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A indometacina, anti-inflamatorio nao esterdide praticamente insoluvel em agua,
tem capacidade de induzir toxicidade gastrica, renal e hepatica.

Os sistemas de transporte, de que sao exemplo os complexos de incluséo com
ciclodextrinas, abrem novas perspectivas a utilizagédo terapéutica de farmacos. A 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina representa um dos mais Uteis derivados, devido as
caracteristicas de solubilidade que confere aos farmacos incluidos e a baixa capacidade
de induzir toxicidade. A formacao de complexos com indometacina protege a toxicidade
gastrica induzida por contacto tépico, direccionando o farmaco para o local de absorgao
no intestino. A hidroxipropil-B-ciclodextrina atravessa a membrana bioldégica numa baixa
percentagem e & excretada nas fezes.

O objectivo principal deste trabalho é a identificacédo de diferencas nas
propriedades fisico-quimicas dos complexos de indometacina com hidroxipropil-p-
ciclodextrina preparados por dois métodos diferentes, e avaliar a influéncia da
complexacdo na reducao da toxicidade gastrica, apos administracéo oral a ratos Wistar,
em comparacdo com a indometacina forma éacida e sal soddico. A toxicidade renal e a
hepatica sédo estudadas para avaliar a absorcdo da indometacina a partir das formas
complexadas.

Os complexos foram preparados por liofilizacdo e secagem por pulverizagéo. A
influéncia dos processos de complexacéo no estado fisico da indometacina e identificagcéo
da formacao de complexos, no estado liquido e solido, foi efectuada por diferentes
meétodos: espectrofotometria ultravioleta, difractometria de raios-X, calorimetria de
varrimento diferencial e espectrometria de infravermelhos. O perfil de dissolucédo e o
coeficiente de partilhna foram estudados para avaliar a influéncia da complexacao na
liodisponibilidade.

O estudo toxicoldgico fol efectuado em 135 animais, com peso médio de 227
g, com acesso livre a agua e mantidos em jejum. Indometacina forma acida, sal soédico
tri-hidratado, complexos obtidos por liofilizacdo e secagem por pulverizagéo, nas doses
terapéutica e téxica, foram administrados oralmente uma vez por dia, durante trés dias.
Foi registada a variacao de peso. Os animais foram sacrificados 72h apds a primeira
administragao. Foi colhido o estbmago, o rim e o figado.
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Foi efectuado estudo citolégico do muco. Apds avaliagdo macroscopica de
lesbes, 0 estdmago foi fotografado e preparado para estudo histopatoldgico por técnica
de hematoxilina-eosina, assim como o figado e o rim. Foram pesquisadas alteragbes
morfoldgicas nestes 6rgédos. Criaram-se indices de lesdo sendo os tipos de alteracdes
indexados de acordo com a gravidade e a incidéncia.

Os resultados mostram que os métodos de preparacao influenciam o estado
fisico da indometacina. A analise dos estudos de interacgao, sugere a formacéo de
complexos. Os perfis de dissolugao revelam um aumento da percentagem de indometacina
dissolvida e da eficiéncia de dissolucdo em comparagao com a forma isolada, sendo
0 complexo obtido por liofilizacdo o que apresenta melhores resultados.
A complexacado nao influencia significativamente o coeficiente de partilha.

Durante o estudo toxicolégico ndo se observou mortalidade. Os animais tratados
com indometacina forma acida e sal sddico nas doses terapéutica e toxica, evidenciaram
focos de necrose gastrica, Ulceras e exulceracdes na observagao macroscopica. No
mesmo grupo, o estudo citoldgico revelou a presenca de leucocitos e eritrocitos.

No estudo histopatoldgico, o grupo da indometacina complexada através de
secagem por pulverizacéo evidenciou uma reducao de risco absoluto de toxicidade
gastrica em relagao a forma acida, de 75% (IC 95% -0,95 a 0,55; p=0,000) para a dose
terapéutica. O grupo da indometacina complexada através de liofilizagdo evidenciou
uma reducao de risco absoluto de toxicidade gastrica em relacao a forma acida, de
60% (IC 95% -0,85 a -0,35; p=0,000) para a dose terapéutica.

Em todos os grupos de indometacina isolada ou complexada, nas doses
terapéutica e toxica, o figado apresentava em muitos animais pequenos focos de
esteatose, focos de necrose e estase. O rim destes mesmos grupos apresentou peguenas
areas de hemorragia, vacuolizagéo das células tubulares e alteracdes da densidade
celular dos glomérulos.

Pode concluir-se que os complexos de inclusdo melhoram as caracteristicas
fisico-quimicas da indometacina e que, nas condi¢cbes do ensaio, reduzem a sua
capacidade para induzir lesdo gastrica, sendo o complexo obtido através de secagem
por pulverizacdo que apresenta melhores resultados. A partir da toxicidade renal e
hepatica evidenciada, poder-se-a deduzir que a indometacina foi absorvida apods
administracédo oral de formas complexadas, dado que todos os animais aos quais foi
administrada indometacina sob qualgquer forma, apresentam uma incidéncia e gravidade
semelhantes.

Palavras-chave: Indometacina; Hidroxipropil-pB-ciclodextrina; Liofilizac&o;
Secagem-por-pulverizagéo; Estomago; Figado; Rim; Toxicidade; Caracteristicas-fisico-
quimicas; Rato-Wistar; Espectrofotometria-ultravioleta; Calorimetria-varrimento-diferencial;
Difraccao-raios-X; Espectroscopia-infravermelhos; Perfis-dissolucdo; Coeficiente-partilha.
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Indomethacin, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, is practically water insoluble
and has capacity to induce gastric, renal and hepatic injury.

Delivery systems, like ciclodextrin’s inclusion complexes, open new perspectives
to drug’s therapeutic use. 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin represents one of most useful
cyclodextrin derivatives, due to aqueous solubility characteristics granted to inclusion
complexes formed and very low capacity to induce toxicity. Inclusion complex with
indomethacin protects gastric toxicity induced by topical contact, targeting drug to the
intestine for absorption. Hydroxypropyl-p-cyclodextrin crosses biologic membrane at
very low percentage and is excreted on the faeces.

This work’s main objective is to identify differences on physicochemical properties
of indomethacin and hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion complexes, prepare by two
different methods and evaluate influence of complexation on gastric injury reduction,
after oral administration to Wistar rats, compared with indomethacin acid and salt forms.
Renal and hepatic injury is studied to evaluate if indomethacin is absorved from complexed
forms.

Complexes were prepared by freeze and spray-drying. Influence of complexation
methods on indomethacin stability and identification of complexe formation, on the liquid
and solid state, was performed by different methods: ultraviolet spectroscopy, differential
scanning calorimetry, X-ray diffractometry, infrared spectrometry. Dissolution profiles
and partition coefficient were performed to study liodisponibility after complexation.

Toxicological study was performed on 135 animals, medium weight 227 g, allowed
free water access and kept fasted. Indomethacin acid-form, trihydrated-sodium-salt,
complexes spray and freeze-drying, in therapeutic and toxic-dose, were administered
orally once a day for 3 days. Weight variation was recorded. Animals were sacrificed
72h after first administration. Stomach, kidney and liver were collected.

Gastric mucous was studied by cytological technique. After macroscopic lesions
evaluation, stomachs were photographed and prepared for histopathological study by
haematoxylin-eosin technique. Morphologic injury search was performed on stomach,
liver and kidney. Lesion indexes were developed with type of injury being scored according
to severity as well as incidence.
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Results show that preparation methods influence indomethacin physical state.
Analysis from interaction studies suggests inclusion complex formation. Dissolution
profiles revelled an increase on the percentage of dissolved indomethacin and on
dissolution efficiency, compared with isolated indomethacin forms. Freeze-drying complex
showed better results. Complexation had no significant influence on partition coefficient.

During toxicological study, no mortality was registered. Animals administered
with indomethacin acid and salt form, in both therapeutic and toxic-dose, showed gastric
necrosis foci, ulcers and exulcerations. In same groups, cytological analysis revelled
presence of leukocytes and erythrocytes.

Gastric histopathological study revelled for the spray-drying complex, an absolute
risk reduction of 756% (Cl 95% -0,95 0,55; p=0,000) for therapeutic-dose. Regarding
the freeze-drying complex the absolute risk reduction was 60% (Cl 95% -0,85 -0,35;
p=0,000) for therapeutic-dose.

Liver of indomethacin groups showed cases of small steatosis foci, focal necrosis
and stasis, on both therapeutic and toxic-dose. Kidney of same groups, showed
haemorrhage small areas, tubular cells vacuolization and glomerular cellular density
change.

We can conclude that complexation methods enhance indomethacin
physicochemical characteristics and that, under experience conditions, inclusion
complexes showed very low capacity to induce gastric injury, with better results for
spray-drying complex. Renal and liver toxicity, lead to assume that indomethacin was
absorbed from complexes after oral administration, since all animals treated with any
form of indomethacin showed similar incidence and severity.

Key words: Indomethacin; Hydroxypropyl-B-cyclodextrin; Freeze-drying; Spray-
drying; Stomach; Liver; Kidney; Toxicity; Physicochemical-characteristics; Wistar-rat;
Ultraviolet-spectroscopy; Differential-scanning-calorimetry; X-ray-diffractometry; Infrared-
spectrometry; Dissolution-profiles; Partition-coefficient.
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Prefacio

OS CUIDADOS FARI\/IACEUTI(;OS EM NEONATOLOGIA E O DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS AGENTES TERAPEUTICOS

A investigacdo farmacéutica tem como intuito o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos direccionados a resolugéo de situagdes clinicas, integrando
conhecimentos pluridisciplinares.

A pratica de cuidados farmacéuticos possibilita a identificacdo de situagdes
clinicas para as quais 0s recursos terapéuticos existentes ndo sao os adequados. Fazer
parte da equipa de salude de uma unidade de cuidados intensivos de neonatologia é
um desafio para o farmacéutico clinico, confrontado com a necessidade de dar resposta
aos problemas biogalénicos decorrentes da anatomofisiologia e das patologias inerentes
aquele grupo etario que abrange prematuros (individuo que nasce antes das 37 semanas
de gestacédo), recém-nascidos (individuo com tempo de gestacédo de 37 a 42 semanas,
com idade inferior a 28 dias) e lactentes (individuo com idade superior a 28 dias e
inferior a 12 meses) (Richardson, 2001; Stewart e Hampton, 1987).

A terapéutica farmacoldgica confronta-se, por um lado, com um organismo
sujeito a marcadas alteracdes bioldgicas, resultantes da composicédo organica e da
maturagao funcional, que decorre a diferentes graus em criancas com a mesma idade,
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determinando modificagbes no perfil farmacocinético e farmacodinamico e, por outro
lado, com a necessidade efectiva da utilizacdo de farmacos. Verifica-se, na pratica, a
falta de adequacao das especialidades farmacéuticas a este grupo, guer no que respeita
a formulacéao, dosagem, forma farmacéutica, osmolalidade, vias de administracéo ou
excipiente utilizado, quer ainda no tocante a caracteristicas biofarmacéuticas de eficacia
e de seguranca (Leff e Roberts, 1987; Pellegrin e Lesne, 1980).

Para dar resposta a necessidade de tratamento destes doentes, recorre-se a
reformulacdo de medicamentos, sendo esta uma pratica com um elevado risco de
seguranca e de eficacia, na auséncia de informacéo acerca da estabilidade, solubilidade
e biodisponibilidade.

Nas formulagoes liquidas, para ultrapassar a fraca solubilidade aquosa de varios
farmacos, sdo usados como agentes suspensores grandes quantidades de co-solventes
organicos ou xaropes com alta osmolalidade. Ambas as alternativas acarretam riscos
potenciais para o RN quer devido a imaturidade metabdlica, quer devido aos efeitos
locais no intestino (Leff e Roberts, 1987).

Na auséncia de preparacoes liquidas adequadas, efectuam-se, a partir das
formulas solidas orais, diluicdes sdlidas em solventes tais como lactose ou amido. A
administracédo de pds misturados com um peqgueno volume de agua (1 a 2 ml) resulta
na perda de uma parte variavel de dose e obstrucdo da sonda nasogastrica.

Os objectivos biogalénicos em neonatologia visam a obtencé&o de agentes
adequados ao grupo etario e requerem o estudo de possiveis vias de administracao
alternativas e avaliacao de aspectos biofarmacéuticos, de seguranca e eficacia de
farmacos "in vivo" e "in vitro".

Considerou-se assim que a utilizagao de derivados das ciclodextrinas altamente
sollveis em agua, seria uma alternativa para a formulagéo de preparacgodes liguidas
aquosas de farmacos fracamente sollveis, aliada a uma melhoria de biodisponibilidade
e de seguranca (Kaukonen et al., 1998; Totterman et al., 1997).

Este estudo pretende perspectivar a possibilidade do recurso aos novos sistemas
terapéuticos, dos quais é exemplo a complexacao de farmacos com ciclodextrinas, no
tratamento farmacoldgico do fecho do canal arterial (CA) em BN de termo e prematuros
por via oral, como meio de optimizacéo farmacoterapéutica e diminuicédo da toxicidade
gastrointestinal do farmaco de primeira escolha - a Indometacina.
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1. O CANAL ARTERIAL EM RECEM-NASCIDOS

Na circulacao fetal, o canal arterial (CA) € um canal vascular normal que liga a
artéria pulmonar esquerda, com a aorta descendente (Figura 1). A funcédo do CA é a de
permitir que a maior parte do fluxo sanguineo (90%), que sai do ventriculo direito, flua
directamente para a aorta descendente, evitando a circulacao pulmonar altamente
resistente. Esta circulacao direcciona o fluxo de sangue nao oxigenado para a placenta,
a qual é a fonte fetal de reoxigenacgéao (Bhatt e Nahata, 1989; Gal e Gilman, 1993; Hammerman

e Kaplan, 2001; Yeh e Carr, 1991).

Aorta

Artéria Canal

Figura 1. Circulagéo cardiaca fetal. Adaptado de American Heart Association - “If your child has a congenital
heart defect” (acessivel em: http.//www.americanheart.org/presenter.jhtml?identifier=1672#).
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Durante os primeiros minutos ap6s o nascimento, a constricdo do CA e 0 seu
fecho funcional inicia-se normalmente de modo espontaneo, redireccionando o fluxo
sanguineo para os pulmodes, que assumem a funcdo de oxigenacédo. A evolugdo do
fecho funcional do CA em recém-nascidos de termo ocorre durante as primeiras horas
de vida: 20% encontra-se fechado as 24h, 82% as 48h e 100% as 96h. O potencial

risco de reabertura do CA mantém-se até ocorrer o fecho completo.

Os factores determinantes do fecho desta veia, representado esquematicamente
na Figura 2, sdo a tenséo de oxigénio, as caracteristicas especificas da massa muscular
disponivel no CA e a concentragao de prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras circulantes,
principalmente a PGE,, a prostaciclina PGl, e, segundo alguns autores, também o
tromboxano A, (Baptista et al., 1999; Barst e Gersony, 1989; Gal e Gilman, 1993; Hammerman,

1995; Hammerman e Kaplan, 2001).

Aorta Descendente
Lamina interna elastica
Células Endoteliais
Média

1
2
3

Lamina interna elastica
Células Endoteliais
Regido Subendotelial

Lamina interna eléastica
s Células Endoteliais

7 Canal Arterial Regiao Subendotelial
Artéria Pulmonar

Figura 2. Representagdo esquematica do fecho do canal arterial. 1. A aorta n&o apresenta
espessamento; 2. Inicio do espessamento a partir da base do CA, com a migracéo das
células do musculo liso para a regidao subendotelial, levando ao desaparecimento do
lUmen do canal; 3. O processo inicia-se na parte terminal do canal do lado da artéria
pulmonar e progride para o lado da aorta (Hammerman, 1995).

1.1. A manutencao do Canal Arterial e implicacdes na biodisponibilidade

de farmacos

A incidéncia da manutencdo do CA de acordo com a bibliografia é
aproximadamente de 20 a 256% em RN de baixo peso (1500 a 2500 g), podendo atingir
70% nos de muito baixo peso (inferior a 1500 g), ou valores ainda superiores naqueles
que séo tratados com surfactante exdgeno. O nao encerramento tem implicagoes
hemodinamicas clinicamente significativas (Hammerman, 1995: Hammerman e Kaplan, 2001;
Richardson, 2001; Romagnoli, 1997; Yeh e Carr, 1991) e que se reflectem na biodisponibilidade

dos farmacos (Tabela 1).
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Tabela 1. Factores fisiopatologicos associados a manutencdo do CA que podem alterar a biodisponibilidade
dos farmacos (Gal e Gilman, 1993).

Situacao Clinica Alteracao Fisiopatolégica Impacto na Biodisponibilidade

Hipoxia Hipoxia gastrointestinal ou Absorcao

hipoperfuséo. + Diminuicdo da biodisponibilidade.

Malnutricao Diminuicédo proteica/albumina. Ligacao as proteinas

+ Aumento de farmaco livre.

Acidose Diminuigéo ligacao proteica; Distribuicao
Aumento de farmaco n&o ionizado
(para acidos fracos): + Aumento do volume
* Maior distribuicao nos tecidos de distribuicao.
Retencgao de fluidos / Edema Aumento da agua intra e extracelular.

“Bypass” sanguineo da esquerda Criac&o de um terceiro

para a direita através do CA compartimento na vasculatura
(para os pulmoes) pulmonar.
“Bypass” sanguineo através do CA Diminuicdo do “output” cardiaco. Eliminagao
* Aumento da semi-vida
Hipoxia Diminuigédo do fluxo sanguineo plasmatica dos farmacos;
hepatico.
, ‘ L . + Diminuicdo da depuracao
Falha cardiaca congestiva Diminuigao do fluxo sanguineo renal. ¢ purag

renal.
Edema pulmonar

Suporte respiratorio (ventilacao)

Terapéutica com indometacina

O facto do CA né&o fechar apds o nascimento, leva a que o sangue oxigenado e nio
oxigenado se misturem, conduzindo frequentemente a uma sindrome de insuficiéncia respiratoria

(Bhatt e Nahata, 1989; Yeh e Carr, 1991).

Estudos clinicos provam que os niveis elevados de prostaglandinas
vasodilatadoras no CA, principalmente da PGE, e da prostaciclina PGl,, sdo os principais
responsaveis pela manutencao da abertura do CA no recém-nascido, justificando-se
assim o tratamento farmacoldgico com inibidores da sintese das PGs (Bhatt e Nahata,

1989; Hammerman, 1995; Hammerman e Kaplan, 2001; Yeh e Carr, 1991).

A indometacina (IM) administrada por via intravenosa (IV) é um dos farmacos de
eleicao para o tratamento farmacolodgico do fecho do CA. As caracteristicas de solubilidade
e hidrolise da IM, a reduzida absorcao gastrointestinal e potencial toxicidade gastrica
em RN, s&o factores que condicionam a elaboracao de uma forma farmacéutica liquida

para administracao oral.
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Neste contexto e tendo em consideracao as vantagens da complexacao de
farmacos com ciclodextrinas, surge a ideia deste trabalho, com o objectivo de complexar
a IM com ciclodextrina, conseguindo-se a modificacéo das caracteristicas fisico-quimicas
e de toxicidade, que até agora impediram a utilizagdo de uma solugéo para administragao

por via oral ao RN,

1.2. Absorcao gastrointestinal em recém-nascidos

A absorcao gastrointestinal é regulada fundamentalmente por um processo de
difusdo dependente do pH, pelo tempo de esvaziamento gastrico, pelo peristaltismo,
pelas condicdes de desenvolvimento e maturacdo da membrana intestinal, pelo estado
da funcgéo biliar e pela flora bacteriana. Ha estudos que indicam que o pH gastrico
alcalino a nascenca, se deve a presenca de liquido amnidtico, e que no recém-nascido
de termo a secrecdo basal de acido no conteldo gastrico se inicia alguns minutos apoés
0 nascimento, aumentando gradualmente ao longo de algumas horas, sendo no entanto
inferior ao do adulto (Hyman et al., 1985; Stewart e Hampton, 1987). O pH do conteddo
gastrico € o resultado de varios factores, 0os quais incluem, sob condicdes fisiologicas,
a libertagcdo de acido cloridrico, comida ingerida, saliva engolida e regurgitagcdo do

contelddo duodenal (Hyman et al., 1985; Mason, 1962).

No momento do nascimento, o pH gastrico situa-se entre 1 e 3, passando para
6 a 8, nas primeiras 24 horas e alcancando o do adulto acs 3 anos de idade. A relativa
acloridria no RN, juntamente com o retardar do esvaziamento gastrico, o qual permanece
até aos 6 meses, da lugar a diferengas de biodisponibilidade dos farmacos, dependentes
das caracteristicas fisico-quimicas destes (Besunder, 1988; Kadima e Lesne, 1980). O RN
tem um pH no intestino delgado mais elevado do que o do adulto, o que permite a flora
bacteriana, normalmente restrita ao intestino grosso, colonizar af. As alteracdes da
colonizagao do tracto gastrointestinal pela flora bacteriana sdo dependentes da idade
gestacional, do tipo de parto e de alimentacgido, modificando a hidrélise de farmacos

conjugados que sao excretados na bilis (Besunder, 1988; Yoshioka, et al., 1983).

Uma vez que a maior parte dos farmacos administrados oralmente sao absorvidos
no intestino delgado, a rapidez de esvaziamento gastrico € um factor importante na

velocidade e extensédo de absorcao, sendo afectado pela maturidade gestacional, idade
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pos-natal, efeito da postura, volume, osmolalidade e composicéo da alimentagéo. A
velocidade de esvaziamento durante o periodo neonatal € menor do que a do adulto,
com valores de 6 a 8 horas. Ha autores que defendem uma auséncia de peristaltismo
gastrico durante os primeiros 2 a 4 dias de vida, atribuindo o esvaziamento gastrico ao
aumento combinado do ténus, da contracgédo do antrum e da pressao hidrostatica

(Stewart e Hampton, 1987).

No que respeita a actividade enzimatica gastrointestinal, o recém-nascido tem
baixas concentracdes de lipases, as quais, em conjugagado com baixas concentracdes
intraluminais de acidos biliares, levam a que farmacos lipéfilos sejam insolUveis no
estbmago, e portanto com absorcéao reduzida. A baixa concentragéo intraluminal de
acido biliar (60% da do adulto) é consequéncia da reabsorgao ineficaz de acidos biliares
no ileon, menor velocidade de sintese, tamanho da “pool” de acidos biliares e maior
permeabilidade destes no jejuno. Por outro lado, a actividade da a-glucoronidase no
intestino, pode ser sete vezes superior a do adulto, o que tem conseguéncias sobre os
medicamentos submetidos a circulagcdo enterohepatica (Besunder, 1988; Kadima e Lesne,

1980; Stewart e Hampton, 1987; Watkins, 1973).

Pelo que foi exposto e ainda cientes dos riscos de aspiracao e refluxo que
apresenta a via oral ou entérica, devido a imaturidade do tracto gastrointestinal, a
toxicidade associada a alguns medicamentos e aos multiplos factores que imprimem
uma grande variabilidade no comportamento das formas farmacéuticas orais ou entéricas,
esta via sera, mesmo assim, a que apresenta um melhor balanco beneficio/risco para

a administragdo de medicamentos em RN.

2. INDOMETACINA

2.1. Indometacina como farmaco de escolha no tratamento farmacolégico

do fecho do Canal Arterial

A Indometacina (IM), € um anti-inflamatério nao esterdide (AINE), derivado do
acido indol-acético. O mecanismo de acgao pelo qual actua abrange a inibicao da
sintese de todas as PGs, por blogueio reversivel da via mediada pelas cicloxigenases

(COX-1 e COX-2) (Barst e Gersony, 1989).
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Caracterizacdo fisico-quimica da IM

OH

H3C \
CH3

Cl

Figura 3. Estrutura quimica da IM - Acido [1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-3-indolil] acético.

<+ A IM apresenta-se no estado soélido como um po cristalino de cor amarela palida
e sem odor.

% E praticamente insolivel em agua (Forma | - 0,40mg/100ml a 25 °C) (O'Brien et
al., 1984). E sollvel em etanol, éter, acetona e d¢leo de castor (O'Neil et al., 2001).

% Formula molecular - C1gH1gCINOy4 (FP V).

« A pH alcalino ocorre decomposicao da IM por hidrolise do grupo N-acil presente
na molécula, passando a acido 5-metoxi-2-metil-3-indol acético e acido
p-clorobenzdico com uma cinética de 1.2 ordem (Bakensfeld et al., 1990; Cipiciani
et al., 1985; Krasowska, 1974; Li Wan Po et al., 1983; Tomida et al., 1988).

< Os cristais exibem polimorfismo (Borka, 1974; Borka e Haleblian, 1990; Lin, 1992;
O'Brien et al., 1984).

« Os picos endotérmicos correspondentes ao ponto de fusédo variam consoante
0 polimorfo (Borka, 1974; O'Brien et al., 1984);

» Forma | (y) com pontos de fusao descritos por varios autores a 160-161,5 °C
e 1568 °C;

» Forma ll () com pontos de fuséo descritos por varios autores a 162 °C; 154 °C
e 154,56-1565,5 °C,

« Constante de ionizagao - pKa = 4,5 em solugao aquosa (O'Brien et al., 1984).

< Absorvancia maxima no UV (USP XX) por volta dos 319 nm em acido cloridrico
metandlico O,1N (Figura 4). Este comprimento de onda foi utilizado para o

doseamento espectrofotométrico (O'Brien et al., 1984).
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< Peso molecular - 357,8 (FP V).

< Espectro de absorcédo no infravermelho - principais frequéncias vibracionais
(O'Brien et al., 1984):
> Elongacéo C-H (aroméatico) e O-H (acido carboxilico) - 3400-2500 cm’

Elongagado C=0 - 1715 cm™!; 1695 cm’

Elongacado C=C aroméatico - 1600 cm’

Deformacéo O-CH3 - 1450 cm’

Elongacgao (C-0) e Deformacédo O-H - 1230 cm’

Deformacéo do O-H carboxilico fora do plano - 925 cm!

YV V ¥V VYV V V

Deformacgao de varios C-H fora do plano por aroméaticos substi-
tufdos - 900-600 cm-'

» C-Cl - 750 cm!

< Os difractogramas variam com o polimorfo (O'Brien et al., 1984) ocorrendo 0s
maiores picos a diferentes valores de 26 (THETA):

» Formal (y) - 10,2; 11,6; 12,8; 16,7, 17,0, 17,3, 18,6; 19,3; 19,6, 20,3; 20,9;
21,8, 22,9, 23,2, 24,0, 25,5, 26,6; 27,5, 28,3; 28,9; 29,4, 30,4, 33,6, 34,2;
34,8; 37,5°.

» Forma ll (a) - 4,9; 6,9; 8,8; 10,2; 11,4, 11,9; 13,9; 14,2; 14,5, 14,7, 14,9;

16,1, 17,5, 18,0; 18,9; 19,0; 19,7, 20,2; 20,6; 21,1, 22,0, 22,6, 28,4, 24,0;
24,5; 24,9, 25,3; 26,3; 27,2; 28,4; 31,0°.

1,5A+
319 nm
0,0A } } } }
200,0 300,0 400,0 NM

Figura 4. Espectro UV da IM em acido cloridrico metandlico 0,1N, absorvancia maxima a 319 nm (obtido
experimentalmente).
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Muitos compostos soélidos existem em diferentes modificacdes cristalinas
chamados polimorfos. SA4o compostos cristalinos com a mesma estrutura molecular que
tém um arranjo diferente das moléculas, apresentam a mesma composigao quimica,
podem ter diferentes temperaturas de fusédo, densidade, solubilidade, estabilidade
quimica e fisica, velocidade de dissolugéo e biodisponibilidade (Bettinetti, 1988; Brittain,
1997 e 2002; Lin, 1992). O polimorfismo da IM tem sido muito investigado nos Ultimos
anos. Foram primeiro descritas trés formas polimorficas a (Forma 1), B, e y (Forma I},
tendo posteriormente sido identificados outros polimorfos, a Forma Ill e IV entre outras,
nao havendo contudo consenso quanto a existéncia de todos os polimorfos descritos.
No que respeita aos polimorfos Forma | e Il, ha dados consistentes de ponto de fuséo,
difractometria de raios-x e de infravermelhos que confirmam a sua existéncia (Borka,

1974; Lin, 1992; O’'Brien et al., 1984).

As tentativas para aumentar a solubilidade da IM através da elevacédo do pH
para valores alcalinos, tém sido infrutiferas, pois pode ocorrer decomposigao do composto

por hidrolise (Bakensfeld et al., 1990; Krasowska, 1974).

Tratamento farmacolégico do fecho do canal arterial

A utilizacdo da IM para o tratamento farmacoldgico do fecho do CA em RN foi
descrita pela primeira vez em 1976 (Vert et al., 1980; Wiest et al., 1991). E hoje um dos
farmacos de eleicao aceite como efectivo e apropriado, induzindo o fecho do CA em

mais de 80% dos RN prematuros, quando administrado por via intravenosa (IV) (Angerio

e Kot, 1998; Archer, 1993, Baptista et al., 1999; Bhatt e Nahata, 1989; Grosfeld et al., 1996;

Hammerman, 1995).

E controversa a relacédo entre a concentracéo sérica e o fecho do CA, devido
a extrema variabilidade que se observa entre RN e ao facto da fisiopatologia desta

situacéao clinica ter reflexos na biodisponibilidade dos farmacos (Gal e Gilman, 1993).

A biodisponibilidade da IM administrada por via oral em RN prematuros com CA,
numa dose de 0,2 mg/kg, € caracterizada da seguinte forma:

« absorcéo oral - inferior de 15 a 20% da dose administrada;

% pico sérico - aproximadamente 400 ng/ml, 1 a 6 h apds a primeira dose;

«» volume de distribuicdo - 0,36 litros/kg;
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% ligacdo as proteinas - 95 a 98%;
< depuracéo plasmatica:
» metabolismo hepatico - a limitada actividade enzimatica contribui
para o0 aumento percentual de farmaco livre;
» semi-vida plasmatica - entre 11 a 20 horas;

» excrecao renal - diminufda.

A administragcao de 0,2 mg/kg por via oral, repetida até 3 administragdes de 24
em 24h, contribuiu para o fecho do CA na proporcéo de 57%, nos grupos de doentes

estudados (Habib, 1995; Vert et al., 1980; Yeh e Carr, 1991).

O protocolo terapéutico utilizado na pratica clinica para o fecho farmacoldgico
do CA em recém-nascidos, tendo em consideracao a variabilidade referida, ¢ de 0,2
mg de IM por quilograma de peso, administrada de 24 em 24h durante trés dias
consecutivos por via intravenosa, para alcancar a concentragéo sérica de 0,37 pg/ml,

que permite o fecho do CA (Renfro et al., 1993; Romagnoli, 1997 ; Yeh e Carr, 1991),

2.2. Toxicidade da Indometacina

2.2.1. Gastrointestinal

2.2.1.1. Mecanismo de ulceragao gastrica dos Anti-inflamatérios
nao Esterdides

Existem duas caracteristicas fundamentais que determinam a ulcerogenicidade
dos AINEs:

< A cinética de absorcao gastrointestinal dos farmacos

+ O facto de exibirem um ataque multiplo a alguns ou a todos 0os mecanismos

de defesa da mucosa.

O grau de ulcerogenicidade depende destes mecanismos de defesa da mucosa
celular ou dos processos bioguimicos afectados e da poténcia do efeito dos farmacos
nesses processos. Para que um farmaco exerga efeito ulcerogénico, deve estar presente
nas células da mucosa em concentracdo e tempo de permanéncia suficientes para
desencadear os mecanismos de toxicidade (Erden e Celebi, 1988; Liversidge et al., 1989;

Menguy e Desbaillets, 1967; Rainsford, 1990; Somasundaram et al., 1997). Em geral, quando
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os AINEs sdo administrados por via oral sdo atingidas grandes concentragdes nas células
da mucosa gastrica. Quando a administracdo € parentérica, alguns AINEs que sofrem

recirculacao entero-hepatica, podem produzir lesdes da mucosa ou Ulceras.

A IM, sendo um AINE, tem capacidade de induzir toxicidade gastrointestinal. O

mecanismo responsavel pela ulceragédo induzida pela IM n&o é claro (Bulbena et al., 1993;

Lugea et al., 1993; Mahmud et al., 1998; Parent, 1991; Rainsford, 1990; Somasundaram et al.,

1997), contudo, varias tém sido as explicagbdes propostas.

Na Figura 5 apresenta-se um esquema dos mecanismos que poderdo estar
envolvidos no processo de lesdo gastroinstestinal, com base nas teorias maioritariamente

aceites pelos autores referenciados.

- T

Células da

Mucosa ; ATP

Acido Araquidénico

/ f AMP Xantina
’,\\ \ Desidrogenase

.
.
.

A

Cicloxigenase 5-Llipoxigenase Xantina
\ Oxidase
v

* ) ) * Radicais Peréxido f

PGE2; PGI2 LTC4; LTD4 Livres
v
* Vasodilatagao Vqsoc&sfri@éo f

Isquemia

LESAO VASCULAR

Figura 5. Mecanismo de inducéo de toxicidade da Indometacina. AINEs = anti-inflamatorio nao esteroide.
LTC4, LTD4 - peptidoleucotrienos. (Adaptado de Rainsford, 1990).

Os primeiros episddios conducentes a indugao da lesao incluem uma fase de
contacto concomitante com a inibicdo das cicloxigenases (COX-1 e COX-2) nas células

da mucosa, causando uma reducéo das PGs vasodilatadoras (PGE, e PGl,) e induzindo
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0 acido araquidonico a produzir, por um lado, através da via da lipoxigenase, excesso
de peptidoleucotrienos (LTC, e LTD,), que s&o potentes vasoconstritores e, por outro
lado, a gerar radicais peroxido livres, resultantes da clivagem peroxidativa de acidos

hidroxieicosatetrandicos.

Os AINEs também inibem a producgéo de trifosfato de adenosina (ATP) nas
células da mucosa, elevando assim o monofosfato de adenosina (AMP) que activa a
forma desidrogenase da xantina, passando esta a forma oxidase e gerando mais radicais
superoxido. Este processo conduz também a inibicdo ou diminuicdo da producao de

muco e a alteracdes da sua composicao em hidratos de carbono.

A diminuicdo da vasodilatacdo, o aumento da vasoconstricao e da quantidade
de radicais livres de oxigénio, promove o desenvolvimento de isquemia e consequente

lesdo vascular,

A fase seguinte € constituida por episodios resultantes da conjugacao de varios
factores, que contribuem para o desenvolvimento da inflamacao e da ulceracédo. O
condicionamento destes factores, que sao parte integrante dos mecanismos de proteccao
da mucosa, tais como a permeabilidade intestinal, o conteddo luminal, os neutrofilos
e a microcirculacao, poderao estar igualmente na origem da les&do gastrointestinal

(Rainsford, 1990; Somasundaram et al., 1997).

O comportamento farmacocinético da IM possibilita a existéncia de trés vias possiveis
pelas quais pode entrar em contacto com a mucosa do tracto gastrointestinal (TGI) (Mahmud et al.,
1998; Somasundaram et al., 1997):

% Fase topica. apds ingestao ao nivel gastrico e durante a absorcao no intestino
delgado e no intestino grosso;

% Via sistemica. ocorre a medida que o farmaco entra no compartimento vascular
e se distribui pelo organismo, podendo atingir as células apicais da mucosa
gastrica;

% Excrecdo através da via biliar: torna a expor o intestino delgado e o estdmago
a uma fase de contacto, por refluxo do conteddo duodenal (Somasundaram et

al., 1997).
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2.2.1.2. Toxicidade gastrointestinal em Recém-nascidos

As caracteristicas fisico-quimicas da IM, a reduzida absorcéo oral e a toxicidade
gastrointestinal, fazem com que a forma farmacéutica injectavel seja a Unica disponivel
para esta finalidade terapéutica com accéo farmacologica efectiva (Coombs et al., 1990;

Habib, 1995).

A toxicidade gastrointestinal observada com a via intravenosa, intramuscular,
oral e rectal, inclui, entre as situacdes mais graves, a ocorréncia de ulceracédo, hemorragia
intestinal, perfuracdo e enterocolite necrosante. Em todo este complexo processo que
leva ao aparecimento de toxicidade, deve ainda considerar-se que os efeitos vasculares
sistémicos da IM poderéo causar vasoconstricdo das veias intestinais, originando uma
situagao de isquemia com evidéncia de desenvolvimento de enterocolite necrosante, a
qual & um factor de risco adicional em RN cujo CA né&o fechou (Coombs et al., 1990;

Grosfeld et al., 1996; Krasna e Lee, 1993).

2.2.2. Hematolégica

Estudos em modelos animais com ratos Wistar e em modelos humanos evidenciam
que a IM, em concentrag6es atingidas com uma Unica dose terapéutica, tem capacidade
de alterar a funcao dos leucocitos polimorfonucleares (PMN) por inibicao da motilidade
e da actividade quimiotactica nos exsudatos inflamatérios, possivelmente devido a

diminuicdo dos niveis de PGs (Kamran, 1993).

A IM pode também interferir com a agregacéo plaquetaria alterando a hemostase,
podendo induzir hemorragias gastricas, estando descritos efeitos graves de coagulacéo

em RN prematuros (Biscarini, 2000a; Fowlie, 1996).

2.2.3. Renal

O fluxo sanguineo renal é regulado por processos que envolvem PGs, substancias
vasodilatadoras e agentes protectores do fluxo sanguineo renal e da velocidade de
filtracao glomerular, que funcionam em oposicao aos vasoconstritores, tais como

catecolaminas, angiotensina Il, vasopressina e endotelina.
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A inibicao das PGs pelos AINEs pode provocar leséo renal, originando insuficiéncia
aguda (com ou sem oliguria), insuficiéncia cronica, proteinuria clinicamente relevante,
alterag6es do metabolismo dos fluidos ou hipercaliemia. Observa-se um aumento da
resisténcia vascular, uma reducado do fluxo sanguineo e da velocidade de filtragéo
glomerular. O aumento da vasopressina induz retencao hidrica e hiponatremia, cujas
consequéncias mais comuns sao a oliguria, hipercreatininemia, hiperazotemia, reducao
da depuracéo de agua livre e um aumento da fracgé&o excretada de sodio e potassio,

com consequente desenvolvimento de insuficiéncia renal.

Os efeitos nefrotoxicos dos AINEs estao relacionados com a inibicdo da COX-1
e COX-2, enzimas essenciais para a morfogenese e maturacao renal normal. A COX-1 é
uma enzima constitucional presente em muitos tecidos, incluindo os rins, tendo a

COX-2 sido recentemente identificada também como enzima constitutiva deste ¢rgéo.

A IM raramente induz nefrotoxicidade em doentes com a funcao renal normal,
mas pode agravar situacdes de disfuncéao pré-existentes. Em RN, a IM pode causar
nefrotoxicidade, devido quer a imaturidade do rim, quer ao mecanismo de accdo do
farmaco (Biscarini, 2000b; Brion e Campbell, 1999; Chamaa et al., 2000; Cuzzolin et al., 2001;

Dinchuk, et al., 1995; Flowlie, 1996; Ojala et al., 2001; Pezzati et al., 1999; Romagnoli et al., 1997).

2.2.4. Hepatica

O mecanismo pelo qual os farmacos ou os seus metabolitos causam morte
celular, pode processar-se de duas maneiras: 0os metabolitos reactivos rompem o balancgo
dos factores que favorecem a sobrevivéncia, levando a perda directa da viabilidade, ou
modificam este balanco de modo a tornar as células hepaticas susceptiveis aos efeitos
letais do sistema imunitario intrinseco, isto &, citocinas, tais como o factor de necrose

tumoral (TNF), produzidas por activacdo de células inflamatdrias residentes no figado.

O resultado pode variar entre a manutencéo da viabilidade e a apoptose ou
necrose, dependendo do farmaco, do grau de exposicao aos metabolitos reactivos e
de uma variedade de factores genéticos e ambientais que modulam o metabolismo dos
farmacos, 0s mecanismos de transporte, defesa e regeneracio, e ainda da presenca

de citocinas e de genes conducentes a sobrevivéncia ou a morte (Kaplowitz, 2000 e 2002).
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A IM esta associada a lesé&o colestatica reversivel, alteracdes transitorias das
enzimas hepaticas e a casos fatais de necrose hepatocelular aguda e de esteatose. A
incidéncia de lesGes € baixa, e a informacgédo € insuficiente para explicar o mecanismo
de inducao de lesdo citolitica e de esteatose. Os registos de lesao sao principalmente
hepatocelulares, necrose massiva ou central, acompanhada em alguns casos de esteatose
microvascular, colestase relevante e biliverdinemia (Biscarini, 2000a; Cappell et al., 1988;

Shivakumar e Jacob, 2002; Zimmerman, 1999a e 1999b).

3. CICLODEXTRINAS
3.1. Caracterizacao geral de ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sdo um grupo de sacarideos estruturalmente relacionados,
gue sao produzidos pela ciclizagdo enzimatica do amido, catalizada pela enzima
ciclodextrina-glicosil-transferase, formando uma espiral helicoidal de unidades de glucose
unidas por ligacdes a-(1,4) (Biwer et al., 1988; Szejtli, 1988). Devido a falta de rotacgao livre
a volta das pontes de ligacado das unidades de glucose, as CDs ndo s&o moléculas

cilindricas, tomando a forma de cone truncado (Figura 6).

Em consequéncia da conformacido em cadeira das unidades de glucopiranose,
todos os grupos hidroxilo estdo orientados para o exterior da molécula, com 0S grupos
hidroxilo primarios localizados no lado mais estreito e os secundarios no lado mais largo

da estrutura, conferindo um caracter hidrofilo (Loftson e Brewster, 1996).

A cavidade apresenta caracteristicas hidrofobas devido ao caracter apolar
determinado pelos dois anéis dos grupos C-H e pelo anel de atomos de oxigénio
incluidos nas ligagdes glicosidicas. Esta estrutura molecular invulgar confere as CDs

propriedades Unicas.

Cavidade
Apolar (Hidrofébica)

) Hidroxilos
Secunddrios

Exterior Hidroxilos
Hidrofilico Primdrios

Figura 6. Forma de cone truncado das CDs e localizagdo dos grupos hidroxilo primarios e
secundarios (Adaptado de Hirayama e Uekama, 1999, Loftson e Olafsson, 1998; Szeijtli,
1990; Thompson, 1997).
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As CDs naturais mais comuns sdo a a-ciclodextrina (ciclomaltohexanose),
B-ciclodextrina (ciclomaltoheptanose) e y-ciclodextrina (ciclomalto-octanose), contendo
respectivamente 6, 7 e 8 unidades a-1,4 de glucopiranose ligadas. Destes trés derivados,
a B-ciclodextrina (B-CD) parece ser a mais vantajosa para utilizagcédo farmacéutica como
agente complexante, devido, entre outras propriedades, ao tamanho da sua cavidade,

disponibilidade e baixo custo.

Tém sido isoladas CDs contendo mais de oito unidades: ciclomaltononaose (d-
CD) com nove, ciclomaltodecaose (¢-CD) com dez, ciclomaltoundecaose (x-CD) com
onze, ciclomaltododecaose (h-CD) com doze e ciclomaltotridecaose (q-CD) com treze
(Bodor et al., 1995). Contudo, as suas capacidades complexantes e de solubilidade séao
geralmente mais baixas do que as da B-CD e y-CD, sendo portanto de menor interesse

farmacéutico (Loftsson e Brewster, 1997; Loftsson e Olafsson, 1998).

As CDs naturais a-CD, B-CD e y-CD tém uma solubilidade em agua limitada:
14,5%, 1,85% e 23,2% (m/v a 25 °C), respectivamente. Em solugédo aquosa, a cavidade
apolar destas CDs contém moléculas de agua (6, 11 e 17), as quais podem ser
substituidas por outras que, em solugéo, sejam apolares ou menos polares que a agua

e possuam o tamanho adequado para se adaptarem ao seu interior,

O tamanho da cavidade na parte mais larga, para entrada da molécula héspede
variade 4,7 a53A, 6,0a65Ae7,5a83A, respectivamente paraa CD o, B ey

(Figura 7) (Cabral-Marques e Morais, 1991; Szejtli, 1990; Thompson, 1997).
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Figura 7. Estrutura molecular e dimensdes da cavidade das CDs a, B e y. (Adaptado de Biwer et al.,
2002; Szeijtli, 1990).
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Para melhorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das CDs naturais,
podem ser utilizadas varias técnicas, entre as quais o0 recurso a ajustamentos de pH
apropriados ao aumento do efeito de complexagéo, a adicdo de polimeros sollveis em
agua, tais como a polivinilpirrolidona ou hidroxipropilmetilcelulose com o objectivo de
aumentar a constante aparente de estabilidade e ainda a substituicdo quimica de qualguer
dos hidrogénios que formam os grupos hidroxilo, originando derivados mais sollUveis e
de menor toxicidade (Redenti et al., 2000).

O pH tem capacidade de influenciar a complexacdo na medida em que condiciona o
estado de ionizacdo das moléculas. No caso das moléculas serem ionizaveis verifica-
-se a existéncia de um equilibrio entre a complexagédo da forma ionizada e da nao

ionizada, tal como representado na Figura 8:

Ki
—> .
,FH —> FH «—T F- + H*
(solido) (aquoso)
K" + CD K’z + CD
K'i
_—>

FH:CD — F-:CD

Complexo de InclusGo Complexo de Inclusdo
(forma ndo ionizadal) (forma ionizada)

FH - farmaco na forma ndo ionizada; F - fdrmaco na forma ionizada; Ki e K'i — constantes de ioniza¢cdo
K'1 — constante de complexag&o para a forma ndo ionizada; K'2 — constante de complexagdo para a forma ionizada
(Adaptado de Redenti et al., 2000; Stella et al., 1999)

Figura 8. Modelo cinético do equilibrio entre 0 complexo de inclusdo da forma ionizada e o da forma
n&ao ionizada.

Para muitas moléculas, a forma ionizada tem menor capacidade de complexacéo
com as CDs, especialmente quando ligada a CDs neutras, originando complexos menos
estaveis (Stella et al., 1999). Esta diminuigcdo da estabilidade pode ser atribuida a um
aumento global da hidrofilia do farmaco apdés ionizagdo, o que reduz a sua interaccéao
com a cavidade mais hidrofobica da CD. Deste modo, condi¢gbes que favoregcam a
ionizagcéo dos farmacos aumentaréo a fracgcdo ndo complexada em solugédo, sendo assim
possivel gue as condigdes do meio em que se encontra o complexo de CD, possam
favorecer a sua dissociagdo devido a uma diminuicdo da constante de ionizacéo, a
medida que o complexo fica exposto a um pH que possa influenciar o estado de ionizacao
quer do farmaco, quer da CD (Backensfeld et al., 1991; Buri, 1981; Stella et al., 1999). Verifica-

-se, contudo, que a solubilidade total conseguida pode ser significativamente aumentada,
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uma vez que corresponde a soma de todas as formas em solugéo (FH + F~ + FH:CD + F~:CD)

(Redenti et al., 2000).

No que respeita ao uso dos derivados quimicos das CDs, a sua ramificagao
pode ser obtida por reaccdo com glucose ou maltose na presenca de enzimas como
a isoamilase. QOutros derivados comuns das CDs s&do obtidos por ligagdo de diversos
grupos funcionais aos grupos hidroxilo primarios e/ou secundarios, por alquilagéo (i.e.
metil e etil) ou hidroxialquilacé&o (i.e. hidroxipropil e hidroxietil). A obtenc&do de derivados
transforma frequentemente as CDs cristalinas, em misturas amorfas de derivados
isoméricos, sendo, portanto, a solubilidade na agua usualmente muito maior (Pitha et al.,
1986). Cada unidade de glucose contém dois alcoois secundarios em C2 e C3 e um
alcool primario na posicao C6 (Figura 9), providenciando 18 a 24 locais para modificagao

quimica (Jones et al., 1984; Mosher e Thompson, 2002).

Figura 9. Estrutura molecular da b-CD. As setas indicam os grupos hidroxilo 2, 3 e 6, onde ocorrem as
substituicdes para a obtencao de derivados quimicos das ciclodextrinas naturais, substituindo
todos os grupos hidroxilo por radicais (R), que, no caso da HP-b-CD, s&o hidroxipropil. (Adaptado
de Hirayama e Uekama, 1999; Kaukonen et al., 1998; Mosher e Thompson, 2002; Thompson,
1997).

A nomenclatura das CDs deve incluir no minimo a indicagao de qual a CD
(a, B Ou vy), 0 tipo e 0 nUmero de substituintes. Estes sdo usualmente referenciados por
uma abreviatura colocada antes da CD, podendo ser incluida na abreviatura uma
descricao mais pormenorizada dos grupos substituintes. Por exemplo, o grupo hidroxilo
no substituinte hidroxipropil pode existir num dos trés carbonos da cadeia propil. Esta
posicao isomérica é referenciada por um numero precedendo a abreviatura do substituinte.
A hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) mais comum é a (2HP)-B-CD, a qual é

normalmente conhecida como HP-B-CD.
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O grau de substituicdo molar (SM), pode ser representado por um ndmero a seguir
a abreviatura do substituinte, e indica o nUmero médio de substituintes da molécula, arredondado
para 0 numero inteiro mais proximo, sendo assim uma declaracao do racio molar de substituintes
para a CD, nado fornecendo contudo qualquer indicagao da posicdo desses substituintes na
unidade glucopiranose. O grau de SM pode influenciar as propriedades da molécula, sendo
de um modo geral preferivel um grau de substituicdo menor, dado que proporciona melhores
capacidades de complexacao. No caso da 2-HP-B-CD, os radicais 2-hidroxipropil substituintes
(-O-CH,-CHOH-CHg), s&o randomizadamente distribuidos em todas as trés posigdes das sete
unidades de glucopiranose (Duchéne e Wouessidjewe, 1990b; Mosher e Thompson, 2002; Yoshida

et al., 1988).

A hidroxialquilagc&o ocorre, assim, de um modo nao selectivo em muitos hidroxilos
das moléculas de CD, consistindo deste modo numa mistura amorfa de compostos
relacionados, com diferentes graus de substituicao. O caracter multicomponente de tais
derivados, nao so evita a sua cristalizacao pela agua, como também converte farmacos
cristalinos num estado solido amorfo, através da complexagéo por inclusao (Muller e
Brauns, 1986; Uekama e Irie, 1990). A substituicdo quimica dos hidroxilos da CD natural tem
impacto nos requisitos estereoquimicos de uma molécula hospede. Em alguns casos a entrada
pode ser bloqueada, mas, noutros casos, dependendo do numero, flexibilidade e posicao da
ligacdo podem efectivamente actuar para alargar a cavidade e providenciar uma melhor complexacao.
A substituigdo na posicéo 3 e 6 sera mais provavel que estreite a abertura da cavidade, do que

na posicéo 2 e 6, a qual pode permitir uma extensao desta (Bodor et al., 1995; Thompson, 1997).

No caso do substituinte hidroxipropil, apesar do seu tamanho, parece requerer
um grau de substituicdo molar menor, para melhorar a ligagdo sem obstruir
estereoquimicamente a entrada da cavidade. Os estudos do efeito do grau SM na
capacidade de complexacao evidenciaram que um grau mais baixo de substituicao
(2 a b) favorece, de um modo geral, a complexacao (Muller e Brauns, 1986). Este grau de
substituicdo confere no estado sdlido caracteristicas fisicas amorfas e uma solubilidade
na agua que pode exceder os 50% p/v (Cabral-Marques, 1994d; Hirayama e Uekama, 1999;
Pitha et al., 1990; Szente e Szejtli, 1999: Thompson, 1997). Verifica-se, contudo, que para
alguns farmacos um grau de SM maior aumenta a capacidade de solubilizagdo, como
foi demonstrado por MUller e Brauns (1986), para a Indometacina. Estes resultados levam
a considerar que, para cada farmaco, devem ser utilizadas CDs com um grau de SM
apropriado. A hidroxipropil-B-ciclodextrina representa um dos derivados com maior

utilizagao terapéutica, sendo produzida a escala industrial (Nash, 2000).
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3.2. Complexos de inclusao com ciclodextrinas
3.2.1. Mecanismo de complexacao. Consequéncias e limitagdes

As CDs séo capazes de formar complexos de inclusdo com muitos farmacos,
com tamanho e forma apropriados, encapsulando total ou parcialmente as moléculas-
-hospedes. A cavidade das CDs tem afinidade preferencial para a forma neutra de um
determinado substrato, sendo capazes de complexar e solubilizar compostos nao polares.
A complexacéao pode ser condicionada, entre outros factores, pela composigao do
esqueleto do composto, pela fraca solubilidade em agua (inferior a 10 mg/ml), pelo
estado de ionizacéao, pela temperatura e solventes utilizados, por um ponto de fuséao
inferior a 250 °C (um ponto de fuséo superior significa que as forcas coesivas entre as
moléculas s&o muito fortes) e por um peso molecular compreendido entre 100 e 400
Daltons. Contudo, pode ocorrer a formacéo de complexos com moléculas muito grandes,
desde que contenham cadeias laterais apropriadas para inclusao parcial, originando

compostos com solubilidade e estabilidade modificadas (Szjetli, 1991b; Thompson, 1997).

Os mecanismos pelos quais se processa a formagao de complexos de incluséao
sdo diversos, contudo todos tém em comum o facto de nao ocorrer formagdo nem
quebra de ligacdes covalentes. A principal forca de ligacao para a formagao de complexo
pensa-se que seja a libertacao de entalpia das moléculas de agua da cavidade das
CDs, uma vez que estas nao conseguem satisfazer a sua necessidade de ligagcéo aos
potenciais de hidrogénio, tendo portanto uma elevada entalpia. A energia do sistema
diminui quando estas moléculas s&o substituidas por moléculas-hdspedes, que séo
menos polares do que a agua. O facto de nao se formarem ligacdes covalentes entre
a CD e as moléculas-hdspedes, faz com que os complexos em condigoes fisioldgicas,
sejam facilmente dissociaveis (Cabral-Marques, 1994a). Na formagao do complexo podem
também participar a libertacdo de forcas do anel, interacgdes van der Waals, ligacdes
de hidrogénio, interaccdes hidrofobicas e alteragbes na tenséo de superficie do solvente

(Loftsson e Olafsson, 1998).

Em solucdo aguosa, os complexos dissociam-se, encontrando-se em equilibrio
as moléculas livres com as moléculas ligadas na cavidade da CD. Este é um processo
dindmico no qual a molécula-hdspede se associa e dissocia constantemente da molécula-

-hospedeira. Nesta conformidade, o complexo sera constituido por uma familia de
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espécies em proporgdes médias variaveis, sendo a espécie de complexo, a que apresenta
maior tempo de existéncia (Loftson e Brewster, 1996; Stella et al., 1999; Szejtli, 1991a).
Considerando a complexagédo com estequeometria de 1:1, as espécies encontram-

-se na forma de equilibrio representado no esquema da Figura 10:

Ke
Farmaco + Ciclodextrina 4—' Complexo de Inclusdo
(solucdo) (solucdo)

Figura 10. Equilibrio estabelecido entre as formas de farmaco ndo complexada e complexada.

A encapsulacdo de uma molécula de farmaco lipofilico, insolluvel em agua,
podera afectar muitas das suas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas, aumentando
por exemplo a solubilidade aquosa, a velocidade de dissolugao e a estabilidade quimica
do farmaco, sem afectar a estrutura quimica ou a actividade farmacoldgica intrinseca,
podendo esta ser potenciada pelo aumento da sua disponibilidade no local de acgao

(Backensfeld et al., 1990 e 1991; Loftsson e Olafsson, 1998; Redenti et al., 2000).

O efeito protector conferido pela complexagéo esta dependente da constante
de estabilidade (Kg) de formagéo do complexo de inclusé&o, devido ao permanente
equilibrio entre as moléculas livres de farmaco-hdspede, as de CD e as moléculas de

complexo (Liversidge et al., 1989).

Os principais factores que afectam a extenséo e o grau de complexagéao incluem
o0 tamanho e a geometria da molécula-hdspede, a energia conformacional, a forca das
interac¢coes van der Walls e de outras forgas electrostaticas. Adicionalmente a solubilidade
relativa da molécula-hdspede no ambiente circundante, e a solubilidade do complexo,
contribuem para definir o equilibrio final. A temperatura, o pH e outras moléculas-

-hospedes competidoras, podem também afectar o equilibrio (Cabral Marques, 1994b).

A extensdo da complexacéao em meio aquoso, ou seja, a estabilidade do complexo
formado, é caracterizada pela constante de estabilidade, também chamada de associacéo
(K,) ou dissociagao (Kp), e depende de como a molécula-hospede (F) se encaixa na
cavidade da CD. A razao entre a constante de velocidade de recombinacéo (Kg) e a
constante de velocidade de dissociacao, traduz a magnitude da estabilidade do complexo,
Ke = Kgp = Kg/ Kp = F,CD / [F]2 x [CD]P, em que a:b representam o réacio molar de
F inclufdo na CD. Quanto maior esta raz&o, maior € a estabilidade do complexo (Cabral-

Marques, 1994a; Stella et al., 1999; Veiga, 1996).
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A magnitude desta constante de associacdo pode assim ser usada para comparar
a efectividade da ligacao a diferentes CDs. Varios complexos com diferentes racios de F:CD
podem ser formulados, estando dependentes do tipo de CD usada e das caracteristicas
fisico-quimicas da molécula de farmaco. Em solugdes diluidas, e/ou se o farmaco cabe
totalmente na cavidade da CD, resulta um complexo com um racio 1:1. Contudo, se a
cavidade é suficientemente larga, podem ser acomodadas duas moléculas de F, originando
um complexo com um racio 2:1. Pelo contrario, se € a molécula de F que € muito grande,
entdo duas ou varias moléculas de CD podem encapsular partes da estrutura molecular de
F e formar um complexo com um racio molar de 2:1 ou com uma ordem superior. Apesar de
cada complexo ter uma estequeometria finita, pode ser formado mais do que um tipo de
complexo num determinado sistema. Dependendo do método usado para determinar a K,

€ possivel obter a descricdo da estequeometria do complexo (a:b) (Mosher e Thompson, 2002).

Os complexos de inclusdo de farmacos pouco solluveis em agua, com CDs
hidroxialquiladas apresentam uma maior solubilidade em agua, uma maior velocidade
de dissolucéo e uma absorcéo mais eficiente a partir da administracéo oral ou sublingual

(Mosher e Thompson, 2002; Uekama e Irie, 1990; Yioshida et al., 1988).

A K, pode ser um factor limitante por condicionar a libertagdo e absorgéo e
deve ser tida em consideracao de acordo com a via de administracdo que se pretende
utilizar. Complexos muito labeis podem resultar numa libertacao prematura do farmaco,
devido a fraca interacgdo, e complexos muito estaveis originarem um retardamento ou
uma libertacdo incompleta do farmaco, comprometendo a absorcéao. A libertacao do
farmaco é condicionada por varios tipos de factores, tais como a diluicao do complexo,
o deslocamento competitivo do farmaco por outro tipo de moléculas, a ligagédo do
farmaco aos componentes do plasma e dos tecidos, a captacdo do farmaco pelos
tecidos, a eliminagéao da ciclodextrina, e possiveis variagbes de pH e temperatura (Stella

et al., 1999).

No que respeita ao valor 6ptimo de Ky para que o complexo tenha utilidade
terapéutica, néo foi encontrado consenso na bibliografia consultada. Ha autores que
consideram que s6 valores de K, situados entre 200 e 5000 M-T tém utilidade prética,
enguanto que outros consideram uma margem de valores compreendida entre 100 e
1000 M-1, ou mesmo inferiores, 7 a 100 M-1, Outros h& que relatam a obtengao de

complexos com valores de K, muito mais elevados, 19000, 55000 ou 84000 M-T e que,
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mesmo assim, conferem melhoria das propriedades fisico-quimicas aos farmacos incluidos

(Cabral-Marques, 1994a; Stella et al., 1999; Thompson, 1997; Veiga 1996).

A accéo e toxicidade do complexo de inclusao nas condi¢cdes “in vivo” e o
comportamento do produto obtido, tal como o perfil de dissolugao, podem constituir

factores limitantes do seu uso.

A dose de farmaco necessaria para se obter efeito terapéutico em relagédo com
0 peso molecular e a estequeometria do complexo, podem também ser factores que
limitam a aplicabilidade de complexos de inclusdo destinados a administracao oral.
Assim, quando a dose a administrar é elevada, o que requer grandes quantidades de
complexo, pode condicionar aspectos de seguranca e custo de producgao (Cabral-Marques,

1994Db; Redenti et al., 2000).

3.2.2. Métodos de preparacdo de complexos de inclusao

Existem varios métodos para a obtencdo de complexos de inclusdo. A selecgédo
do método mais apropriado deve ter em consideracédo a performance do produto obtido,
a facilidade de execucéao do método, o custo, a rentabilidade, a rapidez e a possibilidade

de producdo em larga escala (Veiga et al., 2001),

Os complexos de inclusdo podem ser preparados em fase liquida por métodos
de coprecipitacéao, neutralizacéao, liofilizagcédo e secagem por pulverizacao, em fase semi-

solida por malaxagem e em fase so6lida por moagem.

Em solucéo, os complexos sao usualmente preparados pela adicdo de uma
guantidade de farmaco (F) em excesso a uma solugédo aguosa de CD. A suspenséao
formada é equilibrada, por periodos até uma semana, a temperatura ambiente e filtrada

ou centrifugada para formar uma solucao limpida de complexo F:CD.

A preparacao de complexos solidos, a partir das solugbdes aquosas de F:CD,
pode ser efectuada removendo a agua através de evaporacdo ou sublimacgéo, por
exemplo por secagem por pulverizacdo ou por liofilizagcao (Cabral-Marques, 1994c¢; Duchéne

e Wouessidjewe, 1990c; Loftson e Brewster, 1997 Pikal, 2002; Veiga, 1996).

A selecgdo dos métodos de complexacao para a realizagao deste trabalho

fundamentou-se nas consideracdes anteriores e nos diversos tipos de processos
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existentes, bem como na analise dos resultados do estudo de solubilidade de fases.
Foram preparados complexos em fase liquida, tendo sido usados dois processos de
secagem, a liofilizagado e a secagem por pulverizacdo, para a sua obtencao no estado
solido. Ambos os métodos sdo adequados para farmacos fracamente solUveis em agua
e para sistemas com um diagrama de solubilidade de fases tipo A, formando complexos

de incluséo sollveis.

3.2.2.1. Liofilizacéo

Este método consiste na preparacéo, a temperatura ambiente, da solugcdo com
quantidades estequeométricas de molécula-hdspede e CD. No caso da molécula-hdspede
ser acida, utiliza-se a amonia para conseguir a solubilizacé&o total, porque, sendo uma
base volatil, é eliminada com o vacuo aplicado neste processo, devendo ser verificada
posteriormente a sua auséncia. A solucéo é entao liofilizada, podendo o produto obtido
ser ou nao lavado com éter dietilico, apds o que é seco em estufa de vacuo. O método
de liofilizagédo apresenta elevado rendimento, pode ser utilizado a escala industrial e

leva a obtencdo de um composto amorfo (Duchéne et al., 1989; Esclusa-Diaz et al., 1994;
Fujioka et al., 1983; Kurosumi et al., 1975; Pikal, 2002; Szejtli e Szente, 1981; Vromans e Schalks,

1994).

Segundo alguns autores, no produto final ndo é possivel distinguir um verdadeiro
complexo de inclusédo obtido por este processo, dado que o método de liofilizagéo pode,
por si sO, contribuir para a passagem do farmaco ao estado amorfo (Duchéne e Wouessidjewe,

19900).

3.2.2.2. Secagem por pulverizacao

Neste método mistura-se a quente e sob forte agitagdo, uma solugéo aquosa
de CD com uma solugéo da molécula-héspede em solvente apropriado. A solucéao final
€ pulverizada em equipamento adequado, ocorrendo a evaporacao subita do solvente
(Esclusa-Diaz et al., 1994; Moyano et al., 1994). Com o0 método de secagem por pulverizacao
obtém-se igualmente um composto no estado amorfo. E um processo com um rendimento
mais baixo, que apresenta como vantagem a obtengao de microparticulas que conferem
ao po uma maior porosidade e escoamento, o que, tendo em vista a forma farmacéutica

final, podera ser um factor importante na selecgédo do método de producgéo.
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Lin e Kao (1989) efectuaram o estudo do efeito deste processo de complexacéo
em algumas caracteristicas fisicas da IM e obtiveram como resultado uma diminuicao
do diametro das particulas de 10,7 um para 6,3 um, observada por microscopia
electronica de varrimento e um aumento do angulo de repouso de 49,7 para 55,8, o

que implica uma maior porosidade e um fraco escoamento.

Alguns autores consideram que este método nao é aplicavel a substancias
termolabeis. Ha4 no entanto estudos (Giunchedi e Conte, 1995) que afirmam ser adequado,
uma vez que a rapida evaporacao do solvente permite que a temperatura das goticulas

possa ser mantida muito abaixo da temperatura de secagem do ar.

3.2.3. Métodos de detecgcdo da formacao de complexos

A interaccéao entre a molécula hdéspede e a CD deve ser estudada por diversos
métodos, quer no estado solido, quer no estado liquido, de modo a confirmar a formagéo
de complexo e ndo a ocorréncia de uma simples mistura de moléculas-hdspedes com
moléculas de CD. E necessaria a comprovagio da inclusdo em estados diferentes, dado
gue a formacao de complexo no estado liquido ndo garante necessariamente a existéncia

do mesmo complexo no estado sdlido.

3.2.3.1. Métodos de detecgao no estado liquido
3.2.3.1.1. Método de solubilidade de fases

O meétodo de solubilidade de fases, descrito em 1965 por Higuchi e Connors,
€ 0 processo mais correntemente usado para a identificacao de formacao de complexos
de inclusao, a partir da anéalise do diagrama de solubilidade de fases e fundamenta-se
nas alterac6es de solubilidade da molécula-hdspede por adicdo de quantidades

crescentes de ciclodextrina.

Para estabelecer tais diagramas, uma quantidade em excesso da molécula-
hospede € adicionada a solugdes aquosas de ciclodextrina com concentragbes crescentes
e agitada a temperatura constante. Quando se atinge o estado de equilibrio, € determinada
a concentragdo da molécula-hdspede nas varias solugdes. Estes valores séo

representados graficamente em fungé&o das concentracdes de ciclodextrina (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de solubilidade de fases. S = substrato ou farmaco; St = concentragao molar total
de substrato dissolvido; S§q = solubilidade de equilibrio do substrato na auséncia de ciclodextrina;
Ap, AL. AN. Bg, B = tipos de diagramas. (Adaptado de Higuchi e Connors, 1965; Mosher
e Thompson, 2002; Thompson, 1997).

Os diagramas de solubilidade de fases estédo dependentes do modelo de equilibrio gue
se estabelece durante a formacado de um complexo de inclusao e apresentam dois tipos principais,

A e B, e alguns subtipos.

A premissa de que se parte € a de que, aumentos acima de certo nivel na
solubilidade nestes sistemas sdo devidos a uma ou mais interacgdes entre o substrato
e a ciclodextrina, para formar espécies quimicamente distintas, as quais podem ser

chamadas complexos (Highichi e Connors, 1965).

Assim sendo, os diagramas do tipo A indicam a formagao de complexos soluveis,
aumentando portanto a quantidade total de substrato na solugéo. Neste tipo de diagrama

podem ser observados varios comportamentos (Highichi e Connors, 1965):

% O tipo A| é caracteristico de um complexo de inclusdo soltvel, com aumento
linear de solubilidade e formacédo de complexos de composicao constante. Isto
significa que todos os compostos formados s&do de primeira ordem em relagao

a CD, ou seja, S5:CD; S,:CD; S5:CD, ..., 5,:CD.

% O tipo Ap € caracteristico da formagao de complexos de ordem molecular
maior, significando que uma molécula-hdspede é complexada com mais do que

uma molécula de ciclodextrina, S:CD,; S:CDg, ..., S:CD,,.
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% O tipo Ay pode estar associado a uma alteragéo na natureza efectiva do solvente
na presenca de grandes concentracdes de ciclodextrina, levando a uma
modificagcdo da constante de formacdo do complexo. Outra possibilidade ¢ a
associacao de moléculas de ciclodextrina quando em grande concentracéo,

podendo isso afectar o grau aparente de complexagéo.

Os diagramas do tipo B indicam a formagao de um complexo de solubilidade
limitada e inferior a da ciclodextrina, podendo ser observados diferentes comportamentos

(Highichi e Connors, 1965):

% O tipo Bg - Desde So até A o sistema & semelhante ao diagrama tipo A, ou
seja, a solubilidade aparente do farmaco aumenta devido a formacao de um
complexo soluvel com a CD. Contudo, no ponto A do diagrama atinge-se o
limite de solubilidade do complexo. A adicdo de mais CD resulta na formacéao
de mais complexo, com consequente precipitagcéo; a concentragao de farmaco
nao complexado ¢ mantida constante pela dissolugcdo do farmaco soélido. No
ponto B, todo o farmaco soélido foi consumido e a adicao de mais farmaco resulta
da deplecao deste para a solucao por formacéao de complexo e pela concomitante

precipitagcdo de complexo insoluvel.

Ke

Farmaco 4 Ciclodexirina <—_> Complexo de Inclusdo
(solucdo) (solucdo)

A
Sof|  mmmmmmm o

B
Farmaco Complexo de Incluséo
(sdlido) (sdlido)

Figura 12. Modelo cinético do equilibrio que se estabelece nos diagramas do tipo B.

% O tipo B, € interpretado do mesmo modo que o Bg, com a diferenga de que o
complexo formado é tao insolUvel, que o aumento inicial de concentracado de

farmaco ndo é detectavel.

O conhecimento da estequeometria e da constante de equilibrio de formacgéo
do complexo permitira a descricado quantitativa da extensdo da interacgcdo molecular.
Estas quantidades podem, a maior parte das vezes, ser calculadas a partir do diagrama

de fases. Em muitas substancias a complexidade do sistema impossibilita uma descrigao
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completa do equilibrio, mas mesmo nestes casos & possivel calcular as constantes de

equilibrio aparente, com base numa estequeometria assumida (Higuchi e Connors, 1965).

Para os sistemas com diagrama de solubilidade de fases do tipo A e Bg, €
possivel determinar, a partir da parte ascendente e linear da curva, a eficiéncia de
complexacé&o. Um declive com valor de 1 significa que uma mole de moléculas-hdspedes
¢ complexada por uma mole de moléculas de ciclodextrina (1:1), ou seja 100% de
eficiéncia. Declives de valor superior a 1 correspondem a uma complexacdo de maior

ordem molecular.

Quando no diagrama se obtém uma linha recta, € assumida a formacado de um
complexo 1:1, e a constante de estabilidade € calculada a partir da equagao: Kgq.q) =
Declive / S, x (1-Declive), com determinagéo experimental de S,, em que S, € a
solubilidade do substrato, na auséncia da ciclodextrina e 0 seu valor é determinado
pela intercepcéao da recta de solubilidade com o zero de concentracdo de ciclodextrina
(Duchéne e Wouessidjewe, 1990c; Higuchi e Connors, 1965; Mosher e Thompson, 2002; Otagiri

et al., 1983; Thompson, 1997; Veiga, 1996; Veiga et al., 1996).

Esta constante reflecte o correcto ajustamento da molécula-hdspede dentro da cavidade

da CD (Duchéne et al., 1989).

3.2.3.1.2. Método de espectroscopia de ultravioleta

A espectroscopia de ultravioleta (UV), na regido do espectro magnético 180 a
400 nm, é um dos métodos que pode ser utilizado para a detecgédo da formacgéo de
complexos de inclusdao no estado liquido. Por vezes, a formacdo de complexos altera
as propriedades espectrais do farmaco, podendo ocorrer desvios na intensidade e
comprimento de onda da absorgao maxima e/ou um alargamento das bandas. Estas
alteragbes podem ser explicadas por perturbagdes do nivel de energia dos electrées
da molécula-hdspede, como resultado quer de uma interacgao directa com a ciclodextrina,
quer da expulsao das moléculas de agua de solvatacao, quer ainda da combinacéo dos

dois efeitos (Cabral-Marques, 1994c; Otagiri et al., 1983; Szejti, 1990; Veiga, 1996).
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3.2.3.2. Métodos de detecgao no estado sélido
3.2.3.2.1. Difraccédo de raios-X

O estudo das propriedades cristalograficas é importante, por um lado, porque
estruturas cristalinas diferentes da mesma entidade quimica, como & o caso dos
polimorfos, exibem diferente solubilidade, estabilidade ou biodisponibilidade e, por outro,

porque os métodos de complexagdo podem promover essas alteracdes.

A difraccao de raios-X é um dos métodos de eleigdo para elucidar qual a
estrutura molecular de um complexo de inclusédo com CDs no estado soélido. O
difractograma de um verdadeiro complexo de inclusédo é distinto do obtido pela
sobreposigédo de cada um dos compostos. No caso de moléculas héspede cristalinas,
o difractograma sugere a formacao de complexo, somente se ocorrer o desaparecimento
de alguns picos caracteristicos da molécula-hdspede ou se aparecerem outros picos
gue néo se observavam originalmente, nem no difractograma da CD, nem no da molécula-

-hdspede (Brittain, 1997 e 2002; Cabral-Marques, 1994c; Veiga, 1996).

3.2.3.2.2. Espectroscopia vibracional - Infravermelhos (Fourier Transform

Infrared - FTIR)

As energias associadas com 0s modos vibracionais de um composto quimico
estdo compreendidas entre 400 e 4000 cm-'. A absorcédo de energia na regido do
infravermelho médio, esta associada a transicdes fundamentais entre estados vibracionais

de uma molécula.

O recurso a espectrometros de absorcdo no infravermelho interferométricos
(associacédo da técnica de transformados de Fourier a espectroscopia de infravermelho -
- FTIR) permite ultrapassar as dificuldades de deteccédo, com espectrometros dispersivos,
de fotdes com baixos valores de energia (especialmente no infravermelho longinquo) e
da sobreposicao das sucessivas ordens de difraccéao, para comprimentos de onda
suficientemente longos (Salsa, 1998; Teixeira-Dias, 1986). Os modos vibracionais podem
ser observados directamente através da absorgao de radiacdo na regido de infravermelhos

do espectro.
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Os modos vibracionais mais importantes sob o ponto de vista analitico sdo de
dois tipos basicos: Elongacdo - variacdo do comprimento da ligacdo e Deformacéo -

variagao do angulo da ligagéo.

Numa molécula, certos grupos funcionais absorvem a radiacdo de infravermelhos
e exibem bandas de absorcdo em regides com frequéncias caracteristicas,
independentemente da estrutura do resto da molécula. Estas bandas sao previsiveis e
permitem retirar informacéo acerca de moléculas desconhecidas ou sobre modificagéo

que possa ocorrer numa molécula conhecida.

No caso da formacgéo de complexos com CDs, as bandas correspondentes a
parte incluida da molécula-h6spede sdo geralmente deslocadas ou alteradas nas suas
intensidades. Em determinados casos, como acontece quando esta presente um grupo
carbonilo (1650 e 1700 cm') uma vez que a banda sofre modificagdo, podem ser
observadas alteragbes espectroscopicas que indicam a formagdo de complexo. O modo
de elongacéao do grupo carbonilo pode também reflectir a existéncia de polimorfismo

estrutural ou conformacional (Brittain, 1997 e 2002; Cabral-Marques, 1994c¢; Veiga, 1996).

3.2.3.2.3. Analise térmica - Calorimetria de Varrimento Diferencial

A calorimetria de varrimento diferencial (CVD), um dos métodos de analise
térmica mais usado, mede as alteragcdes de energia num material, as quais podem ser

manifestadas como exotérmicas ou endotérmicas (Giron, 1990).

A CVD pode demonstrar a formagédo de complexos de inclusdao, uma vez que
0 pico endotérmico esta ausente a temperatura de fusédo do farmaco incluido, podendo
no entanto ser observado para a mistura fisica e para o farmaco isolado. O
desaparecimento do pico endotérmico ocorre porqgue o processo de inclusdo leva a que
0s pontos de fuséao, de ebulicao, de sublimacao ou de degradacéao, sejam deslocados
para temperaturas diferentes ou nédo se observem até a temperatura limite de
decomposicao da ciclodextrina (250 a 300 °C) (Cabral-Marques, 1994c; Cabral-Marques et

al., 1990; Class et al., 2002).

O polimorfismo pode também ser evidenciado através de CVD, uma vez que 0s

diversos polimorfos apresentam picos endotérmicos diferentes (Brittain, 2002).




3.2.4. Avaliacédo da Liodisponibilidade

Os estudos de liodisponibilidade - ensaios de velocidade de dissolugéo e de
coeficiente de partilha - sédo relevantes para a previsao do comportamento “in vivo” das
preparac6es em investigacdo, tendo, contudo, em conta, as limitag6es intrinsecas. Estes
parametros, conjuntamente com a constante de ionizagao, pH dos fluidos gastrointestinais,
superficie de absorgao e tempo de permanéncia, bem como a lipofilia das moléculas,

séo determinantes da velocidade e extensdo do processo de absorgao.

O sistema de classificacao biofarmacéutico (Figura 13) fundamenta-se na
absorcao de farmaco através da membrana intestinal, a uma velocidade que € proporcional
a sua concentracdo na superficie da membrana, sendo a dissolugao “in vivo” um factor
critico neste processo. Este sistema € uma ferramenta cientifica para classificacéo de
farmacos, baseada na sua solubilidade em agua e permeabilidade intestinal, caracterizando
os farmacos em quatro categorias:

| . Elevada solubilidade e elevada permeabilidade;
I'l. Reduzida solubilidade e elevada permeabilidade;
11, Elevada solubilidade e reduzida permeabilidade;

I'V. Reduzida solubilidade e reduzida permeabilidade.
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Figura 13. Classificagéo biofarmacéutica de farmacos quanto a solubilidade e a permeabilidade. (Adaptado
de Amidon et al., 1995; Barreto et al., 2002).

Para farmacos do grupo | e IV, a correlacao dos dados ndo é muito clara, e

deve ser efectuada determinacéo experimental da absorcao “in vivo”;

Para farmacos do grupo lll, a permeabilidade é o factor limitante de absorcao,

nao sendo neste caso os dados “in vitro” de grande utilidade;

Para os farmacos do grupo Il, a dissolugcao é o factor limitante da absorgéo e

os valores dos estudos “in vitro” podem ser bastante Uteis.
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No caso de farmacos com problemas de biodisponibilidade, tal circunstancia
pode ser reflexo de que a absorcéao ocorre durante um periodo de tempo limitado apds
a ingestéo, o que implica igualmente que o processo de dissolugao no TGl seja limitado
no tempo para alcancar uma boa biodisponibilidade, devendo assim ser estudado o
tempo critico para se atingir uma percentagem optima de farmaco dissolvido no local
de absorgédo (Amidon et al., 1995; Barreto et al., 2002; Dressman et al., 1998; Panchagnula e

Thomas, 2000; Shargel e Yu, 2002).

3.2.4.1. Estudos de Dissolucao

A solubilidade e dissolugcdo de um farmaco constitui um requisito prévio a
absorcéo e obtencao de resposta clinica, em quase todos os medicamentos administrados
por via oral, justificando-se assim a importancia e necessidade dos estudos de dissolucgéao.
Estes sdo utilizados no desenvolvimento de novas formulagdes, no controlo de qualidade
de formas farmacéuticas e para dar indicagbes de bioequivaléncia, podendo os dados

ser correlacionados com a actividade “in vivo”.

Os métodos para o estudo da dissolucao descritos em diversas Farmacopeias
(Americana, Europeia e Portuguesa) utilizam varios tipos de equipamento, como por exemplo
0 aparelho com pa agitadora, com cesto de rede, de cilindros oscilantes ou de célula de fluxo
continuo. Cada um deles esta adequado para uma geometria e tamanho especificos do produto
em estudo, bem como para diferentes formas farmacéuticas, apresentando tipos de agitacéo
caracteristicos, dependendo dos quais, as condigbes de dissolugao sao estabelecidas (Ford

e Rajabi-Siahboomi, 2002).

Os modelos que permitem prever a absorgéo dos farmacos a partir dos estudos
de dissolucao estédo limitados pela complexidade de fendmenos que ocorrem no TGl,
como sejam a situagéo de jejum ou pos-prandial, a fase do ciclo de motilidade, o
esvaziamento gastrico, o contetudo do lumen intestinal, o mecanismo responsavel pela
absorgdo do farmaco e permeabilidade, e alteragdes fisico-quimicas da molécula ao

longo do TGI (Barreto et al., 2002; Dressman et al., 1998).

Assim, para que 0s ensaios de dissolugcdao permitam perspectivar o
comportamento “in vivo”, tém que ser utilizados meios de dissolugao que se assemelhem

as condig0Oes fisioldgicas, devendo ser considerados factores como, o impacto do
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volume de fluidos disponivel, a presenca de tensio-activos, a influéncia dos padrdes
de motilidade na dissolugcédo e solubilidade, e condi¢cdes sink. As condi¢gdes sink séao
obtidas através da manutencido de baixas concentracdes de farmaco no fluido de
dissolucéao, entre 10 a 15% da sua solubilidade, a temperatura de 37 °C, o0 que se
N consegue para a maioria dos farmacos utilizando uma gquantidade relativamente elevada
de fluido, em geral igual ou superior a 1000 ml. Quando néao é possivel utilizar este tipo
de meios de dissolugao, recorre-se a meios tdo simples quanto possivel, devendo a
temperatura e o pH ser semelhantes ao que se espera nos fluidos “in vivo”, mantendo

ou nao as condigdes sink (Ford e Rajabi-Siahboomi, 2002).

A velocidade de dissolucao é também influenciada pelo tamanho da particula,
forma do cristal, polimorfismo, molhabilidade, adsorcdo aos excipientes, formacao de
complexos de reduzida solubilidade, formacéo de dispersdes solidas, processo de
producao, tempo de desintegracdo e natureza do revestimento (Amidon et al., 1995;

Dressman et al., 1998).

Em sintese, os resultados obtidos com qualquer um dos tipos de aparelhos séao
sempre afectados pelas suas especificidades intrinsecas e pelas condigbes envolventes,
pelo tipo e velocidade de agitacéo, volume, composicao e temperatura do fluido de
dissolugcédo, devendo estas ser tidas em consideracdo para que 0s dados sejam

reprodutiveis.

A duracao dos testes de dissolucao é outro factor a ponderar, devendo ser
escolhida tendo em consideracdo ndo s6 os locais onde o farmaco vai ser absorvido,
mas também, de acordo com a altura em que este é administrado. Se um farmaco for
absorvido a partir da parte superior do intestino delgado e se for administrado em jejum,
0 meio do teste de dissolucao deve simular as condigdes gastricas de jejum e ter uma
duracao de 15 a 30 minutos. Por outro lado, se for administrado com alimentos e bem
absorvido através do intestino delgado e na parte proximal do intestino grosso, pode
ser necessaria uma duragao de 10 horas, com as apropriadas variagdes na composicao

do meio.

Assim, de modo a permitir 1-2 horas para absorcdo de um farmaco no intestino
delgado, a dissolucao de um tal composto deve estar completa, sob condi¢cdes gastricas,
em 15 a 30 minutos e/ou sob condigbdes semelhantes as do intestino delgado, dentro de

uma hora. Nestas circunstancias, € razoavel a utilizacdo de critérios de 85% de farmaco
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dissolvido apds 15 minutos no meio gastrico; apds uma combinagcao de 15 minutos no meio
gastrico, com 15 minutos no meio intestino delgado; ou apds 30 minutos num meio

representativo das condigdes do intestino delgado (Dressman et al., 1998; Kingsford et al., 1984).

Os dados podem ser apresentados e tratados utilizando varios métodos de

analise (Chowdary e Sureshbabu, 1994 Ford e Rajabi-Sialiboom, 2002):

% Perfis de dissolucdo - representacido grafica da monitorizagéo continua da
percentagem de concentragcdo de farmaco dissolvido versus tempo. A
concentragéo € expressa em termos de fraccido da dose dissolvida, obtendo-
se uma curva do tipo cumulativo, em que o valor maximo de fracgcao dissolvida

no valor maximo de tempo, tende para 100%.

% Linearizacdo - expressa os dados de dissolucdo através apenas de um parametro,
por exemplo uma constante de velocidade. Este parametro permite comparar

as velocidades de libertagao de diferentes formas farmacéuticas de um farmaco.

< Parametros de dissolucéo

» Tempos de dissolucdo - Avaliagcdo do tempo necessario para que determinadas
proporcdes do farmaco, expressas em percentagem, sejam dissolvidas.
Geralmente utilizam-se valores de tygy, tsgy © tggy, designando-se o valor de
tggg, POr semi-vida de dissolugéo.

» Fraccao de farmaco dissolvido num intervalo de tempo - Avaliagéo da fracgcéao
da dose dissolvida ao fim de periodos de tempo previamente definidos.

» Eficiéncia de dissolucdo (ED) - este calculo efectuado em tempos definidos,
foi proposto pela primeira vez por Khan em 1972 e por Khan e Rhodes em

1975 e reflecte a quantidade de dose que se dissolve num tempo especifico.

O parametro de ED permite caracterizar o processo de dissolugdo como um
todo, dado que é definido pela area sob a curva de dissolucao até um certo tempo t,
expressa como uma percentagem da area do rectangulo descrito por 100% de dissolugao

no mesmo tempo t.

Este parametro tem ainda a vantagem de poder ser correlacionavel com os
dados “in vivo”, dado que se aproxima mais da situacéo clinica, se considerarmos que
0 grau de absorcao € proporcional a concentragédo de farmaco em solugédo e ao tempo

de permanéncia no local do TGl e que a quantidade que atinge a circulacdo sanguinea
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¢ calculada pela area sob a curva da concentragao plasmatica (Chowdary e Suresh Babu,

1994; Conti et al., 1995; Veiga, 1996).

A IM, classificada no grupo Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico, é
fracamente solUvel em agua e nos fluidos aguosos e a sua absorcao é limitada pela sua
velocidade de dissolucao e solubilidade, sendo um dos objectivos da sua complexacao
com CDs conseguir melhorar estas caracteristicas, contribuindo assim para um aumento

da absorcao “in vivo”.

3.2.4.2. Coeficiente de Partilha

A lipofilia tem a capacidade de influenciar as propriedades farmacocinéticas e

farmacodinamicas das substancias biologicamente activas.

As caracteristicas estruturais de um farmaco, o seu balango hidrofilo-lipofilo e
a sua capacidade de ionizacéao, reflectem-se na propriedade de difuséo passiva de uma
molécula através de um sistema multicompartimental, caracterizado pela variacao
descontinua de pH. Estas caracteristicas devem ser compativeis com a natureza da
membrana lipfdica que o farmaco tem que atravessar, constituindo consequentemente
um factor limitante para que este atinja o local de accdo em quantidade terapéutica util,
condicionando deste modo a absorcéao e os fendmenos subsequentes de distribuicéao,

metabolizagdo e excregéo (La Rotonda et al., 1988),

A lipofilia e a constante de ionizagao sao deste modo caracteristicas fisico-
guimicas interligadas, das quais depende a velocidade e a extensédo de absorgéo, e
gue sado condicionadas por varios factores fisioldgicos, de entre os quais o pH do meio.
A relacao entre estes dois parametros e o pH é conhecida pela hipdtese da “partilha
segundo o pH” (Buri, 1981). Esta hip6tese fundamenta-se em varios pressupostos:

< A maior parte das moléculas de farmacos s&o acidos ou bases fracas;

« Atravessam as barreiras lipidicas por difusdo passiva;

< Para se difundir no meio lipidico, a substancia deve apresentar algum caracter
lipdfilo que Ihe permita a solubilidade nesse meio;

% S0 a fracgé&o nao ionizada ¢ lipossoluvel;

% E essencialmente sob a forma n&o ionizada que o farmaco atravessard a barreira
membranar;

% O grau de ionizag&o depende do pH, sendo consequentemente diferente para

diversos valores de pH.
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A lipofilia é determinada experimentalmente através da razao da distribuicdo do
farmaco entre um solvente ndo miscivel com a agua e uma fase aquosa, conhecido por
coeficiente de partilha (CP). E uma caracteristica fisica que permite determinar o balanco
entre as propriedades lipofilas e hidrofilas, representando a raz&do entre a parte néo
ionizada da molécula, que se dissolve na fase oleosa saturada, e a ionizada, soluvel na

fase aquosa que pode ser dgua ou tampéo.

Ao longo dos anos tém sido utilizadas varias fases oleosas, sendo hoje considerado
por alguns autores, que a fase que apresenta um significado mais aproximado da situagao
que ocorre “in vivo” € o n-octanol, devido a sua estrutura quimica possuir cadeias
lipofilicas, grupos hidrofilicos, capacidade para captar moléculas de agua e parametros
de solubilidade similares aos das membranas naturais. Recomenda-se para a fase aguosa
a utilizacdo de um tampéao com um pH semelhante ao meio fisiolégico que se pretende

estudar (Buri, 1981; Leo et al., 1971; Lien e Ren, 2002; Panchagnula e Thomas, 2000).

Os estudos de lipofilia de compostos de complexos de inclusédo com CDs,
dissolvidos na fase aquosa, baseiam-se em modelos de distribuicao entre as duas fases,
como representado na Figura 14 e tém como pressupostos que as CDs e os complexos
de inclusdo ndo se deslocam da fase aquosa para a fase oleosa, devido ao seu caracter

hidrofilo (Fijlink et al., 1989; Nakajima et al., 1984; Uekama et al., 1983; Veiga, 1996).

ity de n-octanol (o) Farmaco (o)

Solvente | ?
#| Transporte
de Farmaco

n-octanol:CD (w) —}. CD (w) + Fdrmaco (w) —}. Farmaco:CD (w)

Orgdnico

Competigdo com Farmaco para formar Complexo

Figura 14. Modelo de distribuicdo das vérias entidades em solucéo na fase aquosa e oleosa e processos
envolvidos no transporte de farmaco para a fase oleosa. (Adaptado de Frijlink et al., 1989; Veiga,
19906).

As experiéncias efectuadas por alguns autores mostram que a adigdo de CD a um sistema
bifasico de solventes com farmacos lipdfilos, resulta num processo diferente daqguele que existe

na auséncia de CD.
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No interior da fase aquosa a concentracdo de farmaco livre sera baixa devido

a complexagdao com a CD. Perto da interface, contudo, a concentragcédo de farmaco livre

sera relativamente alta, devido ao deslocamento do farmaco do complexo, pelo solvente
orgéanico. O transporte de massa do farmaco a partir da fase aquosa para a fase oleosa

N sera principalmente determinado pela concentracéao total de farmaco livre e complexado

na fase aquosa e ndo somente pela fraccéao livre.

A medida que o solvente organico entra na fase aquosa, a capacidade das CDs
para aumentar a dissolugédo do farmaco diminui, devido a competicédo entre o solvente
e o farmaco para complexar com a molécula de CD. O coeficiente de partilha apresentara
consequentemente so6 ligeiras alteracbes com a adigcdo das CDs (Frijlink et al., 1989;

Nakajima et al., 1984; Uekama et al., 1983; Veiga, 1996).

O coeficiente de partilha tem sido definido de duas formas pelo facto da ionizagéo
das moléculas ser dependente do pH:
« Coeficiente da partilha aparente (P*) - razdo da concentracao total na fase lipofila
e a concentracao na fase hidrofila (dependente do pH);
« Coeficiente de partilha verdadeiro (P) - razdo das concentracdes das moléculas

nao ionizadas e nao associadas na fase lipofila e a concentracao na fase hidrofila.

Segundo a lei de Nernst, o coeficiente de partilha é uma constante para qualquer
composto num determinado sistema solvente, a uma determinada temperatura. Tal como
gualguer constante, P estéa linearmente relacionado com a alteragdo da energia livre
padrao, quando & convertido para a escala logaritmica. Por causa desta relagao linear
de energia livre e face a extensao da gama de valores de P*, utiliza-se habitualmente
o valor de log P, o qual € correlacionavel, entre outros parametros farmacocinéticos,
com a permeabilidade e distribuicdo (Barreto et al., 2002; Lien e Ren, 2002; Panchagnula e

Thomas, 2000).

Dentro de um mesmo tipo de compostos, a absorcao aumenta com a lipofilia
da molécula até atingir um nivel maximo para um intervalo de valores de log P, apds o
qual comeca a decrescer segundo uma relacao parabdlica. Valores de log P entre O e
3 constituem um intervalo 6ptimo para absorgao passiva. Um valor de zero, significa
gue a substancia é hidrofilica, logo, apresenta uma boa solubilidade, no entanto a sua
permeabilidade é reduzida. Para valores de log P superiores a 3, encontramos farmacos

lipofilicos com uma absorgédo favoravel, mas também mais susceptiveis de sofrer
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metabolismo e/ou depuracio biliar, ligacdo as proteinas e uma maior distribuicéo. A
lipofilia esta igualmente associada a tendéncia para uma elevada depuracao metabdlica,
uma vez que esta caracteristica favorece a afinidade para a ligagédo as enzimas (Barreto

et al., 2002; Panchagnula e Thomas, 2000).

O estudo efectuado do coeficiente de partilha das varias formas de IM, tem
como objectivo avaliar a influéncia da complexagdo na lipofilia e deste modo na

capacidade de distribuicédo em sistemas bifasicos.

3.3. Absorcéao, metabolismo e excregcdo de complexos de ciclodextrinas

administrados por via oral

Apo6s administracdo oral, as CDs naturais ndo sao hidrolisadas no intestino
delgado, ocorrendo degradacio enzimatica pela flora bacteriana a nivel do intestino
grosso. As CDs naturais sao bastante estaveis em meio alcalino, mas hidrolisam-se em
meio fortemente acido. SAo completamente resistentes a degradagéo enzimatica pelas
B-amilases que atacam grupos terminais livres e susceptiveis as a-amilases que actuam

no interior da molécula, variando no entanto o grau de degradacao com o tipo de CD.

Existe evidéncia de que ha possibilidade de absorcédo das CDs ao nivel do
intestino delgado, embora o tamanho e a polaridade da molécula impegam a penetracéo
imediata nas membranas bioldgicas. Esta incapacidade resulta numa diminuicao de
absorgao quando 0s compostos polares sdo administrados por via oral. A absorcédo de
B-CD esta descrita como sendo inferior a 4%, devido ao peso molecular e ao caracter
hidrofilo, que dificultam a difusdo passiva (Cabral-Marques, 1994a; Duchéne e Wouessidjewe,

1990b; Irie et al., 1988).

Os derivados das CDs séao geralmente mais resistentes a hidrolise no TGl do
que as CDs naturais. A biodisponibilidade oral da HP-B-CD foi estudada em cées e em
ratos, estimando-se uma absorcao de 3,3% para 0s primeiros e um valor inferior para
0s segundos, com uma excregao de 60% sob a forma intacta. Outros estudos, efectuados
em ratos aos quais foi administrada HP-B-CD marcada com '4C, evidenciaram o
aparecimento da molécula radiomarcada numa percentagem de 3% na urina, 71% nas
fezes e 3% exalada na respiracdo. Deste modo, apesar da HP-B-CD poder ser também

absorvida numa percentagem variavel, dependendo da via de administracdo oral ou
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rectal e dos factores que promovem o0 aumento da permeabilidade da membrana da
mucosa intestinal, os estudos apontam para que a quantidade que possa entrar na
circulagao sistémica, al permaneca até ser eliminada intacta na urina, néo induzindo
toxicidade com significado clinico relevante (Arima, 1992; Flourié et al., 1993; Frijlink et al.,

1990Db; Mosher e Thompson, 2002).

Quando os complexos de inclusdo se encontram em solugcédo, estabelece-se
um equilibrio dindmico entre o complexo e as moléculas livres existentes no meio
ambiente, estando a estabilidade dos complexos administrados por via oral principalmente
dependente da constante de formagao do complexo (Liversidge et al., 1989), do efeito de
competicao para a molécula de HP-B-CD exercido pelas moléculas de sais biliares
existentes no intestino delgado (Miyazaki et al., 1981; Nakanishi et al., 1989) e da degradagao
enzimatica da CD por parte das a-amilases da flora bacteriana do intestino grosso

(Duchéne e Wouessidjewe, 1990b).

As ciclodextrinas naturais, como ja anteriormente referido, sofrem hidrdlise lenta
por acgéo das a-amilases sendo fermentadas por varias estirpes de Bacteroides, que
clivam as ligacdes glicosidicas internas do tipo a-1,4. Os produtos da clivagem das
ciclodextrinas, maltodextrinas lineares, maltose e glucose, sdo degradados e absorvidos
como os do amido, mas ao nivel do intestino grosso, e excretados sob a forma de
dioxido de carbono e agua (Antenucci e Palmer, 1984; Irie e Uekama, 1997). A introducéao de
substituintes nos grupos hidroxil e a adicao de moléculas hospede, reduz de um modo
geral a velocidade de hidrdlise enzimatica por diminuicdo da afinidade das enzimas para
as CDs e por dificuldade de acesso destas aos atomos de oxigénio glicosidicos do
interior da cavidade, o que leva alguns autores a considerar que a HP-B-CD né&o é
hidrolisada pelas amilases do intestino, sendo assim eliminada intacta nas fezes (Cabral-

-Marques, 1994a e 1994d: Duchéne e Wouessidjewe, 1990b; Szejtli, 1990).

Qutros autores sé&o de opinido de que a a-amilase Aspergillus oryzae hidrolisa
a HP-B-CD com uma velocidade muito lenta comparativamente com a correspondente
CD natural ndo substituida. O grau de SM influencia a velocidade de hidrolise enzimatica,
sendo tanto mais lenta quanto maior o grau de substituicdo. A quase negligenciavel

degradacéo enzimatica da HP-B-CD, indicia que é provavel que o seu metabolismo “in

vivo” seja minimo, devido a sua resisténcia as endoamilases (Szent e Szjetli, 1999).
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Com base na bibliografia consultada, propbe-se na Figura 15 um modelo de
comportamento dos complexos de inclusdo no intestino ap6s administragdo oral e os
varios factores intervenientes no processo de libertagcdo e absorgao da IM complexada

com a HP-B-CD.

Quando se administra por via oral um complexo de inclusé&o de farmaco em

ciclodextrinas hidroxialquiladas, os estudos efectuados (Cabral-Marques, 1994d; Duchéne
e Wouessidjewe, 1990Db; Frijlink et al., 1990b; Hirayama e Uekama, 1999; Miyajima et al., 1986;
Nakanishi et al., 1989; Strattan, 1992) levam a prever que:

)

% ao nivel do estdbmago este néo sofra qualquer tipo de alteracéao;

% ao nivel do intestino delgado haja competigédo entre as moléculas de sais
biliares e a molécula de farmaco pela complexagcdo com a ciclodextrina;

% que a nivel do intestino grosso haja reduzida hidrdlise enzimatica da

ciclodextrina por parte da flora microbiana, e que a maior parte da CD seja

eliminada nas fezes na forma intacta, ou que, no caso de haver hidrdlise, se

formem maltodextrinas lineares, maltose e glucose, as quais podem ser

absorvidas ou entéao eliminadas sob a forma de didéxido de carbono e agua.

Os principais factores dos quais depende a estabilidade do complexo com CDs
hidroxialquiladas ao longo do TGl seréo, assim, a constante de formagcédo do complexo

e a interaccado com os sais biliares presentes.

A constante de formacio do complexo entre o farmaco e a CD (K,) € um factor

o)
relevante, como ja se referiu, dado que se o seu valor for elevado ndo ha libertagao da

molécula com consequente diminuicédo da fraccéo livre e da absorgéao.

Por outro lado, a formagéao de complexos de inclusdo dos sais biliares com as
CDs, esta dependente do efeito de competicdo com o farmaco-hdspede, originando a
deslocacao deste da molécula do complexo, melhorando a sua biodisponibilidade
(Nakanishi et al., 1989) . Este mecanismo pode ser positivo no caso da IM, dado que
promove a sua libertagéo, ficando disponivel para ser absorvida. O processo pelo qual
0s sais biliares aumentam a dissolugdo da IM envolve solubilizagdo micelar e efeito
molhante (Miyazaki et al., 1981). A IM sob a forma de micelas & inserida na membrana
gastrointestinal por interaccao com 0s seus componentes, promovendo a absorcao do
farmaco. Contudo, podem ocorrer potenciais danos na membrana, causados por esta

interaccao.
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Figura 15. Modelo proposto de comportamento dos complexos de ciclodextrina no intestino, apos
administragao oral.
K4 - constante de equilibrio entre o complexo na forma sélida e no estado liquido;
Ko - constante de equilibrio entre a indometacina na forma soélida e no estado liquido;
Ka - constante de absorgéo da Indometacina;
Ke - constante de estabilidade de formagdo do complexo com Indometacina;
Kegq - constante de estabilidade de formacao do complexo com sais biliares.
(Adaptado de Cabral-Marques, 1994d; Duchéne e Wouessidjewe, 1990b; Frijlink et al., 1990b;
Hirayama e Uekama, 1999; Miyajima et al., 1986; Nakanishi et al., 1989; Strattan, 1992)
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Em termos farmacéuticos é desejavel usar complexos de formacio cuja constante
se situe entre 100 e 1000 M-1, uma vez que os valores das constantes de formacéao
de complexos com as varias moléculas dos sais biliares a pH 7,2 com a B-CD sé&o
respectivamente 2670 M-1, 1100 M-1, 410 M-1 e 406 M-1 para o deoxicolato, colato,
glicocolato e taurocolato de s6dio (Miyajima et al., 1986; Nakanishi et al., 1989). Farmacos
com uma constante de formacdo menor formam complexos instaveis, enquanto que
agueles que tém uma constante de formacao elevada sdo estaveis demais para que a
troca com os sais biliares ocorra. Se a constante se situar nos valores referidos, a
competicdo ocorre para a formacao de complexo com 0s sais biliares no intestino

delgado.

A inclusdo de moléculas de sais biliares & também benéfica, por diminuir a
capacidade das CDs livres interagirem com os fosfolipidos da membrana intestinal, com
formacéao de complexos de inclusdo, que podem provocar a fluidez desta e consequente
aumento da permeabilidade, podendo esta capacidade ser uma das explicacdes para

a absorgcéo das CDs (Irie e Uekama, 1997).

Estudos metabdlicos e farmacocinéticos efectuados em ratos, murganhos e
cées, mostraram que a HP-B-CD administrada por via oral pode ser absorvida na forma
intacta, numa proporcado que varia entre 1 e 3%, sendo o material ndo absorvido
excretado nas fezes. A maior parte da pequena quantidade metabolizada é provavelmente
convertida em dissacaridos no intestino grosso, constituindo assim o principal mecanismo
de absor¢gdo. Contudo, sabe-se que a HP-B-CD ¢ dializavel através de membrana de
acetato, e que os sais biliares podem aumentar a absorcao de moléculas intactas

(Strattan, 1992).

A verificar-se absorcéo, os estudos de administragéao IV da HP-B-CD mostram
que ela € eliminada intacta na urina apos 24h por filtragdo glomerular, com uma cinética
de eliminagao linear que implica auséncia de nefrotoxicidade. Irie e colaboradores (1992a;
1992b) estudaram o comportamento da HP-B-CD administrada por via IV e concluem que
esta se mantém em circulacdo e que nédo atravessa membranas lipidicas por causa da
sua polaridade, podendo, quando em contacto com elas, extrair componentes lipidicos,
preferencialmente o colesterol, actuando assim também como transportadores de
moléculas lipidicas existentes na corrente sanguinea. Estes complexos de colesterol:

HP-B-CD dissociam-se no filtrado glomerular, a HP-B-CD passa através do glomérulo

Introducdo




sem provocar obstrucido e ocorre deposicdo de colesterol no rim (Fini et al., 1995; Flourié

et al., 1993; Frijlink et al., 1990a; Gerloczy et al., 1994; Nakanishi et al., 1992; Shamat, 1993; Tan

e Lindenbaum, 1991).

3.4. Toxicidade das ciclodextrinas administradas por via oral

A administracéo oral das CDs naturais nao induz qualquer tipo de toxicidade
aguda, e, mesmo em doses mais elevadas, ndo origina mortalidade quando administrada
a animais. O DL50, em ratos, para a via oral, € descrito como sendo superior a
12,5 g/kg para a a-CD, 18,8 g/kg para a B-CD e 8 g/kg para a y-CD (Duchéne e

Wouessidjewe, 1990b; Mosher e Thompson, 2002; Szejtli, 1990).

A administragcdo prolongada ndo promove alteragdes significativas em nenhum
orgdo nem nos parametros analiticos do sangue. Observa-se contudo em alguns dos
estudos efectuados, que a administracdo cronica de ciclodextrinas a ratos, pode provocar

algumas alteragoes:

% Reduz o aumento de peso, bem como os triglicerideos séricos e a
deposicdo de gordura, uma vez que os produtos da hidrolise das CDs
incluem glucose e malto-oligosacarideos, conhecidos por serem
rapidamente fermentados pela flora anaerdbia do intestino grosso e

originarem entre outros produtos, acidos gordos (Flourié¢ et al., 1993).

% O rim e o figado mostraram ser 6rgaos alvo da toxicidade da B-CD,
provocando alteragdes morfolégicas com aumento do hepatocito
centrolobular compativeis com elevagcadao das enzimas hepaticas
(transaminase glutamico-pirdvica, glutamico-oxalacética e carbamoil-
ornitina). Estas modificagbes, consideradas moderadas, foram observadas
com doses superiores a 1313 mg/kg/dia em ratos macho e 1743 mg/kg/dia

em fémeas, administradas durante 52 semanas (Bellringer et al., 1995).

< Um dos efeitos sistémicos secundarios das CDs é o aumento da eliminacao
gastrointestinal de certos nutrientes e sais biliares. Este efeito, porém, so
€ observado para doses superiores a 20% da dose recomendada. O efeito
produz-se pela conversao aumentada do colesterol sérico a sais biliares,

com consequente diminuicdo dos seus niveis plasmaticos. A capacidade
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das CDs para complexar o colesterol pode também contribuir para
desestabilizar a membrana. Estes efeitos podem estar directamente
relacionados com o facto de algumas CDs poderem actuar como promotores
da permeabilidade da membrana ou causar irritacdo dos tecidos, apos

administragao por via injectavel (Stella e Rajewski, 1997).

« NA&ao se observou evidéncia macroscopica da existéncia de patologias,
apds um ano de exposicdo oral de ratos a B-CD, mas a avaliagéo
microscopica dos tecidos revelou alteracdes. Os 6rgaos mais afectados
pela exposicao foram o rim e o figado. Os efeitos no rim foram considerados
como nao tendo gravidade toxicoldgica. Foi observada alguma necrose
celular no figado em percentagens que variam entre os 2,5 a 5% dos
animais, bem como o aparecimento de infiltrado inflamatério e um aumento
do nivel sérico das enzimas hepaticas. As observacdes foram consideradas

como representando hepatotoxicidade moderada (Mosher e Thompson, 2002).

O mecanismo pelo qual a B-CD causa alteragcbes hepaticas ndo esta ainda
definido, apresentando os estudos em outras espécies de animais, nomeadamente em
cées, auséncia de lesdo quando expostos durante um ano a dietas contendo até 5%
de ciclodextrina, levando a considerar que pode ser um efeito relacionado com a espécie

e nao reflectir uma hepatotoxicidade geral (Thompson, 1997).

A toxicidade aguda e subcronica da HP-B-CD ¢é insignificante apds a sua
administragéo intraperitonial, intravenosa, intramuscular, intracraniana ou topica, e
mesmo quando administrada por via intravenosa na dose de 10 g/kg, ndo se observa

a acumulacdo a nivel renal observada com outras ciclodextrinas (Brewster et al., 1990 e

1992; Carpenter et al., 1995; Loftson e Brewster, 1997; Pitha e Pitha, 1985; Pitha et al., 1986 e

1994; Stella e Rajewski, 1997; Strattan, 1992 Yoshida et al., 1988).

Uma pesquisa efectuada em ratos, por administragéo intravenosa de 400 mg
de HP-B-CD durante 90 dias, resultou em toxicidade moderada, evidenciada pela
diminuicdo do aumento de peso corporal, alteragbes dos parametros séricos, aumento
da actividade das células fagocitarias mononucleares dos pulmdes e figado e ainda

alteragc6es do pancreas (Mosher e Thompson, 2002).
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Os estudos clinicos evidenciam que a HP-B-CD é considerada n&o toxica numa
dose diaria inferior a 16 g/kg. Nao apresenta potencial mutagénico, nao tem efeitos
adversos na fertilidade nem no desenvolvimento pré e pds-natal e ndo é nem embriogénica

nem teratogénica (Irie e Uekama, 1997).

Varios sao os estudos que foram efectuados em ratos com a finalidade de

avaliar a seguranca da administracéo oral da HP-B-CD:

< Algumas das investigacdes revelaram que a toxicidade a longo prazo nao
induziu mortalidade, nem sinais visiveis de doenga, apesar do grupo
experimental ter apresentado um ligeiro aumento de peso comparativamente
com o grupo controlo. O aumento do tamanho do figado apds administragéao
cronica durante 112 dias, sem alteragcbes morfoldgicas, nem diferenca
significativa do colesterol sérico, pode ser atribuida a formacao de complexos
de inclusdo com os acidos biliares no intestino. A inibicédo da captacéo destes
podera levar a um aumento da sua sintese e possivelmente ao aumento do
tamanho do figado (Duchéne e Wouessidjewe, 1990b; Gerloczy et al., 1994; Pitha

e Pitha, 1985).

<% Estudos efectuados em células humanas de epitélio intestinal (Caco-2) para
testar a resisténcia transepitelial, demonstraram que a HP-B-CD néo afecta
a sua integridade e nao evidencia toxicidade na actividade enzimatica
intracelular da desidrogenase, parecendo assim ser segura no que respeita

aos efeitos locais no intestino (Totterman et al., 1997).

« Uma outra pesquisa avaliou a seguranca da HP-B-CD em ratos por um periodo
de 2 anos. As doses atingiram os 5000 mg/kg/dia. N&o foram detectados
efeitos adversos, excepto o efeito laxativo considerado nao relevante (Mosher

e Thompson, 2002).

3.5. Utilizacao terapéutica de complexos de inclusao para

administracao por via oral

Os novos sistemas terapéuticos, dos quais a formagao de complexos de inclusédo

com CDs é um exemplo, abrem novas perspectivas a utilizagdo dos farmacos.
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Os principais objectivos a atingir com a utilizacdo por via oral destes novos
sistemas incluem:

< Aumento da solubilidade agquosa e melhoria da biodisponibilidade através do

)

aumento da velocidade aparente e extensédo da dissolucao;

% Melhoria das caracteristicas fisicas para uma melhor homogeneizacao e
compressao do farmaco sob a forma de comprimidos;

% Aumento da estabilidade ou do tempo de libertagéo, durante o transito
gastrointestinal, pela modificacdo do local e/ou do perfil de tempo de libertacao
do farmaco;

% Modificagédo dos parametros farmacocinéticos, implicando a melhoria da
absorcao um aumento dos niveis sanguineos de farmacos pouco soluveis na
agua;

< Conseguir uma diminuic&o da irritacdo dos tecidos, dos efeitos laterais e das
reaccdes hemoliticas;

< Mascarar o cheiro e sabor desagradavel;

< Farmacos incompativeis podem ser misturados, se pelo menos um deles
estiver complexado;

< Solugbes aquosas estaveis, de farmacos pouco sollveis na agua, podem ser

conseguidas sem a necessidade de adicdo de solventes organicos (Brewster
et al., 1997; Duchéne e Wouessidjewe, 1990a e 1990b; Duchéne et al., 1989, Fujioka
et al., 1983; Miyaji et al., 1992; Rajeweski e Stella, 1996; Szejtli, 1990 e 1991a

Thompson, 1997).

Centenas de CDs modificadas tém sido preparadas e mostraram ter aplicacéo

em investigacdo. Contudo, s6 alguns derivados tém potencial utilizacdo terapéutica.

O aumento da biodisponibilidade é assim um dos efeitos mais significativos da
complexagdo com CDs. A biodisponibilidade de uma especialidade farmacéutica,
administrada por via oral, depende de varios factores, entre os quais a velocidade de
dissolucédo, a solubilidade e a velocidade de absorcéo intestinal. Doses idénticas de
uma mesma especialidade farmacéutica administradas por via oral podem resultar,
dependendo da formulagé&o, em diferentes curvas concentracdo/tempo, podendo ocorrer

em muitos casos uma absorgcédo incompleta.
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O processo de dissolugao e absorgéo de um farmaco administrado por via oral

pode, em sintese, ser expresso pelo modelo cinético representado na Figura 16:

Constante de Constante de
Velocidade Velocidade
de Dissolucdo de Absorcdo
Kd Ka

F ——» 16|l —p

Farmaco na dose Concentracdo Concentracdo
administrada por de Fdrmaco no Sangue
Via oral Dissolvido no TGl

Figura 16. Modelo cinético do processo de dissolugao/absorgcao de um farmaco administrado por via oral.
(Adaptado de Szejtli, 1990 e 19914).

% Se Kd > Ka - o farmaco é muito soldvel e a absorgéo € o factor limitante. Nestes casos,

a complexacao com CDs n&o promove a absorcao, podendo eventualmente diminui-la.

% Se Kd < Ka - o farmaco € pouco soluvel e a dissolugado € o factor limitante.
Nestes casos, Kd tem que ser aumentado quer por micronizacdo das particulas
do farmaco, preparando solugdes solidas em matrizes hidrofilicas, quer
adicionando agentes tensio-activos; ou ainda formando complexos menos
hidrofébicos, por exemplo com ciclodextrinas. Sendo reconhecido que a
velocidade de dissolucao e solubilidade de farmacos hidrofébicos aumenta
consideravelmente quando séo incluidos na cavidade das CDs, se Ka se

mantiver constante, a concentragcéo sanguinea aumentara (Szejtli, 1990 e 1991a).

A inclusao de farmacos hidrofébicos dentro da cavidade da CD pode assim
melhorar a sua solubilidade e estabilidade em agua, o grau e extenséao da dissolucao
do complexo F.CD, e a biodisponibilidade do farmaco, quando a dissolugédo e a
solubilidade sao factores limitantes da disponibilidade (Duchéne et al., 1985; Mosher e

Thompson, 2002).

A libertacao de um farmaco no TGIl, do ponto de vista da optimizagéao
farmacoterapéutica, deve ser controlada de acordo com a finalidade terapéutica e as
propriedades farmacoldgicas da substancia activa, sendo possiveis diferentes formas

de libertacao, tal como esquematizado na Figura 17.
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. N Libertagao . _ Libertagéo
Libertagao Retardada Libertagao Direccionada
Imediata (entérica) Prolongada ao Célon

% de Farmaco Libertado

10 seg 2h 8h 24h

v

Cavidade Oral  Esofago Estémago Intestino Delgado Intestino Grosso
pH 7 pH 56 pH 2-6 pH6-6,5 pH 5,5-8

Figura 17. Formas de libertacdo de farmacos no TGl e pH das varias areas anatomicas, no adulto em
condi¢gbes de jejum. (Adaptado de Hirayama e Uekama, 1999; Shargel e Yu, 2002).

As propriedades de biodegradacéao das CDs sao particularmente Uteis, quando
estas sao utilizadas como transportadoras de farmacos para os varios locais de absorgéo

ao longo do TGl.

As CDs actuam essencialmente como transportadoras e protectoras do farmaco
enguanto este atravessa o TGI, tendo sido aplicadas com sucesso quando o passo
limitante é a solubilidade, a dissolucado, o estado fisico ou a degradacao da molécula

e ndo a sua absorcéo.

Quando um farmaco é administrado por via oral, inicia rapidamente a dissociacéo
no fluido gastrointestinal, estando esta dependente da magnitude da constante de
estabilidade do complexo e das caracteristicas da CD utilizada no que respeita a
degradacéo enzimatica, observando-se, de um modo geral, qgue o aumento maximo de
absorcéo € conseguido quando uma quantidade suficiente de CD € utilizada para
solubilizar o farmaco. A adigcao de mais CD a solugéo de farmaco diminui a fracgéao livre

deste e, consequentemente, reduz a biodisponibilidade (Hirayama e Uekama, 1999).
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3.6. Fundamentacao para a utilizacdo de complexos de inclusdo de Indometacina

com Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Estudos efectuados por diversos autores evidenciam que a molécula de IM sofre
inclusé&o parcial na molécula de HP-B-CD, havendo contudo divergéncia quanto a parte
da estrutura quimica da IM que ¢ incluida na ciclodextrina. Na Figura 18 representam-
-se esquematicamente as duas principais hipdteses de forma de incluséo: inclusdo da
parte do anel indol (Djedaini et al., 1990) e inclusdo da parte p-clorobenzeno, sendo esta

ultima a que tem maiores defensores.

OH OH

\ HaC \
CHg CHg

Cl

Figura 18. Inclusé&o parcial de IM em CD, exemplo da inclusdo da parte indol e da parte p-clorobenzeno.
(Adaptado de Backensfeld et al., 1990 e 1991, Djedaini et al., 1990; Redenti et al., 2001).

A anélise das dimensfes quer da cavidade da HP-B-CD, quer da molécula de
IM inviabilizam a hipotese de inclusdao completa. Contudo, existe evidéncia da incluséo
do grupo funcional N-acil da IM, fundamentada na sua dimensao (7 A) e comprovada
através de técnica de simulacdo do modelo molecular tipo Stuart e modelacéao
computacional, permitindo estes métodos obter informacao sobre a geometria e a
estrutura dos compostos de inclusdo (Backensfeld et al., 1990 ¢ 1991; Hamada et al., 1975;
Kurozumi et al., 1975; Lin et al., 1991; Redenti et al., 2001). O caracter lipofilico da IM favorece

também a formagao do complexo.

A inclusdo do grupo p-clorobenzeno confere protecgado contra a hidrolise que
ocorre a pH basico, dado que evita a cisdo ao nivel do grupo N-acil, aumentando a
solubilidade e a velocidade de dissolucéo, prevenindo o contacto directo com a mucosa
gastrica e diminuindo o tempo de permanéncia da molécula, com redugéo da sua

toxicidade local.
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4. ESTUDOS DE SEGURANCA EM MODELO ANIMAL
4.1. Estudos em modelos animais vivos

A utilizacdo de animais na investigacao cientifica remonta a Aristoteles
(384-322 BC). Desde entao, esta ciéncia evoluiu para um conceito de animal de
laboratério deliberadamente escolhido pela sua inerente adequacao para o proposito
da investigacao em causa. Os estudos em animais vivos justificam-se por serem o Unico
meio de estimar a interaccédo dos factores que podem modular a expressao da actividade
farmacologica “in vivo” e as interacgdes entre os varios 6rgaos e o sistema neuroendocrino
do animal como um todo, bem como identificar os efeitos adversos inesperados e
estimar as doses que podem ser farmacologicamente activas, sem inducao de efeitos

néo desejados.

Para a maior parte das substancias, o mecanismo de acgédo sera o mesmo quer
no Homem, quer em mamiferos de outras espécies. Existirdo assim, na resposta
farmacoldgica, mais diferencas quantitativas do que qualitativas. Na maior parte dos
casos 0s animais sdo mais sensiveis do que o Homem a determinados medicamentos,
variando também a sensibilidade entre as varias espécies de animais de laboratorio,
explicadas pelas diferencas no metabolismo. Estas variacdes podem ser qualitativas e
quantitativas e reflectem-se na capacidade de desintoxicacao, velocidade de absorcao,

transporte, distribuicdo e eliminagado de substancias quimicas.

ApoGs administracao oral, a absorgéo em animais de laboratorio é geralmente
considerada similar a do Homem, havendo contudo variagdes quantitativas relacionadas
com a diferente composic¢ao da flora bacteriana do TGI. A distribuicdo e armazenamento
de farmacos é razoavelmente consistente nas diversas espécies de mamiferos, inclusivo
no Homem, apesar da ligagcdo aos componentes do plasma ser mais extensa no Homem,
do que em animais de pequeno porte. A excrecao urinaria em diferentes espécies esta
dependente, até certo ponto, das diferentes dietas, dado que estas influenciam o pH
e deste modo a grau de ionizagdo dos compostos. A excregéao biliar € bastante variavel
entre espécies e € aparentemente mais extensa em murganhos e coelhos do que nos

ratos e no Homem.

As diferencas entre as espécies, na resposta aos farmacos, parecem estar

relacionadas principalmente com a velocidade de biotransformacé&o, a qual € geralmente
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mais rapida em animais de pequeno porte do que no Homem (Calabrese, 1984; Fort, 2002;

Wright, 1997).

Com a finalidade de avaliagdo da seguranca dos farmacos sédo efectuados testes
de toxicidade em modelos animais adequados ao objectivo do estudo. Para caracterizar
a natureza do efeito secundario que se espera de um farmaco, € necessario usualmente
administrar uma dose muito mais alta do que a dose terapéutica ou durante um periodo
de tempo mais longo. Isto porque as doses de farmaco necessarias para provocar efeito
farmacoldgico ou toxicoldgico sdo geralmente superiores em animais de laboratério e
porgue os efeitos secundarios de farmacos adequados para a clinica sao por vezes

provocados por doses exageradas.

Os testes de seguranca devem ser efectuados em mais do que uma espécie
animal, por um lado devido ao facto de a extrapolagédo de resultados para o Homem
Nnao ser linear e por outro para garantir que a seguranca nao foi sobrestimada ou que
algum potencial efeito secundéario nao foi verificado. E pratica de rotina recomendada

efectuar os testes em, pelos menos, duas espécies de animais.

Para chegar a uma estimativa da dose no Homem séo aplicados factores de
seguranca que variam consoante a espécie. Estes factores derivam das observacoes
ja anteriormente referidas de que animais de laboratério conseguem usualmente tolerar
doses mais altas sem exibir toxicidade, variando estas diferencas com o grau de
metabolismo basal e este com o racio superficie/peso corporal. Este factor, pelo qual
deve ser dividida a dose utilizada no animal em estudo, varia consoante os autores,
podendo ser por exemplo de 10 para o rato e de 6 para o cdao, ou, como recomendado
pela Food and Drug Administration (FDA) em estudos para fins de autorizac&o regulamentar
de comercializacao, ser 6 o factor de converséo a utilizar quando o animal estudado

€ o rato (acessivel em: http://www.fda.gov/cder/cancer/animalframe.htm).

A variedade dos testes e a extensao dos estudos necessarios depende da
natureza do farmaco e do uso clinico que se pretende. Depende, também, dos
requerimentos exigidos pelas agéncias regulamentares do medicamento nos diversos
paises onde este sera registado para comercializacdo, e dos requisitos desenvolvidos
pela International Conference on Harmonization (ICH), representativa da Europa, Estados

Unidos e Japao.

Os cuidados adequados dispensados aos animais de laboratdrio sdo preceitos
basicos para assegurar a validade e reprodutibilidade dos resultados obtidos, existindo

normas a nivel internacional e local, que asseguram a certificacdo de qualidade de
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cuidados dispensados aos animais. Existe também legislacao relativa a protecgao dos
animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos, e que em Portugal
€ regulamentada pelo Decreto-Lei n.° 129/92 de 6 de Julho, com a redaccao dada pelo
Decreto-Lei n.° 197/96 de 16 de Outubro e pela Portaria n.°© 1005/92 de 22 de Outubro,
com as alteragbes introduzidas pelas Portarias n.° 466/95 de 17 de Maio e n.°© 1130/97

de 7 de Novembro.

Esta preocupacdo com o bem-estar dos animais deve englobar um refinamento
dos procedimentos a levar a cabo, de modo a causar menos stress aos animais, ou
uma redugao do numero de animais necessarios num determinado teste, mantendo no
entanto a qualidade e validade da informacéao cientifica obtida (Calabrese, 1984; Fort, 2002;

Wright, 1997).

4.2. Avaliacao da toxicidade gastrica “in vivo” em modelo animal

A irritacao da mucosa gastrointestinal, causada por agentes terapéuticos
administrados por via oral, pode ocorrer através da via sistémica e da via de contacto
topico, como ja anteriormente referido, em relacdo aos AINEs. Modelos animais tém
vindo a ser desenvolvidos em varias espécies (Fara et al., 1988), tais como:

7

% O gato, recorrendo-se a utilizacdo de mucosa gastrica ou do es6fago;

*,

’0

» O porco, para o estudo da mucosa do intestino delgado;

B3

» O coelho, para pesquisa na mucosa do intestino grosso;

’0

» O cao, para a investigagéo de todo o intestino.

Os ratos, principalmente da espécie Wistar, tém sido utilizados em véarios estudos,
como modelo animal para evidéncia de lesdo gastrointestinal, sendo reconhecida a sua
validade e efectividade (Ammoury et al., 1989 e 1993; Davis et al., 1994; Lin et al., 1994; Miyazaki

et al.,, 19871; Nambu et al., 1978; Ohno et al., 1999; Skeljo et al., 1993).

As técnicas envolvidas na avaliacdo da lesdo da mucosa gastrointestinal sao
varias, dependendo do desenho do estudo, do local da lesao e das condicdes em gue

decorrem 0S ensaios.

Para o desenvolvimento deste trabalho recorreu-se a técnicas que se encontram
entre as mais frequentemente utilizadas e que englobaram, para a investigacéao de lesao
da mucosa gastrica, a avaliacdo macroscopica do aparecimento de lesdo e o estudo
histopatologico das partes da mucosa com evidéncia macroscopica de lesdo. Para a

anéalise do muco gastrico foi efectuado estudo citologico. m
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Tendo em consideracao que:

< Ha uma menor absorcdo da IM quando administrada por via oral a recém-
-nascidos, pela sua fraca solubilidade a pH 7 e por sofrer hidrolise a este

valor de pH;

< Ha um mecanismo de inducédo de toxicidade gastrointestinal da IM, quer
sistémico por inibicao das prostaglandinas, quer local, dependente do tempo

de residéncia em contacto com a mucosa;

< Existe evidéncia de que a IM tem capacidade de induzir lesao hepéatica e

renal quando administrada por via sistémica;

% Existem estudos a relatar a auséncia de toxicidade da HP-B-CD, guando

administrada por via oral;

<+ A IM tem capacidade de formar complexos de inclusdo com HP-B-CD.




88

As hipoteses que se colocam sao:
< A formacgéao de complexo de inclusdo com HP-B-CD

» Aumenta a solubilidade e a eficiéncia de dissolugao da IM, nao afectando

a sua estabilidade;

* Quando a forma complexada é administrada por via oral
» Pode reduzir a toxicidade gastrica da IM;
» AIM mantém a capacidade de induzir lesdo hepéatica e renal;

> A HP-B-CD, nas doses utilizadas, nao tem capacidade de induzir les&o

morfoldgica gastrica, renal ou hepatica.

Os objectivos deste trabalho foram:
Na Parte |
% Demonstrar a formacado de complexos pelos métodos de preparagio utilizados.
% Avaliar a influéncia da complexacéo:
» No estado fisico da IM;
» Na solubilidade e dissolucao da IM;

» No coeficiente de partilha da IM.

Na Parte Il
< Avaliar em modelo animal:

» A toxicidade gastrica da IM nas varias formas estudadas, gquando

administradas por via oral;
» A toxicidade hepéatica e renal da IM;

» A toxicidade hepatica e renal da HP-B-CD. m
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OBJECTIVOS

Os objectivos especificos do estudo tecnoldgico sao:

R/
0.0

A preparacéo de complexos de inclusao de indometacina com hidroxipropil-

-B-ciclodextrina por duas técnicas diferentes de complexacao;

R/
0’0

Analise da influéncia dos métodos de complexacédo na estabilidade da

indometacina;

000

Estudo de interacgéo da indometacina com a hidroxipropil-B-ciclodextrina;

R/
0.0

Avaliagao da liodisponibilidade.

Estudo Tecnoldgico




H

MATERIAL E METODOS

1. MATERIAIS EM ESTUDO
1.1. Indometacina

A IM matéria-prima (MP) utilizada sob a forma acida (IMfa) foi cedida pela Merck
Sharp & Dohme, de acordo com as condig6es do protocolo efectuado. O produto foi
usado tal como recebido.

1.2. Hidroxipropil-p-Ciclodextrina

A HP-B-CD utilizada foi adquirida a Jassen Biotech, Beerse, Bélgica. Segundo
a informacédo do fornecedor apresenta um peso molecular 1300 e um grau de substituicao
molar médio de 0,39. Foi utilizada tal como recebida.

1.3. Tampdes fosfato

As solucbes de tampéao fosfato (Tf) foram preparadas segundo a Farmacopeia
Portuguesa, V edicao (FP V).

Solugcédo tampéo pH 4,5

Dissolvem-se 13,61 g de fosfato monopotassico em 750 ml. Ajusta-se o pH
com hidroxido de sodio 0,1 N ou acido cloridrico 0,1 N. Completa-se o volume para
1000 ml com éagua purificada.

Solugcédo tampéo pH 5,5

1. Dissolvem-se 13,61 g de fosfato monopotassico em agua purificada e

completa-se o volume para 1000 ml.
2. Dissolvem-se 35,81 g de fosfato dissddico em agua purificada e completa-
-se o volume até 1000 ml.

3. A 96,4 ml da solugédo 1, adicionam-se 3,6 ml da solucao 2.

Solugcédo tampéo pH 7,0

Misturam-se 250 ml de uma solucao de fosfato monopotassico 0,2 M com
148,2 ml de uma solucéo de hidroxido de sddio a 0,8% (m/v). Ajusta-se o pH se
necessario, e completa-se o volume para 1000 ml com agua purificada.

Solugcédo tampéo pH 7,2

Misturam-se 1250 ml de uma solugédo de fosfato monopotassico 0,2 M com
867,5 ml de uma solucado de hidroxido de sddio a 0,8% (m/v), completa-se o volume
para 5000 ml. Ajusta-se o pH se necesséario.

1.4. Reagentes

Todos os reagentes usados eram de grau analitico (Merck) e as solucbdes
aqguosas foram preparadas com agua purificada por osmose inversa (Elgastat, UHQ Il).
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2. METODOS

A metodologia utilizada no desenho do estudo tecnoldgico esta representada
no organograma da Figura 19:

: 'CARACTERIZACAO
FISICO-QUIMICA DOS

XN N RS ]
. : COMPLEXOS DE INCLUSAO
: d EEEEEEEEEEEEEEEERESR
E Determinacdo da Estudos Pré Preparagdo
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. em Agua Purificada
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Figura 19. Desenho experimental
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2.1. Caracterizacao fisico-quimica dos complexos de inclusao
2.1.1. Doseamento espectrofotométrico da indometacina

Pesaram-se quantidades exactas de IM que foram dissolvidas no solvente
utilizado como branco. A partir desta solugao prepararam-se varias diluicées padréo
com diferentes concentractes. O doseamento foi efectuado por absorcdo espectroscopica

no ultravioleta (UV) a 319 nm (Shimadzu UV 160), contra um branco.

Sempre que este método de doseamento foi aplicado foram construidas curvas
H de calibragcédo com as absorvéancias lidas a 319 nm versus concentracdes. O método foi
X validado para o parametro de linearidade, tendo esta sido determinada a partir do
coeficiente de correlacdo da curva de calibracéo, cujo valor de r=0,999 indica uma boa

linearidade entre a absorvancia e a concentragao.

2.1.2. Determinacdo da solubilidade maxima em &agua purificada

Uma quantidade de produto em excesso foi colocada em 20 ml de agua purificada.
A suspenséao foi submetida a agitacao magnética a temperatura ambiente durante 48h,
apo6s o que foi deixada em repouso 24h e se procedeu a filtragao através de um filtro

0,45 um (Millipore).

O doseamento foi efectuado por absorcédo espectrofotométrica no UV a 319 nm
(Shimadzu UV 160), tendo sido utilizado como branco acido hidrocloridrico metandlico
a 1:10 (HCI 0,1N metanolico) e construidas curvas de calibracao para diluicdo 1:1 e

1:5 (O'Brien et al, 1984).

2.1.3. Estudo de solubilidade de fases

Estudo efectuado em tampéao fosfato pH 4,5 e 7,0 e em agua purificada, de

acordo com o método de Higuchi e Connors (Figura 20).

Uma quantidade de IM em excesso (60 mg) foi adicionada a 20 frascos rolhados
de 50 ml, contendo concentracdes crescentes de HP-B-CD (0,005 M a 0,1 M) (valor

corrigido de hidratagao) dissolvidas em 20 ml de tampéo fosfato a pH 4,5 e pH 7,0.
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Os frascos foram protegidos da luz e agitados a temperatura ambiente durante
7 dias. De acordo com dados antecedentes, apds este periodo de tempo atinge-se o

equilibrio e o maximo de solubilidade.

As suspensdes foram filtradas através de um filtro (Millipore) de 0,45 um, diluidas
adequadamente em &acido hidrocloridrico metandlico (1:10) e o teor de IM determinado
por absorcao espectrofotométrica no UV a 319 nm (Shimadzu UV 160), tendo sido

construidas curvas de calibragé&o para as respectivas diluigées.

PH 4,5

Tampdo pH 4,5
20 ml

20 conc. #s HP-p- CD
20 Frs) (17 Frs)
50 mg Indomemcm ” ”

@@/

pH 7.0

Tampdo pH 7,0
20 ml

20 conc.#s HP-B-CD

50 mg Indometacina

Agitar 7 dias, & temperatura
ambiente, protegido da luz

‘_

Filtro millipore HN

0,45um
~— o e
Filtrado (20ml) Filtrado (20ml)
20Frs 17 Frs
/Reﬁror\ /Reﬁror\
Frs1albs Frs 16 a 20 Frs1a 10 Frs11a 17
2,5ml 1 mI 0,2ml 0.2 ml
i Reagente u g
2,5ml 9 mI <— HCI/Metanol e 9.8 ml 19.8 mi
1:10
(dil.]:])@ (dil.]:]O)@ @{dﬂ.]:SO) @(dﬂ.HOO)
5ml 10 ml 10 ml 20 ml
Doseamento Espectrof. 319 nm
Branco - HCI/Metanol 1:10
Abs. lida x 2 Abs. lida x10 Abs. lida x 50 Abs. lida x100

| | »
>

<

Figura 20. Estudo de solubilidade de fases. Desenho experimental da preparagdo de amostras e do

doseamento espectrofotométrico. Frs - Frasco; dil -

conc. - concentragéo.

diluicéo; Abs - Absorvancia; #s - Diferentes;
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2.1.4. Estequeometria do complexo

A estequeometria do complexo foi determinada com base no valor do declive
e no tipo de diagrama o qual segundo Higuchi e Connors, assume uma estequiometria
de 1:1, para diagramas tipo A e Ay, com declive inferior a 1. O mesmo tipo de diagramas

foi obtido nos estudos de outros autores (Backensfeld et al., 1991; Muller e Brauns, 1985)

2.1.5. Determinacao da constante de estabilidade

As constantes de estabilidade (Kg) foram calculadas de acordo com a eq. (1),
aplicavel para a formacao de complexos cuja estequeometria é 1:1, com determinacéao

experimental de S.
Ks(1:1) = Declive / S, x (1-Declive) (1)

Em que S,, € a solubilidade de equilibrio do substrato (S), na auséncia de
ciclodextrina, e o seu valor é determinado pela intercepcao da recta de solubilidade
com o zero de concentracédo de ciclodextrina (Backensfeld et al., 1991; Otagiri et al., 1983;

Veiga, 1996; Veiga et al., 1996).

2.1.6. Determinacao do teor de Indometacina nos complexos

Foi efectuada a adicao de uma quantidade 40 mg de cada um dos complexos
a 10 ml de tampéo fosfato pH 7,0 até se obter uma dissolucao completa. O doseamento
da IM foi realizado através de leitura da absorcao espectrofotométrica no UV a 319 nm,
contra um branco de tampéo fosfato pH 7,0, utilizando a curva de calibragéo calculada

para uma diluicdo de 1:50.
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2.1.7. Avaliacao da influéncia dos métodos de complexacgédo no
estado fisico da indometacina e estudo da interac¢dao com

hidroxipropil-p-ciclodextrina
2.1.7.1. No estado liquido
2.1.7.1.1. Espectrofotometria Ultravioleta

O espectro de absorgcao da IM no UV foi determinado de acordo com o método

anteriormente descrito.

Para o estudo da IM matéria-prima, IM liofilizada e IM submetida a processo de
secagem por pulverizacao, foi utilizado como branco o etanol. A concentracao de IM
utilizada foi de 8,4 x 10°5 M.

Para o estudo do complexo obtido pelo método de secagem por pulverizagéo
e por liofilizacao, foi utilizado como branco o tampéao fosfato pH 7,0. A concentracéao
de IM utilizada foi de 5,6 x 105 M.

As curvas de calibracado foram construidas com as absorvéancias lidas a 319 nm

versus concentragcdes. O método foi validado para o parametro de linearidade.

2.1.7.2. No estado sélido
2.1.7.2.1. Espectroscopia de infravermelhos - Fourier transform
infrared (FTIR)

O espectro das amostras foi registado a temperatura ambiente, numa banda de
transmitancia de 4000 cm~1 a 400 cm~!, num espectrémetro modelo Nicolet FTIR: Magma-
IR Spectrometer 740, feixe Unico, com uma fonte globar e um detector DTGS com
janelas Csd, acoplado a um computador pessoal, sendo a amostra dispersa numa

pastilha de brometo de potassio (KBr).

2.1.7.2.2. Calorimetria de varrimento diferencial

A andlise térmica foi efectuada num calorimetro Shimadzu DSC-50. Quantidades
de amostra dos produtos em estudo, equivalentes a 2 mg de IM, foram colocadas em
capsula de aluminio aberta em atmosfera de azoto e submetidas a uma velocidade de
aguecimento de 10 °C/min, de 25 a 250 °C, sob um fluxo de azoto de 20 ml/min. Como

referéncia utilizaram-se capsulas de aluminio vazias.
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2.1.7.2.3. Difraccéao de raios-X

O registo dos difractogramas foi efectuado num difractoémetro de p6 Enraf-Norius,
equipado com um detector curvo INEL CPS 120 sensivel a posicao, tendo sido utilizada
radiacao Cu-K

o1, Monocromatizada por um cristal curvo de quartzo.

O ensaio foi efectuado nas condigcdes seguintes: com uma voltagem de 50 kV
e corrente de 40 mA e com detector fixo, a receber radiacao numa amplitude angular

de 120 °.

M

2.2. Avaliagcio da Liodisponibilidade
2.2.1. Estudos de dissolucao

O estudo foi efectuado de acordo com o método de pa agitadora (FP V), a
temperatura de 37 = 0,5 °C, em 1000 ml de tampao fosfato pH 7,2, com uma velocidade
de agitacdo de 75 rpm, em condicdes sink. As amostras (fracgao 90-160 um) contendo
60 mg de IM ou o seu equivalente na mistura fisica e nos complexos de inclusao, foram

adicionadas ao meio de dissolucao, sob a forma de po disperso.

A cinética de dissolucéao da IM foi determinada num sistema de fluxo continuo
fechado constituido pelo aparelho de dissolugédo (Hanson Research) conectado a um
espectrofotometro (Shimadzu, UV 160) através de uma bomba peristaltica (Gilson,

Miniplus).

A absorvancia foi monitorizada continua e automaticamente a 319 nm durante
420 min. Foi registada a percentagem de farmaco libertado aos 5, 30 e 60 minutos e

calculada a eficiéncia de dissolucédo nestes tempos.

Foi efectuada a determinacdo da equagao da recta da curva de calibragéo, para
o calculo de concentragédo a pH 7,2. O método foi validado para o parametro de
linearidade. A area sob a curva das diferentes amostras foi calculada através do método
dos trapézios (Chowdary e Suresh Babu, 1994; Veiga, 1996). Foram efectuados

seis testes de dissolucao e calculada a média aritmética + desvio padrao.

A monitorizacao continua foi utilizada para tracar os perfis de dissolucao até

aos noventa minutos, com a percentagem de farmaco libertada em funcédo do tempo.

Foi registado o tempo necessario para atingir os 50% (t5p¢) € 08 90% (tggy) da

quantidade de IM dissolvida (Chowdary e Suresh Babu, 1994),
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2.2.2. Determinacao do coeficiente de partilha

O coeficiente de partilha foi determinado utilizando como fase aquosa, tampéo
fosfato pH 7,0 e 5,5 e como fase oleosa, n-octanol. As amostras dos produtos em
analise foram dissolvidas na fase aquosa e determinadas as respectivas concentracoes

iniciais por espectrofotometria no UV a 319 nm.

As fases foram misturadas por agitacdo com barra magnética (700 rpm)
durante 2 horas a temperatura ambiente, apds o que foram sujeitas a centrifugacéao

(83000 rom/10 min), de acordo com o procedimento esquematizado na Figura 21.

A concentracgao final da IM em todas as amostras foi determinada na fase aquosa
por leitura da absorvancia medida por espectrofotometria no UV a 319 nm. A concentragao
do farmaco na fase oleosa foi calculada pela diferenca entre a concentragdo inicial e

a final na fase aquosa.

Foi efectuada a determinacdo da equacéao da recta da curva de calibracéao, para
o calculo de concentragcdo com os diferentes valores de pH. O método foi validado para
0 parametro de linearidade. A experiéncia foi efectuada em triplicado e calculada a

média aritmética £ desvio padrao.

IM (MP) IM:HP-B-CD (SP) IM:HP-B-CD (Lio) IM+HP-B-CD (MF)

Determinacdo
Espectrofotométrica
Conc. Fdrmaco

Fase oleosa

Agitagdo

|

|

v

Centrifugacdo

|
_____ o — — =
| I
v v

Fase aquosa Fase oleosa

Determinacdo

Espectrofotométrica
Conc. Fdrmaco

Figura 21. Desenho do estudo do coeficiente de partilha. MP - matéria-prima; SP - secagem por
pulverizag&o; Lio -liofilizacao; MF - mistura fisica; Di - Concentracao inicial de farmaco na
fase aquosa; Dw - Concentracao final de farmaco na fase aquosa; Do - Concentracéo final
de farmaco na fase oleosa; Vw - Volume da fase aquosa; Vo - Volume da fase oleosa.
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O coeficiente de partilha aparente (P*) foi determinado utilizando a eq. (2) (Buri,

1981; Nakajima et al., 1984) e foi calculado o valor de log P*;

P* = (Di-Dw) x Vw / Dw x Vo (2)
Em que:
Di = Concentragao inicial de farmaco na fase aquosa;
Dw = Concentracao final de farmaco na fase aquosa;
(Di-Dw) = Concentracao final de farmaco na fase oleosa (Do);
Vw = Volume da fase aquosa;
N Vo = Volume da fase oleosa.

2.3. Métodos de preparagao

Os complexos de incluséo foram obtidos na forma soélida, pelos métodos de
secagem por pulverizagao (SP) e liofilizacao (Lio), sendo a finalidade de ambas as

técnicas a eliminacao do solvente das solugoes.

2.3.1. Secagem por pulverizacao

Quantidades estequeométricas 1.1 de IM e HP-B-CD correpondentes a 4 g de
IM foram pesadas e dissolvidas respectivamente em etanol a 95% e agua purificada. As

duas solugbes foram misturadas, sob agquecimento em banho-maria a 70 °C.

Procedeu-se a secagem da mistura por pulverizagao, num spray-dryer (Labplant
SDO05), nas seguintes condi¢cdes (Lin e Kao, 1989; Lin et al, 1991, Veiga, 1996):
% Velocidade de fluxo de solugéao 500 ml/h;
% Temperatura de entrada 165 °C;
< Temperatura de saida 87 °C;
% Presséao de ar de pulverizacéo 1,5 Bar;

% Velocidade de fluxo de ar 60 m3/h.
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2.3.2. Liofilizagcéao

Quantidades estequeométricas 1:1 de HP-B-CD e IM correspondentes a 2 g de
IM foram pesadas e dissolvidas em 1000 ml de agua purificada sob agitacao magnética.

Foi adicionada amonia a 37%, gota a gota, até completa dissolugédo da IM.

A solucao foi distribuida por seis frascos de cor ambar e imersa em etanol
a -40 °C, durante 30 minutos até completa congelagido, tendo seguidamente sido
colocada no congelador durante 20h. A solucao congelada foi liofilizada em aparelho
Lyph-lock 6 (Labconco) durante 24h (Habib et al., 1995; Kurozumi et al., 1975; Szejtli e Szente,

1981; Veiga, 1996).

O reagente de Nessler (Merck) foi usado na pesquisa de amodnia, nédo tendo

sido encontrados quaisquer residuos.

2.3.3. Mistura fisica

A mistura fisica (MF) foi preparada por incorporacado simples de quantidades

estequeomeétricas 1.1 de HP-B-CD e IM (Cabral-Marques, 1990a; Veiga, 1996).

2.3.4. Preparacao das amostras de indometacina submetida a processos

de secagem por pulverizacéao e liofilizacao

A IM foi submetida aos mesmos processos que se utilizaram na preparagao dos
complexos, de forma a estudar a influéncia daqueles métodos no estado fisico do

farmaco.

3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados sob a forma de média aritmética + desvio-

-padréo.
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RESULTADOS E DISCUSSAQO

1. ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES
1.1. Diagramas de solubilidade de fases

Considerando a teoria de Higuichi e Connors, o diagrama de solubilidade de

fases obtido com o tampao fosfato (Tf) pH 7,0 é do tipo Ay € com o tampédo fosfato pH

M 4,56 e agua purificada, do tipo A, conforme se pode observar no grafico da Figura 22.
A |

4,00E-02 1,60E-03

3,00E-02 +
+ 1,00E-03

2,00E-02 +

1 5,00E-04

Conc. Molar Indometacina
(Tf pH 7,0)

(TfpH 4,5) e
Agua Purificada

1,00E-02 1

Conc. Molar Indometacina

- 0,00E+00

0,00E+00 -
0 0,05 0,1

Conc. Molar HP-3-CD

|—A—Tp-pH 7,0 ~O— Agua Purificada —— Tp-pH 4,5

Figura 22. Diagramas de solubilidade de fases da IM com HP-B-CD, a diferentes valores de pH em tampé&o
fosfato e em agua purificada. Tf - tampao fosfato.

O mesmo tipo de diagramas foi obtido nos estudos de outros autores (Backensfeld
et al., 1991; Muller e Brauns, 1985). De acordo com Backensfeld e colaboradores, verifica-
-se uma diminuicdo do pH da solucao tampao utilizada no seu estudo (Tf pH 7,0), apds
a adigao da HP-B-CD. Esta diminuicdo ¢é atribuida a baixa capacidade tampéao face a

concentracao de IM resultante do equilibrio representado na Figura 23.
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Ki

_— > .
H —> IH -— I- +H*
(sélido) (aquoso)
K"y + CD K’z + CD
K'i
S EEEE——
IH:CD +— I-: CD
Complexo de Inclusdo Complexo de Inclusdo
(forma ndo ionizada) (forma ionizada)
IH - fdrmaco na forma ndo dissociada; I - fdrmaco na forma dissociada. Adaptado de Backensfeld et al., 1991.

Figura 23. Modelo cinético do equilibrio que se estabelece entre as moléculas de complexo com farmaco
ionizado e n&o ionizado.

A concentracao de IM observada no eixo das ordenadas é o somatoério da
solubilidade de saturacéo e da parte que é complexada pela CD. Se houver uma
diminuicdo do pH da solugdo com o aumento da concentragcdo de CD, havera um
abaixamento da concentracéo de saturagao da IM devido a influéncia oposta da constante
de dissociacao do farmaco acido. Consequentemente, a quantidade total de IM em

solugdo nado pode aumentar linearmente.

Para valores superiores de pH, ha ainda um ligeiro aumento na concentragao
de H*, mas, para valores mais baixos, o pH inicial mantém-se inalterado, e o
comportamento de solubilidade de fase é do tipo A_. O que também se verifica nos

dados experimentais do presente estudo, para o Tf pH 4,5.

1.2. Determinacao da constante de estabilidade do complexo

Para os diferentes valores de pH de tampéo fosfato e para a agua purificada
foram obtidas as constantes de estabilidade (Kg) dos complexos. Na Tabela 2 apresentam-
-se os valores de concentragdo molar utilizados no calculo da Kg. Os respectivos valores

de declive estdo representados graficamente nas Figuras 24, 25 e 26.
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Tabela 2.  Valores de concentragcdo molar utilizados no calculo das constantes de estabilidade.

Indometacina

3,00E-02

HP-3-CD _
Tf pH 7,0 Tf pH 4,5 Agua Purificada
0,000 0,00257 0,0000457 0,00000181
0,005 0,00814 0,0000705 0,00000237
0,010 0,01204 0,0001280 0,00000331
0,015 0,01537 0,0001820 0,00000437
0,020 0,01731 0,0002410 0,00000533
TfpH 7,0 y = 0,7342x + 0,0037

R? = 0,9681

2,00E-02 +

1,00E-02 +

Conc. Molar IM

0,00E+00 Z'S

0

0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Conc. Molar HP-3-CD

Figura 24. Determinacao experimental de So (1-Declive) para o célculo da estabilidade do complexo em
tampéo fosfato a pH 7,0.

Conc. Molar IM

TfpH 4,5

3,00E-04

y = 0,01x + 3E-05
R?=0,9841

2,00E-04 -

1,00E-04

0 0,006 0,01 0,015 0,02

Conc. Molar HP-3-CD

0,025
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Figura 25. Determinacao experimental de So (1-Declive) para o célculo da estabilidade do complexo em
tampéao fosfato a pH 4,5.




Agua Purificada y= 0’(2)002)( + 2E-06
R“=0,9899

6,00E-06

4,00E-06 +

2,00E-06

Conc. Molar IM

0,00E+00 1 1 1 ‘

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Conc. Molar HP-3-CD

Figura 26. Determinacao experimental de So (1-Declive) para o calculo da estabilidade do complexo em
agua purificada.

As constantes de estabilidade calculadas a partir do declive e da intercepcao
do diagrama de solubilidade de fases (eqg. 1) variam com o valor de pH do tampéo

e apresentam o menor valor quando é utilizada a agua, como se pode observar na

Tabela 3.

Tendo em atencgéao a influéncia do pH, no efeito que a CD tem no aumento da
solubilidade, pode dizer-se que para valores superiores de pH, os valores de saturacao
de solubilidade e de declive das curvas de solubilidade sao maiores. Adicionalmente
observa-se um aumento do coeficiente de correlacdo das curvas com a diminuicdo de

pH, também verificado por Backensfeld e colaboradores (1991).

Tabela 3. Constantes de solubilidade e valores de declive. CM - concentragao molar.

Meio Diluicéo pH So (CM) Ks (M) Declive
Tampéo Fosfato 7,0 2,57x10° 1074,8 0,7342
Tampé&o Fosfato 4,5 4,57x10° 221,0 0,01
Agua Purificada 1,81x10° 110,5 0,0002

Verifica-se que a constante de estabilidade é influenciada pelo pH do meio,
correspondendo uma constante menor ao pH mais acido, originando assim um complexo
mais instavel. Este resultado esta de acordo com o anteriormente referido na introducéao
sobre a influéncia do pH na complexagédo de farmacos ionizaveis, como € o0 caso da

indometacina (acido fraco). Os estudos de outros autores revelam que a constante de
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estabilidade (K4.4) dos complexos de IM calculada a partir do declive e da intercepgao
do diagrama de solubilidade de fases, € maior na forma néo ionizada, com um pH mais
basico (Backensfeld et al., 1991; Buri, 1981; Redenti et al., 2000; Stella et al., 1999). Poder-se-
a4, com base neste pressuposto, e atendendo a que s6 a forma n&o ionizada ¢ lipossollvel,
deduzir que, no presente caso, a pH 7,0 estamos perante um complexo
predominantemente formado com a IM na forma néo ionizada, consequentemente mais

estavel.

O maior valor de Kq regista-se com o tampao fosfato pH 7,0. Este valor de pH
H é equivalente ao valor do pH do intestino, podendo, com base nos valores encontrados
) experimentalmente para a IM e nos valores da bibliografia em relagdo aos acidos
biliares, colocar a hipdtese de que haja competicdo para a formacao de complexo
com a HP-b-CD, entre o deoxicolato (2760 M-1) e o colato de sédio (1000 M-1) com
alM (1074,8 M-1), provocando o seu deslocamento do complexo para a forma livre

e promovendo deste modo a sua absorcado (Miyajima et al., 1986).

Os diagramas de solubilidade de fases sdo muito tedricos para uma aplicagéo
pratica directa, pois sao estabelecidos depois de ter sido atingido o equilibrio, apds
varios dias de agitacao. Nesta perspectiva, o estudo da cinética de dissolugcéo dos
compostos de inclusdo no estado solido, € um método de eleigcdo, por colocar em

evidéncia, nao s6 a melhoria da solubilidade, mas também a velocidade de dissolucao.

1.3. Estequeometria do complexo

De acordo com a teoria de Higuichi e Connors adoptada neste trabalho, os
valores de declive obtidos experimentalmente (inferiores a 1) e a analise do gréafico de
solubilidade de fases (Figura 22) indicam que a estequeometria dos complexos obtidos

¢ de 1:1.

2. DETERMINAGAO DA SOLUBILIDADE MAXIMA EM AGUA PURIFICADA

Os resultados obtidos evidenciam um aumento da solubilidade da IM em agua
purificada (Tabela 4), quer por aplicacdo dos métodos de complexagao a IM matéria-

prima, quer por obtencédo de complexos de incluséao.
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Tabela 4. Solubilidade maxima em agua purificada. IM/MP = matéria-prima; CSP = complexo preparado
pelo método de secagem por pulverizacéo; CLio = complexo preparado por liofilizagao;
IM/MF = mistura fisica.

IM/MP IM/SP IM/Lio CSP CLio IM/MF

Concentracéo (mg/mi) 8,62x10* 1,17x10° 4,08x10° 2,78x10° 7,59x10° 1,02x10°

O método de liofilizacao € o processo que mais contribui para o aumento da

solubilidade.

A Figura 27 representa esquematicamente a proporgcado de aumento de
solubilidade que se estabelece entre as varias amostras por influéncia pela complexacao

e pela aplicagao dos meétodos de preparagao de complexos a IM,

Em relacdo a IM matéria-prima, o complexo de inclusdo obtido através de
liofilizagao (CLio) € 8,81 vezes mais sollUvel, seguido de IM liofilizada (4,73), CSP (3,23),

IM submetida a processo de secagem por pulverizagao (1,36) e por ultimo da mistura

fisica (1,18).
--------------------------------- IM/MP D TR R R
8,62x10™ mg/ml :
1,36 vezes : 4,73 vezes
B LALLITTITTICPIS T T PTIN
v ¢ 3,49 vezes M .
IM/SP : IM/Lio
: 1,17x10"® mg/ml : 4,08x10™° mg/ml
3,23 vezes . : . + 8,81vezes
: 1,18 vezes :
2,38 vezes : v . 1,86 vezes

: IM/MF :

1,02x10°° mg/ml

v v

. 2,73 vezes . .
L CSP CLio -
2,78x10° mg/ml 7,59x10° mg/ml

Figura 27. Influéncia dos métodos de complexagéo e de preparagdo de complexos na solubilidade maxima
da IM matéria-prima em agua purificada. IM/MP - IM matéria-prima; IM/SP - IM submetida a
processo de secagem por pulverizacao; IM/Lio - IM submetida a processo de liofilizagdo; CSP
- complexo obtido através de secagem por pulverizacédo; CLio - complexo obtido através de
liofilizacdo; IM/MF - mistura fisica.
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O processo de complexacéo por liofilizagao confere uma solubilidade 1,86 vezes
superior relativamente a IM matéria-prima quando submetida ao mesmo processo, o
mesmo acontecendo em relagao ao processo de complexagao através de secagem por
pulverizacdo, que confere uma solubilidade 2,38 vezes superior em comparagao com

a IM matéria-prima submetida a este processo de complexacéo.

Os estudos de difractometria de raios-X e calorimetria de varrimento diferencial
efectuados comprovam que ocorrem alteracdes no estado fisico da molécula de IM,
como evidenciado neste estudo. O processo de liofilizacado induz a passagem do estado
cristalino ao estado amorfo, enguanto que 0 processo de secagem por pulverizagcao
promove a passagem do polimorfo Forma | ao polimorfo Forma I, contribuindo assim
para a alteracdo da solubilidade verificada (Brittain, 2002). Quando se aplicam estes
processos a preparacdo de complexos de inclusédo, os produtos finais apresentam um
estado amorfo para o CLio e uma diminuicdo da cristalinidade para o CSP, o que também

conduz a um aumento de solubilidade.

A mistura fisica simples da IM com a HP-B-CD, apresenta melhor solubilidade
do que a da IM matéria-prima, o que pode ser explicado pela accao solubilizante local
da CD que tem caracter amorfo e pelas proporgdes variaveis de composto de inclusao
que possam existir em equilibrio (Brittain, 2000; Duchéne e Wouessidjewe, 1990c¢c; Hamada et

al., 1975; O'Brien et al., 1984),

Segundo Muller e Brauns (1986), uma HP-B-CD com um grau de SM superior
contribui para um maior aumento da solubilidade da IM. De acordo com esta probabilidade,
seria Util, em estudos futuros, comparar o efeito solubilizante da HP-B-CD com diferentes

graus de SM, na perspectiva de conseguir uma ainda melhor capacidade solubilizante.

3. DETERMINAGAO DO TEOR DE INDOMETACINA NOS COMPLEXOS

Os valores percentuais do teor de IM nos complexos obtidos por doseamento

espectrofotométrico a 319 nm sao de:

% 24,3% por aplicagado do método de secagem por pulverizacao;

% 17,29% por aplicagao do método de liofilizagao.
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Sendo o valor percentual tedrico para uma estequeometria 1.1 de 21,568%, o0s
valores encontrados mostram que o complexo de inclusdo obtido pelo método de
secagem por pulverizagdo tem um teor de IM superior ao do método de liofilizagéo,
mantendo-se no entanto ambos numa margem de valores compativel com a

estequeometria de 1:1.

A maior percentagem de IM no complexo obtido pelo método de secagem
por pulverizacao pode ser devida a existéncia de IM adsorvida a superficie da CD

(Lin et al., 1991).

4. AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS METODOS DE COMPLEXACAO
NO ESTADO FiSICO DA INDOMETACINA

4.1. No estado liquido
4.1.1. Espectrofotometria Ultravioleta

A formacao de complexos de inclusdo induz muitas vezes alteracoes relativamente
peguenas, as quais podem ser observadas no espectro UV das moléculas-hdspedes.
As alteracdes da absorgao maxima, quando se formam complexos, podem ser explicadas
pelo escudo protector parcial, que a cavidade das CDs confere aos electrbes excitaveis

(Szejtli, 1988).

Podem ocorrer diversos tipos de alteracdes na excitabilidade dos electroes de
uma molécula, que se traduzem em modificacdes do seu espectro de absorcédo. As
alteracdes na intensidade de absorcdo podem ser do tipo hipercromico, quando se
verifica um aumento de intensidade, ou hipocromico, quando ocorre uma diminuicao;
as alteragdes do comprimento de onda maximo (Amax), podem ser do tipo hipsocromico,
guando existe desvio do Apgx para comprimentos de onda menores ou batocromico

quando o desvio é para comprimentos de onda superiores (Raghavan e Joseph, 2002).

O espectro de absorcao da indometacina no UV, de acordo com a USP XX, é

maximo a 319 nm.

Nos espectros de absorcao da Figura 28, observam-se diferentes valores de
absorcdo maxima para a indometacina matéria-prima e apds ser tratada pelos métodos

utilizados na preparagao de complexos.
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Figura 28. Espectro de absorcé&o no ultravioleta de: IM/MP - IM matéria-prima; IM/SP - IM submetida a
processo de secagem por pulverizagéo; IM/Lio - IM submetida a processo de liofilizagao.

Os valores de Apgx encontrados experimentalmente para a IM/MP, IM/Lio e

IM/SP, sdo respectivamente de 319,4 nm, 318,4 nm e 318,8 nm.

No espectro da IM/Lio, no que respeita a intensidade de absorgao, observa-se
um efeito hipocromico e hipsocromico mais marcado na zona do pico dos 248 nm, que
pode ser atribuido a passagem ao estado amorfo com diminuicdo da excitabilidade dos
electroes, e a0 mesmo tempo um efeito hipsocromico e hipocromico na zona do Amsax,
alterando-o para um valor menor mas dentro da gama de valores aceite para a IM (O'Brien

et al., 1984),

A anélise do espectro da IM/SP, mostra que a alteracdo da cristalinidade que

ocorre na IM submetida a processo de secagem por pulverizacdo, promovendo a sua
passagem ao polimorfo Forma Il, ndo tem grande influéncia no espectro, observando-se

somente um ligeiro efeito hipsocromico do Amax.

Este resultado evidencia que os métodos de secagem utilizados nao alteram
significativamente o espectro de absorcao da IM no que respeita a intensidade e
comprimento de onda maximo (319 nm), nao influenciando assim as propriedades

espectrais da molécula.
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4.2. No estado solido
4.2.1. Espectroscopia de infravermelhos - FTIR

O diagrama do espectro de infravermelhos comprova a manutengao das principais
bandas de transmitancia especificas da IM apds o tratamento pelos dois métodos de

complexacéao (Figura 29).

?; \W\///F\ N
&7 W IM/MP
S5 W IM/Lio

.

T T T T T T T T T
4000 3600 3200 3800 2400 2000 1600 1200 800 400

% de Transmitancia
3.6 49 6.2 75
1 1 1 1

Numero de Onda (cm'1)

Figura 29. Espectro de infravermelhos (FTIR) de: IM sujeita a processo de liofilizac&o (IM/Lio); IM sujeita a

processo de secagem por pulverizagéo (IM/SP); IM matéria-prima tal como recebida (IM/MP).
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O espectro de absorcédo no infravermelho apresenta as principais frequéncias
vibracionais caracteristicas dos grupos quimicos funcionais da IM/MP (O'Brien et al., 1984):
% Elongacgao C-H (aromatico) e O-H (acido carboxilico) - 3400-2500 cm!

*,

% Elongacédo C=0 - 1715 cm™!; 1695 cm'!

-,

’0

% Elongacéo C=C aromatico - 1600 cm’!

’0

% Deformacgao O-CHg - 1450 cm!

‘0

» Elongacéo (C-O) e Deformacéo O-H - 1230 cm'!

7
000

Deformacédo do O-H carboxilico fora do plano - 925 cm!

7
0’0

Deformacéao de varios C-H fora do plano por aromaticos substi-

A

tufdos - 900-600 cm™

’0

C-Cl - 750 cm’

)

Na IM/SP observam-se diferencas na elongacéo do grupo carbonilo que apontam

para a existéncia de polimorfismo conformacional ou estrutural (Brittain, 2000).

Na IM/Lio as alteracdes de elongacéao e deformagcéao do grupo carbonilo, podem

ser atribuidas a passagem ao estado amorfo (Brittain, 2000).

A anélise destes resultados evidencia influéncia dos métodos de secagem nos
comprimentos de onda dos grupos quimicos funcionais, como resultado de alteracoes

da cristalinidade da IM.

4.2.2. Calorimetria de varrimento diferencial

A CVD foi utilizada por ser um método que permite obtér, entre outros parametros,
temperaturas e entalpias de fusdo com acuidade e fiabilidade. A estabilidade
termodinamica dos polimorfos e a formacao de complexos, podem ser determinadas

com base na temperatura e entalpia de fusdo dos farmacos (Brittain, 2002).

Quando ocorre uma alteracdo sob acgao do calor, é absorvida energia térmica,
ocasionando uma diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia. Esta diferenca
¢ avaliada por um detector, sendo proporcional ao fluxo de calor que se estabelece

(expresso em mW) e registado versus a temperatura em °C.

Os valores das medidas efectuadas de acordo com a metodologia descrita

mostram (Tabela 5 e Figura 30) que os processos de secagem utilizados na preparacéo
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dos complexos induzem alteracdes no estado da estrutura molecular da IM, levando a
obtencado de uma forma polimorfica e a passagem ao estado amorfo (Borka, 1974; O’'Brien

et al., 1984).

O método de secagem por pulverizacao transforma a IM matéria-prima
correspondente ao polimorfo Forma |, no polimorfo Forma Il, enquanto que o método de
liofilizacdo provoca a passagem do estado cristalino ao estado amorfo (Kurosumi et al.,
1995; Vromans e Schalks, 1994). Este resultado, como anteriormente referido, explica o

aumento de solubilidade induzido por estes métodos.

Tabela 5. Picos endotérmicos da IM matéria-prima e apds ser submetida a processos de secagem por
pulverizacdo e por liofilizagéo. IM/MP - IM matéria-prima; IM/SP - IM submetida a processo de
secagem por pulverizacao; IM/Lio - IM submetida a processo de liofilizag&o.

Amostra Pico Endotérmico (°C) Observacoes
IM/MP 161,37 Pico endotérmico muito intenso (-5,093 mW/mg) correspondente

ao polimorfo Forma | (160-161,5 °C).

IM/SP 155,61 Pico endotérmico muito intenso (-6,156 mW/mg) correspondente
ao polimorfo Forma Il (154-165,5 °C).

IM/Lio 55-57; 92 Sem pico endotérmico nos intervalos de temperatura descritos
na bibliografia para os diferentes polimorfos.
Aparecimento de picos endotérmicos pouco pronunciados
entre 55-57 °C e 92 °C (-0,678 mW/mg).

A observacédo dos termogramas revela o aparecimento do polimorfo Forma |l
caracteristico da IM, quando a Forma | da IM é submetida a processos de secagem por

pulverizacao. Tal como descrito na bibliografia, a IM exibe diferentes polimorfos entre os quais

a Forma Il, com o pico endotérmico caracterisco situado entre 1562 e 155,5 °C (O'Brien et al., 1984).
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Figura 30. Termogramas de CVD de: IM/MP - IM matéria-prima; IM/SP - IM submetida a processo de
secagem por pulverizagéo; IM/Lio - IM submetida a processo de liofilizag&o.

O processo de liofilizagdo conduz a passagem ao estado amorfo, como referido por alguns
autores, e visivel no termograma pelo desaparecimento do pico endotérmico, com aparecimento
de picos endotérmicos pouco profundos entre 55-57 °C e aos 92 °C. Estes picos evidenciam
alguma forma de ordenacgdo das moléculas, o que implica alguma cristalinidade remanescente, a
gual, segundo Borka (1974), é caracteristica da forma amorfa. Adicionalmente ao polimorfismo, a
IM é também conhecida por formar solvatos com o benzeno e outros solventes, o que podera
também ser uma justificagcéo para os picos observados no termograma da IM submetida a processo

de liofilizagdo (Borka, 1974; Lin, 1992; O'Brien, 1984).

4.2.3. Difraccédo de raios-X

A difracc&o de raios-X é um dos métodos de andlise de referéncia na identificagéo
de alteragdes na cristalinidade dos compostos, permitindo identificar polimorfos e

produtos que passam ao estado amorfo (Brittain, 2002).
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Os padrdes de difractometria de raios-X, evidenciam também as modificagbes

da estrutura da IM gquando submetida a processos de secagem (Figura 31).

— IM/MP  — IM/SP — IM/Lio
2¥THETA
1 1 1 1 1 1 1
0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000
2¥THETA
1 1 1 1 1 1 1
0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000
2¥THETA
1 1 1 1 1 1 1
0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000

Figura 31. Difractogramas de raios-X de: IM matéria-prima (IM/MP) (polimorfo Forma I); IM submetida
a processo de secagem por pulverizagao (IM/SP) (polimorfo Forma ll); IM submetida a
processo de liofilizacao (IM/Lio).

O perfil obtido para a IM matéria-prima, coincide com o perfil do polimorfo
Forma | descrito na bibliografia (O’Brien et al., 1984), ja anteriormente apresentado na

caracterizagao da IM.

A IM submetida a processo de liofilizagao apresenta uma estrutura amorfa, como
consequéncia do tratamento por este método. Observa-se contudo que o padrao nao
¢ completamente linear, evidenciando alguns picos que indiciam alguma forma de
cristalinidade ainda existente. Este resultado esta em consonancia com o resultado
obtido na calorimetria de varrimento diferencial e com o maior aumento de solubilidade
verificado quando se submete a IM ao tratamento por este método, sendo 4,73 vezes

mais soluvel do que a IM matéria-prima.

Na IM submetida a processo de secagem por pulverizacdo, observa-se uma
alteracéo da cristalinidade. De acordo com a bibliografia (O’'Brien et al., 1984), 0s graus
theta (0) correspondentes aos picos de emissao sdo sugestivos da obtencdo de um
outro polimorfo, a Forma Il (4,9; 6,9; 8,8; 10,2; 11,4, 11,9; 13,9, 14,2; 14,5, 14,7,
14,9, 16,1, 17,5, 18,0; 18,9; 19,0; 19,7, 20,2; 20,6; 21,1, 22,0; 22,6, 28,4, 24,0;
24,5, 24,9, 25,3, 26,3, 27,2; 28,4; 31,0°). Este resultado esta igualmente de acordo
com o obtido na calorimetria de varrimento diferencial e com 0 aumento de solubilidade

verificado, quando se submete a IM ao tratamento por este processo.

Estudo Tecnoldgico

117



5. ESTUDO DA INTERACGAO DA IM COM A HP-B-CD

A existéncia de um complexo de inclusao no estado liquido, nao garante a
existéncia do mesmo complexo no estado soélido. Deste modo, apds a separacao do
produto no estado so6lido, € necessario determinar se existe um verdadeiro complexo
ou uma simples mistura fisica, devendo ser efectuados testes quer no estado liquido,

quer no solido.

5.1. No estado liquido
5.1.1. Espectrofotometria ultravioleta

A observacao do espectro de absorgdo dos complexos obtidos pelos dois
metodos utilizados (Figura 32) evidencia a manutencao do pico a 319 nm, caracteristico

da IM.

0,0A } + } }
200,0 300,0 400,0 NM

Figura 32. Espectro de absorcé&o no ultravioleta de: IM/MP - IM matéria-prima; IM/MF - IM mistura fisica;
CLio - complexo obtido através de liofilizacao; CSP - complexo obtido através de processo de

secagem por pulverizacao.
E visivel um efeito hipocrémico e hipsocrémico, com zonas mais ou menos

marcadas, na intensidade de absorgdo em todos os produtos ao longo de todo o

espectro. Contudo, todos os produtos mantém o comprimento de onda a 319 nm

caracteristico da IM.
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Estas modificagcdes induzidas na absorvancia sédo atribuidas primariamente a
formacao de complexos de inclusdo. As alterag6es na intensidade do pico s&do assumidas
como resultantes de modificagcdes no microambiente do solvente apds inclusédo do
soluto, podendo também ser resultado da transferéncia da molécula-héspede do solvente
para a cavidade da CD. Isto é razoavel dado ndo haver grupos dadores de protdes

dentro da cavidade da molécula da CD (Ismail, 1991; Moyano, 1995; Szejtli, 1989).

Este resultado evidencia que nenhum dos processos de complexacao interfere

com 0 Amax da IM, que existem diferengas na excitabilidade dos electrbes, podendo

a alteracdo no tragcado dos espectros ser sugestiva da formacao de complexos (Becirevic-

-Lacan, 1994 Cabral-Marques, 1994c; Otagiri et al., 1983).

5.2. No estado sélido
5.2.1. Espectroscopia de infravermelhos - FTIR

No diagrama do espectro de infravermelhos do complexo obtido por liofilizagéao
(Figura 33), podemos observar uma variagdo no comprimento da banda de transmitancia
caracteristica da elongacao do grupo carbonilo (1715 cm~1;1695 cm-1), da elongacao
C=C aromatico (1600 cm™1), da deformacéo O-CHj; (14560 cm-1) e da banda considerada
por O'Brien e colaboradores (1984), como sendo possivelmente caracteristica da ligagédo
C-Cl (750 cm™1), mantendo-se as bandas caracteristicas da ciclodextrina com o método
de preparacao por liofilizagdo. Observa-se a manutencdo das bandas caracteristicas

da HP-B-CD.
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Figura 33. Espectro de infravermelhos (FTIR) de: IM/MP - IM matéria-prima; IM/MF - IM mistura fisica; CLio
- complexo obtido através de liofilizagdo; CSP - complexo obtido através de processo de secagem
por pulverizacado; HP-b-CD - hidroxipropil-b-ciclodextrina.
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O diagrama obtido para o complexo preparado pelo método de secagem por
pulverizacao, evidencia alteracdes semelhantes as observadas para o complexo preparado
por liofilizagao.

Por outro lado, a mistura fisica mostra a presenca de bandas caracteristicas
quer da IM quer da HP-B-CD.

Este resultado evidencia a existéncia de interaccéo entre a IM e a HP-B-CD,
reveladora da formagao de complexos de inclusdo, conquanto nao seja possivel sugerir
qual a parte da IM que sofre inclusédo, pois ocorre o desaparecimento de todas as
bandas caracteristicas dos grupos funcionais quer da parte p-clorobenzeno, como
referido na bibliografia por alguns autores (Backensfeld et al., 1990 e 1991; Hamada et al.,
1975; Kurozumi et al., 1975; Lin et al., 1991; Redenti et al., 2001), quer da parte indol, sugerida
por outros (Djedaini et al., 1990).

Para a identificacdo mais exacta de qual a parte incluida, seria necessario
proceder a outros estudos que possibilitassem obter informacédo sobre a geometria e
a estrutura dos compostos de inclusdo, como por exemplo a ressonancia magnética

nuclear ou a modelacdo computacional.

5.2.2. Calorimetria de varrimento diferencial

Os resultados deste método de avaliagcédo da existéncia de interaccao entre a
IM e a HP-B-CD encontram-se sintetizados na Tabela 6 e patentes nos termogramas da
Figura 34.

Tabela 6. Sintese dos dados da analise por calorimetria de varrimento diferencial da IM mistura fisica, da
hidroxipropil-B-ciclodextrina e dos complexos de inclusao obtidos por método de secagem por
pulverizacao e por liofilizagéo.

Amostra Pico Endotérmico (°C) Observagoes

CSP 152,30 Apresenta um pico endotérmico a uma temperatura inferior e de fraca
intensidade (-0,1485 mW/mg).
Observa-se no termograma a desidratacéo caracteristica da

ciclodextrina, por volta dos 60 °C.

ClLio sem pico Sem pico endotérmico.

Observa-se a desidratacéo caracteristica da ciclodextrina.

HP-B-CD sem pico Observa-se a desidratagéo caracteristica da ciclodextrina por volta
dos 60 °C.
MF 162,49 Apresenta pico endotérmico no intervalo de temperatura caracteristico

do polimorfo Forma |, com intensidade relativa (-0,399 mW/mg).

Observa-se a desidratacéo caracteristica da ciclodextrina.
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A analise dos termogramas evidencia:

a.O aparecimento de um pico endotérmico alargado cerca dos 60 °C devido
a desidratacao, e que ¢é caracteristico da HP-B-CD (Moyano et al., 1994, Veiga
et al., 1996), 0 gqual se mantém nos termogramas da IM submetida a

processo de liofilizacdo e secagem por pulverizacao e na mistura fisica;

b.O total desaparecimento no complexo preparado através do método de

liofilizag&do, do pico endotérmico caracteristico da Forma | (161,37 °C). O
desaparecimento pode ser atribuido a formac&do de um verdadeiro complexo
N de incluséo (Cabral-Marques et al., 1990). O estado amorfo, evidenciado por
difractometria de raios-X (Figura 31), pode, segundo alguns autores (Kurozumi
et al., 1975), ser responsavel pela auséncia do pico endotérmico a 161,37 °C;
contudo, observa-se o desaparecimento dos picos endotérmicos pouco
profundos entre 565-57 °C e aos 92 °C, obtidos por aplicagéo do método
a amostra de IM/MP, patentes na Figura 26 e ao mesmo tempo o
aparecimento do pico endotérmico alargado, cerca dos 60 °C, caracteristico
da HP-B-CD, o que leva a deduzir que existe formagéo de um verdadeiro

complexo de incluséo pelo método de liofilizacao;

c. Uma grande reducao da intensidade do pico endotérmico correspondente ao
polimorfo Forma Il (-6,156 mW/mg), acompanhada de uma reducédo de
temperatura a qual ocorre o pico (165,61 °C), no complexo preparado através
do método de secagem por pulverizacao. Esta reducéo da temperatura de
ponto de fuséo esta de acordo com os dados obtidos para a IM submetida
a processo de secagem por pulverizacao, tratando-se neste caso da passagem
da IM Forma |, ao polimorfo Forma Il, tal como ja anteriormente descrito. A
intensidade ainda evidenciada com o método de secagem por pulverizagao,
pode ser atribuida a existéncia de IM adsorvida a superficie da CD. Lin e
colaboradores (1991) observaram também a transformacao da IM no polimorfo
Forma Il quando complexada pelo método de secagem por pulverizacao.
Todavia, apods lavagem do complexo com acetona, este pico endotérmico
desaparece, o que pode ser atribuido a eliminacdo da IM adsorvida na
ciclodextrina, tendo sido comprovada a existéncia desta na solucao de

acetona;
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Figura 34. Termogramas de CVD de: IM/MP - IM matéria-prima; IM/MF - IM mistura fisica; CLio -

complexo obtido através de liofilizagcdo; CSP - complexo obtido através de processo de
secagem por pulverizacdo; HP-b-CD - hidroxipropil-b-ciclodextrina.
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d. O termograma da mistura fisica mostra um pico endotérmico a 162,49 °C, o
qual, em relacao ao pico da IM/MP esta deslocado e € de menor intensidade.
Observa-se igualmente o aparecimento do pico endotérmico alargado, cerca
dos 60 °C, caracteristico da HP-B-CD. Este perfil evidencia a existéncia de

uma interacgéo fraca emtre a IM e a HP-B-CD (Erden e Celebi, 1988).

Alguns autores referem nao ser possivel confirmar a formacao de complexos de

inclusao pelo método de liofilizacdo, devido a passagem ao estado amorfo (Duchéne e

Wouessidjewe, 1990c; Veiga et al., 1996). Contudo, nas condi¢gbes da experiéncia efectuada,
124 N . . .
. e se tomarmos como termo de comparacao os diagramas da IM isolada e sujeita a
A |
processo de complexacao por liofilizacao, poderemos comprovar as diferencas acima

referidas no item (b.), as quais poderao ser reveladoras da formacao de complexo.

Assim, a analise dos resultados obtidos indica a existéncia de interacgao entre
a M e a HP-B-CD, sugestiva da formacgéao de complexos resultantes da incluséo parcial
da moléecula de IM na HP-B-CD, quer pelo método de liofilizagao, quer pelo de secagem

por pulverizacéao.

5.2.3. Difraccéo de raios-X

Os difractogramas de raios-X, obtidos para os diferentes produtos em estudo,

estdo patentes na Figura 35.

Podemos observar que o perfil de HP-B-CD revela a sua estrutura amorfa. A
elevacao verificada por volta dos 20 °q assinala a existéncia de alguma ordenacao das
moléculas, também evidenciada pelo perfil do termograma da calorimetria de varrimento

diferencial.

O perfil da mistura fisica apresenta picos caracteristicos do polimorfo Forma |
(10,2; 11,6; 12,8; 16,7; 17,0, 17,8, 18,6; 19,3; 19,6; 20,3; 20,9; 21,8; 22,9; 23,2;
24,0; 25,5, 26,6, 27,5, 28,3, 28,9, 29,4, 30,4;: 33,6, 34,2; 34,8; 37,5°), apresentando
0s picos menor intensidade. Observa-se também em fundo o perfil de linearidade
caracteristico do estado amorfo da HP-B-CD, mantendo mesmo a ligeira elevagdo proximo

dos 20 °q. Esta assim reflectida no perfil, a individualidade dos dois compostos.
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Figura 35. Difractogramas de raios-X de: IM/MP - IM matéria-prima; HP-b-CD - hidroxipropil-B-
ciclodextrina; IM/MF -mistura fisica; CSP - complexo de inclusdo obtido por processo
de secagem por pulverizagao; CLio - complexo de inclusdo obtido por processo de
liofilizacéao.

Com ambos os métodos de preparagido ocorre o desaparecimento dos picos
cristalinos, o0 que ¢ indicativo de compostos no estado amorfo. Contudo, observam-se
diferencas nestes dois perfis, apresentando o complexo obtido por liofilizacdo uma
linearidade muito maior, denunciando um estado muito mais amorfo. No perfil do complexo

obtido por secagem por pulverizacdo observa-se a elevacado por volta dos 20 °q,

caracteristica da HP-B-CD, apresentando contudo maior linearidade.

A avaliagéo destes resultados sugere a formagao de complexos, evidenciando

a existéncia de interacgéo entre a IM e a HP-B-CD.

Todavia, a comprovacao da formacao de complexo no caso do processo de
liofilizacao por alteracao dos perfis de excitabilidade, ndo é tao definitiva como no caso

do processo de secagem por pulverizagao.
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Esta incerteza é atribuida ao facto do proprio processo de liofilizac&o ja contribuir para
modificar o estado cristalino da IM para um estado com um perfil predominantemente amorfo (Figura
27), o que, segundo alguns autores, impede comprovar de uma forma concluente a
formacédo de complexos (Duchéne e Wouessidjewe, 1990c; Veiga et al., 1996). No entanto,
o perfil da IM submetida ao processo de liofilizacao é diferente do perfil do complexo
obtido pelo mesmo processo, mostrando este Ultimo uma maior linearidade, a qual é

indicativa de um maior estado amorfo. Os dados de solubilidade reflectem também esta

diferenca, sendo o complexo obtido por liofilizagcdo a amostra que apresenta um maior
aumento da solubilidade (Tabela 4) da IM, 8,81 vezes mais solUvel, enquanto que a
A |

liofilizacado da IM contribui para aumentar 4,73 vezes a sua solubilidade.

6 - ESTUDOS DE DISSOLUGAO
A analise dos resultados é efectuada tendo em mente que:

« Quando um complexo se encontra em solugdo, o equilibrio simultaneo de
dissolucao e dissociagao determina a quantidade de farmaco dissolvido, quer
na forma complexada, quer na livre, dependendo o grau de dissociacado do
complexo da sua constante de estabilidade (a Ks do complexo determinada
experimentalmente em tampéao fosfato pH 7,0 é de 1074,8 M-1) e das

condigcbes de concentracao da solucao;

% Existem ainda outros factores que podem influenciar o grau de dissolucéao,
como sejam o método de complexacao, a solubilidade da ciclodextrina e a
proporgéo de farmaco/ciclodextrina no complexo, bem como as caracteristicas

fisicas do po.

Parametros de dissolugédo

A Tabela 7 e a Figura 36 apresentam os parametros de dissolucao estudados:
< Tempo necessario para dissolver 50 e 90% de IM;
% Percentagem de IM dissolvida;

« Eficiéncia de dissolugao aos 5, aos 30 e aos 60 minutos.
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Tabela 7. Valores dos parémetros de dissolugéo. tggey,. tggo, expresso em minutos; D5, D30, D60 =
percentagem de IM dissolvida aos 5, 30 e 60 minutos + desvio-padrao; ED5, ED30 ¢ ED60
= eficiéncia de dissolugao aos minutos 5, 30 e 60. IM/MP - IM matéria-prima; IM/MF - IM
mistura fisica; CSP - complexo de inclusao obtido por método de secagem por pulverizagéo;
CLio - complexo de inclusdo obtido por método de liofilizacao.

500 toos % IM Dissolvida + DP Eficiéncia de Dissolucao
Amostra min min D5 D30 D60 5 min 30 min 60 min
IM/MP 12,5 > 300 183+£21 814+13 873+16 8,30 53,67 67,42
CSP 7,0 32 336+£12 932+26 1000£0,1 18,97 67,08 80,02
CLio 1,0 1,8 926+£18 989+12 1000£0,1 69,24 89,96 95,41
IM/MIF 4,5 40 455+33 890+10 912+12 22,96 72,74 80,41
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Figura 36. O grafico A representa o tempo necessario para atingir 50% e 90% de farmaco dissolvido;
O grafico B compara a percentagem de IM dissolvida aos 5, 30 e 60 minutos + desvio-padrio;
O grafico C avalia a eficiéncia de dissolucdo no minuto 5, 30 e 60.
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Perfis de Dissolucéo

Na Figura 37 encontram-se representados os perfis de dissolugao até aos 90

minutos, das varias espécies em analise.

A analise global dos dados permite-nos afirmar que, em funcéo do tempo, o
maior aumento de dissolugéao do p6 disperso se observa para a IM complexada por

liofilizacdo, no que respeita quer a velocidade de dissolucédo expressa em termos de

tempo necessario para dissolver 50% e 90% da IM - 1 e 1,8 minutos; quer a percentagem
pry] dJde IM dissolvida no tempo - 92,6 + 1,8%; 98,9 = 1,2% e 100,01 + 0,1%; quer ainda
N a extensao de dissolucao avaliada pela eficiéncia de dissolucao - 69,24; 89,96 ¢ 95,41,
respectivamente aos 5, 30 e 60 minutos. A analise do perfil de dissolugédo reflecte

também esta situacéao.

IM Dissolvida (%)
o~ (0]
(e] (@]

N
o
.

20 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minutos)

—O—IM/MP —8—IM/MF —&—Clio —O—csp

Figura 37. Perfis de dissolugdo da: IM/MP - IM matéria-prima, da IM/MF - mistura fisica e dos complexos
de inclusé&o obtidos por método de secagem por pulverizacéo - CSP e por liofilizagdo - CLio,
até aos 90 minutos em 1000 ml de solucao de tampao fosfato pH 7,2, a temperatura de 37 =
5 °C, com uma velocidade de agitagdo de 75 rpm, em condi¢ées “sink”. Cada ponto representa
a media dos 6 ensaios efectuados + desvio-padréo.

Estudo Tecnologico



Em relacdo a IM matéria-prima regista-se um aumento da velocidade de
dissolugéo expressa nos valores de semi-vida de dissolugéo (tsg), de 12,5 vezes para
0 complexo preparado por liofilizacado, 1,9 vezes para o complexo preparado por

secagem por pulverizacdo e 2,8 vezes para a mistura fisica.

Conquanto as duas técnicas de preparacéo exibam 100% de IM dissolvida aos
60 minutos, é a técnica de liofilizacdo que apresenta uma maior eficiéncia de dissolucdo
neste tempo (95,41), a qual, por sua vez, é 1,42 vezes superior a da IM matéria-prima.
Nem a IM, nem a mistura fisica, atingem os 100% de dissolucao durante todo o tempo

do ensaio (420 min).

Observa-se um efeito de aumento de alguns parametros de dissolugdo na
mistura fisica em relacéo a IM matéria-prima e ao complexo obtido por secagem por
pulverizagdo. A semi-vida de dissolugao (tsgpy) € superior em relagado a IM/MP. A
percentagem de IM dissolvida aos 5 minutos e a eficiéncia de dissolucédo aos 5 e 30

minutos sé&o ligeiramente ligeiramente superiores em relacéo a IM/MP e ao CSP.

Nos perfis de dissolugdo esta patente o aumento da percentagem de IM
dissolvida, submetida a qualquer dos processos de complexagcdo com a HP-B-CD,
guando comparada com a IM matéria-prima. Destaca-se o perfil da IM complexada por
processo de liofilizacao, pela rapidez com que é atingida uma percentagem de 90% de
IM dissolvida e o perfil da IM complexada por processo de secagem por pulverizagao,

por serem 0s Unicos a atingir 100% de dissolugéo.

Os resultados de superior dissolugédo obtidos para o complexo preparado por

processo de liofilizacao, podem ser atribuidos:

< A um aumento da solubilidade conferida pelos processos de complexacéao,

evidenciado nos dados de solubilidade maxima obtidos experimentalmente;

% Ao estado amorfo altamente energético dos produtos liofilizados, o que
também ficou demonstrado nos estudos de cristalografia e calorimetria de

varrimento diferencial;

% As propriedades “tensio-activas” das CDs, que reduzem a tensao interfacial
entre o farmaco e o meio de dissolucéao, levando a uma velocidade de

dissolucao superior (Yazan e Sumnu, 1994).

Estudo Tecnoldgico

129



A velocidade de dissolucdo da IM complexada pelo método de secagem por
pulverizacao, apesar de ser superior a da IM matéria-prima, é inferior a do complexo
preparado por liofilizacdo, sendo contudo superior apés os 30 minutos, atingindo os

100% de IM dissolvida.

Este facto podera ser atribuido ao método de preparagadao do complexo, uma
vez que as particulas obtidas sao de menores dimensdes, o que favorece a tendéncia

para formar aglomeracao e agregacao, bem como maior porosidade e fraca capacidade

de flutuacado. Os estudos de Lin e Kao (1989) evidenciam esta modificacao da estrutura

130
da IM gquando submetida a processo de secagem por pulverizacdo, de que é exemplo

a Figura 38, com reproducao de imagens de microscopia electronica de varrimento.

@e113 2eku aTs0

IM forma IM submetida a
secagem por

Figura 38. Imagens de microscopia electronica de varrimento de cristais de IM forma acida
matéria-prima e apds ser submetida a processo de secagem por pulverizagéao.
Reproduzido com permisséo de Lin e Kao (1989).

Em sintese, pode afirmar-se que a extenséo do efeito de aumento de dissolugéo
¢ dependente do método de preparacdo dos complexos. O aumento significativo da
velocidade e extenséao de dissolucdo dos complexos pode ser atribuido ao aumento da
solubilidade do farmaco induzido pela complexacao, a diminuicao da tensao superficial
da IM devido as propriedades molhantes da ciclodextrina ou a marcada redugéo da
cristalinidade dos compostos, o que esta em concordancia com os resultados de
difractometria de raios-X e calorimetria de varrimento diferencial obtidos experimentalmente,
e anteriormente apresentados, que evidenciam a passagem ao estado amorfo e a formas

polimorficas.
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7 - COEFICIENTE DE PARTILHA

Os resultados sédo analisados tendo presente os pressupostos anteriormente
referidos na introducao (Frijlink et al., 1989; Nakajima et al., 1984; Uekama et al., 1983) €
segundo o modelo de distribuicéao das varias entidades em solucéo, representado na

Figura 14.

Na Figura 39 esta patente a influéncia do pH, aqui visivel nos diferentes resultados
obtidos no calculo da concentragcdo molar da IM na fase aquosa, efectuados a partir da
medicdo da absorvancia a 319 nm. Confirma-se deste modo a importancia deste
parametro na absorcao, distribuicdo e metabolizacdo de um farmaco em sistemas
multicompartimentais caracterizados pela variagcdo descontinua de pH (Buri, 1981; La

Rotonda et al., 1988).
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Figura 39. Variagdo da concentragdo molar de IM das varias amostras, antes e depois da mistura do sistema
binario fase aquosa/fase oleosa. Valor médio de 3 ensaios + desvio-padréo.

Na Tabela 8 sao apresentados 0s valores de coeficiente de partilha aparente
(P*) e log P*, nas condicbes do ensaio efectuado, isto é, quando utilizado como fase
aquosa o tampao fosfato pH 7,0 e pH 5,5 e 0 n-octanol como fase oleosa e com razdes

de volumes 6leo/agua (O/A) adequadas.
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Tabela 8. Coeficiente de partilha aparente (P*) determinado em tampéo fosfato pH 7,0 e pH 5,5 (fase
aquosa). Valores médios de P* = desvio padréo e log P.

Tampao Fosfato Razao de Volumes (O/A) Amostras P* log P*

pH 7,0 1/50 (2ml/100m) IM/MP 24,35+ 1,46 1,39

CSP 23,89+ 2,77 1,38

Clio 24,63+ 1,90 1,39

IM/MF 28,29 +0,89 1,45

pH 5,5 1/600 (0,5ml/300ml) IM/MP 526,06 + 1,45 2,72

CSP 623,08 + 2,58 2,79
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N Clio 421,59+ 1,17 2,62
IM/MF 557,97 + 2,36 2,75

No estudo efectuado com o tampéo fosfato pH 7,0, observa-se que as variagdes
no grau de transporte pela adicdo de CD s&o muito pequenas, verificando-se alteracdes

mais significativas quando se utiliza o tampéao fosfato pH 5,5.

Tendo em consideracao os dados experimentais (Tabela 3) de constante de
estabilidade do complexo a pH 7,0 (K;=1074,8 M) e em agua purificada (K;=110,5 M"T)
e de solubilidade maxima em agua purificada do ClLio (7,59x10°3 mg/ml) e do CSP

(2,78x10°% mg/ml), poderéao ser efectuadas algumas consideragoes:

% Uma Ky mais baixa implica mais facilidade de deslocagéo de farmaco do

complexo, pelo n-octanol, havendo mais farmaco livre no meio aquoso;

% Os processos de complexagdo podem alterar as caracteristicas de
cristalinidade (polimorfismo e passagem ao estado amorfo) das moléculas
nao complexadas que se encontram livres, de acordo com o modelo de
equilibrio que se estabelece, como foi evidenciado nos estudos experimentais
efectuados de calorimetria de varrimento diferencial (Tabela 5 e Figura 26)
e difractometria de raios-X (Figura 27). Estas alteragdes vao por sua vez
influenciar a capacidade de solubilizacao aumentando-a, como ja anteriormente

referido.

Assim, a conjugacao destes dois factores, constante de estabilidade do complexo
a diferentes valores de pH e solubilidade do farmaco, no contexto do modelo de
distribuicao das varias entidades em solugao (Figura 11), condiciona o coeficiente de

partilha do farmaco.
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No meio com pH 5,5 para o CSP, verifica-se uma menor constante de estabilidade
e uma menor solubilidade. A conjugacéao destes dois factores faz com que haja mais
farmaco livre resultante da competicdo com o n-octanol, mas devido a uma menor

solubilidade ha uma maior transferéncia de massa para a fase oleosa.

No caso do CLio, apesar da constante de estabilidade ser a mesma, a solubilidade

do farmaco é superior, podendo ocorrer uma retengéo deste na fase aquosa.

No meio com pH 7,0 sera a constante de estabilidade o principal factor a
condicionar o coeficiente de partilha, dado que a quantidade de farmaco livre para
transferéncia sera menor, nao sendo t&o significativa a diferenca em relagcdo ao processo

que se estabelece na auséncia da ciclodextrina.

Os resultados obtidos vém confirmar a teoria anteriormente descrita de que séo
varias as forcas intervenientes neste processo e ndo é s a fraccgao livre de farmaco
que condiciona o transporte para a fase organica, reforcando por outro lado a importancia

do pH do meio (Fijlink et al., 1989; Nakajima et al., 1984; Uekama et al., 1983; Veiga, 1996).

Este modelo de distribuicéo das varias entidades em solugéao explica o fenémeno
observado, dado que a fracgéao livre de farmaco perto da interface, € condicionada pela
capacidade do solvente organico para deslocar o farmaco do complexo, conguanto
esteja também dependente de outros factores, tais como:
< Relacédo entre o farmaco e a CD;
< Constante de estabilidade do complexo F:CD, a qual se reflecte na capacidade
de deslocacéo do farmaco;

« Concentragao de complexo F:CD na fase aquosa - uma concentragao elevada
de complexo faz com que o solvente organico ndo seja capaz de deslocar
o farmaco;

« Constante de establidade do complexo formado com o solvente orgéanico, a
qual se reflecte igualmente na capacidade de deslocacdo do farmaco;

% Solubilidade do solvente organico na fase aquosa, condicionando o influxo

deste para a fase aquosa.

A conjugacao destes factores e o equilibrio que se estabelece a medida que
vao variando as forgas em competicao, determina a quantidade e velocidade de transporte

do farmaco para a fase oleosa.
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Contudo, se analisarmos os valores de log P* em qualquer dos dois meios,
verifica-se que a complexacdo nao exerce uma influéncia significativa, mantendo-se
num limite de valores (1 a 3) que pode ser considerado como Optimo para absorgéao

passiva (Barreto et al., 2002; Panchagnula e Thomas, 2000).

Se ponderarmos que “in vivo” existe uma situacdo de competicao entre os acidos
biliares e o farmaco a nivel intestinal (Figura 18), semelhante aquela descrita no modelo de

distribuicao das varias entidades em solucédo, poder-se-a considerar, nas condicdes do

estudo efectuado, que a capacidade de difuséo transmembranar “in vivo” da IM néao é
Bl  influenciada pela complexacdo com ciclodextrina, com a vantagem do aumento dos parametros
de solubilidade e dissolugéo, que é um dos factores que limita a absorgao oral deste farmaco

em meio com pH entre 6 e 8, como é 0 que se observa no TGl de recém-nascidos. @
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OBJECTIVO

Entre as técnicas disponiveis para aumentar a solubilidade e a dissolugéo aguosa
de farmacos acidos e diminuir a toxicidade gastrica causada pela lenta dissolucgéo,
encontram-se, entre outras, a obtencdo de complexos de inclusao com ciclodextrinas,
ja anteriormente referenciada, e a formacéo de sais com bases organicas ou inorganicas,
com a qual se obtém igualmente bons resultados, quer na melhoria das caracteristicas

fisico-quimicas quer no perfil de toxicidade (Erden e Celebi, 1988; Redenti et al., 2001).

Partindo deste pressuposto, o objectivo primordial do estudo toxicoldgico é
a analise comparativa da capacidade de indugédo de lesbes gastricas da IM na forma
acida e nas formas de sal sédico e de complexo de inclusao, apds administracéo oral

a ratos Wistar.

O objectivo secundéario deste trabalho é a avaliagdo da indugao de lesé&o renal
e hepatica da IM nas varias formas e da HP-B-CD, como meio de comprovar a absorcao

oral dos produtos em estudo.
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MATERIAL E METODOS

1. PRODUTOS EM ESTUDO
< Indometacina matéria-prima na forma acida (IMfa);

» Indometacina sal sodico tri-hidratado comercializado sob o nome

de Indocid® (IMss);

*,

» Indometacina complexada com HP-b-CD pelos métodos de:
> liofilizagé&o (Lio);

» secagem por pulverizacéao (SP);

o
*

% Hidroxipropil-b-ciclodextrina (HP-b-CD).
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1.1. Preparacao das amostras para administracéao

As amostras foram preparadas de acordo com os dados constantes na Tabela 11.

Tabela 11. Doses administradas dos produtos em estudo. DT = Dose Terapéutica; DTx = Dose Toxica.

Produto Dose Concentracgao

IMfa e IMss DTx 2mg/ml <=30mg IM em 15 ml agua
DT 46,28 ug/ml ==1mg IM em 21,6 ml agua

CSP DTx 8,24 mg/ml <> 123,6 mg CSPem 15 ml agua (2 mg IM/ml)
DT 190,46 ug/ml <=4 mg CSPem 21 ml agua (46,28 ug IM/ml)

ClLio DTx 11,66 mg/ml <>173,4mg CLioem 15 ml agua (2 mgIM/ml)
DT 267,5 pg/ml <==5,835 mg CLioem 20 ml agua (46,28 ug IM/ml)

HP-B-CD DTx 9,66 mg/ml <>95,6 mg CD em10 ml agua

Agua Destilada Volume 5 ul/g de animal

2. ANIMAIS DE ENSAIO

2.1. Estudos de toxicidade gastrica em modelo animal

Os estudos em modelo animal mostram que a localizacdo das lesdes produzidas
pela IM no rato, dependem das condi¢g6es alimentares ou de jejum (Ammoury et al., 1989;
Skeljo et al., 1993). A alimentacao continua induz o desenvolvimento de Ulceras,
principalmente no antro e no duodeno em ratos, sendo assim um bom modelo para o
estudo da inducéao de efeitos adversos dos AINEs no tracto gastrointestinal superior,

por inibicado da PGs no estdbmago do rato (Davis, 1994; Ohno, 1999). O intestino delgado,
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por outro lado, é especialmente sensivel ao jejum prolongado (Doluisio et al., 1969;
Somasundaram et al., 1997), levando consequentemente a inferir que o jejum nao ira afectar
0 o0rgao do TGl que pretendemos estudar, o estomago. Assim, as lesbGes somente
deverao aparecer ao nivel do intestino delgado nos ratos mantidos em jejum, e na parte
glandular do estébmago nos ratos alimentados de forma convencional (Ammoury et al.,

1989; Skeljo et al., 1993).

Apo6s administracédo oral de IM a ratos, em doses que variam entre 2,9 a 20
mg/kg, o pico plasmatico é atingido as 3 horas. A IM sofre metabolizagéo hepatica e
tem uma cinética de eliminacéo linear, sendo excretada pela urina na forma inalterada
e sob a forma de metabolitos conjugados com acido glucordnico (Harman et al., 1964;

Ogiso et al., 1994; Suzuki et al., 1997).

2.2. Amostra

O estudo foi efectuado em 10 grupos de ratos Wistar de ambos 0s sexos, num
total de 135 animais, com peso médio de 224,4 + 62,5 g e de aproximadamente dois
meses de idade, tratados de acordo com a legislacdo em vigor para os estudos em

animais de laboratorio.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos pelos grupos e alojados em armarios
biotério (Figura 40) com temperatura e humidade controladas, sujeitos a ciclos de luz

“claro-escuro” de 12 horas.

Figura 40. Condicdes de alojamento dos animais em armarios biotério.
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Na Tabela 12 s&o indicados 0s pesos médios iniciais dos animais dos grupos

estudados, as doses utilizadas e o respectivo numero de animais.

Tabela 12. Peso médio dos animais + desvio-padrdo, nimero de animais por grupo e respectivas doses
utilizadas.

Produto Administrado

0 Ai
Dose / kg de animal Grupo N.° Animais Peso + DP

IMfa - 0,23 mg IM | 20 250,8+ 70,7
IMfa - 10mg IM (Controlo positivo) I 10 1816+ 14,2
IMss - 0,23 mg IM Il 8 179,4 £ 251
IMss - 0,46 mg IM (Controlo positivo) Y, 7 197,9 £ 28,1
Clio - 0,23 mg IM V 20 235,0+ 77,9
ClLio- 10 mg IM Y 10 181,6+17,5
CSP-0,283mg IM Vil 20 254,0+ 79,1
CSP-10 mg IM VIl 10 1956+ 17,2
Agua destilada (Controlo negativo) 0,005 mi X 10 185,04 27,4
HP-B-CD - 47,8 mg X 20 261,9 + 38,1

O nUumero de animais é de 10 para as varias formas de IM na dose toxica e
grupo de controlo negativo e de 20 para as varias formas de IM na dose terapéutica e

para a ciclodextrina utilizada como controlo das formas complexadas de IM.

O nUmero de animais usados na forma de sal sdédico da IM € uma amostra menor

por limitacdo do produto disponivel - 8 para a dose terapéutica e 7 para a dose tdxica.

2.3. Via de administracao

A via de administracéao utilizada foi a oral, através de sonda gastrica (Krasna

e Lee, 1993).

2.4. Doses utilizadas

Foram administradas duas doses diferentes dos produtos em estudo:
« Dose Terapéutica (DT) - dose equivalente a utilizada na terapéutica de RN
com CA aberto (0,2 mg/kg peso);

% Dose Toxica (DTx) - dose referenciada na bibliografia como tendo capacidade
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de induzir numerosas les6es da mucosa sem causar mortalidade (10 mg/kg

peso) (Ammoury et al., 1993; Somasundaram et al., 1997).

O célculo da dose equivalente a DT utilizada em RN foi efectuado com base na
aplicacdo do factor de converséo 6, recomendado pela FDA guando o animal em estudo

€ o rato (acessivel em: www.fda.gov/cder/cancer/animalframe.htm).

O calculo da dose de IM existente nos complexos obtidos por cada um dos
meétodos de complexacao foi efectuado a partir da percentagem de IM incluida na
HP-B-CD, com base nos resultados do estudo tecnoldgico, CLio = 17,3% de IM e

CSP = 24,3% de IM.

A dose de HP-B-CD foi a mesma da quantidade equivalente a DTx, existente no  EP&]

complexo que a contém em maior percentagem.

Assumiu-se gue a dose de IMss a administrar para a dose tdxica, seria o dobro
da quantidade equivalente a dose terapéutica, por esta dose ser ja considerada como

tendo capacidade de inducéo de toxicidade.

As solucdes dos produtos em estudo foram administradas de 24 em 24 horas
durante 3 dias consecutivos, por analogia com a frequéncia de administracao da IM
para o tratamento farmacoldgico do CA, num volume de 0,005 ml por g de animal

(Ammoury et al., 1993), nas condicdes indicadas na Tabela 11,

2.5. Condigcdes do ensaio

Retirou-se a alimentacdo aos animais 18 horas antes do inicio da primeira
administracéao, tendo sido permitido o livre acesso a agua durante todo o ensaio (Ammoury

et al., 1989 e 1993; Lin et al., 1994).

Durante o periodo de ensaio, foi efectuada a monitorizagéao diaria do peso (Lin
et al., 1994), a observacao das fezes para deteccao de alteragcdes da cor, do cheiro e

da consisténcia e o registo de dados de mortalidade.
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Figura 41. Pesagem dos animais.

Passadas 24 horas apos a Ultima administragao, os animais foram sacrificados

por decapitacéao (Ammoury et al., 1993) e retirados o estdmago, o rim direito e um fragmento
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do figado.

2.6. Desenho experimental

A metodologia utilizada no desenho experimental do estudo toxicoldégico esta

representada no organograma da Figura 42:
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Figura 42. Desenho experimental do estudo toxicoldgico.

D.Terap. = Dose Terapéutica;
D.Téxica = Dose Toxica;
H/E = Técnica de coloragcéo de Hematoxilina/Eosina.

Estudo

Toxicoldgico

145




146

2.7. Técnicas de coloracao de tecidos e células

O mecanismo de coloragao de tecidos e células esta dependente da existéncia
de determinados grupos atomicos nas moléculas, chamados cromoforos, podendo estes

ser basicos ou acidicos.

As tintas sintéticas derivadas do benzeno sao preparadas de modo a que a sua
parte essencial seja acidica (anidénica) ou basica (catidonica) no seu comportamento
guimico. Combinam-se com os cromoforos para formar compostos com um grupo
terminal, que permite efectuar uma uniao quimica com 0s grupos terminais dos tecidos

acidicos ou basicos e assim conferir cor.

2.7.1. Hematoxilina/Eosina para identificacdo de alteracdes morfolégicas

gastricas, renais e hepaticas

Para a observacdo microscopica foram preparadas laminas com coloragéo de
hematoxilina e eosina. Este método de combinagao de coloragéo € o mais utilizado e
0 mais importante para estudos de caracter geral. Pode ser utilizado apos qualquer tipo
de fixacao, excepto com o tetroxido de ¢smio. A hematoxilina vai colorir o nucleo,
enquanto que a contra coloracdo do citoplasma das células, é dada pela eosina. A
heterocromatina do nucleo e o citoplasma das células ricas em ribonucleoproteina,
coram de azul. O citoplasma das células com guantidades minimas de ribonucleoproteina,
tende a ter cor rosa/lavanda, enquanto que os eritrocitos maduros e proteinas, que sao

desprovidas de acido ribonucleico, coram de vermelho.

Para a preparacao das laminas, os blocos de parafina congelados foram
seccionados num micrétomo em fatias de 3 mm, formando fitas ou ténias. Estas s&o
tratadas de acordo com 0s seguintes passos:

< Remocéao da parafina com xilol;

< Remocédo deste com alcool absoluto;

« Hidratagdo do tecido com agua;

% Coloragado com hematoxilina;

« Coloragéo com eosina;

< Remocéao da agua com alcool a 95°, seguido de alcool absoluto;

< Remocé&o do alcool com xilol;

« Colocacao na lamina de observacdo microscopica, aplicagao de gota de

resina sintética e colocacao de lamela.
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As laminas foram observadas em microscopio Optico de campo claro e

fotografadas (Karmeli et al., 1993; Wong et al., 1976).

2.7.2. Técnica de coloracdo de May-Grinwald-Giemsa para estudo

citolégico do muco gastrico

As tintas do tipo Romanowsky referenciadas pela International Conference on
Harmonization, e de que fazem parte as utilizadas neste estudo, tém, como componentes
essenciais, uma tinta cationica que confere uma coloragéo azul ou azul violeta aos
acidos nucleicos (ADN e ARN), as nucleoproteinas, aos granulos dos basofilos e, mais
debilmente, aos granulos dos neutrofilos, e outra anidnica que confere uma coloracao

vermelha ou laranja a hemoglobina e aos granulos dos eosinofilos.

Técnica utilizada

Foram efectuados esfregacos de muco gastrico, secos ao ar e fixados com

metanol por 10 a 20 minutos.

As laminas foram cobertas com corante May-Grunwald durante trés minutos,

apos o que foi retirado e lavado com agua.

Voltaram a cobrir-se as laminas com corante de Giemsa durante quinze minutos,

apo6s o que foram passadas por agua e secas a temperatura ambiente.

A observacao foi efectuada em microscopio 6ptico com um aumento de 40x

para objectiva seca e de 100x quando ¢é utilizada a imerséao (Dacie e Lewis, 1991).

3. MONITORIZACAO “IN VIVO”
3.1. Avaliacdo do Peso

Para cada animal foi efectuado o céalculo da variagéo em percentagem de peso
face ao peso total do animal (eq. 3), antes e depois do tratamento (Otero-Espinar et al.,

1991):
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encontrar les6es nesta zona (Ammoury et al., 1989) e fixado em tabuleiro de disseccéao
como mostra a Figura 43.

do muco gastrico para efectuar o estudo citologico.

Nikon F2 com anel extensao Fx, colocada a 30 cm da peca (Otero-Espinar et al., 1991).
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Perda de peso (%) = ((Pi - Pf) / Pi) x 100
em que o Pi

Pf

(3)

Peso inicial = peso do rato 18 horas antes do inicio da experiéncia;

Peso final = peso do rato no dia em que foi sacrificado, 72 horas
apos a administracédo da primeira dose.

Foi estudada a possivel relagdo da variagéo percentual de peso com a dose

administrada e com o indice de lesao morfoldgico do estdbmago obtido através da anélise
histopatoldgica.

3.2. Avaliacao da fezes

As fezes foram avaliadas ao longo do ensaio quanto a cor, cheiro e consisténcia
e registadas como normais ou alteradas.

Foi estudado o significado estatistico da incidéncia de animais que apresentaram
fezes normais e alteradas.

3.3. Avaliacao da mortalidade

Durante as 72 horas de duracao do ensaio 0s animais foram observados para
registo da possivel ocorréncia de mortalidade.

4. ESTUDO MORFOLOGICO

4.1. Avaliacdao macroscopica da capacidade de inducao de lesao
pela Indometacina

4.1.1. Estébmago

4.1.1.1. Preparacao das amostras

O estdbmago foi aberto ao longo da grande curvatura, pela probabilidade de

Foi registada a presenca de cheiro e a cor do muco. Foram efectuadas colheitas

O estbmago foi lavado com cloreto de sodio a 0,9% e fotografado com maquina




Figura 43. Rim direito, fragmento do figado e estdmago aberto ao longo da grande curvatura. Vi

4.1.1.2. Avaliacao do indice de lesdo gastrica. Analise macroscépica

A avaliacao do indice de lesao foi efectuada de acordo com uma escala de
irritacdo da mucosa, visivel macroscopicamente, com a atribuicdo dos seguintes graus
de gravidade (Adaptado de: Ammoury et al., 1993; Nagarsenker et al., 2000; Nambu et al., 1978;

Otero-Espinar et al., 1991):

0 - Mucosa normal;

1 - Alteragéo de cor ligeiramente perceptivel;

2 - Mucosa ligeiramente avermelhada a esbranquicada, com algumas areas de
irritacao definidas; um ponto de leséao;

3 - Mucosa vermelha a pUrpura ou branca, possibilidade de erosao da superficie;
varios pontos de lesao;

4 - Mucosa muito vermelha escura a purpura ou branca a acinzentada; aparéncia

de necrose; ulceracao visivel; muitos pontos de leséo.

A pesquisa de lesdo macroscopica foi efectuada em cada um dos animais e,
sempre que se verificou mais do que um tipo de lesdo no mesmo animal, foi considerada

a les&do mais grave para classificagdo do indice.

A avaliacédo do significado estatistico da incidéncia e gravidade das lesdes foi
efectuada entre os grupos de intervencéo com o controlo (Agua destilada) e com o

comparador (IMfa DT), para a dose terapéutica e para a dose toxica.
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4.2. Avaliacao microscopica da capacidade de indugao de leséao

pela Indometacina
4.2.1. Estudo citolégico do muco gastrico

Foi realizada a colheita de muco gastrico dos diversos grupos de animais sujeitos
as varias amostras em estudo, para a preparacéo de laminas segundo a técnica descrita,
com a finalidade de avaliacdo do aspecto do muco e da identificacdo de eritrocitos e
leucocitos, indiciadores da ocorréncia de hemorragias gastricas e processo inflamatoério

da mucosa.

As laminas foram observadas em microscopio com objectiva 40x e efectuada

a classificacdo da gravidade de lesdo com base na seguinte escala de identificagcéo de

150
leucocitos e eritrocitos por campo:

0 - ndo se observaram;
1 - 1 por campo;

- 2 a9 por campo;

2
3 - 10 a 20 por campo;
4 -3 a3 20 por campo.

Foi atribuido o indice de lesao correspondente a identificacdo do maior numero
de leucocitos ou de eritrocitos observados por campo e registado o numero de animais

que evidenciam presenca de eritrocitos ou de leucocitos.

A avaliagcédo do significado estatistico da incidéncia e gravidade das les6es foi
efectuada entre os grupos de intervencdo com o comparador (IMfa DT), para a dose

terapéutica e para a dose toxica.

4.2.2. Estudo histopatolégico de fragmentos da mucosa gastrica
4.2.2.1. Preparacao das amostras

Foram efectuados varios cortes transversais do estomago ao nivel do corpo, do
fundo e do antro, nos locals onde havia evidéncia macroscopica de lesdo. Os fragmentos
foram colocados em caixas proprias, como mostra a Figura 44 e fixados para preservacao

em formol neutro tamponado com fosfatos (pH:7.2)1.

T Formol neutro tamponado com fosfatos (pH=7.2) - método de preparagéo:
HCHO 40% - 250ml; NapHPO4 -16,25g; NaH,PO4.Hy0 - 10g; HoO - 2250ml; ajustar pH a 7,2.
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Figura 44. Fragmentos do rim e do figado e das zonas de lesdo do estdbmago, preparados para estudo
histologico.

O método de fixagcao deve preservar e endurecer os tecidos com o minimo de
distorcdo das estruturas fisicas, das caracteristicas quimicas e das propriedades de
coloracao. Independentemente da qualidade de execucao da técnica, ocorrera sempre
morte de células e alteracido de tecidos que resultardo em artefactos que deveréo ser

identificados por microscopia.

Os tecidos foram embebidos em parafina, apos a fixacdo, para posterior

conservacdo. Esta técnica consiste nos seguintes passos:

% Remover o excesso de fixante com agua;

< Desidratar com alcool absoluto;

% Diafanizar os tecidos com xilol;

< Embeber os tecidos em parafina a temperatura de fuséo (58-60 °C);

< Solidificar por arrefecimento.

Os blocos de parafina com os tecidos embebidos s&o depois cortados por
microtomia para aplicagcdo da técnica de coloragao hematoxilina/eosina anteriormente

descrita, a fim de identificar alteracdes morfoldgicas.

4.2.2.2. Avaliacao do indice de lesdao gastrica. Analise histopatoldgica

O célculo do indice de lesdo gastrica no estudo morfoldgico foi efectuado de
acordo com uma escala de gravidade de lesdo, visivel microscopicamente, com a

atribuicao dos seguintes graus de gravidade:
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0 - Aspecto morfoldgico normal;

1 - Congestédo vascular e/ou edema;

2 - Exulceragéo ou pequena Ulcera Unica;

3 - Mais do que uma Ulcera ou uma sO Ulcera muito extensa ou pequenas areas
de necrose ou de hemorragia;

4 - Necrose extensa ou grande hemorragia.

A pesquisa de lesao morfologica foi efectuada em cada um dos animais e,
sempre que se verificou mais do que um tipo de lesdo no mesmo animal, foi considerada

a lesé&o mais grave para classificagao do indice.

A avaliagdo do significado estatistico da incidéncia e gravidade das lesdes foi
152 )
efectuada entre os grupos de intervencédo com o controlo (Agua destilada) e com o

comparador (IMfa DT), para a dose terapéutica e para a dose toxica.

Foi igualmente avaliado o significado estatistico do valor do risco de leséao
de todos os grupos face ao controlo (Agua destilada) e face ao comparador (IMfa

DT) e entre complexos na dose terapéutica.

4.2.3. Estudo histopatoldégico de fragmentos do figado e do rim

Existe evidéncia na literatura consultada de que a IM tem capacidade de induzir

lesédo hepatica e renal quando administrada por via sistémica (Biscarini, 2000a e 2000b;

Chamaa et al., 2000; Cuzzolin, 2001; Fowlie, 1996; Kaplowitz, 2002; Ojala et al., 2001, Pezzati et

al., 1999; Romagnoli et al., 1997; Zimmerman, 1999a e 1999Db).

Com base neste facto, coloca-se a hipdtese de que a IMfa administrada, sob
a forma livre e sob a forma de complexos de inclusdo (CLio e CSP), tem capacidade
semelhante de inducéo de lesédo hepatica e renal, tanto na dose terapéutica como na

dose toxica.

Pretende-se, por outro lado, averiguar se existe diferenca na capacidade de
inducio de lesdo nestes 6rgéos pela indometacina na forma acida e na forma de sal

sodico.
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4.2.3.1. Rim
4.2.3.1.1. Preparacao das amostras

Apos recolha do rim direito, este foi lavado com cloreto de sodio 0,9%, aberto
longitudinalmente, fixado em tabuleiro de disseccao, fotografado e preparado para
estudo histopatolégico. Fragmentos transversais do rim foram colocados em caixas
proprias

(Figura 40) e fixados em formol neutro tamponado com fosfatos (pH=7.2).

Os tecidos foram conservados em parafina e preparadas laminas com coloracao

de hematoxilina/eosina, pela técnica anteriormente descrita.

4.2.3.1.2. Avaliagao do indice de lesdo renal. Analise histopatoldgica

O calculo do indice de lesao renal no estudo morfoldgico foi efectuado de
acordo com uma escala de gravidade de lesdo, visivel microscopicamente, com a

atribuicao dos seguintes graus de gravidade:

0 - Normal;
1 - Unicamente lesGes tubulares ou circulatoérias;
2 - LesbOes glomerulares atingindo poucos glomérulos;

3 - Destruicdo de glomérulos ou lesbes que atingem muitos glomérulos.

A pesquisa de lesao morfologica foi efectuada em cada um dos animais e,
sempre que se verificou mais do que um tipo de lesdo no mesmo animal, foi considerada

a lesao mais grave para classificagao do indice.

A avaliagéo do significado estatistico da incidéncia e gravidade das lesdes foi
efectuada entre os grupos de intervencgéao face ao comparador (IMfa DT) para a dose

terapéutica e para a dose toxica e entre complexos na dose terapéutica.
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4.2.3.2. Figado
4.2.3.2.1. Preparacao das amostras

Apos recolha de um fragmento do figado, este foi lavado com cloreto de sodio
0,9%, fotografado e preparado para estudo histopatoldgico. Fragmentos transversais
do figado foram colocados em caixas proprias (Figura 40) e fixados em formol neutro

tamponado com fosfatos (pH=7.2).

Os tecidos foram conservados em parafina e preparadas laminas com coloragao

de hematoxilina/eosina, pela técnica anteriormente descrita.

154
. 4.2.3.2.2. Avaliacao do indice de lesdao hepatica. Analise histopatolégica

O calculo do indice de leséo hepatica no estudo morfoldgico foi efectuado de
acordo com uma escala de gravidade de lesdo, visivel microscopicamente, com a

atribuicao dos seguintes graus de gravidade:

0 - Normal;

1 - Lesdes inflamatoérias e/ou circulatoérias;

2 - Alteracdes degenerativas ou tinturais, sem fibrose e sem necrose;

3 - Fibrose sem formacé&o de nddulos, ou focos de necrose, ou formacgéo
pré-neoplasica evidente;

4 - Cirrose ou necrose extensa ou neopléasica.

A pesquisa de lesdo morfologica foi efectuada em cada um dos animais e,
sempre que se verificou mais do que um tipo de lesdo no mesmo animal, foi considerada

a lesdo mais grave para classificagcao do indice.

A avaliagcédo do significado estatistico da incidéncia e gravidade das les6es foi
efectuada entre 0s grupos de intervencéao face ao comparador (IMfa DT) para a dose

terapéutica e para a dose toxica e entre complexos na dose terapéutica.
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5. ANALISE ESTATISTICA

A estatistica utiliza-se para interpretar os resultados de experiéncias sobre
acontecimentos que, em principio, obedecem a leis estritas, mas sao susceptiveis de

ser modificadas por factores desconhecidos, ou seja, 0 acaso.

Considerando que todo o diagndstico € o resultado de um calculo de
probabilidades, feito conscientemente ou ndo, a estatistica é o Unico método que permite
ter um julgamento sobre as grandezas aleatérias, gracas a regras precisas gue assentam
em bases logicas e mateméaticas. Geralmente em ciéncias da saude, quando as
probabilidades s&o inferiores a 5%, ou seja, hd menos de 5 possibilidades em 100 de
suceder um determinado resultado, € considerado como sendo estatisticamente

significativo.

O termo estatisticamente significativo, em analise estatistica, quer unicamente
significar que o valor de “p” é inferior a um valor de alfa previamente definido
(probabilidade de que o teste estatistico rejeite incorrectamente a hipdtese nula),
assumindo deste modo um teor inteiramente distinto do utilizado normalmente em
linguagem corrente. Consequentemente, um resultado estatisticamente significativo pode
nao ser, necessariamente, importante ou de interesse bioldgico ou clinico, o que impde

que os resultados ndo sejam avaliados autonomamente.

Numa analise estatistica, os valores observados podem ser classificados quanto
a escala numérica utilizada como: intervalares, se os valores tomam qualquer grandeza
dentro de um intervalo finito ou infinito; ordinais, se os valores poderem ser postos por
ordem ou terem uma escala de grandeza; nominais, se 0s valores podem ser associados
a um codigo na forma de um numero, sendo este simplesmente uma legenda (por
exemplo: sim=1; ndo=2); racio, quando os valores tomam qualquer grandeza dentro de

um intervalo finito ou infinito e incluem um zero absoluto.

O desenho estatistico deste estudo experimental engloba a analise estatistica
descritiva de variaveis, seguida de analise estatistica inferencial onde, por um lado, se
comparam variaveis, sendo o objectivo principal testar se a diferenca prevista pela
hipdtese experimental € significativa, e, por outro lado, se tentam estabelecer relacdes
entre as variaveis, sendo o objectivo principal averiguar da influéncia de umas sobre o

resultado de outras e, no caso de existir, qual o grau de interaccéo.
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A estatistica descritiva utilizada na caracterizacdo das variaveis deste estudo,

esta sistematizada na Tabela 13.

Tabela 13. Estatistica descritiva utilizada na caracterizagdo das amostras.

Caracterizagdo de amostras

Objectivos Meios
Parametros de o )
L Média Mediana
localizacdo
Parametros de , , " -
Desvio-padrao Assimetria Coeficiente de variagao
dispersdo
Distribuicgo de Tabelas de Histogramas Gréficos
156 dados frequéncia

Teste de aderéncia ,
R . Kolmogorov-Smimov
a Normalidade

Os parametros de localizacado (medidas de tendéncia central) sado indicadores
que permitem obter uma primeira ideia de como se distribuem os dados, fornecendo

informacgé&o sobre o valor, ou faixa de valores da variavel, que ocorrem mais tipicamente.

Os parametros de dispersédo s&o medidas da variagédo de um conjunto de dados
em torno da média, ou seja, da maior ou menor variabilidade dos resultados obtidos,
permitindo identificar até que ponto os resultados se concentram ou nao, ao redor da

tendéncia central de um conjunto de observacodes.

A avaliagdo das variaveis quanto a aderéncia a normalidade determina o tipo
de teste estatistico que deve ser utilizado. Os testes de aderéncia sao procedimentos
para a identificacao de uma distribuicao de probabilidade, a partir de um conjunto de
frequéncias, usando a Lei dos Grandes NUmeros. Essencialmente, calcula-se a viabilidade
da diferenca entre uma distribuicédo de frequéncia relativa acumulada observada, e
aguela que seria de esperar, a partir de uma determinada distribuicdo de probabilidade,
geralmente a Curva Normal. Uma distribuicdo de frequéncia pode ser tida como
pertencente a um dado tipo de distribuicédo, se o teste de aderéncia mostrar uma

probabilidade de mais de 5% da diferenca entre as duas, ser devida ao acaso.
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O teste de aderéncia a normalidade de Kolmogorov-Smirnov utilizado neste
estudo foi escolhido por ser um teste adequado para amostras com ndmero superior a

50 e aplicavel a variaveis com escala intervalar.

Na analise da distribuicao da variavel € ainda de ter em consideragao a assimetria,
sendo esta considerada grave quando a razao entre o valor de assimetria e 0 seu erro-
-padrao for superior a 2, exigindo nesse caso a utilizacdo de métodos estatisticos nao

paramétricos.

Para o estudo da comparagao de variaveis foram utilizados métodos paramétricos
e nao paramétricos, considerando como significativos, valores de significancia bilateral

inferiores a 0,05, ou a 0,01 quando aplicavel.

Os meétodos paramétricos foram utilizados sempre que as amostras revelaram
aderéncia a normalidade através da analise dos histogramas e do resultado do teste de

Kolmogorov-Smirnov, bem como dos dados do coeficiente de variacao e da assimetria.

O método de ANOVA a um factor foi utilizado na comparagao de mais de duas
variaveis independentes, de escala intervalar e, sempre que se verificou diferenca
significativa, foi determinada a Menor Diferenca Significativa (LSD) entre os diversos

pares de grupos.

O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias de duas variaveis
independentes, de escala intervalar. Nestes dois métodos de comparacédo de medias,

a diferenca foi considerada significativa para p<0,05.

Os métodos de analise ndo paramétricos nao utilizam os valores numéricos
directamente, mas sim os postos que eles ocupam numa série de dados ordenados por
valores crescentes, série essa que relne num so conjunto os dados de todas as amostras
que vao ser comparadas. Se as varias amostras comparadas provierem da mesma
populacdo (amostras iguais), a média dos postos correspondentes a cada amostra sera
aproximadamente igual. Se tal nao ocorrer, as amostras pertencerdo provavelmente a

populacdes diferentes, ou seja, séo diferentes entre si.

Dos métodos nao paramétricos, o teste de Wilcoxon foi utilizado para variaveis
emparelhadas (duas medidas efectuadas no mesmo animal em tempos diferentes), de

escala intervalar e distribuicdo nao normal, sendo considerado significativo para p<0,01.
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O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para o estudo do indice de les&o por
permitir comparar trés ou mais variaveis independentes de escala ordinal. Sempre que
para um valor de H, se observou diferencga significativa, seguiu-se a aplicagao do teste
U de Mann-Whitney, para determinar entre que pares de grupos se verifica essa diferenca,
uma vez que este teste é aplicavel a comparacao de duas variaveis independentes de

escala ordinal. Foi considerada uma diferenca significativa para p<0,05.

O teste de Cochran aplica-se quando os “n” elementos de uma mesma amostra
sao estudados segundo métodos diferentes de avaliagdo, sendo os dados experimentais

apresentados numa escala nominal. O objectivo é determinar se os resultados dos

diferentes métodos de avaliacdo serdo equivalentes. A filosofia do teste considera que,
Bl se os diversos métodos produzem efeitos semelhantes sobre os elementos que compdem
a amostra, a distribuicdo de valores nos varios métodos comparados sera
aproximadamente igual, tornando-se deste modo possivel definir se a proporgcao de
respostas é a mesma. Este método foi utilizado para comparar os resultados da analise
de incidéncia de lesao, entre grupos de procedimentos experimentais cuja finalidade
seja medir o mesmo tipo de lesdo, e deste modo avaliar a concordancia dos resultados.

Foi considerada uma diferenca significativa para p<0,05.

Os testes de relacao entre variaveis permitem estudar o comportamento de
duas ou mais variaveis ao mesmo tempo, procurando detectar uma possivel relacao
proporcional coerente entre a variagao de uma em funcéao da variagao da(s) outra(s). A
fim de avaliar se existe relacédo de variagcao entre duas variaveis emparelhadas com
escala intervalar ou ordinal e sem aderéncia a normalidade, foi utilizado o método de
Correlagao de Spearman (r), sendo considerada uma diferenca significativa para p<0,01.
O valor de r explica em gue percentagem é que a causa vai contribuir para a consequéncia
e varia entre -1 e +1;

r=0 significa que ndo existe qualquer correlacao entre as variaveis
O >r>1 significa uma correlacdo de variagcdo no mesmo sentido
-1 >r >0 significa uma correlagao de variagao no sentido inverso

r =1 significa uma correlagédo perfeita

r=-1 significa uma correlacédo perfeita negativa ou inversa.

A correlacado entre a variagcao de uma variavel em relacdo a variacdo de outra,
é tanto mais significativa quanto mais proxima for de +1 (correlagao positiva) ou de -1

(correlagao negativa).
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A maneira mais correcta de interpretar o valor da equacéao da recta de regressao
linear que se obtém (R), é através do calculo do quadrado de R; a este valor também se
chama coeficiente de determinacéo. O valor de RZ multiplicado por 100, corresponde a
percentagem de uma variavel que pode explicar a variagcdo da outra. A interpretacéo deve

também ser ponderada através da analise do grafico de dispersédo e pelo valor de p.

A ferramenta de calculo utilizada no processamento de dados, nos estudos
anteriormente referidos, foi o SPSS 11.0 (Statistical Package for the Social Sciences),

para o Windows.

Para o estudo da comparacéao da incidéncia de lesédo optou-se por analisar
a relacdo entre as variaveis nominais de presenca e auséncia de lesdo, através da
taxa de incidéncia ou risco relativo (RR) e da diferenca de risco ou risco absoluto
(RA). A ferramenta de calculo utilizada no processamento dos dados deste estudo
foi o RevMan 4.2.2 (Review Manager) da Cochrane Collaboration, para o Windows
(Gltima actualizagdao em 2 de Junho de 2003) (Acessivel em:

http://www.cochrane.org/software/download.htm).

Este método de analise permite efectuar o calculo da incidéncia (risco) de lesao
dos grupos de intervencao face ao controlo ou ao comparador, possibilitando assim a

comparacao da probabilidade da ocorréncia de um acontecimento entre os dois grupos.

O calculo é efectuado a partir da construgédo de uma tabela de contingéncia
de 2x2, onde se colocam nas células os valores de frequéncia do acontecimento em
estudo, sendo o factor colocado nas linhas e o0 acontecimento colocado nas colunas
(Tabela 14). Para dados recolhidos a partir de estudos prospectivos, a coluna superior
representa usualmente o grupo em ensaio, sendo a linha inferior utilizada para o
controlo ou para comparador. Na coluna da esquerda colocam-se 0s sujeitos que
apresentam o acontecimento em estudo e na coluna da direita 0s que apresentam
auséncia.

Tabela 14. Tabela de contingéncia de 2x2 normalmente utilizada para a anédlise de dados de estudos
prospectivos.

Acontecimento
Presenca | Auséncia Total Incidéncia Risco Risco
Lesao Lesao | anjmais| delesdo Relativo Absoluto
Produto a a
5 | Ensaio . o ath a+b ( a+b ) < a ) ( c )
i3] - a+b/) \c+d
& | Produto )
c d c+d c C
Controlo c+d ( c+d )
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O calculo do risco relativo para o produto em ensaio é efectuado através da
equacao [a/(a+b)]/[c/(c+d)], onde [a/(a+Db)] € a incidéncia de les&o no grupo em ensaio,
a qual, multiplicada por 100, representa a percentagem de animais tratados com o produto

em ensaio que tém presenca de lesdo, face ao total de animais do grupo. A incidéncia
de lesdo no grupo controlo € [c/(c+d)]. Quando o valor nas células for zero e causar
problemas com o calculo computacional dos efeitos ou do erro-padréao, é adicionado um

valor de 0,5 a todas as células, para esse estudo (Cochrane Reviewers’ Handbook, 2003).

A hipétese nula (Hp) € a de que as variaveis séo independentes, isto €, os
racios séo iguais a 1 (igualdade entre o numerador e 0 denominador), sendo a incidéncia

de leséo idéntica nos dois grupos. Esta hipdtese nédo se rejeita se o valor 1 pertencer

ao intervalo de confiancga (IC) a 95%. Se nédo pertencer ao IC, conclui-se que o factor
A |

e 0 acontecimento n&o sdo independentes.

Para a determinacdo do intervalo de confiangca calcula-se o erro-padrdo (EP)

do logaritmo do risco relativo (RR) através da equacéo (4):

EP{In(RR)} =/1/a + 1/c — 1/(a+b) - 1/(c+d) (4)

O valor obtido € multiplicado por 1,96 (uma vez que o0 IC é a 95%), apds o que

¢ subtraido e adicionado ao valor de RR, obtendo-se deste modo os limites do IC.

Quando o valor de RR é superior a 1 sugere um efeito prejudicial, enquanto que
um valor inferior a 1 sugere um efeito benéfico. Foi igualmente efectuado o calculo do
significado estatistico da diferenga entre os dois grupos através do teste exacto de
Fisher, sendo considerado significativo bivariado para um valor de p<0,05. A escolha
do teste de Fisher em detrimento do qui-quadrado deve-se as limitagcdes ao uso deste
com amostras de numero inferior a 20 ou quando a frequéncia esperada na tabela 2x2

¢ inferior a 5. Este teste tem ainda a vantagem de calcular o valor exacto de “p” (Pestana

e Gageiro, 2003).

Na expressao grafica do risco relativo cada linha horizontal representa o intervalo
de confianca de cada estudo, ou seja, o intervalo no qual as proporcdes de eventos
seriam verificadas em 95% das vezes, se 0 mesmo estudo fosse repetido 100 vezes,
representando assim o efeito do tratamento. Os limites do intervalo de confianca permitem

determinar o beneficio maximo e minimo de um tratamento em relacdo a outro.

O grafico é dividido por uma linha vertical que marca o efeito nulo, isto é, o
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risco relativo é igual a 1, significando que o efeito do tratamento foi igual nos dois
grupos que sdo objecto de comparacéo. A esquerda do eixo vertical estdo os resultados
que apresentaram um efeito benéfico do tratamento em relagéo ao comparador ou ao
controlo. Quando a linha horizontal cruza a linha vertical, significa que o resultado nao
¢ estatisticamente significativo (p>0,05), em outras palavras, o acaso pode ser responsavel

pela diferenca encontrada.

O calculo da diferenca de risco, isto é, o risco absoluto é efetuado através da

expressao RA=(a/(a+b))-(c/(c+d)).

Para a determinacé&o do intervalo de confianga calcula-se o erro-padrao (EP) do

risco absoluto (RA) através da equacéao (5):

EP(RA) =-/ ab/(a+b)3 + cd/(c+d)3 (5)

O valor obtido & multiplicado por 1,96 (uma vez que o IC é a 95%), apds o gue

€ subtraido e adicionado ao valor de RA, obtendo-se deste modo os limites do IC.

Os meétodos estatisticos seleccionados para este estudo encontram-se
sistematizados nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15. Desenho da analise estatistica. Comparacao de variaveis.

Objectivos N.° Variaveis Escala Distribuicdo Métodos velrck
Numérica Significancia
Peso inicial e 2 Emparelhadas Intervalar Nao Normal Wilcoxon 0.01
Peso final
3 ou mais
L Intervalar Normal ANOVA a 1 factor
Variac&o percentual Independentes 0.05
de peso por grupo Menor Diferenca '
2 Independentes Intervalar Normal o
Significativa (LSD)
Variagdo percentual 2 Independentes Intervalar Normal Teste t de Student 0.05
de peso e Dose
Variagdo percentual 3 ou mais Ordinal N&o Normal Kruskal-Wallis
Fo Independentes
de peso e Indice 0.05
de Lesdo Estbmago 2 Independentes Ordinal Nao Normal Mann-Whitney
Lo 5 3 ou mais ordi - ‘
Indice de Leséo Independentes rdinal N&o Normal Kruskal-Wallis 0.05
por grupo : ; :
2 Independentes Ordinal Nao Normal Mann-Whitney
indice de Leséo e , . ‘
2 Independentes Ordinal Nao Normal Mann-Whitney 0,05
Dose
Incidéncia de ‘ - ) )
B 2 Independentes Nominal Nao Normal Risco Relativo 0.01
Leséao por grupo
Incidéncia de 3 ou mais ) -
~ Nominal N&o Normal Cochran 0.05
Les&o por teste Emparelhadas
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Tabela 16. Desenho da analise estatistica. Relacao entre variaveis.

Objectivos N.° Variaveis Esc?l.a Distribuicao Métodos .Val.o.r ?a )
Numérica Significancia
Peso inif:ial e 2 Emparelhadas Intervalar N&o Normal Corelagéo de 0,01
Peso final Spearman
Variagao percentual 2 Emparelhadas Intervalar Nao Normal Correlacéo de 0,01
de peso por grupo Spearman
Indice de Les&o
Estémago e 2 ou mais . y Correlagao de
L Ordinal N&o Normal 0,01
Variac&o percentual Emparelhadas Spearman

peso

. Em uUltima analise, a escolha do teste estatistico adequado depende do ndmero
N de situagdes experimentais, do numero de variaveis que estao a ser controladas e do

tipo de medida utilizada para analisar uma variavel dependente.

O objectivo fundamental da analise estatistica é testar se a diferenca prevista
pela hipdtese experimental € significativa, ou se, pelo contrario, se deve aceitar a
hipotese nula de que as diferengas detectadas sédo devidas a flutuacdes na performance

dos animais.
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RESULTADOS e DISCUSSAO
Caracterizacdo de variaveis

As medidas de tendéncia central e de disperséo e variabilidade estudadas,
encontram-se sistematizadas da seguinte forma:

Peso Inicial Frequéncia
4

5,378 Erro-Padrdo

Media 224,35
62,492 Desvio-Padrdo

Inferior 213,71
Superior 234,99
Meédia Podada a 5% 221,76

IC 95%

Mediana 200
Varidancia 3905,21
Minimo 130 1
Meximo 400
Amplitude variagdo 270 0
Espaco interquartilico 100 140, 180, 220, 260, 300, 340, 380,
Coeficiente de skewness 0,718 0,209 Erro-Padréo 160, 200, 240, 280, 320, 360, 400,
Peso inicial
Peso Final Frequéncia
- 3
Média 191,83 5,029 Erro-Padrao
58,435 Desvio-Padrdo
IC 95% Inferior 181,39
Superior 201,28 2
Meédia Podada a 5% 188,563
Mediana 170
Variancia 3414,63 1
Minimo 100
Maximo 390
Amplitude variacdo 290 0
Espaco interquartilico 82 100 140 180 220 260 300 340 380
Coeficiente de skewness 0874 0,209 Erro-Padrdo 120 160 200 240 280 320 360 400
Peso final
Variagdo percentual de peso Frequéncia
B 14
Meéda 1514 ‘ 0,419 Erro-Padréo
4,878 Desvio-Padréo 12

Inferior 14,31

IC95% Superior 15,97 10
Media Podada a 5% 15,22
Medliana 14,81 8
Varidancia 23,79
Minimo 2,04 6
Meaximo 27,59
Amplitude variacao 25,65 4

Espaco interquartilico 7,21
Coeficiente de skewness -0,16 0,209 Erro-Padrao 2

4 8 12 16 20 24 28

Variagdo percentual de peso
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Os parametros ponderados como critérios de seleccao do tipo de teste
paramétrico ou ndo paramétrico, com base na aderéncia a normalidade das variaveis
de peso, englobaram o céalculo da medida da assimetria (coeficiente de skewness/erro-
-padrao), do coeficiente de variacdo CV [(desvio-padrao/média) x 100] e do teste de

Kolmogorov-Smirnov (K-3).

A analise dos resultados da estatistica descritiva e respectivos histogramas da
variavel de peso inicial, permite afirmar que se verifica uma assimetria positiva, uma vez
que o valor calculado, 3,4, é superior a 1,96 ("z” - valor critico de uma distribuicao
gaussiana para um IC a 95%). Verifica-se que existe uma dispersdo média com um CV
= 27,85% (15%<CV<30%), tendo o teste K-S comprovado que pode ser posto em causa

0 pressuposto da normalidade (p=0,000) para p<0,05.
A |

Para a variavel de peso final pode afirmar-se que se verifica uma assimetria
positiva, uma vez que o valor calculado, 4,2, é superior a 1,96. Verifica-se que existe
uma disperséao elevada com um CV = 30,5% (CV>30%), tendo o teste K-S comprovado

que pode ser posto em causa o pressuposto da normalidade (p=0,000) para p<0,05.

Para a variavel da variacdo percentual de peso pode afirmar-se que se verifica
uma simetria, uma vez que o valor calculado, -0,049, esta dentro do intervalo -1,96 a
1,96.Verifica-se que existe uma dispersao elevada com um CV = 32,22% (CV>30%),
tendo o teste K-S comprovado que o pressuposto da normalidade nao é posto em causa
(p=0,200), para p<0,05, sendo deste modo pouco provavel gue a populagao nao tenha

normal.

Escolheram-se deste modo testes ndo paramétricos para o estudo do peso

inicial e final e testes paramétricos para o estudo da variacdo percentual de peso.

1. MONITORIZACAO DO PESO

Os animais estiveram sujeitos a jejum durante o periodo da experiéncia,
aproximadamente 90 horas, com livre acesso a agua. As condicbdes de jejum da
experiéncia conduzem a uma diminuicdo de peso e a lesdes ao nivel do intestino delgado

(Doluisio et al., 1969; Somasundaram et al., 1997).

A monitorizacédo efectuada durante o estudo revelou uma diminuicado de peso

em todos 0s grupos, como pode ser observado na Tabela 17 e na Figura 45.
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Tabela 17. Variacdo de peso por grupos. Valores médios + desvio-padrdo e mediana. %PP - variagdo
percentual de perda de peso.

Peso Inicial (g) Peso Final (g) Perda de Peso (%PP)
Produto

Média = DP Mediana Média=DP Mediana Meédia = DP Mediana

Agua destilada (n=10) 1850+ 27,4 182,56 162,6 + 24,1 145,0 17,61 3,37 18,2

IMfa DT (n=20) 250,8+ 70,7 252,56 201,0+64,9 2225 12,14 +3,06 11,9
DTx (n=10) 181,5+ 14,2 176,0 158,5+12,6  156,5 12,64 +2,62 13,4
IMss DT (n=g) 179,4 + 25,1 175,0 150,0 £ 21,7 142,5 16,35 = 3,21 16,4
DTX (n=7) 197,9 + 28,1 185,0 171,4+31,8 160,0 13,49 + 7,38 15,8
CLio DT (n=20) 235,04 77,9 232,5 201,6+77,9 2025  1595+6,32 15,4
DTx (n=10) 181,56+ 17,5 187,5 150,0+18,6 147,56  17,52+3,43 17,0
CSPDT (n=20) 254,04 79,1 2475 2003+739 2300 13,08 +4,11 12,4
DTx (n=10) 195,56+ 17,2 197,5 165,0+ 21,5 160,0 15,80 + 5.36 16,5

HP-B-CD DTx (n=20) 261,9 £ 38,1 274,5 213,7£27,5 221,5 18,04 + 4,25 191

Total 224,4 +62,5 200,0 191,3 + 58,4 170,0 15,14+ 4,9 14,8
A B
280 22
A TT
240 - 2
R 1
©
o) T i
g 2207 2 T ¢ i
© g 12 1
R 200 2 1
C g 109
§ 180 - § g
g >
(] o h—
T 160 )
® o
3 o
P e — N= 10 10 10 10 20 8 20 7 20 20
/o’fé ?Qoe C’/’O\ B /fé K S @ //)’% B O/’é\ K % %, % % //é /% @ ’%@ % %
GRUPO % %G/O‘*\% Sox Nox \a(_,’_\% % GRUPO oy ‘9%&\% ‘% o o op Nox
% %,
% S,
% = Peso inicial v Peso final %

Figura 45. Representacao grafica da variagdo de peso.
A - Variacdo entre peso inicial e peso final.
B - Valores médios da variagdo percentual de peso, calculados para um intervalo de confianca
de 95%.
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Para estudar o comportamento do peso dos animais antes e depois do tratamento,
efectuaram-se comparacdes e correlagcdes entre o peso inicial e o peso final, no total

dos animais e por grupos de produtos.

O objectivo de usar um desenho experimental emparelhado é o de controlar a
variabilidade da experiéncia. Alguns factores ndo controlados na experiéncia afectarao
igualmente as medidas antes e depois da experiéncia, ndo afectando consequentemente
a diferenca entre o antes e o depois. Analisando portanto s6 as diferencas, com um
teste emparelhado corrigem-se essas fontes de variabilidade. Se o emparelhamento for

efectivo, espera-se que as medidas antes e depois variem em simultaneo.

Uma vez que estas variaveis nao apresentam aderéncia a normalidade, foram
166
utilizados testes nado paramétricos de comparacgéo, teste de Wilcoxon e de correlagéo,

coeficiente de Spearman, aplicaveis para amostras emparelhadas.

A comparacao entre as variaveis através do teste de Wilcoxon, mostra que
existe uma diminuigéo significativa de peso inicial em todos os animais (p=0,000). O
mesmo teste foi aplicado para avaliar em quais dos grupos de produtos se verifica uma
variagdo de peso mais significativa

tendo-se concluido que é significativa em todos os grupos para p<0,01.

O resultado do teste de correlacdo de Spearman apresenta um valor de r=0,976;
p=0,000, a qual é significativa. Pode assim concluir-se que existe uma forte associacao
linear positiva, o que significa que o peso final & directamente proporcional ao peso
inicial, havendo uma variagado simultanea, como se pode verificar através da observacao

do diagrama de dispersao da Figura 46.
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Figura 46. Diagrama de dispersao da correlagcao entre peso inicial e peso final.

As hipoteses que se podem colocar para explicar a variagdo de peso em fungao
da intervencéao efectuada sao de o peso poder variar em funcédo do tipo de produto
administrado, da dose utilizada ou do indice de lesdo provocado pelos produtos
administrados. Esta Ultima hipdtese sera avaliada no estudo histopatoldgico do estdmago.

A variavel utilizada para testar estas hipdteses foi a de variacdo percentual de peso.

Comparacdo da variacdo percentual de peso por grupos de produtos

Na analise estatistica destes resultados foi utilizado o teste de ANOVA a 1 factor
por se tratar de uma variavel com distribuicdo normal, obtendo-se como resultado uma

diferenca significativa entre os diversos grupos (p=0,001), para p<0,05.

A posteriori (post hoc) foi utilizado o teste da menor diferenca significativa (LSD),
para determinar entre que pares de grupos se situa a diferenca. Optou-se por utilizar
o teste LSD que calcula as comparagdes entre grupos utilizando sucessivos testes t,
nao sendo deste modo efectuado ajustamento do grau de erro associado a multiplos
testes, dado que se pretende comparar cada par de grupos de uma forma independente.

Considera-se uma diferenca significativa para p<0,05.

Os pares de grupos entre os quais se verifica diferenga significativa sao descritos

na Tabela 18.
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Tabela 18. Pares de grupos entre os quais se verifica diferenga significativa (p<0,05) de variagdo percentual
de peso.
Valor da
Pares de Grupos o
Significancia (p)

IMfa DT Agua destilada 0,003

Clio DTx 0,003

Clio DT 0,009

CSP DTx 0,038

Mss DT 0,027

HP-p-CD 0,000

IMfa DTx Agua destilada 0,017

Clio DTx 0,017

HP-p-CD 0,002

CLio DT CSP DT 0,046

IMfa DT 0,009

CLio DTx IMfa DT 0,003

CSP DT 0,012

CSP DT Agua destilada 0,012

Clio DTx 0,012

HP-p-CD 0,001

Clio DT 0,046

CSP DTx IMfa DT 0,038

IMss DT IMfa DT 0,027

IMss DTx HP-B-CD 0,023

Agua destilada IMia DTx 0,017

IMfa DT 0,003

CSP DT 0,012

HP-8-CD IMfa DTx 0,002

IMfa DT 0,000

IMss DTx 0,023

CSP DT 0,001
A analise destes dados nao permite estabelecer uma relagdo de causalidade
face aos produtos em estudo, uma vez que tanto estes como os produtos de controlo,
agua destilada e ciclodextrina, apresentam variacdes significativas de perda percentual

de peso.
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Comparacéo da variagcdo percentual de peso por dose utilizada

Foi efectuado o regrupamento dos animais por dose. A aplicagédo do teste t de
Student a analise das médias da variagédo percentual de peso, revela que a diferenca
entre os dois grupos, dose terapéutica e dose toxica, ndo é significativa (p=0,800),

para p<0,05.

A Figura 47 representa graficamente a variacéo percentual de peso entre 0s
dois grupos, podendo observar-se que s&do os animais da dose terapéutica que

apresentam uma variag&o superior, apesar da diferenca ser reduzida (0,23%).

15,20 + 4,86

14,97 £ 4,97

Variagdo percentual de peso

DT DTx
Dose Administrada

Figura 47. Variacdo percentual de peso face a dose administrada.

Tendo em consideragao as variaveis em causa e para as condicdes do estudo,

pode concluir-se que a dose nao teve influéncia na variagcéo percentual de peso.

2. OBSERVAGCAO DAS FEZES

As fezes foram observadas ao longo do ensaio, tendo-se verificado o
escurecimento destas, assim como o aparecimento de cheiro fétido, nos grupos de
animais aos quais fol administrado IM, quer na forma acida quer na forma de sal soédico,

em ambas as doses.

Estes dados sdo sugestivos da presenca de sangue e de alteracdes da flora

bacteriana do tracto gastrointestinal.

Na Figura 48 pode observar-se a distribuicao de frequéncia de animais que

apresentam fezes normais e alteradas.
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170 Figura 48. Frequéncia de animais que apresentam fezes normais e alteradas.

A avaliacado da incidéncia através do risco relativo € efectuada comparando 0s
produtos em estudo, na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é

a IMfa na dose terapéutica.

O objectivo é determinar em que produtos se observa diferenca de risco de
leséo revelador da ocorréncia de hemorragia. Na Tabela 19 encontram-se sistematizados
0s resultados da aplicagcao do teste ao estudo da observagdo macroscopica do aspecto

das fezes.

Verifica-se para todas as formas e doses de complexos (Tabela 19) uma diferenca
significativa em relacao ao comparador, a IMfa na dose terapéutica (p=0,000) para p<0,05,
0 que torna pouco provavel que a relagcéo observada seja devida a uma coincidéncia da
randomizacao da amostra. Tendo em consideracao as condicdes do ensaio e o numero
de animais estudados, a analise estatistica dos resultados permite afirmar que, em
relacdo aos animais tratados com IMfa DT, os animais tratados com os dois complexos
na dose terapéutica tém 2,7% de probabilidade de apresentarem fezes com aspecto

alterado e que para a dose toxica dos complexos a probabilidade é de 5,2%.

Uma vez que os dados estudados incluem os efeitos da randomizacao da
amostra, o verdadeiro risco relativo n&o é provavelmente o mesmo que o valor calculado
a partir dos dados experimentais. Todavia, poderemos estar 95% seguros de que o
intervalo de confianca (IC) contém o verdadeiro risco relativo. A observacido dos dois

extremos do IC revela valores sempre inferiores a 1, o que implica uma probabilidade
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Tabela 19. Incidéncia de animais que apresentam aspecto alterado das fezes, valores de Risco Relativo,
Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador; PE - Produto em Estudo;
N - Normal; A - Alterado; RA - Risco Absoluto; IC - Intervalo de Confianga; L Inf - Limite inferior;
L Sup - Limite superior.

Teste Risco Absoluto
Aspecto (n) Sraes (IC 95%)
Produtos exacto .

i Relativo

Fisher A N RA L Inf | L Sup
IMfa DTx (PE) 0,540 10 0 1,111 0,1 0,09 | 029
IMfa DT (PC) 18 0
CLio DT (PE) 0,000 O 1 29 | o027 | 0857 | 1,06 | -0,75
IMfa DT (PC) 18 2
CLio DTx (PE) 0,000 0 10 1 0,050 | 0,83 | 1,00 | -071
IMfa DT (PC) 18 7
CSP DT (PE) 0,000 0 20 | 0,027 | 0,857 | 1,05 | 0,75
IMfa DT (PC) 18 7
CSP DTx (PE) 0,000* 0 0 | 0052 | 0,836 | -1,09 | -0,71
IMfa DT (PC) 18 2
IMss DT (PE) 0,555 6 2 0,833 0,15 -0,48 0,18
IMfa DT (PC) 18 2
IMss DTx (PE) 1,000 ! 0 1,111 01 | 0,12 | 032
IMfa DT (PC) 18 7

*Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
) Para efeitos de célculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

de risco sempre inferior a do comparador (Figura 49), sugerindo assim um efeito benéfico.
Em termos de risco absoluto regista-se uma reducédo de 85,7% para a dose

terapéutica dos complexos e 83,6% para a dose toxica.

No respeitante ao risco relativo da IMss em ambas as doses utilizadas, verifica-
-se que a diferenca nao ¢ significativa em relacdo ao comparador, p=0,555 para a dose
terapéutica e p=1,000 para a dose toxica. Os dados nao nos permitem, todavia, concluir
que o verdadeiro risco relativo seja diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado
que o 1C a 95% inclui a hipdtese nula (Figura 49), ou seja, que os produtos tém igual
efeito, estendendo-se os limites entre valores representativos de uma associagcao
negativa (RR<1) e valores representativos de uma associacao positiva (RR>1). A analise
dos limites do IC n&o permite chegar a uma concluséao definitiva acerca do possivel
beneficio da utilizagédo da IMss face a IMfa, sendo necessario efectuar o estudo num

maior nimero de animais para chegar a uma concluséo.

Quanto a analise do risco absoluto ha uma reducédo de 15% para a dose

terapéutica e uma aumento de 10% para a dose toxica.
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Para a dose toxica da IMfa verifica-se uma diferenca néo significativa (p=0,540),
observando-se um risco relativo equivalente ao da dose toxica da IMss e evidenciando

um aumento do risco absoluto de 10% de apresentar alteracao das fezes.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 0/20 18/20 —_—— 0,03 [0,00; 0,42]
CLio DTx 0/10 18/20 —_— 0,05 [0,00; 0,78]
CSP DT 0/20 18/20 —_—— 0,03 [0,00; 0,42]
CSP DTx 0/10 18/20 —_—— 0,05 [0,00; 0,78]
IMfa DTx 10/10 18/20 1,11 [0,96; 1,29]
IMss DT 6/8 18/20 0,83 [0,54; 1,28]
IMss DTx 7/7 18/20 1,11 [0,96; 1,29]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT
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Figura 49. Representacéo grafica do risco relativo para o estudo das fezes.

A expresséao grafica do risco relativo (Figura 49) permite constatar que nenhuma
das linhas representativas do |IC nas varias formas de complexo cruza a linha vertical
que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito benéfico do tratamento

em relacdo ao comparador.,

No que respeita a IM na forma de sal sédico, em ambas as doses utilizadas,
verifica-se que as linhas representativas do IC cruzam a linha vertical do efeito nulo,
significando que o efeito de tratamento é semelhante nos grupos que s&do objecto de
comparacgao, o que também ¢é evidenciado pelo facto do valor de p ser superior a 0,05

(Tabela 19).

Uma vez que neste indicador de presenca de lesao ao nivel gastrico se recorre
a um método observacional do aspecto das fezes, os resultados devem ser corroborados
por outros métodos de maior acuidade. Deste modo, este indicador sera confrontado
com a observacdo da presenca de sangue na mucosa e com a analise

citoldgica do muco gastrico para avaliagcdo da presenca de eritrocitos.

3. MORTALIDADE

Durante o periodo de tratamento, 96 horas, ndo houve registo de morte de

qualguer animal em nenhum dos grupos.
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4. ESTUDOS EFECTUADOS NO ESTOMAGO
4.1. Avaliacdo macroscopica

A observacdo macroscopica revela em alguns animais, com maior incidéncia
nos grupos da Indometacina ndo complexada, alteracdo edematosa do aspecto da
mucosa, cor avermelhada e a presenca de sangue. As les6es encontradas foram do

tipo Ulcera e sufusdes hemorragicas.

A sintese dos resultados da observacdo macroscopica efectuada no estébmago,
patente na Tabela 20, € expressa em numero de animais que apresentam alteracdes

face ao numero total de animais de cada grupo.

Tabela 20.Resultados da observagédo macroscopica efectuada no estbmago em todos 0s grupos
de animais, apresentados sob a forma de proporgdo de animais com lesdo em relagao
ao n.° total de animais e indice de lesdo gastrica macroscopico (ILGM) méaximo observado
para os animais de cada grupo.

Observacao Macroscoépica

Presenca Mucosa Presenca ILGM

Produto Dose Sangue  Normal Lesdes Maximo
IMfa DT 13/20 4/20 8/20 4

DTx 8/10 2/10 6/10 4
IMss DT 3/8 3/8 4/8

DTx 4/7 3/7 3/7
Clio OT 0/20 16/20 0/20 1

DTx 0/10 8/10 0/10 1
CSP DT 0/20 17/20 0/20 1

DTx 0/10 9/10 0/10 1
Agua Destilada 0,005mI/Kg 0/10 0/10 0/10 _
HP-B-CD DTx 0/20 0/20 0/20
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4.1.1. Indometacina nao complexada
4.1.1.1. Tipos de lesdo induzidos pela indometacina forma acida

No grupo da dose terapéutica, 50% dos animais evidenciam a presencga de
sangue, 60% apresentam a mucosa edemaciada ou muito escura e 30% tém lesdes
multiplas. Estes resultados estao patentes na Figura 50, correspondente a uma amostra
do tipo de lesbes provocadas em um dos animais deste grupo.

Nos animais do grupo da dose toxica, 80% apresentam pequenas sufusbdes
hemorragicas, 90% alteragdes da mucosa tipo edemaciada e 60% tém Ulceras.

A Figura 51 é representativa de um exemplo de lesédo de um dos animais deste grupo.

174

Figura 50. Analise macroscopica. Lesbdes Figura 51.Analise macroscopica. Lesdes
multiplas no estdbmago de um multiplas no estdbmago de um
animal ao qual foi administrada animal ao qual foi administrada
IMfa, dose terapéutica. IMfa dose toxica.

4.1.1.2. Tipos de lesao induzidos pela indometacina sal sédico

Os animais do grupo ao qual foi administrada a dose terapéutica, apresentam
lesGes do tipo exemplificado na Figura 52, com uma incidéncia de 37,5% que evidenciam
a presenca de sangue, 62,5% apresentam a mucosa edemaciada ou muito escura e

50% tém lesbes multiplas.

Nos animais do grupo ao qual foi administrada dose toxica, 57% apresentam
pequenas sufusdes hemorragicas, 71,4% tém alteragcbes da mucosa e em 57% existem

Ulceras, como se exemplifica na Figura 53.
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Figura 52. Anélise macroscopica. Figura 53. Analise macroscopica.

Mucosa edemaciada e Mucosa edemaciada e algumas
algumas lesdes no estdbmago lesb6es no estdbmago de um
de um animal ao qual foi animal ao qual foi administrada
administrada IMss, dose IMss, dose toxica.

terapéutica,

4.1.1.3. indice de lesdo da indometacina ndo complexada

O maior grau de leséo, indice 3 e 4, observa-se nos animais aos quais foi
administrada IM forma acida. Isto é devido, em parte, a baixa solubilidade do farmaco
nas condigcdes de pH do estdbmago e a um contacto com a mucosa por um periodo de
tempo maior. Como conseguéncia, ocorre uma alta concentragéao local, a qual leva a

uma irritagao da parede e a ulceragao.

O menor grau de lesdo provocado pela forma de sal, indices 2 e 3, relativamente
a forma éacida, pode ser devido a uma solubilidade superior desta forma em relagao a
forma éacida, diminuindo assim o tempo de contacto com o farmaco néao dissolvido

(Nagarsenker et al., 2000).

4.1.2. Indometacina complexada
4.1.2.1. Tipos de lesao induzidos pela indometacina complexada

Observa-se uma diminuicéo da incidéncia e da gravidade da lesdo em todos os
parametros analisados, ou mesmo sem evidéncia de lesao, tanto nos animais do grupo
da dose terapéutica, como nos do grupo da dose toxica. Na Tabela 20 resumem-se 0s

dados da proporcao de animais com evidéncia de lesédo face ao numero total de animais
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e nas Figuras 54, 55, 56 ¢ 57, apresentam-se imagens representativas de animais

destes grupos, sem evidéncia de lesao, antes e depois da preparacao para estudo

histopatologico.

176
N
Figura 54. Analise macroscopica. Figura 55. Analise macroscopica.
Estdbmago sem evidéncia de Estdbmago sem evidéncia de
lesdo num animal ao qual foi lesdo num animal ao qual foi
administrada CSP, dose administrada CSP, dose toxica.

terapéutica,

Figura 56. Analise macroscopica. Figura 57. Analise macroscopica .
Estdbmago sem evidéncia de Estdmago sem evidéncia de
lesdo num animal ao qual foi lesdo num animal ao qual foi
administrada Clio, dose administrada Clio, dose toxica.

terapéutica,

Os Unicos animais que apresentaram evidéncia macroscopica de lesdo pertencem
ao grupo da IM complexada por SP, utilizada na dose terapéutica, que apresenta

alteragbes da mucosa ligeiramente edemaciada em dois dos 20 animais estudados
(Figura 58).
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Figura 58.Analise macroscopica. Mucosa ligeiramente
edemaciada e evidéncia de lesdo no estbmago
de um dos dois animais do grupo da IM
complexada por SP.

A estabilidade dos complexos formados com a IM e a competicdo para formacéao
de complexos por parte de moléculas enddgenas existentes no TGl (colesterol e acidos
biliares, entre outros), depende da constante de estabilidade dos respectivos complexos
formados. Do mesmo modo, o permanente equilibrio entre as moléculas livres de IM e
de ciclodextrina e as moléculas de complexo de inclusdo, bem como a hipdtese ja
anteriormente referida da existéncia de IM adsorvida a superficie da CD no complexo
preparado pelo método de secagem por pulverizacdo, pode concorrer para nao conferir

proteccao completa.

Por outro lado o refluxo do conteddo duodenal pode voltar a expor a mucosa
gastrica em contacto com a IM ja liberta do complexo nesta fase do TGI, podendo

também contribuir como co-factor de lesédo (Somasundaram et al.,1997).

Estes resultados sdo confirmados pela presenca de eritrocitos no estudo

citologico e pelos dados do estudo histoldgico nos mesmos animais.

4.1.2.2. indice de lesdo da indometacina complexada

A capacidade de complexacdo implica que as particulas de farmaco estao

solubilizadas, ndo ocorrendo assim a sua adeséo a parede do estdbmago durante o

periodo de transito gastrico, reduzindo deste modo o efeito de irritagcdo local.
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Os estudos de dissolucdo efectuados na Parte | evidenciam o aumento da
eficacia de dissolugédo com o farmaco complexado, o que contribui também para a

diminuicdo de farmaco sob a forma cristalina em contacto com a mucosa.

A lesdo remanescente, mesmo com farmaco complexado, com um grau de
gravidade classificado como ligeiro (grau 1 - Alteragao de cor ligeiramente perceptivel)
pode ainda ser devida ao efeito sistémico do farmaco, por inibicdo da sintese das PGs
(PGlo e PGEy) as quais tém uma acgao protectora da mucosa gastrica (Nagarsenker et

al., 2000).

178 4.1.3. Agua destilada e hidroxipropil-p-ciclodextrina

Nestes dois grupos de animais ndo se observou evidéncia macroscopica de
qualqguer tipo de lesdo, como esta patente na Tabela 20 e nas Figuras 59 e 60,

exemplificativas de 6rgaos de animais destes grupos.

Figura 59. Analise macroscoépica. Figura 60. Analise macroscopica.
Estdbmago sem evidéncia de Estdbmago sem evidéncia de
les&éo num animal ao qual foi lesdo num animal ao qual foi
administrada agua destilada. administrada ciclodextrina.
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4.1.4. Analise comparativa da presenca de lesdo gastrica macroscopica
4.1.4.1. Aspecto da mucosa

A avaliacdo do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose

terapéutica.

O objectivo é determinar em que produtos se observa diferenca de risco de
lesdo indiciador de processo inflamatoério. Na Tabela 271 encontram-se sistematizados

0s resultados da realizagéo do teste aplicado ao estudo da avaliagdo macroscopica do

aspecto da mucosa gastrica.

Tabela 21. Incidéncia de animais que apresentam alteracdo do aspecto da mucosa gastrica,
valores de Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto
Comparador; PE - Produto em Estudo; A - Alterado; N - Normal; RA - Risco Absoluto
IC - Intervalo de Confianca; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.

Teste Mucosa (n) Risco Risco Absoluto
0,
Produtos exacto Rolative (IC 95%)

Fisher P A RA | Linf |LSup
Mfa DTx (PE) |4 000 8 2 1,000 0,00 | -0,30 | 0,30
IMfa DT (PC) 16 4
Clio BT (PE) 0,001* 5 15 0,313 | -0,600 | -0,90 | -0,30
IMfa DT (PC) 16
CLIo DTx(PE) | 5 004+ 2 0,250 | -0,550 | 0,81 | -0,29
IMfa DT (PC) 16
CSP DT (PE) 0,000* S 1 0,187 | -0,650 | -0,88 | -0,42
IMfa DT (PC) 16 4
CSP DTx(PE) | 5 000 ! B 0,125 | -0,700 | -0,96 | -0,44
IMfa DT (PC) 16 4
Mss DT (PE) 0,371 ° 8 0,781 | -0,175 | -0.55 | 0,20
IMfa DT (PC) 16 4
IMss DTx (PE) | ¢ 308 4 8 0,714 | -0,229 | -0,63 | 0,18
IMfa DT (PC) 16 4

*Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
) Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Verifica-se para todas as formas e doses de complexo (Tabela 21) uma diferenca

significativa em relagdo a IMfa DT, para um valor de p<0,05. Tendo em consideragéao
as condi¢cdes do ensaio e 0 numero de animais estudados, a analise estatistica dos

resultados permite afirmar que, em relacédo aos animais tratados com IMfa DT, os animais
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tratados com o CSP na dose terapéutica 18,7%, apresentam menor probabilidade de
alteracdo da mucosa (Tabela 21), do que o CLio na dose terapéutica 31,3%. Em termos
de risco absoluto, observa-se que é o CSP, em ambas as doses que apresenta maior

reducao.

No que se refere a IMss nas duas doses utilizadas, verifica-se uma diferenca
nao significativa em relacdo a IMfa DT, p=0,371 para a dose terapéutica e p=0,328 para
a dose toxica. Os dados ndo permitem concluir que o verdadeiro risco relativo seja
diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado que o IC a 95% inclui a hipdtese nula
(Figura 61), A analise dos limites do IC ndo permite chegar a uma conclusao definitiva

acerca do possivel beneficio da utilizagao da IMss face a IMfa, sendo necessario efectuar

0 estudo num maior nimero de animais.
180

N Quanto ao risco absoluto, a IMss regista uma reducao de 17,5% para a dose

terapéutica e de 22,9% para a dose toxica.

Para a dose toxica da IMfa verifica-se uma diferenca nao significativa (p=1,000)

evidenciando um risco relativo semelhante de ocorréncia de processo inflamatorio.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DTx 5/20 16/20 —_—— 0,31 [0,14; 0,69]
CLio DT 2/10 16/20 —_— 0,25 [0,07; 0,88]
CSP DT 3/20 16/20 —_— 0,19 [0,06; 0,54]
CSP DTx 1/10 16/20 S 0,13 [0,02; 0,81]
IMfa DTx 8/10 16/20 1,00 [0,68; 1,46]
IMss DT 5/8 16/20 0,78 [0,44; 1,40]
IMss DTx 4/7 16/20 0,71 [0,36; 1,41]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 61. Representacao gréafica do risco relativo para o estudo da alteragé&o do aspecto da mucosa gastrica.

A expresséao grafica do risco relativo (Figura 61) permite constatar que nenhuma
das linhas representativas do IC nas varias formas de complexo cruza a linha vertical
que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito benéfico do tratamento

em relacdo ao comparador,
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4.1.4.2. Presenca de sangue

A avaliac&o do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose

terapéutica.

O objectivo é determinar em que produtos se observa diferenca de risco de
lesdo que evidencie a ocorréncia de hemorragia. Na Tabela 22 encontram-se
sistematizados os resultados da aplicacdo do teste realizado ao estudo da observacao

macroscopica da presenca de sangue na mucosa gastrica.

Tabela 22. Incidéncia de animais que apresentam presenca de sangue na mucosa gastrica, valores
de Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador;
PE - Produto em Estudo; A - Auséncia; P - Presenca; RA - Risco Absoluto;

IC - Intervalo de Confianca; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.
Teste Sangue (n) Risco Risco Absoluto
Produtos exacto ) (IC 95%)

. Relativo

Fisher P A RA Linf | LSup
IMfa DTx (PE) 0,675 8 1231 | 0150 | 0,787 | 1,004
IMfa DT (PC) 13
Clio DT (PE) 0,001* 0 20 | 9,037 | -0.619 | 0,002 | 0,583
IMfa DT (PC) 13 7
Clio DTx (PE) 0,001 0 10 1 0071 | -0,508 | 0,005 | 1,081
IMfa DT (PC) 13 7
CSP DT (PE) 0,001* 0 20 | g,087 " | 0,619 | 0,002 | 0,583
IMfa DT (PC) 13 7
CSP DTx (PE) 0,001* 0 0 1 0071 | -0598 | 0,005 | 1,081
IMfa DT (PC) 13 7
IMss DT (PE) 0,231 3 5 0577 | -0.275 | 0223 | 1,493
IMfa DT (PC) 13 7
IMss DTx (PE) 1,000 4 3 0,879 | -0,079 | 0,420 | 1,802
IMfa DT (PC) 13 7

*Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
- Para efeitos de céalculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Verifica-se para todas as formas e doses de complexos uma diferenga significativa
em relacao a IMfa DT (p=0,001) para um valor de p<0,05. Tendo em consideragéao as
condi¢cbes do ensaio e 0 numero de animais estudados, a analise estatistica dos

resultados permite afirmar que, em relacédo aos animais tratados com IMfa DT, os animais
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tratados com CLio DT e CSP DT tém 3,7% de probabilidade de apresentarem evidéncia

de sangue na mucosa gastrica, com uma reducéao de risco absoluto de 61,9%.

No que respeita a IMss em ambas as doses utilizadas, verifica-se que a diferenca
nao ¢é significativa em relacdo ao comparador, p=0,231 para a dose terapéutica e
p=1,000 para a dose toxica. Os dados ndo nos permitem concluir que o verdadeiro
risco relativo seja diferente de 1, podendo no entanto afirmar-se com 95% confianca
que os produtos tém igual efeito. A analise dos limites do |IC (Figura 62) nao permite
chegar a uma conclusdo definitiva acerca do possivel beneficio da utilizagdo da IMss

face a IMfa, sendo necessario efectuar o estudo numa amostra maior.

A IMss na dose terapéutica apresenta uma reducédo de risco absoluto (27,5%)

Pl que é inferior a de qualquer dos complexos na dose terapéutica (Tabela 22).

Para a dose toxica da IMfa verifica-se uma diferenga nao significativa (p=0,675)
semelhante a obtida para a IMss DT, evidenciando um aumento do risco relativo e

absoluto (15%) de apresentar sangue na mucosa, sinal de hemorragia.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 0/20 13/20 —_— 0,04 [0,00; 0,58]
CLio DTx 0/10 13/20 —_— 0,07 [0,00; 1,08]
CSP DT 0/20 13/20 _— 0,04 [0,00; 0,58]
CSP DTx 0/10 13/20 —_— ] 0,07 [0,00; 1,08]
IMfa DTx 8/10 13/20 _I 1,23 [0,79; 1,92]
IMss DTx 4/7 13/20 0,88 [0,43; 1,80]
IMss DT 3/8 13/20 —a 0,58 [0,22; 1,49]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 62. Representacao grafica do risco relativo para o estudo da presenca de sangue na mucosa gastrica.

A expressao grafica do risco relativo (Figura 62) permite constatar gue nenhuma
das linhas representativas do |IC das formas de complexo na dose terapéutica cruza a
linha vertical que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito benéfico
do tratamento em relacdo ao comparador, mesmo para as doses toxicas, cujo limite

superior do IC apresenta um efeito nulo (RR=1,081).

No que respeita a IM na forma de sal sddico, em ambas as doses utilizadas se
verifica que as linhas representativas do IC cruzam a linha vertical do efeito nulo,

significando que o efeito de tratamento € semelhante.
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4.1.4.3. Incidéncia e indice de lesao

incidéncia de lesdo

A avaliacdo do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose

terapéutica.

O objectivo é determinar em que produtos se observa uma diferenca de risco
de lesdo que evidencie a existéncia de Ulceras. Na Tabela 23 encontram-se sistematizados

0s resultados da aplicagéo do teste ao estudo da avaliacdo da lesdo macroscopica do

estdmago.

Tabela 23. Incidéncia de animais que apresentam lesdo macroscopica do estdbmago, valores de
Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador;
PE - Produto em Estudo; P - Presenca; A - Auséncia; RA - Risco Absoluto; IC -
Intervalo de Confianga; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.

Teste Lesdo (n) Risco Risco Absoluto
Produtos exacto . (IC 95%)
) Relativo

Fisher P A RA L Inf L Sup
IMia DT (PE) |4 oo | 8 0,941 | -0,050 | -0,34 | 0,24
IMfa DT (PC) 17
CLIODT(PE) | 9000+ | © | ® | 05294 | -0.600 | 0,85 | 0,35
IMfa DT (PC) 17
CLio DTX (PE) | g1+ 2 0,235 0,650 | 0,94 | -0,36
IMfa DT (PC) 17 | 3
CSPDT(PE) | 9000~ | @ | 77| 0,76 | -0,700 | -0,02 | -0.48
IMfa DT (PC) 17 | 3
CSPDTx(PE) | g ooor | ° 0,118 | -0,750 | -0,99 | -0,51
IMfa DT (PC) 17 | 3
IMss DT (PE) | 5505 | & | 2 0,882 | -0,100 | -0,44 | 0,24
IMfa DT (PC) 17 | 3
IMss DTx (PE) | ¢ 580 51 2 0,840 | -0,136 | -0,51 | 0,23
IMfa DT (PC) 17 | 3

*Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
" Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Verifica-se para todas as formas e doses de complexos uma diferenca significativa
em relacao a IMfa na dose terapéutica, o que torna pouco provavel que a relagéo

observada seja devida a uma coincidéncia da randomizacao da amostra. Tendo em
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consideracao as condigcdes do ensaio e o numero de sujeitos estudados, a analise
estatistica dos resultados permite afirmar que, em relacdo aos animais tratados com
IMfa DT, os animais tratados com CLio DT tém 29,4% de probabilidade de apresentarem
evidéncia de sangue na mucosa gastrica, enqguanto que com o CSP DT tem uma

probabilidade de 17,6%.

A anélise do risco absoluto evidencia uma maior reducédo para o CSP em ambas

as doses relativamente as doses de CLio (Tabela 23).

Em relagédo a IMss nas duas doses utilizadas, verifica-se que a diferenca néo

€ significativa em relacdo ao comparador, p=0,6006 para a dose terapéutica e p=0,580

para a dose toxica. Os dados nao nos permitem concluir que o verdadeiro risco relativo
194 seja diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado que o intervalo de confianca a
95% inclui a hipotese nula. A analise dos limites do IC (Figura 63) néao permite chegar
a uma conclusao definitiva acerca do possivel beneficio da utilizacdo da IMss face a
IMfa, sendo necessario efectuar o estudo num maior numero de animais. No que se
refere ao risco absoluto verifica-se sdmente uma reducéo de 10% para a dose terapéutica

e de 13,6% para a dose toxica (Tabela 23).

Para a dose toxica da IMfa verifica-se uma diferenca nao significativa (p=1,000)

para um valor de p<0,05.

Produto ensaio  Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio Dt 5/20 17/20 —_— 0,29 [0,13; 0,64]
CLio DTx 2/10 17/20 —_— 0,24 [0,07; 0,82]
CSPCT 3/20 17/20 —_— 0,18 [0,06; 0,51]
CSP DTx 1/10 17/20 —_— 0,12 [0,02; 0,76]
IMfa DTx 8/10 17/20 0,94 [0,66; 1,35]
IMss DT 6/8 17/20 0,88 [0,57; 1,37]
IMss DTx 5/7 17/20 0,84 [0,51; 1,39]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 63. Representacé&o grafica do risco relativo para o estudo do indice de lesdo macroscoépico da
mucosa gastrica.

A expressao grafica do risco relativo (Figura 63) permite constatar que nenhuma
das linhas representativas do IC nas varias formas de complexo cruza a linha vertical
que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito benéfico do tratamento

em relagcdo ao comparador.
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No que respeita a IM na forma de sal sédico, em ambas as doses utilizadas se
verifica que as linhas representativas do IC cruzam a linha vertical do efeito nulo,
significando que o efeito de tratamento é semelhante nos grupos que s&o objecto de

comparagao, néo evidenciando beneficios em relagao a IMfa DT.

indice de lesdo

A analise estatistica dos resultados do indice de lesdo macroscopico da mucosa
gastrica foi efectuada através do teste de Kruskal-Wallis, tendo sido obtido um valor de

H=30,646 para a dose terapéutica e de H=16,996 para a dose toxica, apresentando

ambos uma diferencga significativa para um teste com nivel de significancia de 0,05
185

(p=0,000). A partir da aplicagao do teste U de Mann-Whitney foram obtidos os valores 2
de p da Tabela 24.

Tabela 24. Analise comparativa, entre pares de produtos, da lesdo gastrica na avaliagao
macroscopica. Resultados do teste U de Mann-Whitney.

Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLlO
(Dose Terapéutica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP
Nivel de significancia (p) | 0,916 | 0,000* | 0,000* | 0,001* | 0,004* | 0,435
Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLlO
(Dose Toxica) IMss CSP ClLio CSP ClLio CSP

Nivel de significancia (p) 0,210 |1 0,001* [ 0,003* | 0,010* | 0,026~ | 0,542

Os valores de p obtidos evidenciam diferencas significativas entre as formas
de complexo e a IM na forma acida e na de sal sédico, quer na dose terapéutica, quer

na dose toxica.

A IMfa e a IMss nédo apresentam diferenca significativa para a dose terapéutica
ou para a dose toxica, o mesmo se verificando quando se comparam 0s complexos

entre si, na dose terapéutica ou na dose toxica.
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4.2. Estudo Histopatolégico
4.2.1. Alteragdes morfologicas

A observacido microscopica dos cortes do estdbmago revelou a presenga dos
seguintes tipos de alteragbes morfoldgicas: Ulcera, hemorragia, congestdo vascular,

necrose, edema, exulceracéo e infiltrado inflamatorio.

Na Tabela 25 apresenta-se uma sintese dos resultados da observacéao
microscopica dos cortes de tecido estudados. Os resultados sdo expressos em numero

de animais nos quais se detectou a presenca de alteracdes morfoldgicas (Am), face ao

numero total de animais (At) de cada grupo e a proporcéao relativa (PR).

Tabela 25. Sintese dos resultados do indice de lesdo gastrica (ILGm) do estudo histopatoldgico.
Am = n.° de animais com alteracdo morfoldgica;
At = n.° total de animais;
PR = Proporgao entre Am e At (Am/At);
PR(ILM) = proporcao entre o n.° de animais com Indice de Lesdo méaximo (IL M) e o
n.° total de animais (AIL M/At);
PR(IL m) = proporgdo entre o n.° de animais com Indice de Lesao minimo (IL m) e ©
n.° total de animais (AIL m/At).

Estudo Histologico
Alterac6es Morfologicas ao nivel Gastrico

Produto Dose (AF;:?Aste:nF?; (PR :I I&y M/AY (PR :I Iﬁlr m/AY
VE DT 17/20 (0,85) 4 220010 1 8/20 (0,40
DTx 10/10 (1,00) 3 610060 2  4/10(0,40)
Vs DT 478 (0.50) 2 1/800125) 2 2/8(025
DTx 4/7 (0,57) 4 170142 1 1/7(0149)
Clio DT 5/20 (0.25) T 520025 —
DTx 2/10 (0,20) 1 210020 -
CSP DT 2/20 (0,10) 1 2/20 (0,10) _ _
DTx 1/10 (0,10) 1 100,100 -
Agua Destilada 0,005ml/Kg 0/10 (0,00) - - - -
HP-B-CD DTx 0/20 (0,00) — — — —
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4.2.1.1. Indometacina ndao complexada
4.2.1.1.1. Indometacina forma acida

Este grupo apresenta les6es morfologicas na parede do estdmago. Nos animais
submetidos a administracao do farmaco na dose terapéutica observam-se sobretudo

exulceracoes (Figura 64) e algumas Ulceras (Figura 65), por vezes profundas.

187

Figura 64.Analise histopatol6égica - Perda da camada superficial da
mucosa - exulceracéo. IMfa dose terapéutica. Técnica coloracéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

Figura 65. Andlise histopatoldgica - Ulcera. IMfa dose terapéutica. Técnica
coloracao hematoxilina/eocsina. Ampliagao 50x.
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lesbes observadas no subgrupo anterior, verifica-se com frequéncia a presenca de
hemorragias extensas, necrose da parede e infiltrado inflamatdrio com predominio de

células mononucleadas, de gue se apresentam exemplos nas Figuras 66 e 67.

Estudo Toxicologico

Nos animais submetidos a administracdo do farmaco em dose tdxica, além das
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Figura 66. Analise histopatoldgica - Area extensa de necrose da mucosa.

IMfa dose toxica. Técnica coloragdo hematoxilina/eosina.
Ampliagao 50x.

Figura 67.Andlise histopatoldgica - Area extensa de necrose do corpo

com infiltrado inflamatoério. IMfa dose toxica. Técnica coloracéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.




Observa-se igualmente alteracao do corpo com vacuolizagéo, infiltrado inflamatoério

e perda de epitélio malpiguiano e queratina (Figuras 68 e 69).

Figura 68. Analise histopatolégica - Alteracbes do corpo com vacuolizacéo,
perda do epitélio malpiguiano e de queratina, observando-se
também infiltrado inflamatoério. IMfa dose toxica. Técnica
coloragéo hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.
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Figura 69. Analise histopatolégica - Alteragcbes do corpo com vacuolizacéo,
perda do epitélio malpiguiano e de queratina, observando-se
também infiltrado inflamatodrio. IMfa dose toxica. Técnica
coloracéo hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.
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4.2.1.1.2. Indometacina sal sédico

Este grupo regista também o aparecimento de lesées morfoldgicas na parede
do estdbmago semelhantes as observadas no grupo da IM forma acida.

Nos animais submetidos a administracdo do farmaco na dose terapéutica
observam-se sobretudo exulceragdes (Figura 70) e algumas Ulceras (Figura 71), em
regra menores do que no grupo da IM forma acida.
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Figura 70. Andlise histopatolégica - Perda da camada superficial da mucosa -
- exulceracao. IMss dose terapéutica. Técnica coloragéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

Figura 71.Andlise histopatoldgica - Ulcera. IMss dose terapéutica. Técnica
coloragao hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.
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Nos animais submetidos a administracao do farmaco em dose toxica, além das
lesbes observadas no subgrupo anterior, verifica-se do mesmo modo na dose toxica do
grupo da IM forma acida (Figura 72) a presenca de hemorragias extensas, necrose da

parede e infiltrado inflamatério com predominio de células mononucleadas.

Figura 72. Analise histopatoldgica - Area extensa de necrose da mucosa
com infiltrado inflamatorio. IMss dose toxica. Técnica coloragao
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

A diminuicdo da gravidade das les6es (Tabela 26 e Figura 79) pode em parte
ser atribuida ao facto da forma de sal sédico conferir maior solubilidade ao farmaco,

diminuindo assim o tempo de contacto da forma cristalina solida com a mucosa gastrica.

4.2.1.2. Indometacina complexada

A observagédo microscopica dos cortes da mucosa, efectuados no estbmago
dos animais dos dois grupos de doses administradas, ndo evidencia a existéncia de
lesédo gastrica (Figuras 73 e 74) na maior parte dos animais, excepto num animal
submetido a administracao de complexo preparado por processo de secagem por

pulverizacado na dose terapéutica, tendo-se observado uma pequena Ulcera.

Observa-se o0 aparecimento de ectasia vascular em dois animais aos quais foi
administrado CSP dose terapéutica e num animal na dose toxica, ambos os eventos

classificados com um indice de lesdo de grau 1 (congestao vascular e/ou edema).
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Dos animais aos quais foi administrado CLio dose terapéutica, identificou-se a
ocorréncia de ligeiro edema da submucosa em cinco animais e em dois animais da dose
toxica, tendo a leséo sido classificada com um indice de gravidade de 1.

L]

Figura 73.Analise histopatoldgica - Estbmago com uma histologia sem
alteracb6es significativas (IM CLio). Técnica coloracgéao
hematoxilina/eosina. Ampliagédo 50x.

Figura 74.Andlise histopatoldgica - Estbmago com uma histologia sem
alteragdes significativas (IM CSP). Técnica coloragéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

Este efeito pode ser atribuido ao efeito sistémico da IM por inibicdo das PGs
ao nivel gastrico, a possivel existéncia de IM em solugao resultante do equilibrio existente

entre a IM, a CD e o complexo.
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4.2.1.3. Agua destilada e hidroxipropil-b-ciclodextrina

A observacdo microscopica dos cortes da mucosa, efectuados no estdmago
dos animais dos dois grupos nas doses administradas, ndo evidencia a existéncia de
lesao gastrica (Figuras 75 e 76), confirmando os dados da avaliacdo macroscopica, de

que sao exemplo as Figuras 59 e 60.
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Figura 75. Analise histopatoldgica - Estdbmago com uma histologia sem
alteracoes significativas. Agua destilada. Técnica coloracao

hematoxilina/eosina. Ampliagdo 50x.

Figura 76.Andlise histopatoldgica - Estdbmago com uma histologia sem
alteragbes significativas. HP-b-CD. Técnica coloracgéao

hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

A auséncia de lesdo morfologica gastrica nos animais do grupo da HP-b-CD,

evidencia que a sua administracao por via oral, nas condi¢cdes do ensaio, é segura.
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4.2.2. indice de lesdo gastrica. Analise histopatolégica

A Tabela 26 sistematiza a proporgcao de animais que evidenciam qualquer tipo

de alteracdo morfoldgica para cada grupo de produtos.

Tabela 26. Proporcédo de animais que evidenciam alteragcdes morfoldgicas do estbmago no estudo
histopatoldgico.

Evidéncia Alteragées Proporcao de Animais com

el JrEE Morfolégicas Alteracao Morfol6gica

IMfa DT 17/20 0,85

DTx 10/10 1,00

IMss DT 4/8 0,50

DTx 4/7 0,57

194 Clio DT 5/20 0,25
N DTx 2/10 0,20
CSP DT 2/20 0,10

DTx 1/10 0,10

Agua Destilada 0,005ml/Kg 0/10 0,00

HP-B-CD DTx 0/20 0,00

Nas Figuras 77 e 78 estdo representados o0s resultados da observacao
microscopica do estdbmago, com descricdo do numero de animais em cada grupo, nos
quais se detectou algum dos tipos de lesao e respectivo indice de lesdo, na dose

terapéutica e na dose toxica.
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Dose Terapéutica

O IMfaDT  CLioDT |

N

0 IMfaDT 0 CSPDT |

O IMfaDT @ IMssDT I

Figura 77. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfoldgicas induzidas pela
IM ao nivel gastrico, sob a forma de complexos de inclusé&o e de sal sédico, em relagado
a IM forma é&cida, na dose terapéutica, para o estudo histopatoldgico.
Eixo y = indices de leséao:
1 - Congestado vascular ou edema;
2 - Exulceracdo ou pequena ulcera Unica;
3 - Mais do gue uma Ulcera ou uma so Ulcera muito extensa ou pequenas areas de
necrose ou de hemorragia;
4 - Necrose extensa ou grande hemorragia.
Eixo x = animais de cada grupo.
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Dose Téxica

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTX & Clio DTxI

w

N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTX O CSPDTx|

IS

w

N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTX @ IMssDTxl

Figura 78. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfologicas induzidas pela
IM ao nivel gastrico, sob a forma de complexos de incluséo e de sal sédico, em relacao
a IM forma éacida, na dose téxica, para o estudo histopatoldgico.
Eixo y = indices de lesé&o:
1 - Congestado vascular ou edema;
2 - Exulceracado ou pequena ulcera Unica;
3 - Mais do que uma Ulcera ou uma so Ulcera muito extensa ou pequenas areas de
necrose ou de hemorragia;
4 - Necrose extensa ou grande hemorragia.
Eixo x = animais de cada grupo.

Os resultados evidenciam uma reducéo significativa da incidéncia de lesé&o, bem
como da sua gravidade. O tipo de leséo classificado de grau 1, observado nos animais
aos quais foi administrada IM sob a forma de complexos, é considerado como sendo

leve e reversivel.

A reducao da incidéncia pode ser confirmada pela anéalise dos dados da Tabela
27 e da Figura 79.
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Tabela 27. Reducao de evidéncia de alteracdo morfologica, em proporcdo de animais, no estudo
histopatoldgico. GC = Grupo controlo; Gl = Grupo intervencéo; PPAL = Proporcédo de
animais com lesdo; GC/GIl = Redugao de animais com lesé&o.

Dose Utilizada GC PPAL Gl PPAL GC/GlI
Terapéutica IMfa 0,85 IMss 0,50 1,7
DT) 0,85 CLio 0,25 3,4

0,85 CSP 0,10 8,5
Toxica IMra 1,00 IMss 0,57 1.7
(DTx) 1,00 Clio 0,20 50
1,00 CSP 0,10 10,0
Formas Doses PP Animais Reducdo Animais
Estudadas Utilizadas c/ Lesdo c/ Lesdo (PP)
DT esssms ! 0,85 ‘.u_,§-:§_
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Figura 79. Anélise comparativa da reducé&o de evidéncia de alteracédo morfolégica, em proporgéo

de animais, no estudo histopatoldgico.

PP = proporgcao de animais;

DT = Dose Terapéutica;

DTx = Dose Toxica.

A maior reducao de proporgdo de animais com lesédo observa-se no grupo do

CSP, quer na dose terapéutica (8,5), quer na toxica (10,0), seguida do grupo do CLio
na dose terapéutica (3,4) e toxica (5,0). As reducgbes verificadas para o grupo da IMss
sao menos significativas e sédo equivalentes (1,7) quer para a dose terapéutica, quer
para dose toxica.
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4.2.3. Analise comparativa de lesao gastrica

4.2.3.1. Incidéncia de lesao entre produtos

A avaliac&do do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose
terapéutica. Comparam-se as diversas formas de complexo entre si e também face ao

controlo, que é a agua destilada.

O objectivo é determinar em que produtos se observa diferenca de risco de

lesdo morfologica da mucosa gastrica. Na Tabela 28 encontram-se sistematizados os

resultados da realizagao do teste aplicado ao estudo da incidéncia de lesdo morfoldgica.

Tabela 28. Estudo histopatoldgico. Incidéncia de animais que apresentam lesdo morfoldgica

gastrica, valores de Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto.
PC - Produto Comparador; PE - Produto em Estudo; P - Presenca; A - Auséncia;
RA - Risco Absoluto; IC - Intervalo de Confianca; L Inf - Limite inferior; L Sup
- Limite superior.
Teste 5 Risco Absoluto
Lesao (n) ieEe ]
Produtos exacto . (1C 95%)
i Relativo
Fisher | p A RA L Inf L Sup
IMfa DTx (PE) 0,532 | 19 1176 | 0,150 | -0,05 0,35
IMfa DT (PC) 17
CLio DT (PE) 0,000 | © | | 0294 |-0600]| -085 0,35
IMfa DT (PC) 17 3
CLio DTx (PE) 0,001* | 2 0,235 | -0650 | -0,94 0,36
IMfa DT (PC) 17 3
CSP DT (PE) 0,000 | 2 | | 0,118 |-0750 | -0,95 0,55
IMfa DT (PC) 17 3
CSP DTx (PE) 0,000+ | 9 | 0,118 |-0750 | -0,99 0,51
IMfa DT (PC) 17 3
Mss DT (PE) 0142 | 4| 4| o058 |-0350 | -073 0,03
IMfa DT (PC) 17 3
IMss DTx (PE) 0200 | * | % | o672 |-0279| 068 0,12
IMfa DT (PC) 17 3
CSP DT (PE) 0407 | 2 | | 0400 |-0150| -0,38 0,08
ClLio DT (PE) 5 15
ClLio DT (PE) 0407 | 2 | | 2500 | 0150 | -008 0,38
CSP DT (PE) 2 18
* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
" Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.
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Verifica-se para todas as formas e doses de complexos uma diferenca significativa
em relacdo a IMfa DT (p=0,000), o que torna pouco provavel que a relagado observada
seja devida a uma coincidéncia da randomizacao da amostra. Tendo em consideracao
as condigbes do ensaio e o numero de animais estudados, a analise estatistica dos
resultados permite afirmar que, em relacédo aos animais tratados com IMfa DT, os animais
tratados com CLio DT tém 29,4% de probabilidade de apresentarem lesdo e que para
0 CSP DT a probabilidade é de 11,8%. O risco absoluto é reduzido em 75% para o CSP
DT e em 60% para o CLio DT,

Relativamente a IMss em ambas as doses utilizadas, verifica-se que a diferenca
nao € significativa em relacédo ao comparador, p=0,290 para a dose terapéutica e
p=0,407 para a dose toxica. Os dados ndo nos permitem concluir que o verdadeiro
risco relativo seja diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado que o intervalo de
confianga a 95% inclui a hipotese nula, ou seja, que 0s produtos tém efeito semelhante.
A analise dos limites do IC (Figura 80) ndo permite chegar a uma conclusao definitiva
acerca do possivel beneficio da utilizagao da IMss face a IMfa, sendo necessario efectuar
0 estudo numa amostra maior. A reducéao de risco absoluto observado para a IMss DT
(35%) € menor do que a observada para as formas de complexo na dose terapéutica

ou na dose toxica.

Para a dose toxica da IMfa verifica-se uma diferenca néo significativa (p=0,532).

Produtos ensaio Comparador IMfaDT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 5/20 17/20 — 0,29 [0,13; 0,64]
CLio DTx 2/10 17/20 —_— 0,24 [0,07; 0,82]
CSP DT 2/20 17/20 —_— 0,12 [0,03; 0,44)]
CSP DTx 1/10 17/20 —_— 0,12 [0,02; 0,76]
IMfa DTx 10/10 17/20 - 1,18 [0,98; 1,41]
IMss DT 4/8 17/20 —_— 0,59 [0,29; 1,20]
IMss DTx 4/7 17/20 - 0,67 [0,34; 1,31]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 80. Representacao gréafica do risco relativo para o estudo do indice de lesdo gastrico, por analise
histopatologica. Comparagéo entre os diferentes produtos e a IMfa DT.

A expressao grafica do risco relativo face a IMfa DT (Figura 80) permite constatar
que nenhuma das linhas representativas do IC nas varias formas de complexo cruza a
linha vertical que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito benéfico
do tratamento em relacao ao comparador.

No que respeita a IM na forma de sal sdédico, em ambas as doses utilizadas verifica-
-se que as linhas representativas do IC cruzam a linha vertical do efeito nulo, significando
que o efeito de tratamento é ligeiramente mais benéfico em relacéo a IMfa DT.
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Complexos ensaio Complexos controlo RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 5/20 CSP DT 2/20 B 2,50 [0,55; 11,41]
CSP DT 2/20 CLio DT 5/20 —_— 0,40 [0,09; 1,83]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 81. Representacéo grafica do risco relativo para o estudo do indice de leséo géstrico, por analise
histopatologica. Comparagao entre complexos.

No grafico da Figura 81 poder-se-a constatar que € o CSP DT que apresenta um
efeito mais benéfico relativamente ao CLio DT.

Tabela 29. Estudo histopatolégico. Estudo da incidéncia de animais tratados com as formas de
complexo face ao controlo (dgua destilada), valores de Risco Relativo, Teste exacto
de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador; PE - Produto em Estudo;

P - Presenca; A - Auséncia; RA - Risco Absoluto; IC - Intervalo de Confianga;
L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.
Teste Les&o (n) Risco Risco Absoluto
Produtos exacto ) IC a 95%
) Relativo
Fisher P A RA | Linf | LSup
CLio DT (PE) 0,140 5 5 1 5760 | 025 | 003 | 047
Agua (PC) 0 10
Clio DTx (PE) 0,474 2 & 5,00 () 0,20 | -0,08 0,48
Agua (PC) 0 10
CSP DT (PE) 0,540 2 8 1 2620 | 010 | 000 | 029
Agua (PC) 0 10
CSP DTx (PE) 1,000 1 9 | 300" | 0,10 | 014 | 0,34
Agua (PC) 0 10
IMfa DT (PE) 0,000~ | 1/ S |1833" | o085 | 065 | 1,05
Agua (PC) 0 10
IMfa DTx (PE) 0,000« | 19| 9 |o2100m| 100 | 083 | 1,17
Agua (PC) 0 10
IMss DT (PE) 0,023+ | * 4 11100 | 050 | 015 | 085
Agua (PC) 0 10
IMss DTx (PE) 0,015~ | * 8 |1238" | 057 | 021 0,94
Agua (PO) 0 10
* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
" Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.
Verifica-se em todos os complexos um efeito de risco relativo e absoluto
aumentados, nao apresentando no entanto diferencas significativas (Tabela 29).

Estudo Toxicologico



Complexos Controlo -Agua RR (fixo) RR (fixo)

n/IN n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 5/20 0/10 e 5,76 [0,35; 94,91]
CLio DTx 2/10 0/10 _— 5,00 [0,27; 92,62]
CSP DT 2/20 0/10 _— 2,62 [0,14; 49,91]
CSP DTx 1/10 0/10 PR S 3,00 [0,14; 65,90]
IMfa DT 17/20 0/10 —_— 18,33 [1,21; 276,87]
IMfa DTx 10/10 0/10 —_— 21,00 [1,40; 315,98]
IMss DT 4/8 0/10 -+ 11,00 [0,68; 178,34]
IMss DTx 4/7 0/10 s 12,38 [0,77; 198,71]
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
A favor dos Complexos A favor do controlo/agua

Figura 82. Representacao grafica do risco relativo para o estudo da comparacédo do indice de lesao entre
os produtos estudados e a &gua como controlo.

Quanto a IMss e IMfa observa-se uma diferenca significativa, com risco relativo e

absoluto muito superiores ao dos complexos (Tabela 29).

Observa-se na representacao gréafica do risco relativo (Figura 82) que todos os
produtos cruzam a linha do efeito nulo. Todavia, no caso dos complexos, os limites
inferiores do IC ainda evidenciam a possibilidade de algum efeito benéfico, ou seja,
existe a probabilidade com 95% de confianca, de na populagdo existirem animais que

n&do apresentam lesdo quando lhes é administrada a forma de complexo.

4.2.3.2. indice de lesdo entre produtos

Para a dose terapéutica foi obtido um valor de H=28,642 e para a dose tdxica
H=24,5625, apresentando ambos uma diferenca significativa para um teste com nivel de
significancia de 0,05 (p<0,000). A partir da aplicacéo do teste U de Mann-Whitney foram
obtidos os valores de p da Tabela 30, evidenciando diferencgas significativas entre as

formas de complexo e a IMfa quer na dose terapéutica, quer na dose toxica.

Tabela 30. Anélise comparativa, entre pares de produtos, da lesdo gastrica no estudo histopatoldgico.
Resultados do teste U de Mann-Whitney.

Pares de Grupos Imfa Imfa Imfa Imss Imss CLio
(Dose Terapéutica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP
Nivel de significancia (p) 0.618 | 0.000* | 0.000* | 0.0711* | 0.065 | 0.218
Pares de Grupos Imfa Imfa Imfa Imss Imss CLio
(Dose Toxica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP

Nivel de significancia (p) | 0.032* | 0.000* | 0.000* | 0.029* | 0.067 | 0.542
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Tendo em consideracao que o indice de lesé&o obtido para as formas complexadas
foi o menor (1=congestao vascular e/ou edema) e considerado como transitorio e nao
significativo clinicamente pode concluir-se que os complexos evidenciam um efeito
benéfico face a IMfa quer em termos de incidéncia quer em termos de gravidade de
lesdao. Contudo, face a IMss, os dados estatisticos ndo sédo significativos, nao se

verificando também diferenca significativa entre os complexos.

A IMfa e a IMss né&o apresentam diferenca significativa para a dose terapéutica.

4.2.3.3. Variacao percentual de peso e indice de leséo

A relacéo entre a variagao de peso e o indice de lesao descrito na bibliografia
é controversa, havendo autores cujos resultados evidenciam uma diminuicdo de peso
com um aumento de toxicidade, ndo se observando diminuicdo nos animais aos quais
foi administrado complexo de ciclodextrina (Otero-Espinar et al., 1991), enquanto que
outros obtiveram um aumento de peso nos animais tratados com complexos de
ciclodextrina (Lin et al., 1994). Qutros ainda, imputam as ciclodextrinas um efeito de
reducédo do aumento de peso, da deposicdo de gordura e dos triglicéridos séricos
(Flourié et al., 1993), atribuido também ao facto da HP-b-CD né&o ser hidrolisada pelas
amilases, ndo originando assim os metabolitos (malto-dextrinas, maltose e glucose) que
poderiam ser absorvidos e promover 0 aumento de peso pelo seu valor nutritivo (Antenucci

e Palmer, 1984).

Com o objectivo de testar se a variagao percentual de peso podera ser uma
funcéo do indice de lesao observado nos animais, estes foram reagrupados em funcgéo

do indice de lesao e efectuados testes nao paramétricos de comparacao e de correlacao.

A correlacao efectuada por aplicagao do teste de Spearman, revela a existéncia
de associagdo negativa fraca (r=-0,282; p=0,001) entre o indice de lesédo e a variagao
percentual de peso, ou seja, a variagao é inversamente proporcinal, ndo se observando
uma relacao de linearidade, como se pode verificar na analise do diagrama de dispersao

da Figura 83.
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30 ® clio_dt
@ csp dt
i imss_dtx
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imss_dt
imfa_dt
csp_dtx
@ clio_dtx

agua destilada

Variag&o percentual de peso

¢ imfa_dtx 203

® Total da Populagéo 4
0 R2 =0.0499

1 2 3 4
indice de les&o

o -

Figura 83. Diagrama de dispersao da correlacdo entre a variagdo percentual de peso e o indice
de lesdo morfoldgico do estdmago.

Na analise da dispersao dos dados verifica-se que a maior parte dos animais
se distribui na zona do indice de lesao zero, apresentando uma variagéo percentual de
peso que se estende do minimo ao maximo valor observado e que, nos indices que
representam maior gravidade de lesdo, a variacdo percentual de peso oscila dentro de
valores médios. Pela anélise da linha de regresséao linear, pode afirmar-se que,
considerando as variaveis em causa, cerca de 5% (R2x100) da variagdo percentual de
peso € explicada através do indice de lesdo, sendo os restantes explicados por outros

factores.
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A comparacado da variacdao percentual de peso entre 0s grupos dos animais
com os diferentes indices de leséo, foi efectuada através do teste de Kruskal-Wallis.
Uma vez que este tipo de analise nao permite a utilizagdo de amostras com numero
inferior a 7, 0s animais do grupo do indice de lesdo 3 e 4 foram fundidos. A aplicagao
do teste a globalidade dos animais, revela a existéncia de uma diferenca significativa

(p=0,008) entre os grupos.

Para determinar entre que pares de grupos a diferenca ¢é significativa,
efectuaram-se combinacdes multiplas e aplicou-se a cada par o teste de Mann-Whitney.

Na Tabela 31 assinalam-se as diferencas entre 0s grupos.

Tabela 31. Valor de significancia da comparacao da variagcéo percentual de peso entre os diferentes
indices de lesdo morfoldgica do estdbmago.

04 Pares de Grupos Valor da Significancia (p)
IL O IL 1 0,015*
L2 0,125
IL3 0,013*
IL 1 IL2 0,325
L3 0,670
IL 2 IL3 0,198

* Considera-se significativo para um valor de p<0,05

A diferencga significativa verifica-se entre os animais com IL O e IL 1 e entre o
IL O e IL 3. Deste modo, e considerando o resultado dos testes de correlacédo e de
comparacao, poder-se-a afirmar que, nas condi¢cdes do ensaio e para as variaveis em

causa, nédo € a gravidade da lesdao que condiciona a variagcdo de peso.

Pode assim concluir-se quanto a variagéao de peso, que esta devera ser atribuida
a outras causas externas a este estudo, nao se podendo corroborar nenhum

dos dados dos estudos dos outros autores anteriormente referidos.

4.2.3.4. indice de lesdo e dose administrada

Com o objectivo de avaliar a influéncia da dose no indice de lesdo foi aplicado

o teste U de Mann-Whitney, aos animais reagrupados por dose.

Verifica-se uma diferenca significativa entre os dois grupos (p=0,021) para

p<0,05. Pode assim concluir-se que a dose tem influéncia no indice de lesao.
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4.2.3.5. indice de lesdo macroscépico e histopatoldgico

Foi utilizado o teste de Cochran para averiguar a concordancia entre métodos
que avaliam a incidéncia de lesdo no mesmo animal de modos diferentes, neste caso,

através de observacdo macroscopica e analise histopatologica.

Assim, a utilizacao da comparacao entre estes dois métodos, que avaliam efeitos
semelhantes nos elementos que compdem a amostra, permite comprovar a fiabilidade

da observacdo macroscopica através de um método de maior acuidade.

Na Tabela 32, estdo sistematizados os resultados da aplicacéap do teste de

Cochran.

205
Tabela 32. Resultados do Teste de Cochran de concordancia do indice de lesé&o gastrica, entre 4
0os métodos de observacédo macroscopica e de anélise histopatoldgica.

Produto Valor significancia (p)
IMfa DT 1,000
IMfa DTx 0,167
IMss DT 0,167
IMss DTx 0,564
CLio DT 1,000
CLio DTx 1,000
CSPDT 0,317
CSP DTx 1,000

Nao se verificam diferencas significativas para um teste com nivel de significancia
de 0,05, podendo assim concluir-se que existe concordancia entre os testes efectuados.
Este resultado indica que o grau de lesao identificado através do estudo histopatolégico

corrobora a analise efectuada macroscopicamente.
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5. MUCO GASTRICO

5.1. Estudo citolégico

Os resultados dos varios tipos de estudos efectuados no muco gastrico
encontram-se coligidos na Tabela 33. Apresentam-se 0s resultados da observacao
microscopica da presenca de eritrécitos e leucodcitos, em termos de niumero de animais
nos quais foi identificada a presenca/n.° total de animais do grupo, bem como o resultado

da avaliacdo por aplicacdo da escala de identificacao previamente definida.

Tabela 33. Resultados do estudo efectuado no muco géastrico. P = Presenca; NMC = indice de
lesdo citolégico méaximo observado, com base no n.° de células observado por campo,
de acordo com a escala de classificacéo.

Observacao Observacao Microscépica
Macroscépica Estudo Citologico
. Eritrécitos (E) Leucécitos (L)
Produto Dose Cor e Cheiro p NMC P NMC
IMfa DT 0/20 13/20 4 13/20 4
DTx 1/10 7/10 4 6/10 4
IMss DT 1/8 3/8 2 5/8 3
DTx /7 4/7 3 2/7 3
Clio DT 0/20 0/20 0 0/20 0
DTx 0/10 0/10 0 0/10 0
CSP DT 0/20 2/20 1 0/20 1
DTx 0/10 0/10 0 0/10 0
Agua Dedtilada 0,005mlI/kg 0/10 0/10 0 0/10 0
HP-B-CD DTx 0/20 0/20 0 0/20 0
20 - 20 -
15 - 15
) 2
© ©
£ £
€10 A '£10 4
< <
P Z
5 - 5 -
k IMfaDT  IMfa IMss IMss CLioDT CLio CSPDT CSP Agua HP- - N IMfaDT IMfa IMss IMss CLioDT CLio CSPDT CsP Agua HP-R-
(N=20) DTx DT DTx (N=20) DTx (N=20) DTx Dest. CD (N=20)  DTx DT DTx (N=20) DTx (N=20) DTx  Dest. cD
(N=10) (N=8)  (N=7) (N=10) (N=10) (N=10) (N=20) (N=10) (N=8) (N=7) (N=10) (N=10) (N=10) (N=20)
mPresenca m Auséncia
Figura 84. Distribuicdo de frequéncias de presenca e auséncia de eritrécitos e de leucocitos.
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5.1.1. Indometacina ndao complexada

Nos animais deste grupo, independentemente da dose administrada, observou-

-se a presencga de:

B3

» eritrocitos e leucdcitos, sendo estes neutrdfilos polinucleares;

D3

» cosinofilos;

D3

» lise celular, residuos celulares e células intactas de descamacao;

3

» partes filamentosas de muco.

*,

A presenca de eritrocitos e leucocitos confirma as observagdes macroscopicas
de ocorréncia de hemorragia e destruicdo celular. Os leucoécitos encontrados sao
neutrofilos polinucleares, reveladores de acgéao inflamatoéria, confirmando os resultados
da observacao macroscopica. De acordo com os dados patentes na Tabela 15, é o
grupo da IMfa, na dose toxica, que apresenta maior niumero de animais com as alteragoes
descritas (7/10 com presenca de eritrocitos e 6/10 com presenca de leucocitos), seguida
da IMfa dose terapéutica (11/20 com presenca de eritrocitos e 13/20 com presenca de

leucocitos).

A presenca de eosinodfilos indicia a ocorréncia de hemorragias, gue confirmam
a observacao de alteracdo de cor e cheiro, detectada em animais aos quais foi

administrada IMfa dose toxica, IMss dose terapéutica e dose tdxica.

Estes resultados estdo em consonancia com os dados publicados, que
evidenciam que a IM tem capacidade para alterar a fungdo dos leuco6citos
polimorfonucleares, por inibicdo da motilidade e da actividade quimiotactica nos exsudatos
inflamatoérios, e para interferir com a agregacio plaquetaria alterando a hemostase

(Biscarini, 2000a; Fowlie, 1996; Kamran et al., 1993).

A lise celular e a presenca de residuos celulares e células intactas, observadas
Nno muco gastrico, séo indicadores da destruicdo celular, decorrente da lesédo da mucosa
por formacao de ulceracoes e exulceracdes. Estes dados foram identificados nos animais

aos guais foi administrada IMfa e IMss, quer na dose terapéutica quer na dose toxica.

A presenca de filamentos de muco, no estudo citolégico efectuado nos animais
do grupo da IM, podera ser atribuida, de acordo com a bibliografia (Somasundaram et al.,

1997), a0 mecanismo de toxicidade da indometacina, o qual pode conduzir a uma inibicédo

Estudo Toxicoldgico

207

4



da producao de trifosfato de adenosina (ATP) e inibicdo ou diminuicdo da producéo de

muco e alteracdes da sua composicao.

Em alguns dos animais do grupo da dose toxica da IMfa e nos dois grupos da

IMss, registou-se a presenga de muco com cheiro fétido.

5.1.2. Indometacina complexada

Os estudos efectuados nos animais deste grupo nédo evidenciaram a presenca

de nenhuma das alteragbes mencionadas no grupo da IM n&o complexada, com excepcao

de dois animais do grupo do complexo obtido através de secagem por pulverizagéao,

B8 cdministrado na dose terapéutica, que revelaram a presenca de eritrocitos.

Este resultado, confirmado no estudo histopatoldgico, podera ser atribuido a
indometacina ou a lesdo do intestino delgado no jejum, aparecendo os eritrocitos no

muco gastrico, por mecanismo de refluxo.

5.1.3. Agua destilada e hidroxipropil-p-ciclodextrina

Em nenhum dos animais destes grupos foi observada evidéncia de lesdo de
acordo com os métodos usados no estudo citoldgico. A agua destilada foi utilizada
como controlo negativo de evidéncia de lesdao do grupo da IM ndo complexada e a
HP-B-CD como controlo da auséncia de lesdo por parte das ciclodextrinas, ficando,
assim, de acordo com as condigdes do ensaio, comprovada a seguranca da sua

utilizacao por via oral.

5.2. Analise comparativa de alteragcao celular no muco gastrico

5.2.1. Presenca de eritrocitos entre produtos. Incidéncia e indice de lesao
incidéncia de lesédo

A avaliac&do do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose

terapéutica.
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O objectivo é determinar em que produtos se observa diferenca de risco de
lesdo que evidencie a ocorréncia de hemorragia. Na Tabela 34 encontram-se
sistematizados os resultados da aplicagcdo do teste aplicado ao estudo da presenca de

eritrocitos no muco gastrico.

Tabela 34. Incidéncia de animais que apresentam presenca de eritréocitos no muco géastrico,
valores de Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto
Comparador; PE - Produto em Estudo; A - Auséncia; P - Presenca; RA - Risco
Absoluto; IC - Intervalo de Confianca; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.

Teste Eritrocitos Risco Absoluto
Produtos exacto (n) RR e 2
Fisher | p A RA | Linf | LSup
IMfa DTx (PE) 1,000 ! 1,077 | 0,05 | -0,34 | 0,24
IMfa DT (PC) 13
Glio DT (PE) 0,000- | © 20 1 0087 | 060 | -085 | -0,35
IMfa DT (PC) 13 7
CLIoDTX(PE) 1 g 001+ | © 0 0071 | 065 | -0,94 | -0,36
IMfa DT (PC) 13 7
CSP DT (PE) 0,001+ 2 18 0,154 -0,70 -0,92 -0,48
IMfa DT (PC) 13 | 7
CSPDTX(PE) 1 9001+ | © 0 1 o071 | 0,75 | -0,99 | -051
IMfa DT (PC) 13 | 7
IMss DT (PE) 0,231 8 o 0,677 | -0,10 | -0,44 | 0,24
IMfa DT (PC) 13 7
IMss DTx (PE) 1,000 4 8 0,879 | -0,14 | -0,561 | 0,23
IMfa DT (PC) 13 7

* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.

) Para efeitos de céalculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Em relacdo aos complexos verifica-se sempre uma diferenca significativa,
apresentando uma probabilidade muito baixa de risco relativo, face a IMfa DT, 3,7%
para o CLio DT e 15,4% para o CSP DT. Existe assim evidéncia do CSP poder provocar
hemorragia em relagdo ao ClLio, sendo todavia o grau de lesdo considerado leve e

transitorio.

No respeitante a IMss em ambas as doses utilizadas, verifica-se que a diferenca
ndo ¢é significativa em relacdo ao comparador, p=0,231 para a dose terapéutica e
p=1,000 para a dose toxica. Os dados ndo nos permitem concluir que o verdadeiro
risco relativo seja diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado que o intervalo de

confianca a 95% inclui a hipdtese nula.
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A analise dos limites do IC (Figura 85) ndo permite chegar a uma conclusao
definitiva acerca do possivel beneficio da utilizacdo da IMss face a IMfa, sendo necessario

efectuar o estudo num maior numero de animais.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 0/20 13/20 —_—— 0,04 [0,00; 0,58]
CLio DTx 0/10 13/20 0,07 [0,00; 1,08]
CSP DT 2/18 13/20 —_— 0,17 [0,04; 0,66]
CSP DTx 0/10 13/20 0,07 [0,00; 1,08]
IMfa DTx 7/10 13/20 — 1,08 [0,64; 1,81]
IMss DT 3/8 13/20 0,58 [0,22; 1,49]
IMss DTx 4/7 13/20 —1— 0,88 [0,43; 1,80]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 85. Representacgéo grafica do risco relativo para o estudo da presenga de eritrocitos no muco gastrico.

A expressao grafica do risco relativo permite também constatar que nenhuma
das linhas representativas do IC nas varias formas de complexo na dose terapéutica
cruza a linha vertical que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito

benéfico do tratamento em relacdo ao comparador.

indice de lesdo

Para a dose terapéutica foi obtido um valor de H=25,864 e para a dose toxica
H=17,652, indicando ambos uma diferenca significativa para um teste com nivel de
significancia de 0,05 (p=0,000). A partir da aplicagao do teste U de Mann-Whitney foram
obtidos os valores de p da Tabela 35, evidenciando diferencgas significativas entre as

formas de complexo e a IMfa, quer na dose terapéutica, quer na dose toxica.

A IMfa e a IMss né&o apresentam diferenca significativa para a dose terapéutica,

nem para a dose toxica.

Tabela 35. Anéalise comparativa, entre pares de produtos, da presencga de eritrocitos no muco
géastrico. Resultados do teste U de Mann-Whitney.

Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss ClLio
(Dose Terapéutica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP

Nivel de significancia (p) 0,237 | 0,000* | 0,000* | 0,067 | 0,004* | 0,152

Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss ClLio
(Dose Toxica) IMss CSP Clio CSP Clio CSP

Nivel de significancia (p) 0,644 | 0,002* | 0,002* | 0,009* | 0,009* | 1,000
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Face a IMss verifica-se uma diferenca néo significativa para o CSP DT e diferencas
significativas para o CSP DTx e para ambas as doses do ClLio. Estes resultados mostram
um efeito benéfico em termos de diminuicdo da gravidade de hemorragia, uma vez que

O numero de eritrocitos, quando presentes, é reduzido.

Quando se comparam as duas formas de complexos nao se encontram diferencas

significativas.

5.2.2. Pesquisa da ocorréncia de hemorragia

Foi utilizado o teste de Cochran para averiguar a concordancia entre métodos
‘ S N ‘ . ‘ 211
que avaliam a possibilidade de ocorréncia de hemorragia no mesmo animal de modos
diferentes, neste caso, através de observacido da alteragdo do aspecto das fezes, da

existéncia de sangue na mucosa e da presenca de eritrocitos no estudo citoldgico.
Na Tabela 36, estdo sistematizados os resultados da aplicagao do teste de

Cochran.

Tabela 36. Resultados do Teste de Cochran aplicado a concordancia entre a alteracdo do aspecto das
fezes, presenca de sangue na mucosa e de eritrocitos no estudo citoldgico.

Produto Valor significancia (p)
IMfa DT 0,050
IMfa DTx 0,717
IMss DT 0,368
IMss DTx 1,000
CLio DT 0,007*
CLio DTx 0,135
CSPDT 0,097
CSP DTx 0,368

Através da anélise dos dados pode concluir-se que existe concordéancia entre
os testes para todos os grupos de produtos, com excepcéo do CLio DT, sendo somente
detectavel através do estudo citoldgico a evidéncia de presenca de eritrocitos indicadores

de possivel hemorragia, sendo no entanto classificado com o grau mais baixo de leséo.
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5.2.3. Presenca de leucocitos. Incidéncia e indice de lesao
Incidéncia de lesdo

A avaliacédo do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose

terapéutica.

O objectivo é determinar em que produtos se observa uma diferenca de risco
de lesdo que evidencie a ocorréncia de processo inflamatério. Na Tabela 37 encontram-

se sistematizados os resultados da realizacéo do teste aplicado ao estudo da presenca

de leucocitos no muco gastrico.

Tabela 37. Incidéncia de animais que apresentam presenca de leucocitos no muco gastrico,
valores de Risco Relativo, Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto
Comparador; PE - Produto em Estudo; A - Auséncia; P - Presenca; RA - Risco
Absoluto; IC - Intervalo de Confianga; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.

Teste Leucodcitos Risco Absoluto
Risco
Produtos exacto ] . IC a 95%

) Relativo

Fisher P A RA L Inf | L Sup
IMfa DTx (PE) 1,000 6 4 0,923 | 0,05 | 0,42 | 0,32
IMfa DT(PC) 13
CLio DT (PE) 0,000 | 9 | 29 | o087 | 065 | -087 | 043
IMfa DT(PC) 13 7
CLIoDTX(PE) | 9001 | O | 10 | 0071 | 065 | -0,89 | -0,41
IMfa DT(PC) 13 7
CSP DT (PE) 0,000+ | 9 | 29 | 0037 | 065 | -087 | -0,43
IMfa DT(PC) 13 7
CSP DTx (PE) 0,001* 0 10 0,07W (1) -0,65 -0,89 _O,4j
IMfa DT(PC) 13 7
IMss DT (PE) 1,000 5 S 0,962 | 003 | -0,42 | 0,37
IMfa DT(PC) 13 7
IMss DTx (PE) 0,185 2 5 0,440 | -0,36 | -0,76 | 0,03
IMfa DT(PC) 13 7

* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
" Para efeitos de céalculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Em relacdo aos complexos verifica-se sempre uma diferenca significativa,
apresentando no entanto uma probabilidade muito baixa de risco relativo, face a IMfa

DT, 3,7% para ambos os complexos na dose terapéutica. Existe assim evidéncia de

efeito benéfico.
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Verifica-se que para a IMss em ambas as doses utilizadas, a diferenca nao é
significativa em elacédo ao comparador, p=1,000 para a dose terapéutica e p=0,185
para a dose toxica. Os dados nao nos permitem concluir que o verdadeiro risco relativo
seja diferente de 1, podendo no entanto ser afirmado que o intervalo de confianca a
95% inclui a hipdtese nula. A analise dos limites do IC nao permite chegar a uma
concluséao definitiva acerca do possivel beneficio da utilizacdo da IMss face a IMfa,

sendo necessario efectuar o estudo num maior nimero de animais.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)
n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 0/20 13/20 —— 0,04 [0,00; 0,58]
CLio DTx 0/10 13/20 —_— 0,07 [0,00; 1,08]
CSP DT 2/20 13/20 —_— 0,15 [0,04; 0,60]
CSP DTx 0/10 13/20 —_— 0,07 [0,00; 1,08] 213
IMfa DT 7/10 13/20 - 1,08 [0,64; 1,81] 2
IMss DT 5/8 13/20 —— 0,96 [0,51; 1,80]
IMss DTx 2/7 13/20 —_— 0,44 [0,13; 1,48]

0,001 0,01 01 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 86. Representagéo grafica do risco relativo para o estudo da presenca de leucocitos no muco gastrico.

A expressao grafica do risco relativo (Figura 86) permite constatar gue nenhuma
das linhas representativas do IC nas varias formas de complexo na dose terapéutica
cruza a linha vertical que marca o efeito nulo (RR=1), apresentando assim um efeito
benéfico do tratamento em relacdo ao comparador,

indice de Lesédo

Para a dose terapéutica foi obtido um valor de H=33,655 e para a dose tdxica
H=13,066, apresentando ambos uma diferenca significativa para um teste com nivel de
significancia de 0,05 (p=0,000). A partir da aplicagao do teste U de Mann-Whitney foram
obtidos os valores de p da Tabela 38, evidenciando diferencas significativas entre as
formas de complexo e a IMfa quer na dose terapéutica, quer na dose toxica. A IMfa

e a IMss ndo apresentam diferenca significativa em ambas as doses.
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Tabela 38. Analise comparativa, entre pares de produtos, da presencga de leucdcitos no muco
géastrico. Resultados do teste U de Mann-Whitney.

Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLio
(Dose Terapéutica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP
Nivel de significancia (p) 0,936 | 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* | 1,000
Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLio
(Dose Téxica) IMss CSP Clio CSP Clio CSP

Nivel de significancia (p) 0,458 | 0,005* | 0,005* | 0,081 0,081 1,000

Verifica-se que para a dose terapéutica existem diferencas significativas entre

0s complexos e a IMss, nao se verificando essa diferenca entre os complexos.
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N 5.2.4. Pesquisa de sinais de inflamacéao

Foi utilizado o teste de Cochran para averiguar a concordancia entre métodos
que avaliam a existéncia de sinais de inflamacdo no mesmo animal de modos diferentes,
neste caso, através de observagéo da alteracao do aspecto da mucosa gastrica, e

presenca de leucocitos no estudo citolégico.

Na Tabela 39, estdo sistematizados os resultados da aplicagao do teste de

Cochran.

Tabela 39. Resultados do Teste de Cochran aplicado a concordancia entre a alteragéo do aspecto da mucosa
e da presenca de leucocitos no estudo citologico.

Produto Valor significancia (p)
IMfa DT 0,083
IMfa DTx 0,317
IMss DT 1,000
IMss DTx 0,157
ClLio DT 0,025*
ClLio DTx 0,157
CSPDT 0,083
CSP DTx 0,317

Através da analise dos dados pode concluir-se que existe concordancia entre
os testes para todos os grupos de produtos, com excepcgao do CLio DT, sendo somente
detectavel através do estudo citoldgico a evidéncia de presenca de leucocitos indicadores
de possivel inflamacao da mucosa, sendo no entanto classificado com o grau mais

baixo de lesdo.
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6. ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS EFECTUADOS NO RIM E NO FiGADO
6.1. Estudo histopatolégico do rim
6.1.1. Alteracdes morfoldgicas

Todos o0s animais aos quais foi administrada IM, quer sob a forma n&do complexada,
quer complexada, apresentam evidéncia um ou varios tipos de alteragdes morfologicas.

A vacuolizagao dos tubulos (Figuras 87 e 88) € um desses tipos de alteragdes observada.
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Figura 87. Analise histopatoldgica - Vacuolizagdo dos tubulos no rim de
um animal ao qual foi administrada IMss, na dose toxica. Técnica
coloracéo hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.

Figura 88.Anélise histopatoldgica - Vacuolizacdo dos tUbulos no rim de
um animal ao qual foi administrada IMfa, na dose terapéutica.
Técnica coloragcdo hematoxilina/eosina. Ampliagdo 50x.
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Apresentam também uma retraccao do tufo glomerular e pequenos focos de

estase (Figura 89), comparativamente com o grupo controlo.
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Figura 89. Analise histopatoldgica - Estase observada no rim de um dos
animais ao qual foi administrada IM complexada por processo

de liofilizacao. Técnica coloracao hematoxilina/eosina.
Ampliacdo 50x.

Os animais dos grupos aos quais foi administrada agua destilada e HP-B-CD

(Figura 90) ndo apresentam evidéncia de lesao.

Figura 90.Analise histopatoldgica - Rim sem evidéncia de alteragéo

morfologica. HP-B-CD. Técnica coloragdo hematoxilina/eosina.
Ampliagao 50x.
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6.1.2. indice de lesio renal.

Na Tabela 40 e nas Figuras 91 e 92, pode avaliar-se a incidéncia e o grau de

gravidade das les6es renais, na dose terapéutica e na dose toxica.

Tabela 40. Sintese dos resultados do estudo histopatoldgico e do indice de lesé&o renal (ILRm).
Am = n.° de animais com alterac&o morfolégica;
At = n.° total de animais;
PR = Proporgao entre Am e At (Am/At);
PR(IL M) = proporcdo entre o n.° de animais com Indice de Lesao maximo (AIL M) e
0 n.° total de animais (AIL M/At);
PR(IL m) = proporcao entre o n.° de animais com Indice de Lesado minimo (AIL m) e
0 n.° total de animais (AIL m/At).
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Produto Dose (Allpw:/eAstingF?) (PR :I MA M/AY (PR :I I&[n m/AY g
IMfa DT 6/20 (0,30) 1 6/20 (0,30) ___ _
DTx 10/10 (1,00) 3 4/10 (0,40) 2 6/10 (0,60)
IMss DT 7/8(0,67) 1 7/8(0,875) ___ _
DTx 7/7 (1,00) 1 7/7 (1,00) _ -
Clio DT 9/20 (0,45) 1 9/20 (0,45) .
DTx 10/10 (1,00) 3 2/10 (0,20) 2 8/10 (0,80)
CSP DT 7/20 (0,35) 1 7/20(0,35) .
DTx 10/10 (1,00) 3 5/10 (0,50) 2 5/10 (0,50)
Agua Destilada 0,005mI/Kg 0/10 (0,00) - _ _ _
HP-B-CD DTx 0/20 (0,00) _ _ _ _
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Dose Terapéutica

O IMfaDT ® CLioDT

| Aﬁﬁlﬂ%&%ﬂﬁﬁﬁgﬂ
Ay /4 TGl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

O IMfaDT O CSPDT I

; //@@ﬂ///////

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 15 16 17 18 19 20

O IMfaDT @ IMssDT

Figura 91. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfoldgicas induzidas pela
IM ao nivel renal, sob a forma de complexos de inclusé&o e de sal sédico, em relagéo
a IM forma éacida, na dose terapéutica, para o estudo histopatoldgico.
Eixo y = indices de leséo:
1 - Unicamente lesdes tubulares ou circulatoérias;
2 - Les®es glomerulares atingindo poucos glomérulos;
3 - Destruicdo de glomérulos ou lesbdes que atingem muitos glomérulos.
Eixo x = animais de cada grupo.
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Dose Téxica

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTx & CLioDTxI

A A

ol L1 | - L1 1 || L1 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTx O CSPDTXI

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O IMfaDTx @ IMssDTx |

Figura 92. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfoldgicas induzidas pela
IM ao nivel renal, sob a forma de complexos de inclusé&o e de sal sédico, em relacéo
a IM forma é&cida, na dose toxica, para o estudo histopatologico.
Eixo y = indices de leséao:
1 - Unicamente lesdes tubulares ou circulatoérias;
2 - LesGes glomerulares atingindo poucos glomérulos;
3 - Destruicdo de glomérulos ou lesbdes que atingem muitos glomérulos.
Eixo x = animais de cada grupo.
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A gravidade e a incidéncia das lesdes, quando se comparam os resultados da
IMfa com a IM complexada por qualguer um dos métodos de preparacao, sdo semelhantes,

quer para a dose terapéutica, quer para a toxica.

O aparecimento destas lesdes nos animais aos quais foi administrada IM
complexada, pode ser atribuido ao facto da IM ter sido absorvida, uma vez que estes
efeitos estdo descritos na bibliografia como sendo caracteristicos do farmaco quando

administrado por via intravenosa.

6.1.3. Analise comparativa de lesao renal
6.1.3.1. Incidéncia de lesao

A avaliacdo do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose
terapéutica. Efectua-se também a comparacao das diversas formas de complexo entre

si, na dose terapéutica.

O objectivo é determinar se existe uma incidéncia de lesdo comparavel entre

as diversas formas de IM, para doses equivalentes.

Se existir conformidade nos dados observados poder-se-a vir a concluir, a partir
da analise conjunta com o indice de leséo, se a IM sob a forma de complexos é ou nao

absorvida.

Na Tabela 41 encontram-se sistematizados os resultados da aplicagao do teste

ao estudo da leséao renal.
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Tabela 41. Incidéncia de animais que apresentam lesao renal, valores de Risco Relativo, Teste
exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador; PE - Produto em Estudo;
P - Presencga; A - Auséncia; RA - Risco Absoluto; IC - Intervalo de Confianca; L Inf -
Limite inferior; L Sup - Limite superior.
Teste . Risco Absoluto
Lesdo (n) Blese .
Produtos exacto IC a95%
Fish Relativo
iShel P A RA LiInf [ L Sup
IMfa DTx (PE) 0,000+ | 19 0 3,333 | 0,700 | 047 |o093
IMfa DT (PC) 6 14
CLio DT (PE) 0,514 9 1 1,500 | 0,150 | -0,15 | 0,45
IMfa DT (PC) 6 14
Clio DTx (PE) 0,000+ | 10 0 3,333 | 0700 | 0,47 | 0,93
IMfa DT (PC) 6 14
CSP DT (PE) 1,000 / 13 1,167 0,050 | -0,24 | 0,34
IMfa DT (PC) 6 14
CSP DTx (PE) 0,000+ | 19 0 3,333 | 0,700 | 0,47 | 0,93
IMfa DT (PC) 6 14
IMss DT (PE) 0,011 ! ! 2,917 0,580 | 0,27 | 0,88
IMfa DT (PC) 6 14
IMss DTx (PE) 0,002 7 0 3,333 | 0,70 | 0,44 | 0,96
IMfa DT (PC) 6 14
CSP DT (PE) 0,748 / 13 0,778 20,10 | -0,20 | 0,40
CLio DT (PE) 9 11
CLio DT (PE) 0,748 o 1 1,286 0,10 | -0,40 | 0,20
CSP DT (PE) 7 183

* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
' Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Em termos de incidéncia de lesé&o renal, o teste exacto de Fisher revela uma
diferenca significativa quando se comparam as dose toxicas de IMfa e IMss com a IMfa
dose terapéutica, bem como entre os complexos na dose toxica e a IMfa na dose

terapéutica.

Face aos complexos na dose terapéutica, ndo existe diferenca significativa, o
que indica que a taxa de leséo renal provocada é semelhante, ou seja, que a IM foi

absorvida numa dose equivalente a da IM na forma acida.
Na comparacao entre complexos, nao se verifica diferenca significativa.

Na Tabela 40 e nas Figuras 91 e 92, pode avaliar-se a incidéncia e o grau de

gravidade das lesbes renais, na dose terapéutica e na dose toxica.
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A expresséao grafica do risco relativo face ao comparador (Figura 93) permite
constatar que ambos os complexos na dose terapéutica cruzam a linha vertical
gue marca o efeito nulo, significando que o efeito de tratamento é semelhante ao
da IMfa DT.

Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 9/20 6/20 —to— 1,50 [0,66; 3,43]
CLio DTx 10/10 6/20 —a— 3,33 [1,71; 6,51]
CSP DT 7/20 6/20 —_— 1,17 [0,48; 2,86]
CSP DTx 10/10 6/20 — 3,33 [1,71; 6,51]
IMfa DTx 10/10 6/20 — 3,33 [1,71; 6,51]
IMss DT 7/8 6/20 —a— 2,92 [1,42; 5,99]
IMss DTx 7/7 6/20 — 3,33 [1,71; 6,51]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 93. Representacéo grafica do risco relativo para o estudo da leséo renal. Produtos em estudo face
a IMfa DT.

Verifica-se que a IMss apresenta, comparativamente com os complexos, uma

maior incidéncia de animais com lesédo, nao apresentando vantagens face a estes.

Na Figura 94 pode observar-se a partir da comparacado entre complexos que o

CSP apresenta um efeito mais benéfico do que o CLio.

Complexos ensaio Complexos controlo RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 9/20 CSP DT 7/20 —L— 1,29 [0,60; 2,77]
CSP DT 7/20 CLio DT 9/20 —a1- 0,78 [0,36; 1,68]

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

A favor Cpx ensaio A favor Cpx control

Figura 94. Representacao gréfica do risco relativo para o estudo da lesdo renal. Comparagéo entre complexos.
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6.1.3.2. indice de Lesido Renal

Para a dose terapéutica foi obtido um valor de H=8,288 e para a dose tdxica
H=21,000, indicando ambos uma diferenca significativa para um teste com nivel de
significancia de 0,05 (p<0,000). A partir da aplicagao do teste U de Mann-Whitney foram
obtidos os valores de p da Tabela 42, evidenciando diferencas significativas entre as
formas de complexo e a IMfa quer na dose terapéutica, quer na dose toxica. A IMfa e

a IMss nao apresentam diferenca significativa para a dose terapéutica.

Tabela 42. Analise comparativa, entre pares de produtos, da lesao renal no estudo histopatoldgico.
Resultados do teste U de Mann-Whitney.
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Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLio 2
(Dose Terapéutica) Imss CSP CLio CSP CLio CSP
Nivel de significancia (p) 0,007* | 0,739 0,333 |1 0,0714* | 0,044 | 0,524
Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLio
(Dose Toxica) IMss CSP CLio CSP CLio CSP

Nivel de significancia (p) 0,000* | 0,001 | 0,342 | 0,000* | 0,000* | 0,170

Pode constatar-se que nao existe diferenca significativa no indice de lesao

provocado pelos complexos na dose terapéutica face a IMfa na dose terapéutica.

A anélise conjunta dos resultados de incidéncia e indice de lesdo mostra que
o efeito dos complexos na dose terapéutica, € semelhante a da IMfa na mesma dose,

podendo concluir-se que a IM foi absorvida e numa dose equivalente.

Por outro lado, face aos resultados de leséo renal, a complexacédo com a IM na
forma acida tera mais vantagens, do que a complexagado com a forma de sal soédico,

dado gque a incidéncia e o grau de lesdo sao superiores para esta forma.
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6.2. Estudo histopatolégico do figado
6.2.1. Alterac6es morfologicas

Os animais dos grupos aos quais foi administrada agua destilada e HP-b-CD
néo apresentam evidéncia de lesdo, apresentando o figado um aspecto histolégico

normal, como se pode observar na Figura 95.
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Figura 95. Analise histopatoldgica - Figado com uma histologia sem
alteragdes significativas. HP-B-CD. Técnica coloragéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.

Em animais dos grupos aos quais foi administrada IM, quer sob a forma néao
complexada, quer complexada, nas doses terapéutica e toxica, observa-se o aparecimento
de estase, infiltrado inflamatorio e focos de necrose, de que sao exemplo representativo

as imagens nas Figuras 96 a 100.
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Figura 96. Analise histopatoldgica - Focos de necrose no figado de um
animal ao qual foi administrada IMss, na dose terapéutica.
Técnica coloragao hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.

Figura 97.Anélise histopatoldgica - Estase no figado de um animal ao
qual foi administrada IMfa, na dose toxica. Técnica coloragéo
hematoxilina/eosina. Ampliacdo 50x.
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Figura 98. Analise histopatologica - Infiltrado inflamatdrio e foco de necrose
no figado de um animal ao qual foi administrada IM complexada
por processo de secagem por pulverizagao, na dose terapéutica.
Técnica coloragao hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.

Figura 99. Andlise histopatoldgica - Esteatose, observada no figado de
um animal ao qual foi administrada IM complexada por processo
de liofilizagadao, na dose todxica. Técnica coloracédo
hematoxilina/eosina. Ampliagéao 50x.
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dose toxica.

Figura 100. Analise histopatolégica - Esteatose observada no figado de um
animal ao qual foi administrada IMss, na dose toxica. Técnica
coloracéo hematoxilina/eosina. Ampliagao 50x.

6.2.2. indice de lesdao hepatica

Na Tabela 43 e nas Figuras 101 e 102 sistematizam-se os dados da incidéncia

e gravidade das lesdes morfologicas ao nivel hepatico, na dose terapéutica e na

Tabela 43. Sintese dos resultados do estudo histopatoldgico e do indice de lesdo hepatica (ILHm).
Am = n.° de animais com alteragédo morfoldgica; At = n.° total de animais; PR =
Proporcéo entre Am e At (Am/At);
PP(IL M) = proporcéo entre o n.° de animais com Indice de Lesao méximo (AIL M) e
o0 n.° total de animais (AIL M/At);
PR(IL m) = proporcao entre o n.° de animais com Indice de Lesdao minimo (AIL m) e
o n.° total de animais (AIL m/At).
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Alteracoes Morfologicas ao nivel Hepatico

Produto Dose (AFr,r:/eAstinF?F% (PR :I Iﬁy M/AY (PR :I IEF m/AY
Mfa DT 11/20 (0,55) 3 520025 1 3/20(0,15)
DTx 10/10 (1,00) 3 510050 1 1/10(0,10)
Mss DT 2/5 (0.25) 3 1/8(0125) 1 1/8(0,125)
DTx 5/7 (0,71) 2 3/7 (0,43) 1 2/7 (0,28)
CLio DT 15/20 (0.75) 3 5/20015 1 7/20 (0.35)
DTx 9/10 (0,90) 3 6100600 2  310(030)
CSP DT 12/20 (0,60) 3 2/20 (0,10) 1 6/20 (0,30)
DTx 8/10 (0,80) 3 6100600 2  2/10(0,20)
Agua Destilada 0,006mI/Kg 0/10 (0,00) _ _ _ _
HP-B-CD DTx 0/20 (0,00) — — — —

Estudo Toxicoldgico

227



Dose Terapéutica
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Figura 101. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfoldgicas induzidas pela
IM ao nivel hepético, sob a forma de complexos de inclusé&o e de sal sddico, em relacéo
a IM forma éacida, na dose terapéutica, para o estudo histopatoldgico.
Eixo y = indices de lesao:
1 - LesGes inflamatoérias e/ou circulatorias;
2 - Alteracdes degenerativas ou tinturais, sem fibrose e sem necrose;
3 - Fibrose sem formacado de nddulos ou focos de necrose ou formacao
pré-neoplasica evidente;
4 - Cirrose ou necrose extensa ou neopléasica.
Eixo x = animais de cada grupo.
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Figura 102. Analise comparativa da incidéncia e da gravidade de lesdes morfoldgicas induzidas pela
IM ao nivel hepético, sob a forma de complexos de inclusé&o e de sal sdédico, em relacao
a IM forma écida, na dose toxica, para o estudo histopatoldgico.
Eixo y = indices de les&o:
1 - LesbGes inflamatorias e/ou circulatorias;
2 - Alteracbes degenerativas ou tinturais, sem fibrose e sem necrose;
3 - Fibrose sem formacao de nddulos ou focos de necrose ou formacéo
pré-neoplasica evidente;
4 - Cirrose ou necrose extensa ou neopléasica.
Eixo x = animais de cada grupo.
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Os tipos de lesdes hepaticas observados, do mesmo modo que as renais,
s&o caracteristicas da toxicidade renal e hepética induzida pela IM, tal como referido

na bibliografia (Biscarini, 2000a e 2000b; Chamaa et al., 2000; Cuzzolin et al., 2001; Fowlie,
1996; Kaplowitz, 2002; Ojala et al., 2001; Pezzati et al., 1999; Romagnoli et al., 1997; Zimmerman,

1999a e 1999Db).

O seu aparecimento nos grupos de animais supracitados, é indiciador de que
a IM, administrada sob a forma de complexos de inclusao preparados quer por método

de liofilizacao, quer por secagem por pulverizacao, foi absorvida.

230 6.2.3. Analise comparativa de lesdo hepatica

6.2.3.1.Incidéncia de lesao

A avaliacdo do risco relativo é efectuada comparando os produtos em estudo,
na dose toxica e na dose terapéutica face ao comparador, que é a IMfa na dose
terapéutica. Efectua-se também a comparacao das diversas formas de complexo entre

si, na dose terapéutica.

O objectivo é determinar se existe uma incidéncia de lesdo comparavel entre

as diversas formas de IM, para doses equivalentes.

Se existir conformidade nos dados observados poder-se-a vir a concluir, a partir
da analise conjunta com o indice de leséo, se a IM sob a forma de complexos é ou nao

absorvida.

Na Tabela 41 encontram-se sistematizados os resultados da aplicagao do teste

ao estudo da leséo hepatica.
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Tabela 44. Incidéncia de animais que apresentam lesdo hepatica, valores de Risco Relativo,
Teste exacto de Fisher e Risco Absoluto. PC - Produto Comparador; PE - Produto
em Estudo; P - Presenca; A - Aséncia; RA - Risco Absoluto; IC - Intervalo de
Confianca; L Inf - Limite inferior; L Sup - Limite superior.

Teste Lesgo (n) . Risco Absoluto
Risco IC a 95%
Produtos exacto .
) Relativo

Fisher P A RA L Inf L Sup
IMfa DTx (PE) | g5+ | 10 0 181870 | 045 | 020 | 0770
IMfa DT (PC) 11 9
Clio DT (PE) 0.320 15 5 1,364 0,20 -0,09 0,49
IMfa DT (PC) 11 9
CLio DTx (PE) | ¢ 101 9 ! 1,636 0,35 0,06 0,64
IMfa DT (PC) 11 9
CSP DT (PE) 1.000 | 12 8 1,091 005 | -026 | 0,36
IMfa DT (PC) 11 9
CSPDTX (PE) | (04g 8 2 1,455 0,25 | -0,08 | 058
IMfa DT (PC) 11 9
IMss DT (PE) | 4 5oy 2 6 0,455 0,30 | -067 | 0,07
IMfa DT (PC) 11 9
IMss DT (PE) | ¢ gg0 5 2 1,299 0,16 | -0,24 | 0,56
IMfa DT (PC) 11 9
CSP DT (PE) 0,501 = 8 0,800 0,15 | 014 | 0,44
CLio DT (PE) 16 5
CLio DT (PE) 0,501 15 ° 1,250 0,15 | -0,44 | 0,14
CSP DT (PE) 12 8

* Significativo para um valor de p<0,05; bilateral.
1 Para efeitos de calculo computacional foi adicionado 0,5 a cada uma das células.

Relativamente a incidéncia de lesao hepatica, o teste exacto de Fisher apresenta
uma diferencga significativa unicamente na comparacéao entre a IMfa na dose toxica e

a IMfa na dose terapéutica.

Face aos complexos e a IMss nas doses terapéuticas e toxicas, nao se verifica
diferenca significativa, o que indica que a taxa de lesdo hepéatica provocada € semelhante,
e a sua incidéncia ndo depende da dose, ou seja, mesmo para as dose terapéuticas
verifica-se toxicidade. Estes dados evidenciam igualmente que a IM foi absorvida a
partir das formas de complexo. Na comparacéao entre complexos, nao se verifica diferenca

significativa. A IMss DT € o Unico produto que apresenta uma diminuicado de RA (-0,30).

O CSP DT € o que regista um menor aumento de RA (0,05), quase sobreponivel

ao da IMfa DT.
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Na Tabela 43 e nas Figuras 101 e 102, pode avaliar-se a incidéncia e o grau

de gravidade das lesdes renais, na dose terapéutica e na dose toxica.

A expressao grafica do risco relativo (Figura 103) permite constatar que as
linhas representativas do IC nas varias formas de complexo, cruzam a linha vertical que
marca o efeito nulo (RR=1), ou seja, existe a probabilidade com uma confianga de 95%

de na populagao existirem animais nos quais o efeito € semelhante entre os complexos

e a IMfa DT.
Produtos ensaio Comparador IMfa DT RR (fixo) RR (fixo)
n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 15/20 11/20 1,36 [0,85; 2,18]
232 CLio DTx 9/10 11/20 1,64 [1,05; 2,56]
CSP DT 12/20 11/20 1,09 [0,64; 1,86]
A CSP DTx 8/10 11/20 1,45 [0,88; 2,41]
IMfa DTx 10/10 11/20 1,82 [1,22; 2,70]
IMss DTx 5/17 11/20 1,30 [0,70; 2,40]
IMss Dt 2/8 11/20 e 0,45 [0,13; 1,61]

0,001 0,01 01 1 10 100 1000

A favor do ensaio A favor da IMfa DT

Figura 103. Representagdo grafica do risco relativo para o estudo da les&o hepatica.

No que respeita a IM na forma de sal sodico, em ambas as doses utilizadas se
verifica que as linhas representativas do IC cruzam a linha vertical do efeito nulo,
significando que o efeito de tratamento é semelhante nos grupos que sao objecto de

comparacao, o que também ¢ evidenciado pelo facto do valor de p ser superior a 0,05.

Complexos ensaio Complexos controlo RR (fixo) RR (fixo)

n/N n/N IC 95% IC 95%
CLio DT 15/20  CSPDT 12/20 1,25 [0,81; 1,94]
CSP DT 12/20  CLio DT 15/20 0,80 [0,52; 1,24]

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

A favor dos Cpx ensaio A favor dos Cpx control

Figura 104. Representacéo grafica do risco relativo para o estudo da comparacao da lesdo hepatica entre
complexos.

Na Figura 104 pode observar-se a partir da comparagado entre complexos que
o CSP apresenta um efeito mais benéfico do que o CLio, sendo todavia, uma diferenca

nao significativa
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6.2.3.2. indice de Lesdo Hepatica

Para a dose terapéutica foi obtido um valor de H=4,011, com uma diferenca
nao significativa entre os grupos para um nivel de significancia de 0,05 (p=0,260). Para
a dose toxica o valor obtido foi de H=8,462, verificando-se uma diferencga significativa

para um teste com nivel de significancia de 0,05 (p=0,037).

A partir da aplicacao do teste U de Mann-Whitney aos grupos na dose toxica
foram obtidos os valores de p da Tabela 45, evidenciando diferencas significativas entre

as formas de complexo e a IMss e entre a IMfa e a IMss.

Tabela 45. Anélise comparativa, entre pares de produtos, da lesdo hepéatica no estudo histopatoldgico.

Resultados do teste U de Mann-Whitney. 233

| 4
Pares de Grupos IMfa IMfa IMfa IMss IMss CLio
(Dose Toxica) IMss CSP CLio CSP CLio CSP

Nivel de significancia (p) 0,010* | 0,933 | 0,734 0,042* 0,012 | 0,863

A anélise dos dados revela a existéncia de menor grau de lesédo para a IMss DT
face a IMfa DT. Este resultado pode servir de base para em estudos futuros decidir
complexar a IM sob a forma de sal s6dico em alternativa a forma acida. Todavia, ha que

ter em atencao que no caso da lesao renal a IMss ndo oferece vantagens face a IMfa.

Pode concluir-se, por outro lado, que nao existe diferenca significativa entre as
formas de complexo e a IMfa, ou seja, o0 grau de lesédo provocado pela indometacina
¢ semelhante, tanto para a dose toxica como para a dose terapéutica, corroborando
assim a hipdtese de que a IM é absorvida a partir dos complexos administrados por via

oral.

A analise global dos dados das lesbes renal e hepatica consolidam a hipotese
da absorgéo da IM sob a forma de complexos de inclusdo, uma vez que a incidéncia
e 0 grau de leséao sdo semelhantes para a IMfa administrada quer na forma livre quer

na forma complexada, tanto para a dose terapéutica como para a toxica. B
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Os resultados obtidos permitem, em sintese, chegar as seguintes conclusées

relativamente as hipdteses que foram colocadas no inicio deste trabalho:

Na primeira hipotese considerou-se que “a formagdo de complexo de inclusdo

com HP-B-CD, pode aumentar a solubilidade e a eficiéncia de dissolugdo da IM”.

Esta suposicao foi avaliada na Parte |, onde se demonstrou no estudo de
solubilidade de fases, que a estequeometria dos complexos € de 1:1, segundo a teoria
de Higuchi e Connors. A avaliagdo do teor de IM incluida revela que o complexo obtido
através de secagem por pulverizacdo, apresenta uma maior percentagem em relacao
ao obtido por liofilizagcédo, mantendo-se todavia ambos numa margem de valores compativel

com a estequeometria de 1:1.
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O maior valor de constante de estabilidade (Ks) regista-se com o tampéo
fosfato pH 7,0. O valor da Ks obtido permite considerar a probabilidade de que, apos
administracao oral do complexo, haja competicao com alguns dos sais biliares, com
Ks capazes de promover a deslocacdo da indometacina do complexo, nomeadamente
o0 deoxicolato e o colato de sddio (Miyajima et al., 1986; Nakanishi et al., 1989). Esta
competicdo que ocorre preferencialmente nos valores de pH encontrados no intestino
dos recém-nascidos (6 a 8), ira promover a absorgao da indometacina, mesmo tendo
em consideragédo que o “pool” de acidos biliares neste grupo etario, &€ 560% inferior ao
do adulto (Besunder, 1988; Kadima e Lesne, 1980; Stewart e Hampton, 1987; Watkins, 1973).
Por outro lado, o RN tem um pH no intestino delgado mais elevado do que o do adulto,
0 que permite a flora bacteriana normalmente restrita ao intestino grosso, colonizar ai

(Besunder, 1988; Yoshioka et al., 1983), 0 que ira contribuir para a libertagcdo da indometacina

a partir do complexo, por hidrélise enzimatica da ciclodextrina.

A determinacéo da solubilidade maxima em agua purificada, revelou que 0s
complexos de inclusdo demonstram capacidade para aumentar a solubilidade da IM
matéria-prima, sendo o complexo obtido por liofilizagcao o que maior influéncia exerce.
O aumento da solubilidade vai promover a diminuigao de toxicidade gastrica por contacto
topico com a mucosa gastrica, quando a indometacina ficar no estado livre decorrente

do equilibrio cinético que se estabelece entre os produtos em solucéao.

Os métodos de anélise utilizados para a avaliacao da influéncia dos métodos
de complexagéao, no estado fisico da molécula de IM, permitiram comprovar que existe
alteracdo das propriedades fisico-quimicas, nomeadamente em relacédo a solubilidade,
cristalinidade e polimorfismo. A alteracdo destas caracteristicas pode, no caso do
farmaco em anélise, ser benéfica, uma vez que contribui para o aumento da sua
solubilidade. Deste modo, mesmo que alguma indometacina ndo complexada ou mesmo
adsorvida a superficie da ciclodextrina (Lin et al., 1991), tenha sofrido alteracdo do estado
fisico decorrente dos processos de complexacédo, esta contribuira também favoravelmente

para a diminuicdo de toxicidade decorrente do contacto directo com a mucosa gastrica.

No que respeita ao estudo da interaccao entre a IM e a HP-B-CD, os resultados
evidenciam a existéncia de uma interaccao entre as moléculas, quer no estado liquido,
quer no estado solido, a qual é sugestiva da formacédo de complexos de incluséo, quer

pelo método de liofilizacado, quer pelo de secagem por pulverizacdo. Os dados da
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espectroscopia de infravermelhos ndo permitem tirar conclusdes quanto a parte da

molécula que é inclufda na ciclodextrina.

Todos os parametros de dissolucado estudados evidenciam o aumento da IM
dissolvida, quando submetida a qualquer dos processos de complexagcado com a
HP-B-CD, comparativamente com a IM matéria-prima. O complexo obtido por liofilizagao

€ 0 que evidencia melhores resultados nos parametros estudados.

Todavia, se considerarmos gue para aumentar a proteccdo da mucosa gastrica
e para promover a libertagcdo do farmaco no local de absorgédo no intestino delgado,
este deve permanecer complexado o tempo suficiente, e considerando, por outro lado,
estudos efectuados no recém-nascido, segundo 0s quais 0 esvaziamento gastrico tem

uma fase inicial rapida de 15 minutos seguida de uma fase mais lenta (Cavell, 1981),

serdo os parametros de dissolucdo do complexo obtido através de secagem por
pulverizacéo, os que melhor se adaptam a estes objectivos, uma vez que sé aos 32 KRS
minutos atinge os 90% de farmaco dissolvido, quando no complexo obtido por liofilizagéo,

este valor foi atingido por volta dos 2 minutos.

A complexacdo aumenta a capacidade de solubilizagdo e dissolugao de farmacos
com caracter lipofilo sem alterar as caracteristicas que Ilhes permitem ter uma boa
capacidade de difusdo membranar (Frijlink et al., 1989; Veiga, 1996). Esta propriedade ficou
evidente no estudo do coeficiente de partilha, cujos resultados permitem concluir que
Nnao ocorreu alteracao significativa dos valores de Log P*, em relagdo a forma néao
complexada, tendo-se mantido dentro da margem aceitavel (1 a 3) para que ocorra a

absorcao (Barreto et al., 2002; Panchagnula e Thomas, 2000).

A Indometacina, de acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutico, é
um farmaco classificado no grau Il, sendo a dissolugcdo um factor critico para a sua
absorcao através do TGl (Amidon et al., 1995; Barreto et al., 2002). A partir dos resultados
deste estudo, pode concluir-se que 0os complexos de inclusdo melhoraram as
caracteristicas fisico-quimicas da indometacina que constituem factores que limitam a
sua absorgéao por via oral, nas condi¢gdes fisioldgicas especificas dos recém-nascidos,

como sejam a proteccao da hidrolise a pH entre 6 e 8, a solubilidade e a dissolucgéo.
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Na segunda hipotese considerou-se que “quando a forma complexada é
administrada por via oral, nas doses utilizadas, pode reduzir a toxicidade
gastrica da IM, mantendo a capacidade de induzir lesdo hepatica e renal e que
a HP-B-CD néao tem capacidade de induzir lesdo morfolégica gastrica, renal ou

hepatica”.

Este pressuposto foi avaliado na Parte Il através de observagcéao macroscopica
de evidéncia de lesédo, estudo citolégico do muco gastrico e analise histopatologica

dos varios 6rgéaos.

Os animais tratados com IM na forma acida e na de sal sédico, nas doses

terapéutica e toxica, evidenciaram focos de necrose gastrica, Ulceras e exulceracoes

na observacdo macroscopica, apresentando os grupos da IM complexada uma reducéo

LUl significativa da gravidade e incidéncia de leséo.

A

O estudo citologico revelou nos animais tratados com IM na forma &acida e na
de sal soédico, nas doses terapéutica e toxica, a presenca de leucocitos e eritrocitos,

indicadores da ocorréncia de processo inflamatdrio e hemorragia.

Nos grupos tratados com IM complexada sé dois animais do complexo preparado
por secagem por pulverizacdo evidenciaram presenca destas células, mas numa

quantidade significativamente menor.

Na analise histopatoldégica da mucosa gastrica, o grupo da IM complexada
através de secagem por pulverizagao evidenciou uma reducao significativa de proporgao
de animais com lesdo em relacao a forma acida, tendo o grupo da IM complexada
através de liofilizagao evidenciado uma redugéao menos significativa. Salienta-se todavia,
que a gravidade das lesdes encontradas nos dois grupos de complexos, classificada

com o grau 1, é considerada leve e transitoria.

A partir dos resultados obtidos pode concluir-se que, nas condicdes do ensaio,
os complexos reduzem a capacidade da IM para induzir lesdo gastrica, sendo o complexo
obtido através de secagem por pulverizacdo o que apresenta melhores resultados de
perfil de seguranca. Este comportamento pode ser devido ao perfil de dissolucao,
corroborando deste modo a hipdtese considerada, de que os seus parametros de
dissolugao sdo mais adequados ao objectivo de diminuicao de toxicidade gastrica, dado

que a lesdo pode ser causada por farmacos com uma dissolugéo lenta, o que proporciona
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altas concentragdes locais, as quais podem causar danos da mucosa.

Nestas circunstancias, a modificacdo dos parametros de dissolugdo e a promogao
de absorcao através da complexacédo, podem resultar numa reducédo da capacidade
dos farmacos de induzir leséo gastrica (Erden e Celebi, 1988). Deste modo, a néo libertacao
imediata da IM, como acontece com o complexo Lio (Figura 37), é indicio de que
possivelmente o complexo SP so libertou a maior parte da IM no intestino delgado do
rato, sendo assim efectivo na proteccao deste 6rgéo, confirmando a teoria de que ao
nivel gastrico as CDs nédo sofrem alteragdes e o farmaco libertado é o que resulta do

equilibrio cinético estabelecido entre as varias entidades em solucao (Cabral-Marques,
1994d; Duchéne e Wouessidjewe, 1990b; Frijlink et al., 1990b; Hirayama e Uekama, 1999; Miyajima

et al., 1986; Nakanishi et al., 1989; Strattan, 1992).

O estudo histopatologico efectuado ao nivel renal e ao nivel hepatico, revelou

em todos os grupos de IM, quer isolada quer complexada, nas doses terapéutica e

toxica, que o rim apresenta pequenas areas de hemorragia, vacuolizacao das células
tubulares e alteracdes da densidade celular dos glomérulos e que o figado destes
mesmos grupos de animais exibe pequenos focos de esteatose, focos de necrose e

estase.

A partir da toxicidade renal e hepatica evidenciada, poder-se-& inferir que a IM
foi absorvida ap6s administracédo oral das formas complexadas, dado que todos os
animais, aos quais foi administrada IM sob qualquer forma, apresentam uma incidéncia

e gravidade de lesdo semelhantes.

A HP-b-CD, nas condi¢c6es do estudo, néo revelou capacidade de induzir leséao
morfoldégica ao nivel gastrico, renal ou hepéatico. Podemos assim concluir que a sua
administracao oral apresenta um bom perfil de seguranca neste modelo animal, nas

doses utilizadas e em relacao aos 6rgaos estudados.

Dado que uma das objecgbes da administragcdo por via oral da IM a RN, é a
eventualidade de hidrdlise devido ao pH alcalino no TGl, a complexacdo com HP-b-CD
podera assim possibilitar a administragcao por esta via, evitando a hidrolise da IM por
proteccado estereoquimica do grupo N-acil, uma vez que uma das consequéncias da
interaccdo entre a molécula-hdspede e a ciclodextrina, é a protecgéao efectiva contra
qualquer tipo de reacgao, para além daquelas que podem ocorrer com 0s grupos hidroxilo
da ciclodextrina (Szejtli, 1990). Por outro lado, o aumento da solubilidade e da dissolugao

contribuem para a diminuicéo da toxicidade, nao afectando o coeficiente de partilha, o
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gue leva a supor gque se mantera a capacidade de difusdo transmembranar da IM.

A analise da toxicidade ao nivel renal e hepatico nas condigbes do ensaio,
sugere que a IM foi absorvida a partir da forma complexada e que a forma de IM utilizada
para efectuar a complexagao devera ser a acida, dado que a forma de sal sédico, apesar
de formar também complexos com a ciclodextrina (Redenti et al., 2001) e de exibir menor
toxicidade gastrica em relagao a forma acida, apresenta um perfil de toxicidade renal

superior,

A analise conjunta dos resultados do estudo tecnoldgico e toxicologico permite
concluir que as hipdteses colocadas se confirmam e que o objectivo de complexar a
IM com ciclodextrina para conseguir uma modificagao das caracteristicas fisico-quimicas

e reducéo de toxicidade da IM ao nivel gastrico, foi alcancado.

CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A toxicidade nos roedores & muito mais pronunciada do gue em humanos ou
cées, devido a diferengas no metabolismo (Szejtli e Szente, 1981). Assim, mesmo tendo
em conta a grande variabilidade interindividual que se verificou nos animais em estudo,
0 que simula o que se passa com a variabilidade interindividual nos recém-nascidos, é
de esperar que a toxicidade que nos ratos diminuiu em incidéncia e gravidade, venha

a ser ainda menos significativa em humanos.

As expectativas criadas pelos resultados obtidos e baseada no facto da
complexacdo contribuir para mascarar o sabor (Fujioka et al., 1983; Miyaji et al., 1992), &
de considerar a possibilidade de preparar, a partir do complexo SP, uma forma
farmacéutica de p6 para solugéo oral, a qual devera ser estudada em termos de
estabilidade e reprodutibilidade industrial, bem como deverdo ser efectuados testes de

seguranca e biodisponibilidade, noutro modelo animal e no homem.

A forma farmacéutica de po para solugcdo oral, apresenta diversas vantagens
no que concerne a administragcédo de farmacos a recém-nascidos, nomeadamente a
facilidade de preparacédo extemporéanea, a utilizacédo da agua como veiculo, impedir a
obstrucédo das sondas nasogastricas de diametro muito reduzido pelo facto de ser uma

solugcdo, e, no caso da administracéao oral, ndo ter mau sabor.
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Foi afirmado no Prefacio deste trabalho que a investigacédo farmacéutica tem
como intuito o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos direccionados a resolucao
de situacdes clinicas, integrando conhecimentos pluridisciplinares e que é a pratica de
cuidados farmacéuticos que possibilita a identificacado de situacdes clinicas para as

quais os recursos terapéuticos existentes ndo sdo os adequados.

O problema com que diariamente se debatem os profissionais de salde que
prestam cuidados a recém-nascidos e a pediatria no geral, da caréncia de formas
farmacéuticas adequadas, impde a atencéao premente e a integracédo dos conhecimentos
de todos os envolvidos nos cuidados de saude, no sentido de dar solugao ao dilema
de quem prescreve, prepara e administra medicamentos as criancas, acerca dos quais
se carece da informacéo que é legalmente exigida para a introducédo de novas formulagdes
no mercado comercial, porque entre nao tratar e correr o risco de morte e tratar com

riscos de incerteza, de eficiéncia e de seguranca, opta-se pela segunda hipotese. 043

Espero com este trabalho poder contribuir para despertar a atencao dos
profissionais ligados a investigacéo, para a importancia do estudo de possiveis vias de
administracao alternativas para administracédo de medicamentos em pediatria e para a

avaliacdo de aspectos biofarmacéuticos, de seguranca e de eficacia de farmacos "in

vivo" e "in vitro". m
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