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RESUMO

A Arnica montana é um fitoterapico comumente utilizado com fins medicinais
devido ao efeito anti-inflamatorio que possui. Da mesma forma, o equipamento de
Ultra-som Terapéutico (UST) é utilizado na Fisioterapia para controlar sinais
inflamatorios como dor e edema, além de, através da fonoforese, veicular
substancias através da pele devido a sua capacidade de alterar a permeabilidade da
membrana celular, proporcionando desta forma, aumento da absorcdo de
substancias de uso terapéutico. Considerando os efeitos da Arnica montana, da
técnica de fonoforese através do ultra-som e o desenvolvimento tecnolégico de
medicamentos de origem vegetal, o objetivo geral da presente pesquisa é investigar
o potencial de degradacao da Arnica montana quando submetida ao uso de UST,
através de fonoforese, por meio de técnicas de espectrofotometria, voltametria
ciclica e amperometria. Para esta analise, foram utilizadas amostras de extrato
glicélico de Arnica montana na diluicdo de 100 mL/L. O ultra-som foi aplicado no
modo continuo e pulsado (a 100 Hz com ciclos de duracdo de pulso de 20%) na
intensidade de 1,0 W/cm?, nos tempos de 0, 5, 15, e 25 minutos. As técnicas de
espectrofotometria, voltametria ciclica e amperometria foram realizadas antes e apos
a exposicdo das amostras ao Ultra-Som, construindo-se curvas analiticas
comparadas as curvas obtidas na auséncia de radiacdo. Os resultados demonstram
possibilidade de deteccdo da degradacdo da Arnica montana através das técnicas
analiticas utilizadas. Sendo assim, concluiu-se que a ac¢éao fisica e quimica do US,
tanto continuo quanto pulsado, promove alteracdo eletroquimica do substrato
estudado (Arnica montana) envolvendo o solvente (agua) e também o extrato. A
degradagcédo do extrato de Arnica (formacdo de subprodutos) permite sugerir o
aumento da mobilidade molecular, fator este positivo no que se refere ao uso do US,
atraves da técnica de fonoforese.

PALAVRAS-CHAVE: Ultra-som. Fonoforese. Arnica Montana. Espectrofotometria.
Amperometria. Voltametria ciclica.



ABSTRACT

Arnica montana is a phytotherapic commonly used for a medicinal purpose
due to its anti-inflammatory effects. The ultrasound equipment is used the same way
in Physiotherapy to control inflammatory signs like pain and edema, besides
propagating substances through the skin, by phonophoresis, due to its capacity of
altering the cell membrane permeability, this way providing substance absoption
increasing. Considering the Arnica montana effects, from phonophoresis technique
through the ultrasound and the medicines technological development of vegetal
origin, this study’s general aim is to investigate Arnica montana degradation when
undergone to the therapeutic ultrasound use through phonophoresis using
Amperometry and cyclic and cyclic voltammetry techniques. Samples of Arnica
montana glycolic extract in a glycolic extract in a 100 mL/L dilution were used. The
ultrasound was put into practice at pulsate and continuous mode (at a 100 Hz with
20% pulse duration cycles) at a 1.0 W/cm? intensity and in times of 0, 5, 15 and 25
minutes. The cyclic voltammetry and amperometry were performed before and after
the Arnica montana samples exposure to ultrasound, thus forming analytic curves
compared to the ones obtained in the absence of radiation. As a result it was
concluded that the ultrasound physical and chemistry’s action provides
electrochemistry alteration of studied substrate (Arnica montana) involving solvent
(water) and extract as well. Furthermore, the findings show the possibility of Arnica
montana possibility of degradation detection through cyclic voltammetry and/or
amperometry techniques.

KEY-WORDS: Ultrasound. Phonophoresis. Arnica Montana. Cyclic voltammetry.
amperometry.
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1 INTRODUCAO

No contexto atual, a procura de um contorno corporal harmoénico, com
cicatrizes cada vez menores, atraves de cirurgia plastica, tem sido alvo de interesse
de inUmeros pacientes. Consequentemente todos os profissionais que atuam na
area, passam a desenvolver e aprimorar técnicas que visem a minimizacdo dos
efeitos ocasionados pelo trauma cirargico. Desta forma, a procura de novos e
melhores métodos de tratamento, com seguranca, eficacia e qualidade, constitui

uma importante fonte de inovacdo em saude.

Todavia, sem duvida, a busca pelo éxito terapéutico pelos profissionais da
area da saude, concorre com a insuficiéncia de pesquisas e materiais cientificos

publicados.

Nesse contexto, as dificuldades e entraves existentes para a ampliacdo de
opcOes terapéuticas, que incluem a necessidade de aproximagdo com o
desenvolvimento de pesquisas, terminam por dificultar a previsdo dos riscos
relacionados aos procedimentos e aos elevados graus de incerteza em relacdo aos

resultados esperados.

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, no inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
divulgou que 65-80% da populacdo de paises em desenvolvimento dependiam de
plantas medicinais como um cuidado basico de saude. A utilizacdo destas plantas é

uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade, sendo que no
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Brasil, as plantas medicinais da flora nativa necessitam de estudos sobre a
comprovacédo de suas propriedades farmacolégicas, considerando que sua utilizacao
esta fortemente vinculada ao uso popular e propagadas por comerciantes (Veiga
Junior; Pinto, 2005).

Varias plantas vém ganhando também, a aceitacao por parte dos profissionais
da &rea cosmética e dos consumidores. O uso de extratos vegetais em produtos
cosmeéticos tem sido cada vez mais motivado pelos pesquisadores e formuladores
da area. Porém, é preciso cautela e um estudo minucioso da eficacia de cosméticos
contendo extratos vegetais para a obtencéao de produtos de alta qualidade (Chorilli et
al, 2004).

Segundo a OMS, planta medicinal pode ser definida como “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (Veiga
Junior; Pinto, 2005).

De acordo com a Vigilancia Sanitaria, portaria n°® 6/MS/SNVS, de 31 de
janeiro de 1995, fitoterapico é “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagndsticos, com beneficio para o usuario. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade: é o produto final acabado,
embalado e rotulado” (ANVISA, 2005).

A Arnica montana, popularmente conhecida como Arnica, € uma planta
herbacea da familia das compostas, nativa das regides montanhosas da Europa. O
primeiro registro escrito sobre os poderes curativos desta planta apareceu na
Alemanha do século Xll, com Santa Goettingen, preconizando seu emprego em
ferimentos. No inicio do século XVIII a Arnica estava consagrada pela medicina
oficial e era largamente empregada em toda a Europa (Teske,Trentini, 1997).

Estudos fitoquimicos de sua composicdo registram a presenca de lactonas
sesquiterpénicas (helenalina e diidrohelenalina), acidos graxos (acético, isobutirico,
2-metilbutirico, metacrilico), flavondides (isoquercetina, luteolina-7-glucosideo,
astragalina), 6leos fixos (acido oléico, acido laurico, acido palmitico), acidos diversos
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(férmico, caféico, angélico, malico), triterpenos (arnidol, pradiol,arnisterina),
derivados do acido cindmico (acido clorogénico), O6leos essenciais,
xantofiloposideos, carotendides, ceras, poliacetilenos, resinas, taninos, cumarinas,
inulina, arnicina, fitosterina e o alcaléide Arnicaina (Teske,Trentini, 1997; Bisset,
1994; Oliveira, Akisue, 1989).

Estudos pré-clinicos com a Arnica 6CH (homeopatia) na inflamacdo aguda
(promovida pela aplicacdo de carragenina) e crénica (promovida pela administracao
de nistatina) demonstram eficacia quando é realizado um pré-tratamento com o
medicamento. Com este pré-tratamento foi observada, também, a reducdo do
edema e da permeabilidade vascular provocada pela histamina (Macédo et al.,
2004).

E frequentemente empregada por via topica no tratamento de ferimentos,
escoriacdes, traumatismos e contusdes, pela aplicacdo sobre a area afetada com
auxilio de algoddes ou compressas embebidas em tinturas ou maceracao em alcool
de suas folhas e rizomas (Harry, Matos, 2002). Na homeopatia é utilizada em
qualquer tipo de manifestacdo traumatica, tanto fisicas (hematomas ou equimoses
causadas por traumatismos e tor¢cdes ou por esforco muscular excessivo), quanto
mentais (causadas por estresse, fadiga ou acontecimentos marcantes). Apresenta-
se também como um excelente remédio para o coragdo e a circulagdo (Vannier,
Poirier, 1987; Voisin, 1984; Tetau, 1979).

Fenner et al (2004), em um levantamento bibliografico etnobotanico realizado
em obras publicadas a partir de 1840 sobre plantas de uso popular com atividade
anti-fungica, citam a Arnica montana como uma planta da familia vegetal
Asteraceae, nome cientifico Arnica montana L., nome popular Arnica, com acgao anti-
séptica, sendo que a parte vegetal utilizada € a raiz e os capitulos florais, tendo
como referéncias 0s seguintes autores e anos de publicacdo sobre o assunto:
(Caminhoa, 1877, além de Moreira Filho e Golltcher, 1972).

Gongalves, Lucio e Gil (2007), atribuem ao uso da Arnica montana, efeitos
analgésicos, antiinflamatérios, anti-sépticos, estimulante do crescimento capilar,
hipotensora e antimicrobiana, tendo como marcadores flavondides, 6leos volateis,

taninos e resinas.
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Os flavonoides, presentes em sua composi¢do, sdo compostos polifendicos
de baixo peso molecular e através de sua capacidade de modular atividades
enzimaticas interferem no funcionamento de alguns sistemas celulares
proporcionando acdes anti-inflamatdérias, cicatrizantes, anti-oxidantes, dentre outras
(Kanashiro et al, 2005; Aguiar, 2005)

E importante ressaltar que, apesar de plantas medicinais e fitoterapicos,
serem frequentemente consideradas como indcuas, Oliveira & Goncgalves (2006),
realizaram uma extensa revisao bibliografica e, selecionaram aquelas que , a partir
de relatos da literatura, apresentassem potencial de toxicidade, dentre elas a

Arnica montana.

A Arnica deve ter seu uso oral evitado devido a toxicidade das lactonas
sesquiterpénicas. Os riscos da planta ao ser utilizada na forma oral sdo possivel
ocorréncia de nauseas e irritacdo gastrica e, com doses muito elevadas, pode
ocorrer dispnéia. A helenalina diminui a reabsor¢cdo de calcio, provavelmente por
acao estabilizadora de membrana, o que € responsavel pelos efeitos toxicos.
Externamente pode provocar dermatite edematosa, com formacao de vesiculas e
sensibilizacdo (Teske, Trentini, 1997; Bisset, 1994; Voisin, 1984).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria alerta para o fato de que a
fabricacdo e a comercializacdo de produtos fitoterapicos sé poderéo ser feitas apos
autorizacdo de funcionamento da empresa e registro de produtos junto ao 6rgao
competente do Sistema Unico de Saude, de acordo com a Portaria 1585/MS de
26.08.94 (D.O.U de 29.08.94). E necessario a apresentacdo de estudos cientificos
que comprovem a seguranca e a eficicia terapéutica do produto fitoterapico, sendo
que produtos que foram registrados em épocas, cujo conhecimento cientifico era
incipiente, torna-se necessario rever processos e adequa-los aos requisitos de
seguranca, eficacia e qualidade e, portanto as bulas e rétulos deverdo conter,
obrigatoriamente, os seguintes dizeres: "produto em estudo para avaliacao cientifica
das indicacOes terapéuticas e da toxidade, o uso deste produto estd baseado em
indicacdes tradicionais” (ANVISA, 2005).
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No que se refere a produtos a base de Arnica, produzidos pelas empresas de
fitoterapicos, os extratos alcodlicos e glicélicos sdo os mais utilizados, para fins

analgésicos, anti-inflamatorios, cicatrizantes, entre outros (Tetau, 1993).

Um fator de extrema relevancia é a época em que uma droga € coletada,
considerando o fato de que seus constituintes ativos ndo sdo constantes durante
todo o ano. Ou seja, podem ocorrer variagbes sazonais no conteado de
praticamente todas as classes de metabolitos secundarios, sendo o caso das
lactonas sesquiterpénicas produzidas em Arnica montana, considerada o principio
ativo anti-inflamatério essencial da planta. Além disso, plantas jovens também
acumulam helenalina, responsavel pelos efeitos toxicos da planta (Gobbo-Neto,
Lopes, 2005).

O ultra-som (US) é uma modalidade terapéutica amplamente utilizada na
pratica da fisioterapia. As ondas ultra-sobnicas sdo geradas por transdutores que
convertem energia elétrica em energia mecéanica e vice-versa, gragas a materiais
piezoelétricos, que geram efeitos de mesmo nome, os efeitos piezoelétricos
(Kitchen, 2003).

O equipamento terapéutico se caracteriza por apresentar uma frequéncia de 1
a 3 MHz, intensidade entre 0,01 a 3,0 W/cm?, nos modos continuo e pulsado (Guirro,
santos, 1997). A intensidade da radiacdo é um fator essencial para o sucesso da
terapia, bem como seu tempo de aplicacdo. A quantidade de energia total
depositada sobre um tecido biologico depende dos seguintes parametros: poténcia
acustica; tempo; freqiéncia e area de radiacdo efetiva do transdutor (ERA). A ERA
compreende todos 0s pontos nos quais a intensidade ultra-sdnica € igual ou superior
a 5% da intensidade ultra-s6nica maxima espacial, expressada em centimetros
quadrados, sendo que existem dois padrdes que especificam métodos para sua
medida que sdo o Food and Drug Administration — FDA que aplica-se aos
equipamentos usados nos Estados Unidos e o INTERNATIONAL
ELECTROTECHNICAL COMISSION, relevante para todos os aparelhos do mundo.
Porém, no Brasil, ndo existem laboratorios que prestem servicos com regularidade
para a medi¢cdo da ERA, e dessa forma, sdo as proprias industrias fabricantes que
guantificam a ERA de seus equipamentos (Guirro, Santos, 2002; Guirro et al, 1997).



19

O US produz dois efeitos fundamentais ou primarios no organismo: efeito
mecanico e efeito térmico, que prevalecerdo de acordo com o regime de pulso
aplicado, continuo ou pulsado bem como da energia depositada. No US continuo a
emissao do feixe ultra-sénico se da de forma continua, sendo que no US pulsado, a
emissdo é interrompida de forma periddica, intercalando pausas. Portanto, na
modalidade pulsada poderdo obter-se efeitos térmicos minimos, estabelecendo-se
uma modulacdo de conjunto de pulsos. Ja na modalidade continua, doses baixas
podem praticamente nao elevar a temperatura dos tecidos. Nesse sentido, sO
ocorrera diferenca de temperatura entre os dois regimes de pulso caso a energia

depositada no modo continuo seja maior (Agne, 2004; Guirro & Guirro, 2002).

Isso posto, as ondas ultra-sGnicas que atingirdo uma determinada regido
dependem de varios fatores, tais como: intensidade; freqiiéncia; regime de pulso;
area do transdutor; tempo de aplicacdo; técnica de aplicacdo e agente de
acoplamento. Na pratica clinica ndo ha dose padronizada, porém, sabe-se que

doses superiores a 1,0 W/cm? podem provocar lesées (Guirro et al, 1996).

O ultra-som terapéutico tem sido aplicado a uma grande variedade de
condicdes traumaticas e inflamatdrias agudas e subagudas, reumatoides e artriticas

cronicas, tecido fibroso cicatricial excessivo e para o alivio da dor (Low, Reed, 2001).

A pele € um érgdo que protege o organismo da entrada de substancias
nocivas ao organismo, evita a evaporacdo excessiva da agua, além de possuir a

funcao de barreira (Chorilli et al, 2005).

A transmissdo transdérmica oferece uma forma viavel de permeacédo de
farmacos quando a droga ndo pode ser utilizada por via oral ou injetavel, no entanto
a pele possui uma barreira eficaz que nao permite a permeacao facil de drogas.
Essa propriedade de barreira da pele é atribuida a camada cérnea que € formada
por uma bicamada lipidica que aumenta a resisténcia de transporte de ions e
cornedcitos (Campos, 2004).

Devido a dificuldade de penetracdo de drogas pela pele, agentes quimicos e
fisicos vém sendo pesquisados para que se torne mais facil a permeacao de
agentes farmacolégicos (Campos, 2004), para tanto sugere-se o uso de US
(Mitragotri, 1995), pois a agdo de uma forca fisica acentua a permeabilidade da pele
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(Ueda et al, 1996), assim como os efeitos térmicos podem alterar estruturas
quimicas da pele (Hippius et al., 1998).

Strassm Covnenny Nooral Desertnohuragie de Soeium Covmasn

FIGURA 1- Representacdo esquematica do tecido antes da aplicacdo do US (a
esquerda) e formacdo de bolhas gasosas em azul (cavitacdo), forca fisica que

acentua permeabilidade da pele (a direita)
Fonte: Cérnio, 2006.

Chorilli et al (2004) afirma que a presenca de promotores de permeacéao,
atuando por mecanismos diversos, pode proporcionar variagdes no fluxo de uma
substancia através da pele, mediante modificacdes na estrutura das membranas
celulares, alteracéo dos coeficientes de difusdo e dos coeficientes de partilha estrato
corneo-veiculo, influenciando no conteudo hidrico ou ainda por diminuicdo das
tensdes de interface. Tais promotores, todavia, devem apresentar-se indcuos, nao
interferindo nos principios ativos nem modificando as caracteristicas fisicas e
sensoriais proprias de cada produto, devendo também apresentar efeito imediato e

reversivel.

Atualmente, o transporte de substancias mediado por US, é tido como um
método eficiente de administracdo localizada de drogas. Fonoforese é o termo que
descreve a capacidade do US de promover a penetracao de substancias atraves da

pele, uma vez que é capaz de alterar os potenciais de membrana (Borges, 2006).

A fonoforese €, portanto, a utilizacdo de um campo de energia ultra-soénica,
com frequéncia entre 20 kHz a 3 MHz, para a facilitacdo da penetragdo cutanea,
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sendo que o0 aumento da permeacado se da através da desestruturacdo da barreira
lipidica da camada mais externa da pele. A aplicacdo da técnica se da através da
utilizacdo de um gel ou creme medicamentoso como meio de acoplamento entre o

cabecote do ultra-som e a area a ser tratada (Low, Reed, 2001).

Rosim et al apud Fusaro (2006), define fonoforese como penetracdo de
medicamento pela pele normal através de irradiacdo de ultra-som. Relata que varias
aplicacoes clinicas de fonoforese sdo executadas diariamente devido aos efeitos

benéficos do US na aplicacao topica de medicamentos.

Segundo Rosado & Rodrigues (2003), a veiculacdo de drogas transdérmicas
tem sido um importante meio de administracdo, mas ainda estd limitado pelo

pequeno numero de drogas com um perfil satisfatorio.

E importante ressaltar, que por ser uma modalidade t&o amplamente utilizada,
torna-se necessario que compreenda-se completamente seus efeitos bioldgicos e
modo de acao, para que seja utilizado efetivamente com seguranca. Porém, sabe-se
que existem grandes inconsisténcias no uso do US, devido ao limitado numero de

pesquisas e resultados documentados (Robinson, Snyder-Macckler, 2001).

Neste sentido ressalta-se a falta de consonancia entre os autores que
realizam estudos acerca da fonoforese com substancias diversas, conforme o que
segue: Fusaro (2006) realizou um estudo com o objetivo de verificar a influéncia do
ultra-som na absorcdo de diclofenaco dietilamonio (Cataflam Emulgel, Novartis)
apos fonoforese em voluntarios sadios, onde a concentracdo plasmatica de
diclofenaco foi mensurada pelo HPLC (high perfomance liquid chromatography)
durante um periodo de 8h apos as aplicacbes, e demonstrou que a aplicacao
transdérmica de diclofenaco dietilamoénio pela fonoforese, em uma Unica aplicagao,
nao induz aumento da concentracdo plasmatica quando comparada a aplicacdo sem
ultra-som. Polacow et al (2005), apos estudar os efeitos dos tratamentos com ultra-
som (US) e d-pantenol (d-p) na reparacao tegumentar em ratos por meio de analise
histométrica e histopatologica concluiu que o ultra-som acelera o processo de
reparo, porém, essa associacao dos tratamentos, US+d-p, ndo mostrou resultados
significantivos em relacdo ao tratamento com US isolado. Em contrapartida, Koeke
(2003), em um estudo comparativo da eficacia da fonoforese, do ultra som



22

terapéutico e da aplicagdo topica de hidrocortisona, através do reparo tecidual do
tenddo de ratos, concluiu que o tratamento com fonoforese mostrou-se o método
mais eficiente, induzindo a penetracéo transcutanea de hidrocortisona. Para Campos
(2004), o ultra-som também mostrou-se importante acentuador da permeacao

cutanea a cafeina.

As vantagens em utilizar essa modalidade de tratamento consistem na agéo
localizada da droga e consequentemente na auséncia de efeitos colaterais
decorrentes de acao sistémicas, logicamente se a droga nao tiver esse tipo de acao.
Além de ser de importante relevancia o fato desse tipo de tratamento contar com a
somatoria dos efeitos inerentes ao US, associados aos efeitos da droga (Guirro &
Guirro, 2002; Low, Reed, 2001).

Em quimica, o uso do US esta dividido em duas areas, processos
homogéneos e heterogéneos . Os homogéneos podem ser induzidos por um
colapso parcial ou total (cavitagdo) de pequenas bolhas acopladas a flutuagcbes de
presséao induzidas pelo US, que tém se mostrado como fonte local de alta energia e,
dessa forma, suficiente para clivagem homolitica de compostos presentes na, ou
proximos a fase de vapor dentro da bolha. As espécies geradas sob estas condigfes
tais como, radicais hidroxila, halogéneos e outros radicais causam processos
quimicos nas proximidades das bolhas presentes na solugcdo. Quanto aos processos
heterogéneos, estes incluem erosdo de superficies sdlidas, induzida por cavitacao
assimétrica, e uma mudanca drastica no transporte de massa. A cavitacdo
assimétrica € responsavel pela danificagdo e limpeza da superficie que, em alguns
casos, mostra a presenca de particulas ou filmes aderentes (Garbellini, Salazar-
Banda e Avaca, 2008; Avaca, 2007).

Além disso, a técnica de US pode ser utilizada na extracdo de compostos tais
como terpenos, 0s quais estdo presentes na estrutura quimica da Arnica montana
(Peres et al., 2005). Vale ressaltar que o US também pode ser utilizado em
tratamentos de efluentes (Tauber et al., 2005), em sistemas envolvendo Processos
Oxidativos Avancados (POA) que sao tecnologias capazes de gerar espécies

altamente oxidantes (Silva et al., 2008).
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Isso posto, torna-se necessario, verificar o efeito da técnica de fonoforese
sobre a estrutura de compostos de fitoterapicos, de forma que a presenca do veiculo
(US), nao interfira nas propriedades da substancia (Arnica montana).

As técnicas eletroanaliticas mostram-se bastante promissoras, viabilizando a
obtencao de picos bem definidos, que permitem estimar a capacidade antioxidante
de matérias-primas vegetais, bem como a deteccdo de espécies organicas
(Gonlcgalves, Lucio e Gil, 2007; Stulp, Silva e Marmitt, 2008).

A voltametria ciclica € uma técnica eletroquimica que consiste em variar
linearmente o potencial aplicado em uma célula eletroquimica e registrar a
densidade de corrente (corrente por unidade de area) resultante. A avaliacdo do
comportamento da solucéo eletrolitica (eletrdlito e analito a ser analisado) é feita
pela analise dos picos de corrente presentes no intervalo de varredura de potenciais
frente ao eletrodo de trabalho utilizado. Esses picos de corrente sdo associados as
reacdes eletroquimicas de oxidacéo e reducao do sistema (Noel e Vasu, 1990).

A espectrofotometria € uma técnica de analise instrumental, onde ao se
passar uma luz de intensidade e comprimento de onda determinados através de
uma solugdo ensaio, a transmitadncia da solugcdo sera o coeficiente entre a
intensidade de luz que atravessa a solucéo e a intensidade da luz incidente (Lei de
Lambert). A absorbancia, isto é, a capacidade de absorver a luz, pode ser obtida por

leitura direta nos espectrofotdmetros (Mansur et al., 1986).

O fato de a Fisioterapia, especialmente na area de Dermato-Funcional,
utilizar-se de métodos e técnicas muitas vezes baseados apenasem
evidéncias clinicas, torna o estudo importante, na medida em visa analisar o efeito
da otimizacdo da penetracdo de uma substancia com acdo anti-inflamatoria
cientificamente comprovada, que pode ser uma técnica eficaz no tratamento de pos-

operatorios de cirurgias plasticas.

Portanto, considerando a possibilidade de otimizacdo dos efeitos da terapia
por US, através da fonoforese, associada aos efeitos da Arnica montana, e também
a escassez de estudos relevantes na area, justifica-se a realizacdo desta pesquisa,
utilizando-se para tanto métodos de analise quantitativa, mais especificamente a

espectrofotometria UV/Vis, a amperometria e a voltametria ciclica, com o intuito de
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avaliar o potencial de degradacdo do extrato de Arnica montana submetido a
radiacdo de US, modulado em diferentes tipos de pulsos e tempos, na dose de 1,0
W/cm?, através da construcdo de curvas analiticas, analisadas comparativamente

antes e apos a exposicao do extrato as radiacoes.

Sendo assim, a realizacdo desta pesquisa permitira, a partir da divulgacéo
dos dados obtidos, que os profissionais que atuam na area possam ser beneficiados
com o conhecimento acerca dos reais efeitos da terapia sobre o extrato (Arnica

montana), proporcionando uma analise critica sobre esta forma de tratamento.



2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Investigar o potencial de degradacéo do extrato glicélico de Arnica montana

guando submetida ao uso de Ultra-Som Terapéutico, através de fonoforese.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o efeito do ultra-som continuo sobre o extrato glicolico de Arnica

montana;

- Investigar o efeito do ultra-som pulsado sobre o extrato glicélico de Arnica
montana;

- Determinar o potencial de degradacdo do extrato glicélico de Arnica
montana;

- Verificar a possibilidade de deteccédo da degradacao do extrato glicélico de
Arnica montana através das técnicas de espectrofotometria, voltametria ciclica e/ou

amperometria;
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- Avaliar a importancia da utlizacdo do ultra-som terapéutico na

permeacao cutanea,

- Discutir a possibilidade de utilizacdo da somatoria dos efeitos da
fonoforese e da Arnica montana como método complementar de tratamentos poés-

operatorios de cirurgias plasticas.



3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de uma pesquisa com abordagem qualitativa, do tipo experimental,
realizada no laboratério de fisico-quimica da UNIVATES, que busca investigar o
efeito do ultra-som terapéutico, pela técnica de fonoforese, em amostras de extrato
glicdlico de Arnica montana, atraves dos métodos de voltametria ciclica,
amperometria e espectrofotometria de absorcdo ultravioleta, utilizando para tanto a

analise da degradacédo dos extratos.

De acordo com Haddad (2004), o estudo experimental se caracteriza pelo fato
do pesquisador, determinar exposi¢cao ou nao e, num segundo momento, verificar a

ocorréncia ou nao do efeito dessa exposigao.

Brevidelli e Domenico (2006), explicam que a partir do momento em que
existe a intencdo de buscar significados e interpreta-los a partir de um contexto
proprio, natural, delineia-se a abordagem qualitativa do estudo. Também foi
realizada uma pesquisa bibliografica com o objetivo de conhecer outras referéncias

publicadas sobre o assunto em questéao.

3.2 Amostragem

As amostras utilizadas para a andlise foram obtidas a partir de extrato

glicdlico de Arnica montana, produzido pelo Laboratorio Schreibmann Ltda®, lote
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4652, fabricado em 10/2005, com validade de 5 anos.

Vale ressaltar, que na aquisicdo do produto foi solicitada a entrega do laudo
técnico do extrato (ANEXO A), pois conforme Maciel et al (2006), os extratos séo
instaveis ao longo do tempo, podendo ocorrer degradacdo de substancias, e,

portanto, torna-se necessario a comprovacao dos prazos de validade pela empresa
fabricante.

Além disso, de igual relevancia deve ser considerada a data de fabricacéo
dos extratos, pois segundo Gobbo-Neto e Lopes (2005), a época em que uma droga
€ coletada pode interferir diretamente em seus constituintes ativos, e, dessa forma,

podem ocorrer variagfes sazonais de praticamente todas as classes de metabdlitos
secundarios.

Para possibilitar a leitura espectrofotométrica e amperométrica, dentro dos
limites de leitura dos equipamentos, as amostras do extrato para o banho de ultra-
som néo terapéutico foram preparadas a partir de diluicbes em agua deionizada de
10, 30, 50, 80 e 100 mL/L e as amostras para a aplicacado subaquatica de ultra-som
terapéutico foram preparadas a partir de diluicbes em agua deionizada de 100 mL/L.
Nas figuras 1 e 2, pode-se verificar a estrutura basica de principios ativos, presentes

na composicao quimica da Arnica montana (helenalina e isoquercetina).
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FIGURA 2 - Formula estrutural da helenalina
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FIGURA 3 - Férmula estrutural da isoquercetina

3.3 Frascos, vidrarias e aparelhagens gerais
Foram utilizados durante as analises 0s seguintes instrumentos:

Baldes volumétricos 100 mL;

- Beckers 100 mL;

- Beckers 200 mL;

- Bastéo de vidro;

- Célula eletroquimica de um compartimento;
- Eletrodo de referéncia (Ag/ AgCl);

- Frasco lavador;

- Pinga;

Pipetas graduadas 10 mL;

Placa de platina (Tamanho 50 x 20 mm, espessura de 0,5 mm): eletrodo

de trabalho para ensaios voltamétricos;

- Fio de platina (espessura de 0,5 mm): eletrodo de trabalho e contra-
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eletrodo para ensaios amperométicos.

3.4 Matérias-primas
- Extrato glicélico de Arnica Montana;

- Agua destilada e deionizada.

3.5 Equipamentos
3.5.1 Terapia por ultra-som
3.5.1.1Ultra-som

Inicialmente foram realizados testes prévios utilizando um equipamento de
ultra-som do laboratoério de fisico-quimica da UNIVATES, marca UNIQUE, modelo
USC 1450, com frequéncia ultra-sénica de 25 kHz, poténcia de 150 W, nos tempos
de aplicacédo de 5 e 15 minutos, em cada uma das concentracdes preparadas para a

amostragem.

FIGURA 4 - Equipamento de ultra-som utilizado nos experimentos
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3.5.1.2 Ultra-som terapéutico

Posteriormente, considerando a necessidade de utilizar parametros de ultra-
som terapéutico, compativeis com a pratica clinica fisioterapéutica, o equipamento
utilizado para as analises foi fornecido pela empresa DGM eletronica Ltda., sendo
que as caracteristicas técnicas fornecidas pelo manual de instru¢do do equipamento
séo:

- Alimentacéo: 110V/ 220V ~ 60 Hertz;

- Consumo maximo: 50 V. A;

- Modo de operacgéao: continuo;

- Classificacao: classe | - tipo BF;

- Fusivel externo: 1A/110V / 0,5A/220V, tipo 20AG;

- Fusivel interno: 1A/110V ~ tipo 20AG;

- Temporizador: de 01 a 30 minutos;

- Frequéncia de ultra-som: 3 MHz.

- Modo de emisséao do ultra-som:

. Continuo;

. Pulsado a 100 Hz com ciclos de duracao do pulso de:
50% - 5,0 ms on / 5,0 ms off (1/2);

20% - 2,0 ms on / 8,0 ms off (1/5);

10% - 1,0 ms on /9,0 ms off (1/10);

5% - 0,5 ms on/ 9,5 ms off (1/20).

. Pulsado a 48 Hz com ciclos de duracéo do pulso de:

50% - 10,4 ms on / 10,4 ms off (1/2);
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20% - 4,1 ms on / 16,7 ms off (1/5);

. Pulsado a 16 Hz com ciclos de duracéo do pulso de:
50% - 31,25 ms on / 31,25 ms off (1/2);

20% - 12,5 mson/50,0 ms off (1/5);

- Intensidade de poténcia: 0,1 a 2,0 W/cm?2

- ERA (Efective Radiaton Area): 3,5 cm?;

- Dimensdes: 440mm X 270mm X 125mm (LXPxA);

- Peso: (aprox. s/ transdutor) 4,0 kg.

FIGURA 5 - Equipamento de ultra-som terapéutico utilizado nos experimentos
Foram adotados os seguintes parametros de terapia por ultra-som:
- Modo continuo;
- Modo pulsado a 100 Hz com ciclo de duracéo de pulso de 20% ;

- Tempos: 0, 5, 15 e 25 minutos;
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- Intensidade: 1,0 W/cm?.

- Técnica de aplicagdo: subaquética. O cabecote sera submerso nas amostras
de diferentes concentracbes, com variacbes de modo, tempo e intensidade,

conforme descrito anteriormente.

3.5.1.3 Afericdo do equipamento

Para que a poténcia de saida no transdutor fosse compativel com o valor
indicado no painel do equipamento, visando resultados de maior confiabilidade, a
industria fabricante do equipamento realizou a aferi¢cdo e calibracdo do equipamento
de ultra-som terapéutico, emitindo um laudo de calibragao.

De acordo com Guirro e Santos (1997), mais de 50 % dos equipamentos em
uso, nas clinicas e departamentos de fisioterapia, estdo fora das especificacbes
postuladas pela Internacional Eletrotechinical Commission (IEC), o que pode

comprometer a seguranca e eficiéncia da terapia ultra-sonica.

As leituras para a anadlise instrumental, foram realizadas nos tempos
determinados de aplicacdo do Ultra-som, “in situ” (durante o tratamento), “ex situ
imediato” (imediatamente apos o tratamento) e “ex situ apdés um tempo de repouso

de 1 hora” apds o tratamento.

Todas as analises foram realizadas em triplicata (Ribani, 2004).

3.5.2 Equipamentos para a analise instrumental

Para as analises do potencial de degradacao dos extratos de Arnica montana,
foram utilizados equipamentos analiticos do Laboratério de fisico-quimica da
UNIVATES, representados por um Espectrofotbmetro de feixe duplo e um
Potenciostato. As analises foram realizadas antes da exposicdo dos extratos a
terapia por ultra-som, bem como apds o término da mesma, construindo-se curvas

analiticas a partir dos resultados obtidos.
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Conforme Cienfuegos e Vaitsman (2000), quase todas as propriedades
caracteristicas de um determinado elemento ou substancia podem servir de base
para estabelecer um método analitico instrumental. Portanto, foram determinados
como meétodos de analise instrumentais das amostras, a espectrofotometria de
absorcao ultravioleta, através da absorcéo de luz em diferentes regifes do espectro
eletromagnético, a amperometria e a voltametria ciclica, através da condutividade

das solucdes, determinando o potencial de corrente.

3.5.2.1 Espectrofotometria

As medicOes para a andlise através da espectrofotometria foram realizadas
nas porcdes do espectro correspondentes ao ultravioleta (UV), visivel (VIS),
medindo-se a energia radiante absorvida, através do equipamento
Espectrofotdometro marca Femto, modelo 700 plus com faixa espectral de 195 a
1100 nm.

De acordo com Jeffery et al (1992), quando a luz monocromatica ou
heterogénea incide sobre um meio homogéneo, uma parcela desta luz incidente é

refletida, uma outra parcela é absorvida e o restante é transmitido.

Em se tratando de uma solucéo, torna-se importante citar a Lei de Beer, que
estabelece uma relagao entre a concentracao do constituinte corado e a transmissao
ou absorcao da luz, ou seja, a intensidade de um feixe de luz monocromatica diminui

exponencialmente com a concentracao da substancia absorvedora.

Dessa forma, pode-se considerar que o método permite avaliar o efeito do
ultra-som sobre as amostras, pois se ocorrer degradagcdo da substancia quando
submetida a terapia por ultra-som, conseqiientemente ter-se-a uma reducdo ou

modificacdo da energia radiante absorvida.

Vale ressaltar que, a selecdo do comprimento de onda para a construcdo das
curvas de calibracdo foi realizada através de varredura em toda a faixa espectral do

equipamento, verificando-se os picos de absorbancia.
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FIGURA 6 - Espectrofotdmetro utilizado nos ensaios de varredura UV visivel

3.5.2.2 Voltametria ciclica e amperometria

A andlise voltamétrica, foi realizada através de um potenciostato, sendo que
0s experimentos foram realizados antes e apos a exposi¢cdo dos extratos a terapia

por ultra-som, construindo-se curvas voltamétricas a partir dos resultados obtidos.

O potenciostato utilizado foi da marca Microquimica, modelo MQPG — 01,
interfaceado via placa com computador. Apdés a otimizacdo das condicbes de
aplicacdo do ultra-som nas medidas voltamétricas, foram construidas curvas
analiticas e comparadas as curvas obtidas na auséncia da radiacdo. A célula
eletroquimica utilizada foi uma célula convencional de um compartimento, sendo o
eletrodo de trabalho um fio de platina, o contra-eletrodo um fio de platina e como

eletrodo de referéncia, utilizou-se o Ag/AgCI.

A janela eletroquimica utilizada foi de - 1800 mV a + 1800 mV, com
velocidade de varredura de 50 mV/ s. Os resultados obtidos foram analisados

comparativamente.

Apés o0s ensaios de voltametria ciclica, foram realizados ensaios
amperométricos de aplicacao de potencial constante, nos potenciais de 0,39 V e 0,5
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V em extrato glicélico de Arnica montana em diluicdo de 100mL/L, nos modos de
aplicacado de terapia por ultra-som continuo e pulsado a 100 Hz e ciclos de duragéo
de pulso de 20%, intensidade de 1,0 W/ cm?, nos tempos de 0, 5, 15 e 25 minutos.

O experimento foi realizado com o auxilio de uma fonte de tensdao CIDEPE
EQO030 e para a medicdo da corrente utilizou-se um Multimetro Digital Metex M-

4650B. A célula eletroquimica utilizada foi a mesma dos ensaios voltamétricos.

De acordo com Jeffery (1992), a voltametria estuda as relacdes entre
voltagem, a corrente e o tempo, durante a eletrélise em uma célula. A técnica
envolve o estudo da influéncia das variagBes da voltagem aplicada sobre a corrente
gue passa pela célula, podendo também investigar a variagdo da corrente com o
tempo. Ou seja, o procedimento permite verificar degradacdo de substancias através
de variacdes do potencial de corrente, comparando-se os resultados antes e apés a
aplicacdo do ultra-som.

FIGURA 7 - Potenciostato utilizado nos ensaios eletroquimicos
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FIGURA 8 - Célula eletroquimica utilizada nos experimentos

3.6 Descricao do procedimento

- Preparo das amostras: As amostras foram preparadas a partir do extrato
glicolico de Arnica montana, nas diluicbes de 100 mL/L para a aplicacdao do ultra-

som terapéutico;

- Andlise instrumental antes da aplicacao do ultra-so m: Cada uma das
amostras foi avaliada através de espectrofotometria (absorbancia x comprimento de

onda) e amperometria (valor de corrente);

- Terapia por ultra-som: Foi aplicado o ultra-som terapéutico em cada uma
das amostras, em diferentes modulacdes (modo continuo e modo pulsado a 100 Hz
com ciclos de duracdo de pulso de 20%), tempos (0, 5, 15 e 25 minutos) e
intensidade (1,0 W/cm?);

- Andlise instrumental apds a aplicacdo do ultra-som: Cada uma das
amostras foi novamente avaliada através de espectrofotometria (absorbancia x
comprimento de onda), amperometria (valor de corrente), construindo-se curvas
analiticas a partir dos resultados encontrados;
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- Resultados: o0s resultados obtidos a partir das analises instrumentais foram

analisados comparativamente.

3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir dos resultados das triplicatas, nos testes de “antes-
depois”, com as diferentes concentracbes de Arnica montana, as diferentes
frequéncias utilizadas e a forma de aplicacdo (pulsada ou continua), tiveram a

significancia testada pela analise de variancia ANOVA (Zar, 1999).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Serdo apresentados, inicialmente, os dados obtidos a partir da analise
instrumental das amostras dos extratos de Arnica montana, através de
espectrofotometria e voltametria ciclica, antes e apds um banho de ultra-som né&o
terapéutico, cujas andlises foram realizadas no periodo de outubro de 2007 a janeiro
de 2008.

Posteriormente serdo apresentados os dados pertinentes a aplicacéo de ultra-
som terapéutico nas amostras de Arnica montana, através de espectrofotometria e
amperometria. Estas analises foram realizadas no periodo de marco de 2008 a
janeiro de 2009.

Os resultados seréao analisados e discutidos comparativamente.

4.1 Banho de ultra-som néo terapéutico
4.1.1 Espectrofotometria

Os graficos apresentados abaixo foram obtidos a partir da analise da
absorbéancia das amostras em diferentes concentracdes (com diluicdo de 10 vezes)
em comprimentos de onda previamente selecionados, através de varredura em toda
a faixa espectral (195-1100 nm), sendo considerado o valor de 280 nm como 0 pico

de absorbancia maxima.
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FIGURA 9 - Espectro UV/Vis do extrato de Arnica em diferentes concentracdes
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A FIGURA 9 apresenta o0 espectro de absorbancia do extrato de Arnica

montana em diferentes concentracdes. Neste espectro pode ser verificada a banda

de absorcdo caracteristica de carbonos organicos aroméaticos (Alves et al., 2007),

em regides proximas a 280 nm (Souza, Daniel, 2005). Na FIGURA 8, verifica-se o

comportamento da Absorbancia x Concentragdo do extrato de Arnica montana no

comprimento de onda de 280 nm.
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FIGURA 10 - Valores de Absorbancia x Concentracao do extrato de Arnica montana

Avaliando a FIGURA 10 pode-se verificar a existéncia de um comportamento
linear. A equacao da reta (linha de tendéncia linear) € y = 0,00374 x — 0,01889, onde

0 X representa a concentracdo da solucdo de Arnica montana e o y sua absorbancia.

Na FIGURA 11, tem-se o espectro de absorbancia do extrato de Arnica (100
mL/L) apds exposicdo ao ultra-som, nos tempos de aplicacdo de 1, 5, 15 e 25

minutos.
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FIGURA 11 - Espectro UV/Vis do extrato de Arnica 100 mL/L, em diferentes tempos

de exposicdo ao US

Avaliando a FIGURA 11, pode-se verificar que ocorre decréscimo das bandas
caracteristicas ao longo do tempo, podendo indicar altera¢cdes do extrato em funcao

da aplicacdo da onda sénica.

4.1.2 Analise eletroquimica — voltametria ciclica

Os ensaios de caracterizacao eletroquimica, por meio da utilizacao da técnica
de voltametria ciclica, foram realizados em solucdo de extrato Arnica montana (100
mL/L), antes e apés a aplicacdo de um banho de ultra-som néo terapéutico, por um
tempo de 5 e 15 minutos, na velocidade de varredura de 50 mV/s. Todos 0s
potenciais medidos sdo em relacao ao eletrodo de Ag/AgCI.



43

*SEM US
* COM US

£

3} _

< 4

é 0,001 /

o0
T TO 900 | —F7 T T T T T

T
{ 500 1000 1500 2000

-1500

T
-2000

E (mV x Ag/AgCl)

-0,005

FIGURA 12 - Voltamograma ciclico de solucdo de extrato Arnica montana antes e
apos a aplicagéo de ultra-som — 5 minutos, v = 50 mV/s

Avaliando a FIGURA 12, verifica-se que houve alteracdo eletroquimica, apos
exposicao por 5 minutos de US néo terapéutico, pela visualizacdo da alteracdo da

area do voltamograma.
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FIGURA 13 - Voltamograma ciclico de solucdo de extrato Arnica montana antes e
apos a aplicagéo de ultra-som — 15 minutos, v = 50 mV/s.
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FIGURA 14 - Ampliacdo (zoom) da janela eletroquimica -500 + 500 mV
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A analise dos resultados obtidos, avaliando-se a FIGURA 13 e 14, permite
verificar que em potenciais de 0,39V, o valor da corrente antes da exposicdo da
amostra ao ultra-som era de aproximadamente 0,143 pA. Apds a aplicacdo da
técnica obteve-se um valor de corrente em torno 0,120 de pA, indicando que houve
uma reducgdo da corrente elétrica quando a amostra foi submetida ao banho de ultra-

som nao terapéutico.

Verifica-se também, que em regifes de baixos valores de potencial, ocorre o

desprendimento de hidrogénio por reducao do préton.

Neste voltamograma ha 3 picos (anddicos e catddicos) presentes no sistema
platina/agua/Arnica montana. O pico 1 pode ser devido ao comportamento da platina
frente ao hidrogénio presente no sistema, envolvendo processos superficiais de
adsorcdo (Santos, Tremiliosi Filho, 2001). O pico 2 é relativo a Arnica montana
presente na solucdo em regifes proximas a 0,39 V (Gil, Gongalves, Lucio, 2007;
Santos, Mazo, Cavalheiro, 2008). Em regides de altos valores de potencial (acima
de 1,2 V), verifica-se a formacdo de oxigénio através da oxidacdo da agua,
resultando em rapido acréscimo dos valores de corrente, ja 0 pico 3 é caracteristico
de sistemas que possuem espeécies organicas em solucao (Azevedo, Albuquerque,
Santos, 2006; Profeti, Profeti, Olivi, 2005; Lavagnoli et al., 1995; Vucovik, 1987).

Avaliando a area dos voltamogramas da FIGURA 13 verifica-se que apos a
aplicacdo de US nos extratos de Arnica ocorre um aumento da é&rea do
voltamograma, ou seja, aumentou a carga do sistema, passando de 0.97584mC.cm™
para 1.17mC. cm™? (FIGURA 13) (Catanho, Malpass, Motheu, 2006). Além disso,
ocorre uma reducéao do potencial da reacdo de evolucdo do oxigénio, indicando a

formacao de espécies oxidadas em solucéo (Malpass, Motheu, 2006).

Portanto, o0s resultados obtidos permitem concluir que, houve
oxidagcdo/modificagédo da substancia apds ser submetida ao banho de ultra-som néo

terapéutico, confirmando os resultados obtidos nos ensaios espectrofométricos.
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4.2 Ultra-som terapéutico

A partir dos resultados obtidos pela voltametria ciclica, foram eleitos os
potenciais de 0,39 V e 0,5 V, potencial este proximo ao potencial de oxidacdo da
Arnica montana (0,39 V) e as amostras foram avaliadas através de amperometria,

“in situ”, “ex situ imediato” e “ex situ apos o tempo de repouso de 1 hora”.

Além disso, a espectrofotometria permitiu realizar a analise da absorbancia
das amostras em comprimentos de onda previamente selecionados, através de
varredura em toda a faixa espectral, sendo considerado o valor de 280 nm como o
pico de absorbancia maxima, “ex situ imediato”. A espectrofotometria “ex situ apos o
tempo de repouso de 1 hora” foi realizada somente nos ensaios de US pulsado para
verificar se 0 repouso da solucdo modifica o comportamento avaliado. A

espectrofotometria “in situ” ndo foi realizada devido a limitagdes da técnica.

Sendo assim, as amostras da solucéo de extrato glicolico de Arnica montana,
em diluicdo de 100 mL/L (determinada pelos ensaios experimentais, sendo esta a
maxima concentracdo possivel de ser avaliada), foram avaliadas através de
amperometria e espectrofotometria em diferentes tempos (0, 5, 15 e 25 minutos) de
aplicacdo de US nos modos continuo (intensidade de 1,0 W/ cm?) e pulsado (100
Hz, 20%, intensidade de 1,0 W/ cm?).
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4.2.1 Ultra-som continuo
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FIGURA 15 - Espectro UV/Vis “ex situ” imediato ( do extrato de Arnica 100mL/L, US
continuo, d= 1,0 W/cm?, solucdo 100mL/L., em diferentes tempos de exposicdo ao
us.

Avaliando a FIGURA 15, pode-se verificar que ocorre decréscimo das bandas

caracteristicas ao longo do tempo.
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Amperometria:
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FIGURA 16 - Leitura “in situ”:corrente x tempo de US aplicado em potencial de 0,39
V. US continuo, d= 1,0 W/cm?, solucdo 100mL/L

In situ (0,39 V): Na aplicacdo de US continuo, numa intensidade de 1,0
W/cmz2, em extrato glicolico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA
16), o valor da corrente, antes da exposicdo da amostra ao ultra-som, era de
aproximadamente 0,20pA. Realizando-se os testes “in situ ” nos tempos de 5, 15 e
25 minutos, obteve-se um valor de corrente de 0,39 pA, 0,32 pA e 0,22 pA,

respectivamente.
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FIGURA 17 - Leitura “in situ”:corrente x tempo de US aplicado em potencial de 0,5 V.
US continuo, d= 1,0 W/cm?, solugdo 100mL/L
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In situ (0,5 V): Na aplicacdo de US continuo, numa intensidade de 1,0 W/cm2,
em extrato glicolico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 17), o
valor da corrente, antes da exposicdo da amostra ao ultra-som, era de
aproximadamente 0,86uUA. Realizando-se os testes “in situ ” nos tempos de 5, 15 e
25 minutos, obteve-se um valor de corrente de 1,1 pA, 1,03 pA e 0,88 A,

respectivamente.
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FIGURA 18 - Leitura ex situ imediato: corrente x tempo de US aplicado em potencial
de 0,39 V. US continuo, d = 1,0 W/cm ?, diluicdo de 100mL/L

Ex situ imediato (0,39V): Na aplicagdo de US continuo, numa intensidade de
1,0 W/cm?, em extrato glicélico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L
(FIGURA 18), o valor da corrente antes da exposi¢cdo da amostra ao ultra-som era
de aproximadamente 1,63 PA. Realizando-se os testes ex situ imediato, ap0s o0s
tempos de 5, 15 e 25 minutos de aplicagdo da técnica obteve-se um valor de

corrente em torno de 2,42 pA, 2,43 pA e 1,58 YA, respectivamente.
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FIGURA 19 - Leitura ex situ imediato: corrente x tempo de US aplicado em potencial
de 0,5 V. US continuo, d = 1,0 W/cm ?, diluicdo de 100mL/L

Ex situ imediato (0,5V): Na aplicagdo de US continuo, numa intensidade de
1,0 W/cm2, em extrato glicdlico de Arnica montana em diluicio de 100 mL/L
(FIGURA 19), o valor da corrente antes da exposi¢cao da amostra ao ultra-som era
de aproximadamente 3,10 pA. Realizando-se os testes ex situ imediato, apés os
tempos de 5, 15 e 25 minutos de aplicagdo da técnica obteve-se um valor de
corrente em torno de 3,97 pA, 3,69 pA e 2,56 YA, respectivamente.
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FIGURA 20 - Leitura ex situ (1 hora apés): corrente x tempo de US aplicado em
potencial de 0,39 V. US continuo, d = 1,0 W/cm ?, diluicdo de 100mL/L
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Ex situ (1 hora apos, 0,39 V). Repetindo-se os testes, apos 1 hora de
repouso (FIGURA 20), nos mesmos parametros e concentracao das analises in situ
e ex situ imediato, o valor da corrente antes da exposi¢cdo da amostra ao ultra-som
era de aproximadamente 0,28pA. Apds os tempos de aplicagdo de US de 5, 15 e 25
minutos, obteve-se um valor de corrente de 0,26 pA, 0,26 pA e 0,27 PA,

respectivamente.
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FIGURA 21 - Leitura ex situ (1 hora apos): corrente x tempo de US aplicado em
potencial de 0,5 V. US continuo, d = 1,0 W/cm ?, diluicdo de 100mL/L

Ex situ (1 hora apds, 0,5 V): Repetindo-se os testes, apds 1 hora de repouso
(FIGURA 21), nos mesmos parametros e concentracao das analises in situ e ex situ
imediato, o valor da corrente antes da exposi¢cdo da amostra ao ultra-som era de
aproximadamente 0,91pA. Apés os tempos de aplicacdo de US de 5, 15 e 25
minutos, obteve-se um valor de corrente de 0,77 pA, 0,94 pA e 0,91 A,

respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos nas analises in situ, ex situ imediato e
ex situ apos 1 hora, em potenciais de 0,39 e 0,5 V, pode-se verificar que ocorre um
comportamento semelhante in situ e ex situ imediato, ou seja, ocorre um aumento do
valor de corrente em 5 minutos e um decréscimo gradativo do valor em 25 minutos
de aplicacdo. Porém, apos um tempo de repouso de 1 hora, os valores nos

diferentes tempos, mantém-se estaveis, indicando que a agitacdo das moléculas,
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além da formacédo de subprodutos, por estimulo mecéanico, podem ser estabilizadas

apOs um periodo de repouso.

Utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) entre os resultados obtidos a
partir do perfil voltamétrico da Arnica montana, antes e ap0s a aplicagdo de ultra-
som continuo, em potenciais elétricos de 0,39V, nos tratamentos realizados in situ,
ex situ imediato (logo apods a aplicacdo do US) e ex situ apds um tempo de repouso
de 1 hora, nao foram verificadas diferencas significativas (p = 0,0791) e, também
nao foram verificadas diferencas significativas entre os diferentes tempos de
exposicdo das amostras a terapia (p = 0,5875). Para o potencial de 0,5 V foi

observado o mesmo comportamento.

4.2.2 Ultra-som pulsado
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FIGURA 22 - Espectro UV/Vis “ex situ imediato” do extrato de Arnica 100mL/L, US
pulsado, 100 Hz, 20% d= 1,0 W/cm?, em diferentes tempos de exposicdo ao US
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FIGURA 23 - Espectro UV/Vis “ex situ apos 1 hora” do extrato de Arnica 100mL/L,
US pulsado, 100 Hz, 20% d= 1,0 W/cm?, em diferentes tempos de exposicéo ao US

A analise das FIGURAS 22 e 23 permite verificar que, tal como ocorre na
aplicacdo de US continuo, ha um decréscimo das bandas caracteristicas ao longo
dos diferentes tempos de aplicagcdo, sendo que nao houve diferenca entre as

analises ex situ imediato e ex situ apés 1 hora.

Considerando que pequenas alteracdes nas espectrofotometrias podem ser
devido ao fato da solucdo ser um extrato, com particulas solidas em suspensao
(dificultando a passagem de Iluz) também foram realizadas medidas
espectrofotométricas com as solucdes filtradas confirmando os resultados obtidos
(TABELA 1).

Além disso, alteracdes podem ter ocorrido devido a complexidade da matriz.
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TABELA 1 - Valores de absorbancia “ex situ” imediato, “ex situ” apés 1 hora de
solugdes filtradas em comprimento de onda de 275 nm

“Ex situ” imediato “Ex situ” apos 1 hora
Tempo (min) Absorbancia Tempo (min) Absorbancia
0 0,924 0 0,975
1 0,943 1 0,939
5 0,947 5 0,939
10 0,936 10 1,051
15 0,983 15 0,951
20 0,963 20 0,928
30 0,967 30 0,996

Amperometria:
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FIGURA 24 - Leitura in situ: corrente x tempo de US aplicado em potencial de 0,39
V. US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solucdo 100mL/L

In situ (0,39 V): Na aplicacdo de US pulsado, numa frequéncia de 100 Hz,
ciclo de duracdo de pulso de 20 %, numa intensidade de 1,0 W/cm2, em extrato
glicdlico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 24) o valor da

corrente antes da exposi¢céo da amostra ao ultra-som era de aproximadamente 0,68
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HA. Realizando-se os testes “in situ ”, obteve-se um valor de corrente nos tempos de
5, 15 e 25 minutos de 0,60 YA, 0,66 YA e 0,33 YA, respectivamente.
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FIGURA 25 - Leitura in situ: corrente x tempo de US aplicado em potencial de 0,5 V.
US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solucdo 100mL/L

In situ (0,5 V): Na aplicagéo de US pulsado, numa frequéncia de 100 Hz, ciclo
de duracédo de pulso de 20 %, numa intensidade de 1,0 W/cm?2, em extrato glicélico
de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 25), o valor da corrente antes
da exposicdo da amostra ao ultra-som era de aproximadamente 1,55 PA.
Realizando-se os testes “in situ ”, obteve-se um valor de corrente nos tempos de 5,

15 e 25 minutos de 1,24pA, 1,31 pA e 1,28 pA, respectivamente.
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FIGURA 26 - Leitura ex situ imediato : corrente x tempo de US aplicado em potencial
de 0,39 V. US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solucdo 100mL/L

Ex situ imediato (0,39 V): Na aplicacdo de US pulsado, numa frequéncia de
100 Hz, ciclo de duracao de pulso de 20 %, numa intensidade de 1,0 W/cm?, em
extrato glicolico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 26), o valor
da corrente antes da exposi¢cdo da amostra ao ultra-som era de aproximadamente
0,59pA. Realizando-se os testes “ex situ ” imediato, apds os tempos de 5, 15 e 25
minutos de aplicacdo da técnica, obteve-se um valor de corrente em torno de 0,36
MA, 0,44 pA e 0,43 pA, respectivamente.
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FIGURA 27 - Leitura ex situ imediato : corrente x tempo de US aplicado em potencial
de 0,5 V. US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solugéo 100mL/L
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Ex situ imediato (0,5 V): Na aplicacdo de US pulsado, numa frequéncia de
100 Hz, ciclo de duracao de pulso de 20 %, numa intensidade de 1,0 W/cm?, em
extrato glicélico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 27) valor da
corrente antes da exposicdo da amostra ao ultra-som era de aproximadamente
1,43pA. Realizando-se os testes “ex situ ” imediato, apds os tempos de 5, 15 e 25
minutos de aplicacdo da técnica, obteve-se um valor de corrente em torno de 1,09
MA, 1,26 pA e 1,31 pA, respectivamente.
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FIGURA 28 - Leitura ex situ ap0s repouso de 1 hora: corrente x tempo de US
aplicado em potencial de 0,39 V. US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solucéo
100mL/L

Ex situ (1 hora apos, 0,39 V): Repetindo-se os testes, apos 1 hora de repouso
(FIGURA 28), nos mesmos parametros e concentracdo das analises in situ e ex situ
imediato, o valor da corrente antes da exposicdo da amostra ao ultra-som era de
aproximadamente 0,44pA. Apés os tempos de aplicacdo de US de 5, 15 e 25
minutos, obteve-se um valor de corrente de 0,39 pA, 0,26 pA e 0,42 pA,

respectivamente.
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FIGURA 29 — Leitura ex situ apés repouso de 1 hora: corrente x tempo de US
aplicado em potencial de 0,5 V. US pulsado 100 Hz, 20 %, d= 1,0 W/cm?, solucao
100mL/L

Ex situ (apds 1 hora, 0,5 V): Na aplicacao de US pulsado, numa freqiéncia de
100 Hz, ciclo de duracao de pulso de 20 %, numa intensidade de 1,0 W/cm?, em
extrato glicdlico de Arnica montana em diluicdo de 100 mL/L (FIGURA 29) e
potencial de 0,5 V, o valor da corrente antes da exposi¢cao da amostra ao ultra-som
era de aproximadamente 1,18 pA. Apés os tempos de aplicacdo de US de 5, 15 e
25 minutos, obteve-se um valor de corrente de 1,14 pA, 1,05 pA e 0,87 A,

respectivamente.

Utilizando-se a anadlise de variancia (ANOVA) entre os resultados obtidos a
partir do perfil voltamétrico da Arnica montana, antes e apds a aplicacao de ultra-
som pulsado a 100 Hz, 20%, em potenciais elétricos de 0,39V, nos tratamentos
realizados in situ, ex situ imediato (logo apés a aplicagdo do US) e ex situ apos um
tempo de repouso de 1 hora, também nao foram verificadas diferencas significativas
(p = 0,0754) e, também nao foram verificadas diferencas significativas entre os
diferentes tempos de exposicdo das amostras a terapia (p= 0,6631).

Nas TABELAS 2 e 3, tem-se a analise estatistica dos experimentos

realizados.
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TABELA 2 - Analise de variancia entre os tratamentos continuos ex situ e in situ,
com diferenca de 1 hora, para cada um dos potenciais utilizados (V) e para os quatro
diferentes tempos (0, 5, 15 e 25 min). F = valor da analise de variancia; P =
probabilidade.

Tratamentos Tempos
Potencial (V) F P F P
0,39 0,0592 0,8056 0,6403 0,6032
0,5 0,6460 0,5613 0,3492 0,7923

TABELA 3 - Andlise de variancia entre os tratamentos pulsados ex situ e in situ, com
diferenca de 1 hora, para cada um dos potenciais utilizados (V) e para os quatro
diferentes tempos (0, 5, 15 e 25min). F = valor da andlise de variancia; P =
probabilidade

Tratamentos Tempos
Potencial (V) F P F 3
0,39 2,4393 0,1348 0,3943 0,7615
0,5 2,9435 0,1024 0,5374 0,6668

Pode-se observar que tanto para o US continuo como o pulsado (TABELA 2 e
3), ndo ocorreram diferencgas significativas entre os tratamentos e entre 0s tempos

para os potenciais testados.

Apesar de, através da analise de variancia (ANOVA), ndo terem sido
verificadas diferencas significativas (p = 0,1024) entre os resultados obtidos a partir
do perfil voltamétrico da Arnica montana, antes e apos a aplicacdo de ultra-som
pulsado a 100 Hz, 20%, e também nao terem sido verificadas diferencas
significativas entre os diferentes tempos de exposicdo das amostras a terapia (p =
0,6668), o potencial que apresentou alteracdes eletroquimicas foi o de 0,5 V apds o
tempo de repouso de 1 hora.

Estas diferencas podem ser explicadas pelo fato de que este estudo,

diferentemente de estudo ja realizado (Gil, Goncalves, Lucio, 2007) utiliza eletrodo
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de trabalho de platina, tendo como eletrodo de referéncia Ag/AgCl, ao invés do
eletrodo de pasta de carbono e Ag/AgCI/KClsay), relatado na literatura.

Portanto, pode-se constatar, através da andlise dos graficos, que ocorrem
alteracdes eletroquimicas no sistema, podendo indicar a degradacdo de principios
ativos presentes na solucdo de Arnica montana. Essa alteracdo provavelmente
ocorre devido a grande agitacdo (cavitacdo) promovida pelo US, este fenébmeno
pode ocasionar a quebra das interacées da molécula, sendo que estes extratos de
plantas possuem duplas ligagcbes que também sdo afetadas pela agitacdo do

sistema (Peres et al., 2006).

Este fenbmeno é conhecido como sendo a acao fisica do US, que além do
mencionado, o efeito pode promover a limpeza das superficies eletrédicas por
dissolucdo das camadas inibidoras, resultando principalmente na melhoria da
transferéncia de massa solido-liquido entre o eletrodo e a solugédo. Além disso, ha os
efeitos quimicos, que também sdo conseqiiéncias dos colapsos violentos. A teoria
do "hot spot” prediz altas temperaturas e pressfes dentro da bolha durante o final da
compressdo. Sob tais condicfes estaticas, espécies oxidadas sdo geradas pela
clivagem homolitica das moléculas (gases e solvente). Em meios aquosos e na
presenca do oxigénio, os radicais assim formados podem melhorar
consideravelmente o desempenho do processo eletroquimico (Garbellini, Salazar-
Banda, Avaca, 2008).

Nos experimentos realizados, utilizando-se como referéncia o potencial de 0,5
V ex situ apds 1 hora, verifica-se que ha uma tendéncia linear de decréscimo dos
valores de corrente, por meio da plotagem da corrente x tempo de degradacéo
(FIGURA 29).
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FIGURA 30 - Valores de corrente x tempo de degradacéo da Arnica montana

Observando a FIGURA 30, percebe-se que ha uma tendéncia linear de
decréscimo, representado pela equacdo da reta y = -0,01227x + 1,20305 e
coeficiente de correlacdo R = 0,97426, no decaimento da densidade de corrente (j)
das solucbes de Arnica montana em diferentes tempos de aplicagdo de US,
indicando a possibilidade de deteccdo da degradacéo da Arnica montana através da
técnica de voltametria ciclica e/ou técnica amperométrica, sendo uma possibilidade
semi-quantitativa de deteccdo de amostras de Arnica montana. Considerando a
acdo do US sobre as moléculas de agua, formando radicais hidroxila e o efeito de
cavitacdo que pode promover a clivagem homolitica de compostos presentes em
solucdo, além da presenca de principios ativos como a helenalina (FIGURA 2) e a
isoquercetina (FIGURA 3), que apresentam em sua estrutura radicais carbonila,
hidroxila e anéis aromaticos, sugere-se que a ac¢ao fisica e quimica do US promove
alteracdo do substrato estudado (Arnica montana) envolvendo o solvente (agua) e

também o extrato.

O comportamento da Arnica montana pode ser comprovado pela

espectrofotometria da rutina, cujos resultados apresentam as mesmas bandas de
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absorcdo caracteristicas do extrato, descartando, dessa forma, a influéncia do
propilenoglicol, presente na formulacao do extrato glicélico (Barnes, 2008).

Cabe destacar que, em amostras contendo matrizes complexas, é necessaria
a realizacao de abertura da amostra para que nao ocorram interferéncias na analise
eletroquimica, jA que outros compostos podem ter suas reacdes eletroquimicas

nesta mesma faixa de potenciais (janela eletroquimica) (Stulp, Silva, Marmitt, 2008).



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram a possibilidade de
deteccdo da degradacgdo do extrato glicolico de Arnica montana através da técnica
de espectrofotometria, voltametria ciclica e/ou técnica amperométrica, sendo uma

possibilidade semi-quantitativa de deteccao das amostras.

Sendo assim, sugere-se que a acao fisica e quimica do ultra-som terapéutico
(UST), tanto no modo continuo quanto no modo pulsado, promove alteracdo do
substrato estudado (Arnica montana) envolvendo o solvente (dgua) e também o

extrato.

Nos experimentos realizados, verifica-se que h& uma tendéncia linear de
decréscimo dos valores de corrente, por meio da plotagem da corrente x tempo de
degradacédo. No que se refere a pratica clinica, considerando-se que reacdes de
oxidacdo sdo indesejaveis, pelo risco de desencadear a cascata de formacdo de
radicais livres, sugere-se que este pode ser um resultado desfavoravel. Além de que
em regifes de altos valores de potencial (acima de 1,2 V), verifica-se a formacéo de

oxigénio através da oxidacéo da agua.

Portanto, considerando-se que o ultra-som é um recurso extremamente
recrutado na pratica fisioterapéutica e sabendo-se que houve uma degradacdo das
amostras do extrato de arnica, ap0s a aplicacdo da técnica de fonoforese, torna-se

necessario o conhecimento de seus efeitos ao interagir com tecidos, ou seja,
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considerando-se que a Arnica possui acdo anti-inflamatéria cientificamente
comprovada, porém alterada eletroquimicamente pela presenca do veiculo
(solventes + US), sugere-se a verificacdo da acao promovida por estes subprodutos
sobre os tecidos superficiais, através de analise histopatoldgica de tecidos sadios de

suinos (ANEXO B), para excluir a possibilidade de danos aos tecidos tratados.

Além disso, outro fator relevante a prética clinica € a permeagédo da amostra
nos tecidos superficiais. A degradacdo do extrato de Arnica (formacdo de
subprodutos) permite sugerir o aumento da mobilidade molecular, fator este positivo
no que se refere ao uso do US, através da técnica de fonoforese, como veiculo para
permeacdo das amostras. Neste sentido, torna-se necessario verificar se a molécula

formada possui a atividade anti-inflamatoria atribuida a Arnica.

Portanto, infere-se que existem argumentos favoraveis a utilizacdo da técnica
(US + extrato glicolico de Arnica montana) como método complementar de
tratamento de cirurgias plasticas considerando-se que as alteracdes dos parametros
fisicos (absorbancia) e eletroquimicos evidenciam pequenas variacdes de medidas.
Os dados apresentados tém também a intencdo de evidenciar a continuidade dos
estudos sugeridos a fim de investigar os reais efeitos da somatoria dos efeitos do

ultra-som através da técnica de fonoforese e da Arnica montana.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Investigar a acdo dos subprodutos em tecidos superficiais;

Investigar a acdo antiinflamatoéria dos subprodutos formados pela

degradacao da amostra do extrato de Arnica montana;

Investigar a otimizacdo da permeacdo do extrato de Arnica

montana, através da técnica de fonoforese, em tecidos superficiais.

Investigar o comportamento da Rutina, com grau de pureza

elevado, por possuir estrutura quimica semelhante a quercetina.
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RESUMO

O ultra-som terapéutico é um equipamento amplamente utilizado com o intuito
de agilizar o processo de permeacgdo cutdnea de farmacos, através da técnica de
fonoforese. Seu uso associado a extratos vegetais € bastante difundido na
fisioterapia dermato-funcional. A Arnica montana € um extrato vegetal com potente
acao antiinflamatdria e seu uso nesta area da fisioterapia é amplamente difundido.
No entanto, apesar de ser considerada inécua, por se tratar de uma planta
medicinal, sabe-se que quando ingerida ou em contato com a circulacdo sanguinea
€ altamente téxica, tornando-se necessario o seu uso tdépico. Considerando-se 0s
efeitos da Arnica montana, da técnica de fonoforese através do ultra-som e o
desenvolvimento tecnoldgico de medicamentos de origem vegetal, o objetivo da
presente pesquisa € investigar a permeacdo de um extrato glicolico de Arnica
montana através da técnica de fonoforese, bem como a acdo do Ultra-som
terapéutico nos tecidos superficias, através de exame histopatoldgico. Para este
estudo, serdo utilizados dois suinos machos Landrace com 40 dias e peso
aproximado de 10 kg. ApoOs tricotomia da regido dorsal, um dos animais sera
submetido ao tratamento durante um dia e o outro em dias alternados, totalizando
vinte dias. Serao 5 areas tratadas em cada animal, com as seguintes aplicacdes: Gel
+ azul de metileno + ultra-som; Gel + azul de metileno + Extrato glicélico de Arnica
montana + ultra-som; Arnica montana; gel + azul de metileno, sendo que uma 52
area sera destinada ao grupo controle, sem tratamento algum. Ao fim dos
tratamentos os animais serdo sacrificados e os fragmentos de pele retirados para
analise histologica.

PALAVRAS-CHAVE: Arnica Montana. Fonoforese. Suinos.



1 TEMA

Os efeitos do ultra-som na veiculacdo de extratos vegetais através da analise
da permeacgao da Arnica montana.

2 PROBLEMA

Considerando-se o fato de que a Fisioterapia necessita de estudos
experimentais que comprovem a utilizacdo de métodos e técnicas, como o ultra-som
(US), além de evidéncias clinicas e, também, a crescente utilizacdo de extratos
vegetais veiculados através do uso do US, pergunta-se: Qual a profundidade de
penetracdo do extrato glicolico de Arnica montana quando veiculado através de

Ultra-som e quais os efeitos desta terapia sobre os tecidos superficiais de suinos?

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da fonoforese na veiculacdo de Arnica montana na pele e

adipdcitos, através da andlise histopatolégica de tecidos biolégicos de suinos.



3.2 Objetivos especificos

- Investigar a profundidade de penetracdo do extrato glicélico de Arnica

montana, quando submetido a fonoforese;

- Avaliar as condicbes do adipécito apdés 20 dias de tratamento com

fonoforese, utilizando-se o extrato glicolico de Arnica Montana;

- Avaliar a importancia da utilizacdo do ultra-som terapéutico, em relacdo a

permeacao cutanea.

4 JUSTIFICATIVA

Segundo Veiga Junior e Pinto (2005) a utilizacdo de plantas com fins
medicinais € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
sendo que varias plantas vém ganhando também, a aceitacdo por parte dos
profissionais da area cosmética e dos consumidores. O uso de extratos vegetais em
produtos cosméticos tem sido cada vez mais motivado pelos pesquisadores e

formuladores da area.

A presenca de promotores de permeacao, atuando por mecanismos diversos,
pode proporcionar variacdes no fluxo de uma substancia através da pele, mediante
modificacdes na estrutura das membranas celulares, alteracdes dos coeficientes de
difusdo e dos coeficientes de partilha estrato corneo-veiculo, influenciando no
contetdo hidrico ou ainda por diminuicdo das tensfes de interface (Chorilli et al,
2004).

7

O transporte de substancias mediado por US, é tido como um método
eficiente de administracéo localizada de drogas, sendo que fonoforese € o termo que
descreve a capacidade do US de promover a penetracdo de substancias através da
pele, uma vez que é capaz de alterar os potenciais de membrana (Low, Reed,
2001).

Considerando-se o fato de que a Fisioterapia, especialmente na area de

Dermato-Funcional, utiliza de métodos e técnicas muitas vezes baseados apenas
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em evidéncias clinicas, justifica-se a importancia desta pesquisa, na medida em que
visa analisar o efeito de otimizacdo da penetracdo de uma substancia com acgao
antiinflamatoria cientificamente comprovada, além de acompanhar o0s possiveis
efeitos deste tratamento continuado, reproduzindo o nimero de sessdes usualmente

utilizado na prética, ou seja, 10 aplicacdes em dias alternados.

Sendo assim, a realizagdo desta pesquisa permitira, a partir da divulgacéo
dos dados obtidos, que os profissionais que atuam na area possam ser beneficiados
com o0 conhecimento acerca dos reais efeitos da terapia sobre os tecidos,

proporcionando uma analise critica sobre esta forma de tratamento.

5 REFERENCIAL TEORICO

5.1 Ultra-som

O ultra-som (US) é uma modalidade terapéutica amplamente utilizada na
pratica da fisioterapia. As ondas ultra-sbnicas sdo geradas por transdutores que
convertem energia elétrica em energia mecanica e vice-versa, gracas a materiais
piezo elétricos, que geram efeitos de mesmo nome, os efeitos piezo elétricos
(Kitchen, 2003).

O equipamento terapéutico se caracteriza por apresentar uma frequéncia de 1
a 3 MHz, intensidade entre 0,01 a 3,0 W/cm? nos modos continuo e pulsado. A
intensidade da radiacdo € um fator essencial para o sucesso da terapia, bem como
seu tempo de aplicacdo. A quantidade de energia total depositada sobre um tecido
bioldgico depende dos seguintes parametros: poténcia acustica, tempo, frequéncia e
area de radiacao efetiva do transdutor (ERA). A ERA compreende todos 0s pontos
nos quais a intensidade ultra-sénica € igual ou superior a 5% da intensidade ultra-
sbnica maxima espacial, expressada em centimetros quadrados, sendo que existem
dois padrdes que especificam métodos para sua medida que sdo o Food and Drug
Administration- FDA que aplica-se aos equipamentos usados nos Estados Unidos e
0 INTERNATIONAL ELECTROTECHNICAL COMISSION, relevante para todos os
aparelnos do mundo. Porém, no Brasil,ndo existem laboratorios que prestem

servicos com regularidade para a medicdo da ERA, e dessa forma, sdo as proprias
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industrias fabricantes que quantificam a ERA de seus equipamentos (Guirro, Santos,
1997).

O US produz dois efeitos fundamentais ou primérios no organismo: efeito
mecanico e efeito térmico, que prevalecerdo de acordo com o regime de pulso
aplicado, continuo ou pulsado bem como da energia depositada. No US continuo a
emissao do feixe ultra-sénico se da de forma continua, sendo que no US pulsado, a
emissdo é interrompida de forma periddica, intercalando pausas. Portanto, na
modalidade pulsada poderdo obter-se efeitos térmicos minimos, estabelecendo-se
uma modulacdo de conjunto de pulsos. Ja na modalidade continua, doses baixas
podem praticamente ndo elevar a temperatura dos tecidos. Nesse sentido, sO
ocorrera diferenca de temperatura entre os dois regimes de pulso caso a energia
depositada no modo continuo seja maior (Agne, 2004; Guirro & Guirro, 2002).

Isso posto, as ondas ultrassdnicas que atingirdo uma determinada regido
dependerdo de uma série de fatores a serem considerados, tais como: intensidade,
frequéncia, regime de pulso, area do transdutor, tempo de aplicacdo, técnica de

aplicacao e agente de acoplamento.

O ultra-som terapéutico tem sido aplicado a uma grande variedade de
condicdes traumaticas e inflamatorias agudas e subagudas, reumatdides e artriticas

cronicas, tecido fibroso cicatricial excessivo e para o alivio da dor (Low, Reed, 2001).

Devido a dificuldade de penetracdo de drogas pela pele, agentes quimicos e
fisicos vém sendo pesquisados para que se torne mais facil a permeacéo de agente
farmacoldgicos (Campos, 2004), para tanto sugere-se o uso do ultra-som (Mitragotri,
1995), pois a acdo de uma forc¢a fisica acentua a permeabilidade da pele (Ueda et al,
1996), assim como os efeitos térmicos podem alterar estruturas quimicas da pele
(Hippius et al, 1998).

Chorilli et al (2004) afirma que a presenca de promotores de permeacao,
atuando por mecanismos diversos, pode proporcionar variagcdes no fluxo de uma
substancia através da pele, mediante modificacbes na estrutura das membranas
celulares, alteragcdes dos coeficientes de difusdo e dos coeficientes de partilha
estrato corneo-veiculo, influenciando no contetddo hidrico ou ainda por diminuicdo

das tensdes de interface. Tais promotores, todavia, devem apresentar-se in6cuos,
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ndo interferindo nos principios ativos nem modificando as caracteristicas fisicas e
sensoriais proprias de cada produto, devendo também apresentar efeito imediato e

reversivel.

Atualmente, o transporte de substancias mediado por US, é tido como um
método eficiente de administracdo localizada de drogas. Fonoforese é o termo que
descreve a capacidade do US de promover a penetragdo de substancias através da

pele, uma vez que é capaz de alterar os potenciais de membrana.

A fonoforese €, portanto, a utilizacdo de um campo de energia ultra-sénica,
com frequéncia entre 20 kHz a 3 MHz, para a facilitacdo da penetragdo cutanea,
sendo que o0 aumento da permeacao se da através da desestruturacdo da barreira
lipidica da camada mais externa da pele. A aplicacdo da técnica se da atraves da
utilizacdo de um gel ou creme medicamentoso como meio de acoplamento entre o

cabecote do ultra-som e a &rea a ser tratada (Low, Reed, 2001).

Rosim et al apud Fusaro (2006), define fonoforese como penetracdo de
medicamento pela pele normal através de irradiacdo de ultra-som. Relata que varias
aplicacoes clinicas de fonoforese sdo executadas diariamente devido aos efeitos
benéficos do US na aplicacdo tdpica de medicamentos. Segundo Rosado &
Rodrigues (2003), a veiculacdo de drogas transdérmicas tem sido um importante
meio de administracdo, mas ainda esta limitado pelo pequeno numero de drogas

com um perfil satisfatorio.

5.2 Arnica montana

A Arnica montana, popularmente conhecida como Arnica, € uma planta
herbacea da familia das compostas, nativa das regides montanhosas da Europa. O
primeiro registro escrito sobre os poderes curativos desta planta apareceu na
Alemanha do século Xll, com Santa Goettingen, preconizando seu emprego em
ferimentos. No inicio do século XVIII a Arnica estava consagrada pela medicina

oficial e era largamente empregada em toda a Europa (Teske, Trentini, 1997).
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E frequentemente empregada por via topica no tratamento de ferimentos,
escoriacdes, traumatismos e contusdes, pela aplicacdo sobre a area afetada com
auxilio de algoddes ou compressas embebidas em tinturas ou maceracédo em alcool
de suas folhas e rizomas (Harry, Matos, 2002). Na homeopatia é utilizada em
qualquer tipo de manifestacdo traumatica, tanto fisicas (hematomas ou equimoses
causadas por traumatismos e tor¢cdes ou por esforco muscular excessivo), quanto
mentais (causadas por estresse, fadiga ou acontecimentos marcantes). Apresenta-
se também como um excelente remédio para o coracdo e a circulacdo (Vannier,
Poirier, 1987; Voisin, 1984; Tetau, 1979).

E importante ressaltar que, apesar de plantas medicinais e fitoterapicos,
serem frequentemente consideradas como indcuas, Oliveira & Goncalves (2006),
realizaram uma extensa revisao bibliografica e, selecionaram aquelas que , a partir
de relatos da literatura, apresentassem potencial de toxicidade, dentre elas a

Arnica montana estava presente.

A Arnica deve ter seu uso oral evitado devido a toxicidade das lactonas
sesquiterpénicas. Os riscos da planta ao ser utilizada na forma oral incluem a
possivel ocorréncia de nauseas e irritacdo géstrica e, com doses muito elevadas,
dispnéia. A helenalina diminui a reabsorcdo de célcio, provavelmente por acdo
estabilizadora de membrana, o que ¢é responsavel pelos efeitos téxicos.
Externamente pode provocar dermatite edematosa, com formacdo de vesiculas e
sensibilizacao (Teske, Trentini, 1997; Bisset, 1994; Voisin, 1984).

5.3 Semelhancga entre a pele humana e a pele de suin 0s

A pele é um 6rgdo que protege o organismo da entrada de substancias
nocivas ao organismo, ela evita a evaporacao excessiva de agua, possui a funcao
de barreira (Chorrili et al, 2005).

A transmissdo transdérmica oferece uma forma viavel de permeacdo de
farmacos, quando a droga néo pode ser utilizada via oral ou injetavel, no entanto a

pele possui uma barreira eficaz que ndo permite a permeacao facil de drogas. Essa
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propriedade de barreira da pele é atribuida a camada cornea que é formada pela
bicamada lipidica que aumenta a resisténcia a transportes de ions e cornedcitos
(Campos, 2004).

Para Polacow (2007) o efeito do uso de substancias e recursos fisicos na pele
podem ser observados através de um estudo histopatologico, que permite a analise
do tecido epitelial, derme e de caracteristicas celulares. Para a realizagdo de
estudos de permeacado cutanea, geralmente sdo utilizados suinos, pela semelhanca

da pele com a humana, este sao utilizados tanto em testes in vitro como in vivo.

A Acdo fisioldgica das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina é realizada
pelos adrenoceptores, e destes pode-se encontrar ao menos 5 subtipos coexistindo
nos adipdcitos — B1, 82, 83, alB e a2 (Lafontan et al., 1997; McNeel e Merssmann,
1999; Ding et al., 2000). A concentracao dos adrenoceptores € variavel conforme a
espécie animal, sendo que os suinos possuem 70 a 80% de adrenoceptores (1,
20% de adrenoceptores B2 e menos que 10% de adrenoceptores B3 (Ding et al.,
2000). Pela similaridade na resposta de agonistas e antagonistas beta-adrenérgicos
em humanos, evidéncias demonstram que a propor¢céo de adrenoceptores 31, 2 e

B3 seja proxima aos suinos (McNeel e Mersmann, 1999).

6 MATERIAIS E METODOS

6.1Tipo de pesquisa

Trata-se de uma pesquisa com abordagem qualitativa, do tipo experimental,
que busca analisar o efeito da fonoforese, com a utilizagdo de Arnica montana, no
sistema tegumentar e adipdcitos, atraves da analise histopatologica de tecidos

bioldgicos de suinos.

De acordo com Haddad (2004), o estudo experimental se caracteriza pelo fato
do pesquisador, determinar exposi¢do ou hdao e, num segundo momento, verificar a

ocorréncia ou ndo do efeito dessa exposicao.
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Brevidelli e Domenico (2006), explicam que a partir do momento em que
existe a intencdo de buscar significados e interpreta-los a partir de um contexto
proprio, natural, delineia-se a abordagem qualitativa do estudo. Também foi
realizada uma pesquisa bibliografica com o objetivo de conhecer outras referéncias

publicadas sobre o assunto em questéo.

6.2 Utilizacdo de Animais

Serdo utilizados dois suinos machos Landrace com 40 dias e peso
aproximado de 10 kg. Os animais serdo adquiridos na Granja Balduino, municipio de
Cruzeiro do Sul, no estado do RS, por indicagcdo da Associacao dos Criadores de
Suinos do Rio Grande do Sul (ACSURGS), com sede em Estrela/RS.

Os procedimentos serdo acompanhados pelos médicos veterinarios Gilberto
Silva e Paulo César Madeira, que realizardo o sacrificio e extragdo dos fragmentos
dos animais, bem como a fixacdo dos mesmos com solucdo de formol, para ser
enviado ao Laboratorio de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, em

Porto Alegre.

O animal que receberd o tratamento por apenas um dia, com o intuito de
verificar o efeito imediato do ultra-som, através da técnica de fonoforese na
veiculagdo da Arnica montana, sera tratado e sacrificado no local onde seréo

adquiridos.

O animal que recebera o tratamento de 20 dias sera deslocado para uma
chéacara, na cidade de Arroio do Meio, de propriedade do senhor Theno Bohrer, para
facilitar a realizacdo dos experimentos. O transporte sera realizado conforme
indicacdes do criador dos suinos, e acompanhado por um veterinario, para que o
mesmo ndo sofra, ou se machuque. Ou seja, ao serem carregados ou
descarregados, para um meio de transporte, 0s animais ndo devem ser suspensos
por quaisquer meios mecanicos, nem levantados ou arrastados pela cabeca, patas
ou cauda. Nesta chacara sera disponibilizado um ambiente adequado a estadia do

suino, que ficara em um espaco reservado, mas proximo a outro suino de criacéo
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propria da familia. O espacgo permitirh que o animal se levante, deite e descanse
sem dificuldade; tenha um local limpo, confortavel e adequadamente seco onde

possa descansar; veja outros animais e mantenha uma temperatura confortavel.

Assim sendo, 0s animais serao mantidos em local seguro, com abrigo, com
agua ad libitum e alimentacdo balanceada, provida de racdo adequada para a faixa
etaria que se encontram, produzida e fornecida pelo criador/fornecedor. A racéo sera

disponibilizada duas vezes ao dia, conforme sugestdo do veterinario.

ApoOs a realizacdo dos tratamentos, 0s suinos serdo anestesiados com o
anestésico Zoletil®, aplicado endovenosamente na Veia Auricular. A dose utilizada
sera de 1,5 ml, suficiente para anestesiar o animal e aprofundar o processo
anestésico, indo direto do estado de analgesia e anestesia para o da depresséo

respiratoria, sobrevindo a morte dos animais referidos, totalmente sem sofrimento.

6.3 Planta

As amostras utilizadas para a analise foram obtidas a partir de extrato
glicélico de Arnica montana, produzido pelo Laboratério Schreibmann Ltda®, lote
4652, fabricado em 10/2005, com validade de 5 anos.

Vale ressaltar, que na aquisi¢do do produto foi solicitada a entrega do laudo
técnico do extrato (Anexo A), pois conforme Maciel et al (2006), os extratos séo
instaveis ao longo do tempo, podendo ocorrer degradacdo de substancias, e,
portanto, torna-se necessario a comprovacao dos prazos de validade pela empresa

fabricante.

Além disso, de igual relevancia deve ser considerada a data de fabricacao
dos extratos, pois segundo Gobbo-Neto e Lopes (2005), a época em que uma droga
€ coletada pode interferir diretamente em seus constituintes ativos, e, dessa forma,
podem ocorrer variagfes sazonais de praticamente todas as classes de metabdlitos

secundarios.
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Para a realizacdo do experimento serd utilizada uma solugdo do extrato
glicdlico de Arnica montana na concentragdo de 100mL/L. Esta mesma
concentracdo de solucao sera também incorporada ao gel para a aplicacéo do ultra-

som.

6.4 Procedimento experimental
6.4.1 Amostragem

Para a realizacdo do experimento serdo utilizados dois suinos, sendo que um
recebera apenas 1 sesséo de tratamento e o outro dez sessdes, em dias alternados
totalizando vinte dias de tratamento. Serd realizada tricotomia da regido dorsal, onde
sera aplicado o ultra-som terapéutico. Os animais serdo submetidos aos seguintes

tratamentos:
- gel + azul de metileno + ultra-som
- gel + azul de metileno + Extrato glicélico de Arnica montana + ultra-som
- Arnica montana
- gel + azul de metileno

- area destinada ao controle, sem nenhuma aplicacéo no local.

6.4.2 Matéria-prima
- Extrato glicélico de Arnica montana
- Agua destilada e deionizada
- Agar-agar
- Formol

- Azul de metileno
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- medicamento Anestésico (Zoletil 1,5 mg)

6.4.3 Equipamento
6.4.3.1 Ultra-som Terapéutico

O equipamento utilizado para as analises sera fornecido pela empresa DGM
eletrbnica Ltda., sendo que as caracteristicas técnicas fornecidas pelo manual de
instrucao do equipamento sao:

- Alimentacéo: 110V/ 220V ~ 60 Hertz

- Consumo maximo: 50 V. A

- Modo de operacgéao: continuo

- Classificacao: classe | - tipo BF

- Fusivel externo: 1A/110V / 0,5A/220V, tipo 20AG
- Fusivel interno: 1A/110V ~ tipo 20AG

- Temporizador: de 01 a 30 minutos

- Frequéncia de ultra-som: 3 MHz

- Modo de emisséao do ultra-som:

. Continuo

. Pulsado a 100 Hz com ciclos de duracéao do pulso de:
50% - 5,0 ms on / 5,0 ms off (1/2)

20% - 2,0 ms on / 8,0 ms off (1/5)

10% - 1,0 ms on /9,0 ms off (1/10)

5% - 0,5 ms on /9,5 ms off (1/20)
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. Pulsado a 48 Hz com ciclos de duracé&o do pulso de:
50% - 10,4 ms on / 10,4 ms off (1/2)

20% - 4,1 ms on/ 16,7 ms off (1/5)

. Pulsado a 16 Hz com ciclos de duracéo do pulso de:
50% - 31,25 ms on / 31,25 ms off (1/2)

20% - 12,5 mson/50,0 ms off (1/5)

- Intensidade de poténcia: 0,1 a 2,0 W/cm?2

- ERA (Efective Radiaton Area): 3,5 cm?

- Dimensdes: 440mm X 270mm X 125mm (LXPxA)

- Peso: (aprox. s/ transdutor) 4,0 kg.

Figura 1 - Equipamento de ultra-som terapéutico utilizado nos experimentos

Serdo adotados os seguintes parametros de terapia por ultra-som: Cabecote
com freqiéncia de 3MHz, modo continuo, dose de 1,0 W/c, durante o tempo de 6
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min, em retangulos previamente marcados na pele do animal de 3,5cm X 5cm (17,5
cm?). O tempo foi calculado dividindo-se a area a ser tratada pela ERA (area de

radiacdo efetiva) do cabecote (Borges, 2006).

6.4.3.2 Afericdo do equipamento

Foi solicitada a industria fabricante do equipamento afericdo e calibracdo do
equipamento de ultra-som terapéutico, prévia aos ensaios experimentais, de forma
que a poténcia de saida no transdutor seja compativel com o valor indicado no

painel do equipamento, visando resultados de maior confiabilidade.

De acordo com Guirro e Santos (1997), mais de 50 % dos equipamentos em
uso, nas clinicas e departamentos de fisioterapia, estdo fora das especificacdes
postuladas pela Internacional Eletrotechinical Commission (IEC), o que pode

comprometer a seguranca e eficiéncia da terapia ultrassonica.

6.5 Analise histopatolégica

Para a possivel visualizacdo na analise histopatoldgica, sera acrescentado ao
agente de acoplamento o corante quimico azul de metileno, na concentracdo de
0,004g/L. Esta ndo é uma substancia toxica, sendo amplamente utilizada em casos
como este que € necessario visualizar a penetracdo ou perfusdo de uma substancia

em tecidos.

Ao término das aplicacdes, tanto de um dia quanto de vinte dias, 0s
tratamentos serdo acompanhados por um veterinério que realizara o sacrificio dos
suinos através de aprofundamento do anestésico (Zoletil 1,5 mg), a fim de evitar

qualquer tipo de sofrimento do referido animal.

ApOs o sacrificio, 5 fragmentos de pele (2cm X 2cm), previamente
demarcados serao retirados e mergulhados em formol tamponado a 10%, fornecido
pelo Laboratério de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, em Porto

Alegre que realizar4 as analises. Os fragmentos permanecerdo no formol por um
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periodo de aproximadamente 7 dias, para haver a fixacdo do material e apds sera
realizada a analise histoldgica e emitidos os respectivos laudos.

Ao finalizar as extracbes dos fragmentos os animais serdo enterrados nas
respectivas propriedades, em cova suficientemente profunda (em torno de 0,50
metros da superficie do terreno), em local livre do acesso de cées e/ou outros
predadores carnivoros. Antes da cobertura, serdo completados com terra o0s
espacos vazios em torno do cadaver e, entdo, sera colocada em toda a extensao da
cova uma camada de 10 cm de cal viva, que devera, finalmente, ser coberta com
uma camada de terra bem socada. Este procedimento sera de responsabilidade do

veterinario que executara o sacrificio dos animais.

6.6 Equipamentos de protecédo individual (EPI’S):

Os pesquisadores e profissionais envolvidos no experimento fardo uso de
EPI’s durante a realizacdo dos procedimentos, tais como: toucas, luvas, mascaras,

macacoes e botas.

6.7 Consideracdes éticas e legais

Esta pesquisa sera realizada mediante aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario Univates, garantindo que a utilizagdo dos animais
para a pesquisa tenha fins cientificos que justifiquem o método, além de garantir a
auséncia de sofrimento dos animais através do manejo, transporte, condicéo de vida
e nutricdo adequada, procedéncia e qualidade do modelo animal, condi¢des
adequadas de alojamento durante o experimento, procedimento seguro e adequado,
analgesia e anestesia apropriada para a espécie, método de eutanasia adequado e
disponibilidade de cuidados veterinarios. Além disso, garante a biosseguranca dos

pesquisadores e demais profissionais envolvidos no estudo.

A identificacdo dos criadores que fornecerdo o0s animais serd preservada,
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sendo, portanto, retirada deste projeto, apds a sua aprovacao.

6.8 Analise dos dados

ApOs a realizacdo da pesquisa, os dados serdo analisados, discutidos e
apresentados sob forma de dissertacdo, conforme cronograma preconizado pelo
programa de pos-graduacdo em Ambiente e Desenvolvimento do Centro

Universitario Univates.

Os dados da pesquisa poderao ser divulgados, sob forma de artigo cientifico

e publicados em revista do meio.

7 CRONOGRAMA

Meses Dezembro Janeiro Fevereiro
Aquisicdo de materiais X X
Aplicacao de US X
Andlise histopatoldgica das X X
amostras
Interpretacéo dos resultados X X

Divulgagé&o dos resultados X




ANIMAIS

Descricao
Suinos da raca Landrace

Racao

MATERIAL PERMANENTE

1. Andlises:

Descricao
Ultra-som terapéutico

Andlise histopatologica

MATERIAL DE CONSUMO

1. Substancias quimicas:

Descricao

Gel de carbopol

Corante (Azul de metileno)
Extrato glicolico de Arnica
Formol

Zoletil

ORCAMENTO

Quantidade
02
5 Kg

Quantidade
01
02

Quantidade
2 Kg
1009

5L

1L

1,5mg

23

Valor (R$)
140,00
50,00

Valor (R$)
2.500,00
80,00

Valor (R$)
20,00
50,00
170,00
10,63
120,00



2. Vidraria e aparelhagens gerais

Descricao

BalGes volumétricos 100 mL
Bastao de vidro

Beckers 100 mL

Pipetas graduadas 10 mL
Frasco lavador

Pinca

Beckers 200 mL

Fonte: pesquisadora/UNIVATES

Quantidade

Subtotal

Valor (R$)

300,00

3.440,63
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Abstract - Arnica montanais a phytotherapic commonly used for a medicinalppse due to its anti-
inflammatory effects. The ultrasound equipment isedi the same way in Physiotherapy to control
inflammatory signs like pain and edema, besidepgmating substances through the skin, by phonopisore
due to its capacity of altering the cell membrareemgeability, this way providing substance absoption
increasing. Considering thrnica montanaeffects, from phonophoresis technique throughultrasound and
the medicines technological development of vegetigin, this study’s general aim is to investigétmica
montana degradation when undergone to the therapeuti@sdtmd use through phonophoresis using
Chronoamperometry and cyclic and cyclic voltammegghniques. Samples d@frnica montanaglycolic
extract in a glycolic extract in a 100 mL/L dilutiavere used. The ultrasound was put into practiqgriisate
and continuous mode (at a 100 Hz with 20% pulsatiur cycles) at a 1.0 W/énntensity and in times of 0,

5, 15 and 25 minutes. The cyclic voltammetry antbobamperometry were performed before and after the
Arnica montanasamples exposure to ultrasound, thus forming #inalyrves compared to the ones obtained in
the absence of radiation. As a result it was cateduthat the ultrasound physical and chemistrytooac
provides electrochemistry alteration of studiedsstdte Arnica montanginvolving solvent (water) and extract
as well. Furthermore, the findings show the poksitif Arnica montana’ossibility of degradation detection
through cyclic voltammetry and/or chronoamperometghniques.

Key -Words- ultrasound, phonophoresisinica montanacyclic voltammetry, chronoamperometry.

1 Introduction regions of Europe. The first written record about

this plant’s healing power began in Germany in the
The utilization of plants for medicinal use is apfe ~ 21St century, with saint Goettingen, commending its
the most ancient forms of mandkind’s medicinal US€ On wounds. In early XVIII century, arnica was

practice, and in Brazil these native flora plaatskl consecrated by official medicine and was largely
studies to verify its pharmacologic ~ used all throughout Europe [3]. 3
proprieties/qualities, considering its use is sgign Phytochemical studies of its composition
linked to the popular use and propagated by traders récord the presence of  lactones
[1]. sesquiterpenes (helenalin and dihidrohelenalin),

Several plants are also being accepted by fatty acids (acetate, isobutyric, 2-metilbutyric,
professionals in the cosmetic area and consumers.Methacrylic), flavonoids (isoquercetin, luteolin-7-
The use of vegetable extracts in cosmetic products 9lucoside, astragalin), fixed oils (oleic acid, riau

has been more and more motivated by researchers2cid, palmitic acid), various acids ( formic, cadfe

and designers of the area [2]. angelic, malic), triterpenes (arnidol, pradiol,
Arnica montanapopularly known as arnica, arnisterin), cinnamic acids derivatives (chlorogeni

is an herbaceous plant from the acid), essential oils , xantofiloposideos, carokeso

the compounds’ family, native to the mountainous Waxes, polyacetylene, resins, tannins, coumarins,



inulin, arnicin, phytosterin and the arnican allkdlo  defined peaks, that allow to foresee the antioxidan

[3,4,5]. capacity of vegetable raw materials, as well as the
Ultrasound is a therapeutic modality largely detection of organic species [12, 13, 14].
used in the practice of physiotherapy. The ultrason Therefore, considering the optimization

waves are generated by transducers that convertpossibility of the effect of the therapy by ultrasd,
electrical Energy into mechanical energy and vice- through phonophoresis, associated to the effect of
versa, thanks to piezoelectric materials, which Arnica montana and also the scarcity of

generate effects of the same name [6]. considerable studies in the area, it justifies the
The therapeutic equipment is characterized accomplishment of this research, thus using
by having a 1 to 3 MHz frequency, intensity detection techniques, such as the

between 0.01 to 3.0 W/¢rin continuous and pulsed  chronoamperometry [15]and the cyclic voltammetry
modes. The radiation intensity is an essentiabfact [16], with the intention to evaluate the potentiél
for the success of the therapy as well as its degradation of the extract, submitted to the rémhat
application time [7]. The total amount of energy of ultrasound, modulated in different types of puls
deposited on a biological tissue depends on the and times, through the construction of analytical
following parameters: sound power, time, curves, comparatively analyzed before and after the
frequency and effective radiation area of the exposition of extracts to the
transducer (ERA). The ERA comprises all the radiations.

points in which the ultrasonic intensity is the gam

or superior to 5 % of the spacial maxim ultrasonic 2. Experimental

intensity expressed in square centimeters, onde tha

there are two patterns that specify methods for its 5 1 Samples

measure which are the Food and drug

Administration — FDA that is applied to the The samples used for analysis had been gotten from
equipments used in the United States and the the Arnica montanaglycolic extract on, produced
INTERNATIONAL ELECTROTECHNICAL by the Laboratory Schreibmann Ltd, lot 4652,
COMISSION, relevant for all the appliances of the manufactured in 10/2005, shelf life of 5 years, by
world [8, 9]. _ means of the technical report of experts of the
At present, the transportation of substances oytract. The samples had been prepared from
mediated by ultrasound is considered an efficient jjutions in deionizated water of 100mL/L. In Fib.
method of located administration of drugs. and Fig. 2 the basic structure of active principles
Phonophoresis is the term that describes the can pe verified in the chemical composition of

capacity of the ultrasound of promoting the arnica montanghelenalin and isoquercetin).
penetration of substances through the skin, sihce i

is able to alter the membrane potentials [10].

The propagation of transdermic drugs has
been an important means of administration but it is
still limited by the small number of drugs with a
satisfying profile [11].

Arranged that, it is made necessary to check the
effect of the phonophoresis technique on the
structure of compounds phytotheraphics, in such a
way that the presence of the carrier (ultrasound)
does not interfere in the properties of the sulzgtan
(Arnica montana

The electroanalytical techniques reveal quite
promising, making possible the attainment of well
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Fig. 2 — Isoquercetin structural formula
instrumental analysis, were carried out in
2.2 Ultrasound

determined times of application of the ultrasound,

in situ" (during the treatment), "ex situ
The equipment used for the analyses was suppliedimmediately” (immediately after the treatment) and

by DGM electronic Ltd Company, checked and "ex situ after a time of rest of an hour" after the
calibrated. The next parameters of ultrasound treatment.
therapy were adopted: continuous mode and

pulsated mode at 100 Hz with cycles of duration of 2.3 Instrumental analysis
20% pulse, on times of: 0, 5, 10 and 15 minute, 1.

W/cn? intensity, through the sub aquatic application For the analyses of the degradation Afnica

technique. Each one of the proceedings was carried montanaextracts, it was used a potentiostat, having
out in triplicate [17]. The readings for the



the experiments being carried out before and after electrochemical cell used was the same from the
the exposure of the extracts to the therapy by voltammetric tests.
ultrasound, being built voltammetric curves from
the obtained results. 3. Results and Discussion
The potentiostat used was Microquimica,
model MQPG-01, interfaced via plate with the
computer. After optimization of the ultrasound
application conditions at voltammetric measures, 3.1 Electrochemistry Analysis — Cyclic
analytic curves were built and compared to the voltammetry
curves obtained in the absence of radiation. The
electrochemical cell used was a conventional dell o Initially the electrochemistry characterizationtses
a compartment, being the work electrode a platinum were carried out, through the use of cyclic
thread, the counter-electrode a platinum thread and voltammetry technique, in arArnica montana
as a reference electrode; the Ag/AgC1 was used. extract solution (100 mL/L), before and after the
The electrochemical window used was one application of a not therapeutic ultrasound bath,
from — 1800 mV to + 1800 mV, with 50 mV/s scan during 15 minutes, in a 50mV/s scan rate. All the
rate. The results were analyzed comparatively. measured potentials are regarding the Ag/AgCl
After the cyclic voltammetry tests, some e€lectrode.
constant potential application of cronoamperometric
tests were carried out, on 0.39 V and 05 V
potentials in Arnica montanaglycolic extract in
dilution of 100 mL/L, in the application modes of
therapy for continuous and pulsated ultrasound at
100 Hz and 20% pulse cycles of duration in the
times of 0, 5, 15 and 25 minutes. The experiment
was carried out with the help of a tension source
CIDEPE EQO030 and a digital Multimeter Metex M-
4650B was used to measure the current. The

0,004
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- with US
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Fig. 3 — Cyclic voltammogram dfrnica montanaextract solution before and after application lbfagsound, s
=50 mV/s
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Fig. 4 — Zoom of electrochemical window: — 500 t60O mV.

The analysis of the obtained results, demonstrate the oxidation of organics species, in
according to figure 3, allows to check that in 39 this case, th&rnica montanasolution.
potential, the value of the current before exposing Therefore, the oxygen evolution reaction
the sample to the ultrasound was approximately (OER) is dislocation for less positive potential
0.120pA (after exposure was 0.14@\) , indicating values [24, 25].
there was a reduction of electrical current when th
sample was subjected to therapy by ultrasound.

At the same time in low value potential 3.2 Chronoamperometry
regions, takes place the loose of hydrogen because
of proton reduction. 3.2.1 Continuous ultrasound

In this voltammogram there are 3 peaks

(anodic and cathodic) found in the platinum / wéter  From the results obtained by cyclic voltammetry,
Arnica montanasystem. In low values potential e potential of 0.39 V and 0.5 V were chosen
regions (around — 1.2 V), it can be seen the pejng this potential near to the potential Avhica
hydrogen formation, resulting in a fast decrease of ,ontana’s oxidation potential (0.39 V). All the
the values of current The peak 1 can be due to the samples of the arnica solution (100 mL/L) were
platinum behavior in consequence of presence of gyajuated through Chronoamperometry, in different
hydrogen in the system, involving superficial {imes (0, 5, 15 and 15 minutes) of ultrasound
adsorption processes [18]. The peak 2 is related to application at the continuous modes (1.0 W/cm

Arnica montangpresence in the solution in regions intensity) and pulsated (100 Hz, 20 %, 1.0 Wicm
near to 0.39 V [12, 19]. In high values potential jntensity). ’ ’

regions (over 1.2 V), it can be seen the oxygen Using the analysis of variance (ANOVA)
formation through the water oxidation, resultingain among the obtained results from tharnica
fast increase of the values of current, and pe&k 3 montanas voltammetric profile, before and after the
characteristic from systems which have organic appjication of continuous ultrasound, in electric
species in solution [20, 21, 22, 23]. potentials of 0.39V, in fulfilled treatments “intisi,
“ex immediate situ” (soon after the application of

In- whit and without ultrasound cyclic  the ultrasound) and “ex situ after 1 hour” of rest,
voltammogram, the charge (Q) value are 1.17mC. gjgjficant differences were not seen (p = 0.0791)

_2 _ . .
cm “ and 0-97584m_C-C”‘2 respectively (Fig- 4),  and as well as no significant differences were
according to the literature [24]These values



checked between the different times of exposure of
the samples to the therapy (p = 0.5875).

The same behavior was observed in
treatments carried out with pulsed ultrasound, in
other words, in the analyses in situ, ex situ
immediate (soon after the application of the
ultrasound) and ex situ after a one-hour time ef re
p = 0.0754 and between the times p = 0.6631.

Likewise, for the 0.5 V potential significant
differences (p = 0.1024) haven't shown up and,
neither have significant differences between the
different times of exposure of the samples to
therapy (p = 0.6668).

3.2.2 Pulsed ultrasound

The potential that presented -electrochemical
alterations was the 0.5V one. These differences can
be explained by the fact that this study, diffelent
of the one already carried through [12] uses
platinum work electrode, having as a reference
electrode Ag/AgCl, instead of the carbon paste
electrode and Ag/AgCI/KCI (sat), mentioned in the
literature.

In Fig. 5 one can see the behavior of the
current in the different application times of pdieh
(0.5V).

1,6
1,4
1,2

H

——

0,8
0,6
0,4 +
0,2 +

deviation

current medium and standard

——

0 5

time of ultrasound apllied

15 25

Fig. 5 — ex situ after one hour rest reading: aursetime of ultrasound applied in potential of \0.5.00Hz

pulsed ultrasound, 20%, d=1.0W/Gri00 mL/L solution.

These results are due to the ex situ (rest of 1
hour) essays: In the application of pulsed
ultrasound, in a 100 Hz frequency, pulse duration
cycle of 20%, in a 1.0W/chintensity, anArnica
montanaglycolic extract in dilution of 100 mL/L
(Fig. 5) and potential of 0.5V the current value

(cavitations) promoted by the ultrasound. This
phenomenon can cause a break in the molecule
interaction, having these extracts of plants double
bonds that also are affected by the system's
agitation [26].

This phenomenon is known as being a

before the sample exposure to the ultrasound was of physical action by ultrasound, that besides the

approximately 1.18mA. After the ultrasound
application times of 5, 15 and 25 minutes, a curren
value of 1.14 mA, 1.05 mA and 0.87 mA, was
gotten respectively.

Therefore, it can be evidenced that
electrochemical alterations in the system occur,
being able to indicate the degradation of active
principles in theArnica montanasolution. This
alteration probably occurs due to great agitation

already mentioned, the effect may promote the
cleaning of electrodic surfaces by dissolutionha t

inhibiting layers, resulting mainly in improvingeh

solid-liquid mass transfer between electrode and
solution. Moreover, there are the chemical effects,
which are also consequences of violent collapses.
The "hot spot" theory predicts high temperatures
and pressures inside the bubble during the final
compression. Under such static conditions, oxidized



species are generated by molecules homolytic

In performed experiments, there is a linear

cleavage (gases and solvent). In aqueous media andrend of decreasing values of current through the
in the presence of oxygen, the radicals thus formed current values plovs degradation time (Fig. 6).

can considerably improve the electrochemical
process performance [27].
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)
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o
=
1

1,05 —

1,00 —

0,85 4

current A (at 0.5V

0,80 —

0,85

experimental data
linear fit

T T T T T
10

T T T T T
14

time [(minutes)

Fig. 6 — Current valuesArnica montanalegradation time

Observing Figure 5, it can be seen a linear
behavior, represented by the equation of line y =-
0.01227 . x + 1.20305 and correlation coefficient
R =0.97426 at the decay of the current densitgr{j)
the Arnica montanasolutions in different ultrasound
application times indicating a possibility #fnica
montanadegradation detection through the cyclic
voltammetry and / or chronoamperometric
techniques, with a semi-quantitative possibility of
detection of arnica montana samples.

Considering the ultrasound action on the
water molecules forming hydroxyl radicals and the
cavitation effect that can promote the homolytic
cleavage of compounds present in the solution,

besides the presence of active principles as Helena
(Figure 1) and isoquercetin (Fig. 2), which show
carbonyl radicals, hydroxyl and aromatic ringst i
structure, suggesting that the physical and chémica
action of ultrasound promotes modification of the
studied substrateA(nica montana involving the
solvent (water) and also the extract.

In Fig. 7, shows the oxidation reaction of
the — OH groups in the ring of isoquercetin. This
mechanism is similarly of the study already carried
through of rutin, mentioned in the literature [19].
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It should be pointed out that, in samples cont@ntomplex matrices, it is necessary to
perform the opening of the sample so that no iaeterfce occurs in the electrochemical analysisesinc
other compounds may have their electrochemical ticeesc in this same range of potentials
(electrochemical window) [13].

4 Conclusion

From the obtained results, it is suggested thaplthysics and chemical action of ultrasound promotes
the modification of the studied substrat&r{ica montana involving the solvent (water) and the
extract as well. Furthermore, the results showpibesibility of detecting the degradation Afnica
montanathrough the cyclic voltammetry and / or chronoaropeetry technique, with a semi-
quantitative possibility of detection of the sangple
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ANEXO D - Laudo de calibracdo do equipamento de US  terapéutico.
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Syt 3

Metron ansurlnformagdse do teste

terga-feira, 29 de julho de 2008

Gravacdo do teste

Teste realizado

Dt torgfen, 29 e M0 angur Versio 1414
SNV037493

Gravado: BIFASICO 220V 13  Plug-In: QA-90 Versdo 1.4.6
MHZ mtr
SONOCAV 1_3 MHZ

Template:

REVO2.mit

Compoenentes utilizados do ansur

Configuracdo do teste

Selecées

Projeto em teste

Has aphcida
IEC 601.1

Namero serial _SNV037493
Cadigo

Tipo
Modelo
Location
Enderego |

DGMELETRONICALTDA _| Enderego 2

CABECOTE
Serial No. SNV037493
Tipo

Assinatura
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Resultados do teste

SEQ. DE TESTE SONOCAV 1/3 Mkiz 220V

Fase - Neutro

Faxe- Neus
Resultados: Valores nidade
i 2516 v
% Teries i almontagis
Fase - Terra T
Resultados: Valores Unidade
Single QA-90 test 1383 v
Tonoes d alimentass
iy Neuro - Tera
Resultados: Valores Unidade
Single QA-00 st 1149 v
Corrente de consumo Corrente de consunmo
Resultados: Valores Unidade
Single QA-90 text 1400 "

Resisténcia de aterramento
Resultados:

Resisténcia d aierramento
Vatores Unidade
1020 mOhm.

Resisténcia de isolagio

Resiséncia de solagdo

Alimentagio - Gabinete
Resultados:
gle QA00 test.

Resisténcia de iola 5o
Alimentagio- Gabinete
Unidade

MOhm

Parte aplicada - Gabinete

Resisigneia 3 wolagdio
Parte aplicada - Gabinete

Resultados: Vatores
coTE 9990 MOhn
Comente de fuga para o terra Corrente defuga pura o erra
. Corrente de fuga parso tera
Condiglio Normal T,
Resultados: Valores Unidade
Single QA-00 st 350 uA

Fase Interrompida
Resultados:
Single QA90 test

‘Corrente defuga para o ferra
Fase Interrompida
Valores Unide
230

Condigio normal, com inversio de fase
Resuliados:
Single QA90 st

A

Corrente de figa par o e

Condigdo normal, com inversd de fuse
Unidade

Fase Interrompida, com inversdo de fusc
Resultados:
e QA-90 test

uA
Corrants de figa para o rra
Fase Intarrompid, con inversd e fus

Sin
Corrente de fuga atraves do Gabinele

Corrente de fga airavés do Gablrete

Condigdo Normal

Corrante de fuga através do Gabinete
Condigzio Normal

Resultados: Valores Unidade
00 A
" ‘Corronts de fuga através do Gabinere.
Fase Jiteirorifida Fase Interrompida
Resultados: Valores Unidade
Single QA0 test 00 A

Terra Interrompido

Resultados:
Single QA-90 test

Corrente de fuga aravés do Gabinete
Terra Interromp
Vatores Unidade
380 wA

Condigdo normal, com inversio de fase

Resultados:
Single QA-90 test

Corrente de fuga atraves do Gabinete
Condigo normal, com imsersiio de fase
Valores idade

Fase Interrompida, com inversdo dc fase

X uA
Corrente e fuga iravis do Gabirete
Fase Interrompida, con inversdo de fuse

A

wltados:
Single QA-90 test

fores widade

“Terra interrompido, com inversio de fase

Resultados:
Single QA-90 test

00 uA
Corrents e figa através do Gabinele
Terra nterronpido, com inversiio de fase.

Valores Unidade

270 wA

Corrente de fuga AC através do paciente

Corrente de fuga AC através do paciente

> Corrente de figa AC atravas do paclenic
Condigio Normal by
Resultados: Valores Unidade
CABECOTE. 00 A
e — o ;;ﬁ,}'ffc atraves do paciente
Resultados: Valores Unidade
CABECOTE 00 A
Terra Interompido ?f::?’;.::é:?;",‘f atraés do paciente
Resultados: Valores Unidade
CABECOTE Y

om inversdo e fase

Condigo normal,
Resultados:
CABEGO"

vA
Corrente Je fuga AC atravis do paciente
Condipdio normal, com imserséio de fuse
Valores midade

v

Fase Interrompida, com inversio de fase

> e

Corrante Je fuga AC atraves do paciente

Fase Interromptde, com inversdo de fate
Unidade

Resultados: Valores
CABECOTE 00
T ey Carrente de fuga AC atravs do pacientc
Terr intesrompido, con fnverstio de (153 Terra interrompido, con inversdo de fuse
Resultados: Valores Unidade
CABEGOTE 20
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