal entre 9 e 16kg.
Antes da experimentacdo, os animais foram
submetidos previamente ao procedimento de
ovariossalpingo-histerectomia, sendo alojados
em canis individuais por 15 dias para adaptacdo
ao local. Nesse periodo, os animais receberam
alimentacdo duas vezes ao dia e 4gua a vontade.
Foi também administrado anti-helmintico
(pamoato de pirantel/praziquantel), na dose de
25mg kg*, e realizaram-se hemograma e
avaliacdo sérica de alanina-aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (FA). Foram
selecionados apenas cdes cujos resultados dos
exames bioguimicos estivessem dentro da
normalidade para a espécie. Apds o término do
estudo, os animais foram doados.

Foram compostos oito grupos (Fig. 1), e todos
0s cdes participaram de todos eles. Os
procedimentos foram: grupo 1 - aplicagéo
de ultrassom acoplado a gel comum para
ultrassonografia por seis minutos, remocdo do
gel com papel-toalha e, ap6s aplicacdo de 2g de
diclofenaco sodico (DS) emulgel (1%), com
permanéncia por seis minutos, retirada do DS;
grupo 2 — aplicacdo de 2g de DS emulgel tépico,
com permanéncia por seis minutos, e posterior
retirada do DS; grupo 3 — aplicacdo de 2g de DS
emulgel, posteriormente recoberto com gel
comum para acoplamento e emprego do
ultrassom pelo tempo de seis minutos, seguida de
retirada do gel comum e do DS; grupo 4 —
repeticdo do protocolo do grupo 1, com o
ultrassom desligado; grupo 5 — repeticdo do
protocolo do grupo 3, com o ultrassom
desligado; grupo 6 — aplicacdo de 2g de DS
emulgel tépico e aplicagdo do ultrassom
diretamente sobre o DS pelo tempo de seis
minutos, e posteriormente retirada do emulgel
excedente; grupo 7 — repeticdo do protocolo do
grupo 6, com o ultrassom desligado; grupo 8 —
administracdo oral Unica de 40mg de DS
comprimido por animal.
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Gl Gll GlIl GIV

Aplicagdo topica de
DS

Remogdo apds 6 min desligado

Protocolo Gl com US

GV GVI GVII GVIIl

Fonoforese
diretamente sobre Administragdo oral
DS por 6 min de Ds (40mg por
removendoem animal)
seguida

US sobre o local + Fonoforese com DS

aplicagdo topica de +gel comum por 6

DS min removendo em
Remogao apds 6 min seguida

Protocolo GVI com
US desligado

Protocolo GlIl com
US desligado

Figura 1. Diagrama representando o protocolo dos grupos de cdes submetidos ou ndo a fonoforese.

(DS) = diclofenaco sodico.

Em cada cdo, aplicou-se o diclofenaco sédico
emulgel no membro peélvico direito, na regido
lateral da coxa, com movimentos circulares, na
velocidade de 4cm? s*, conforme descrito por
Drapper e Prentice (2004). Usou-se &rea de
20cm? (5x4cm), demarcada por pincel de tinta,
precedida de tricotomia com maquina especifica
e lamina nimero 40, e fez-se a limpeza local com
solugdo fisiologica e alcool 92,8gL. A frequéncia
do ultrassom foi de 1MHz, a area de radiagdo
efetiva do ultrassom foi de 3,5cm?, modo
continuo, com intensidade de 0,4Wcm™ pelo
tempo de seis minutos, e 0 meio de acoplamento
do cabecote gel comum ou diretamente
diclofenaco so6dico conforme protocolo dos
grupos. A concentracdo do gel de diclofenaco
sodico foi de 1% em cada aplicacdo. A aplicagdo
do US (ultrassom) foi realizada todas as vezes
pelo mesmo individuo. Cada protocolo foi
empregado uma vez em cada animal, e estes
foram submetidos ao novo protocolo apds o
periodo de sete dias.

Para a avaliagdo plasmatica da concentracdo de
diclofenaco sodico, realizou-se a coleta de
amostra de sangue da veia jugular antes de se
executarem os protocolos (tempo zero), apds
uma hora (tempo 1) e ap6s quatro horas da
aplicacdo (tempo 2) em todos os cdes de cada
grupo. Os animais permaneceram sob restricdo
alimentar até a dltima coleta e usaram colar
elisabetano para protegdo da area de aplicacéo.
Cada amostra foi identificada, colocada em tubos
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contendo EDTA e, ap6s centrifugagdo a 3500 x g
por 10 minutos, o plasma, extraido com pipeta,
foi acondicionado em tubos Eppendorf,
identificado e armazenado em freezer até a data
da realizac@o da analise por CLAE.

A quantificagdo do diclofenaco nas amostras de
plasma foi realizada utilizando-se equipamento
cromatogréfico HPLC (CLAE) Waters Alliance®
, equipado com detector Waters 2487 UV-vis
operando no comprimento de onda de 276nm. A
separacéo foi feita em uma coluna Symmetry®
C18, 5um de 250x4,6mm, protegida por pré-
coluna Symmetry® C18, 5pum de 3,9x20mm, em
fase reversa, composta por isopropanol, agua,
acetonitrila e tampdo acetato pH 4,0, na
propor¢do de 48, 22, 10 e 20%, respectivamente,
com fluxo de 0,45mL min™. O processamento foi
executado com base no método publicado por
Rigato et al. (2009), em que 200uL de plasma
foram tratados com 200uL de padrdo interno
(naproxeno) em  acetonitrila para uma
concentracdo final de 5ug mL™. A mistura foi
agitada em vdrtex e, em seguida, centrifugada a
15000 x g por 10min & temperatura de 4°C.
Transferiu-se o sobrenadante para insert, e
100puL dele foram injetados no sistema
cromatografico.

Para andlise estatistica, aplicou-se andlise de
variancia de uma via, seguida de teste de Tukey
(P<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Somente na administracdo oral — grupo 8 -
puderam-se observar concentragdes plasmaticas
de diclofenaco sédico apds uma e quatro horas.
No tempo anterior a administracdo (zero),
nenhuma amostra apresentou o produto. Nos
outros grupos — 1 a 7 —, ndo se observou valor

plasmaético de diclofenaco sodico, ou este estava
abaixo do limite de quantificacdo pelo método
bioanalitico desenvolvido, que foi de 25ng mL™.
Para esses niveis abaixo do limite de
quantificagdo, atribuiu-se valor zero para calculo
estatistico. Houve diferenca (P<0,05) apenas no
tempo de uma hora do grupo 8 em relacdo aos
demais tempos e grupos (Fig. 2).
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8000
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3000

2000

Concentragdo plasmatica (ng/ml)

1000 !

cl c2

c4 c5 Mediana

Mt0 0 0

0 0 0

Htl 2959 1271 3685,1

6343,1 8395,1 3685,1

B t2 729,5 909,2

471,47

969,93 141,34 729,5

Caes

Figura 2. Representacdo nas variagGes das concentragdes plasmaticas do diclofenaco sédico nos tempos
zero, 1 (uma hora) e 2 (quatro horas) em cada céo, nas amostras obtidas a partir do protocolo 8 (via oral) e
a mediana. No tempo zero, as amostras ndo apresentaram valores de diclofenaco quantificaveis

(<25ng mL™); notar significancia (*) no t1.

Este resultado mostra que 0 método bioanalitico
desenvolvido foi adequado para a deteccdo e a
quantificacdo do diclofenaco em amostras de
plasma e que a aplicacdo do diclofenaco emulgel
nos protocolos dos grupos 1 a 7 ndo determinou
absorcdo para quantificagdo plasmatica do
produto.
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A utilizac8o do DS foi em razdo de sua a¢&o anti-
inflamatoria e analgésica, descrita por Cardoso
(2002), e mesmo que este farmaco seja
contraindicado para cdes (Tasaka, 1999), optou-
se por utiliza-lo em razdo de seu baixo custo e da
facilidade de obtencdo, e, também, por se
acreditar que a via topica ndo causaria efeitos
colaterais em cées. A dose administrada foi
adaptada de Hosny et al. (1996), que utilizaram
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50mg de diclofenaco sodico por cdo na raca
Beagle com dispositivo retal. Pelo fato de a via
de administracdo ser diferente neste trabalho,
foram utilizados 40mg de diclofenaco sédico por
animal. A quantidade de diclofenaco emulgel e o
protocolo de aplicacdo do ultrassom foram
adaptados de Rosim (2003), E importante citar
que, conforme Barnes (2008), ndo ha um
consenso de protocolo padrdo concernente a
aplicacdo do ultrassom. A escolha do protocolo,
em cdes, € basicamente empirica, provavelmente
devido ao fato de haver limitado nimero de
publicagdes na area e de os dados obtidos serem
conflitantes ou adaptados de literatura humana.

A &rea no membro pélvico foi escolhida em
razdo da facilidade de aplicacdo e da alta
incidéncia de lesGes traumaticas nessa regido. A
baixa intensidade e o modo pulsado, utilizados
nesta pesquisa, Sd0 as caracteristicas do
equipamento desenvolvido, o qual tem sido
empregado em investigagbes experimentais e
clinicas por Xavier e Duarte (1983) e Rubin et al.
(2001). A quantidade de 2g de diclofenaco
sodico aplicada, nos grupos sem o gel comum
para ultrassonografia, foi suficiente para a
realizacdo da sessdo, evitando que o cabegote do
ultrassom ficasse sem o meio de acoplamento,
segundo recomenda Starkey (2001). Os tempos
das coletas foram baseados no Dicionario
de Especialidades Farmacéuticas Interativo
(Dicionario..., 2005/2006), no qual consta que a
meia-vida terminal do diclofenaco no plasma é
de 1-3 horas.

N&o houve diferenca (P<0,05) entre os cdes dos
grupos submetidos ao ultrassom (fonoforese) e
aqueles sem o uso do ultrassom, ndo se
evidenciando valor plasméatico de diclofenaco
sodico, ou este estava abaixo do limite
de quantificagdo do método bioanalitico
desenvolvido. Em estudo com diclofenaco
dietilaménio em humanos sadios, Fusaro (2006)
relatou que, em 75% dos voluntarios submetidos
a fonoforese ou a aplicacdo topica sem
ultrassom, as concentragfes plasmaticas de
diclofenaco ficaram abaixo do limite de
deteccdo, que foi de 50ng mL™. Rosim (2003)
mostrou que o ultrassom com diclofenaco sédico
facilitou a penetragdo transcutdnea em humanos.
Para McNeill et al. (1992) e Fusaro (2006), a
quantificacdo de diclofenaco plasmatico pode
ndo ocorrer, mas houve indicios de que possa
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existir concentracdo local, abaixo da pele, na
area de fonoforese. Carnio (2005), em avaliagao
da fonoforese com diclofenaco sodico em
gelatina imitando pele humana, verificou que a
penetragdo do medicamento foi de 3mm para a
iradiacdo com 1,0Wem? e de 5mm para a
irradiacdo com 1,5Wcm? de forma continua e
estacionaria por cinco minutos, confirmando a
concentracdo local. Para testar essa hipotese no
cdo, seria necessario avaliar a regido da area de
aplicacdo, a fim de determinar a presenca do DS.

Uma das causas da ndo quantificagdo pode estar
relacionada a &rea e ao tempo de exposicdo do
farmaco (McNeill et al., 1992). A &rea e 0 tempo
de exposicdo utilizado por Rosim (2003) foram
maiores. Ainda, pode-se levar em consideracéo
as propriedades fisicas e anatdbmicas da pele; em
caninos e felinos, a vascularizacdo da regido
epidérmica da pele é menos desenvolvida do que
em seres humanos, antropoides e suinos
(Pavletic, 1998). Por este motivo, pode-se inferir
que haja menor absor¢do do fA&rmaco em canino.
A ndo quantificacdo sérica e o entendimento da
presenca do farmaco na regido de aplicacdo sdo
desejdveis, pois a espécie canina é muito
susceptivel aos efeitos colaterais do diclofenaco
em concentraces plasmaéticas elevadas, sendo o
ideal que se mantivesse apenas a concentracdo
inibitéria minima local. Portanto, h& necessidade
de estudos subsequentes em pacientes enfermos
para verificar se essa técnica é eficiente no
controle anti-inflamatorio ou analgésico local.

CONCLUSOES

A aplicacdo topica de diclofenaco sédico, em
cées submetidos ou ndo a fonoforese, com
intensidade de 0,4Wcm? modo continuo,
frequéncia de 1MHz em tempo de irradiacdo de
seis minutos, ndo detecta concentragcdo
plasmatica do farmaco por HPLC, que foi
quantificado apenas pela administracdo oral. O
protocolo utilizado demonstra que ndo ha
facilitacdo da penetragdo transdérmica pelo
ultrassom, pela avaliagdo do plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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