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RESUMO

Nesse estudo avaliamos a viabilidade da utilizacdo de polimeros biodegraddveis para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada para o Losartan. Dois tipos de
formulagdes na base PLGA (poli 4cido latico glicdlico) para o Losartan foram testados.
Foram utilizados ratos Wistar ndo anestesiados instrumentados para registro da pressdo
arterial e administracio intravenosa de peptideos. A capacidade de bloqueio do efeito
pressor da Ang II foi testada 2, 6, 12, 24, 36 e 48 horas apds a administracdo subcutinea
das formulagdes PLGA/Losartan e CI/PLGA (composto de inclusdo formado pelo
Losartan incluido na ciclodextrina e encapsulado pelo polimero). Um bloqueio
acentuado do efeito pressor da Ang II foi obtido tanto nos animais tratados com
PLGA/Losartan quanto nos tratados com CI/PLGA comparados aos seus respectivos
controles durante 48 horas. Nos animais tratados apenas com Losartan observamos um
bloqueio significativo do efeito pressor por 24 horas, quando comparado com o controle
PLGA e por 36 horas, quando comparado com os controles PLGA e B-CD. Apds esses
periodos as respostas pressoras no grupo Losartan comecaram a retornar as condig¢des
controle enquanto as respostas obtidas nos grupos PLGA/Losartan e Cl/Losartan
continuaram acentuadamente reduzidas. Os dados da freqiiéncia cardiaca obtidos para
cada grupo experimental estdo de acordo com o que foi observado para a pressao arterial
média durante as 48 horas de tratamento ao qual foram submetidos. Os resultados
encontrados nos experimentos agudos indicam que o encapsulamento do Losartan pelo
PLGA e sua inclus@o em -CD praticamente dobrou a duragdo do tempo de acdo desse
farmaco, que passou de 24 para 48 horas. Em experimentos cronicos testamos o bloqueio
do efeito pressor da Ang II ao final de 8 e 21 dias de tratamento, utilizando formula¢des
sob a forma de suspensdo e pastilha. Contudo, tais experimentos ndo forneceram
resultados significativos quanto ao bloqueio do efeito pressor da Ang II. Em
experimentos de liberagcdo in vitro com nossas preparacdes, o “burst effect”, ou seja, a
liberagdao de 100% do farmaco em 1 hora de experimento observado indicou que a
totalidade do Losartan foi liberada no tempo aproximado de 1 hora provocando o
incremento de apenas 1 hora na sua liberagdo. Isso resultou em um aumento de cerca de
24 horas na duragdo do efeito antagonista. Assim, o sistema de liberagdo controlada de
Losartan na base PLGA representa um ganho de 24 horas na dura¢do da agdo do efeito
antagonista do farmaco e de seu metabolito, ndo se aplicando, no entanto, para bloqueio
cronico. Esses dados sugerem que pequenas alteragdes na taxa de conversdo de Losartan
em seu metabolito ativo EXP3174 podem resultar em importantes mudancas no nivel e
na duracdo do bloqueio de Ang II. Nossos dados sugerem que a utilizagdo de polimeros
com menor taxa de “burst effect” para o Losartan podem propiciar o desenvolvimento de
dispositivos de liberag@o controlada do Losartan de longa duragéo.
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ABSTRACT

In this work, we evaluate the viability of using biodegradable polymers for the
development of controlled release systems for Losartan. Two kinds of formulations in
PLGA (Poly-lactide- glycolide acid) base for Losartan were tested in anesthetized Wistar
rats instrumented to arterial pressure register and intravenous administration of peptides.
Of those doses tested during the initial acute experiments, the 3,0 mg/kg Losartan dose
presented better efficiency in blocking the pressure response caused by 20 ng of Ang II.
After that, we tested the capacity of Ang II pressure effect blocking by the formulations
PLGA/Losartan and CI/PLGA, 2, 6, 12, 24, 36 and 48 hours after its subcutaneous
administration. An accented Ang II pressure effect blockade was obtained in both the
animals treated with PLGA/Losartan and CI/PLGA, when compared to its respective
controls during the 48 treatment hours. However, in the animals treated with Losartan
only, we observed a significant 24 hours Ang II pressure effect blockade, when
compared with the PLGA control and a 36 hours Ang II pressure effect blockade when
compared with the PLGA and B-CD controls. After these periods, the pressure responses
in the Losartan group begin to return to control conditions, as the responses obtained in
the groups PLGA/Losartan and Cl/Losartan remained acutely reduced. When comparing
the Losartan and the PLGA/Losartan treated animals, we noticed that there were no
significant differences between them during the 48 hours of treatment. The same was
observed when comparing the Losartan and the CI/PLGA groups. The cardiac frequency
data obtained for each experimental group are in agreement with what was observed for
the mean arterial pressure during the 48 hours of treatment. The findings of the acute
experiments indicate that the Losartan encapsulation in PLGA and its inclusion in -CD,
nearly doubled the duration of its action time, from 24 hours to 48 hours. In chronic
experiments we tested the Ang Il pressure effect blockade at the end of 8 and 21 days of
treatment with both suspension and controlled release device pellets formulations.
However, these experiments do not provide significant results concerning the Ang II
pressure effect blockade. In in vitro experiments performed with our preparations, the
observed burst effect (release of 100% of drug in one hour of experiment) indicates that
the totality of the Losartan was released in the approximated time of 1 hour, provoking
the increase of just 1 hour in its liberation. This resulted in an increment of 24 hours in
the antagonist effect duration. We found that the PLGA based Losartan controlled
release system represents a gain of 24 hours in the duration of the antagonist effect of the
drug and its metabolite, however, not to apply to chronic blockade. This occurs because
even little alterations in the Losartan conversion ratio in EXP3174 can result in
important changes in the level and duration of the Ang Il blockade. Our data suggest that
the use of polymers with lower “burst effect” for Losartan may allow the development of
controlled release device of Losartan of long duration.
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1.0 - INTRODUCAO

1.1 - SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O sistema renina angiotensina (SRA) tem um papel importante na regulacdo da
pressdo arterial, dos eletrélitos e da homeostasia dos fluidos (KRIEGER & SANTOS, 1998;
SANTOS et al., 2003). Este sistema, com seus componentes renina € angiotensinogénio
secretados na circulacdo pelos rins e figado, respectivamente, é reconhecido
classicamente como um sistema circulante hormonal. Essas duas proteinas sdo liberadas
na corrente sanguinea onde o angiotensinogé€nio € hidrolisado pela renina formando o
decapeptideo angiotensina I (Ang I) que, especialmente, nos vasos pulmonares, é
convertido no octapeptideo angiotensina II (Ang II) pela a¢do da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Esse peptideo produzido e transportado na corrente sanguinea age
sobre orgdos alvo, tais como, vasos sanguineos, cértex adrenal, rins e cérebro (KRIEGER

& SANTOS, 1998).

FIGURA 1 - Via cldssica de formagdo de Angiotensina II (WEBER
KT, 2001).

Essa visdo classica do SRA, agindo somente como um sistema enddcrino foi

alterada apds a identificagio do RNAm para angiotensinogénio e renina, no sistema
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nervoso, glandula hipofise, glandula salivar, coracdo, vasos sanguineos e 0rgdos sexuais
(Dzau, 1988; FERRARIO et al., 1990; MILSTED et al., 1990). Estes trabalhos
demonstraram que os componentes do SRA ndo se limitam aos rins e figado locais
classicos de sua expressdo génica (Figura 1), mas, ampliam sua abrangéncia para uma
atuagdo tecidual funcionalmente distinta, evidenciando a capacidade destes tecidos de
produzir, ou até mesmo, de secretar peptideos angiotensinérgicos. Portanto, as acdes
locais do SRA poderiam ocorrer na célula que produz o peptideo (funcdes intricrina e
autdcrina), sobre células adjacentes (fungdo paricrina), ou em locais distantes da regido
de produgio (funcio enddcrina) (SANTOS & CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994).

Pesquisas recentes t€ém demonstrado que o octapeptideo Ang II ndo é o tnico
produto biologicamente ativo do SRA (FERRARIO et al, 1990; SANTOS &
CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994; SANTOS et al., 2000). Suas acdes periféricas e centrais
podem ser mediadas por seqiiéncias menores de multiplos peptideos angiotensinérgicos,
tais como Ang III [(Ang 2-8)], Ang IV [(Ang 3-8)] e Ang (1-7) produzidos por vias
proteoliticas distintas interagindo com vdrios receptores € mediando uma variedade de
acoes bioldgicas (SANTOS & CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994; SANTOS et al., 2003a).

Uma das principais enzimas desse sistema, a renina, descoberta hd 100 anos por
Tiegersted e Bergman, pertence a familia das aspartilproteases e é secretada pelas
células justaglomelulares no rim. Esta secrecdo é o principal passo regulatério na
cascata do SRA circulante, e pode ser estimulada por pelo menos dois mecanismos
intra-renais que sdo ativados ou por uma diminuicdo na pressdo de perfusdo renal, ou

pela diminui¢do da carga filtrada de s6dio. Mudangas no trafico simpdatico nervoso renal

estimuladas via atividade B1 adrenérgica podem também regular a libera¢do de renina

(THURMAN & SCHRIER, 2003).
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Unma outra enzima critica mediadora de numerosos efeitos sistémicos e locais

no sistema cardiovascular presente na cascata de formagdo da Ang Il é a ECA (COATES,
2003). Esta € uma enzima da familia das zinco-metaloproteases que catalisa a etapa
enzimdtica final para a formagéo de angiotensina Il em vérios tecidos e tipos celulares.
O endotélio dos tecidos somadticos € o local classico de sua produgd@o onde é sintetizada
como uma protefna transmembrana contendo dois dominios ativos, capazes de serem
inibidos pelos inibidores da ECA (COATES, 2003). Dentro do SRA, a ECA atua como
uma dipeptidil carboxipeptidase capaz de clivar dois residuos da Ang I para formar a
Ang II (COATES, 2003). Tal enzima, primariamente ligada ao endotélio, estd presente
em varios locais incluindo pulmio, rim, coracdo e cérebro (THURMAN & SCHRIER,
2003), com altas concentragdes especialmente no pulmao (BADER et al., 2001).

Recentemente, a descoberta da enzima conversora de Angiotensina 2 (ECA2)
forneceu bases bioquimicas para a demonstracdo da relevincia biolégica de outro
peptideo angiotensinérgico, além da Ang II, a Ang (1-7) (CRACKOWER et al., 2002). A
ECA2 ¢ expressa em vdrios tecidos, incluindo as células endoteliais vasculares do rim e
coracdo. Ao contrario da ECA, a ECA2 funciona como uma carboxipeptidase, clivando
um unico residuo da Ang I para gerar Ang (1-9), e também um tnico residuo da Ang II
para gerar Ang (1-7) (CRACKOWER et al., 2002). Esta mesma enzima também hidrolisa
a des-Arg-BK, mas ndo hidrolisa a BK. ECA e ECA 2 parecem ter fungdes
complementares para manter o equilibrio do SRA (VICKERS, 2002). A expressdo 6rgio
e célula especifica da ECA2, e a clivagem em um unico residuo dos peptideos
vasoativos de maior importancia, sugerem um papel essencial para a ECA2 no SRA
local em 6rgdos como o coragdo e o rim (DONOGUE et al., 2000).

Além da enzima conversora de angiotensina (ECA), varias enzimas podem

formar angiotensina II, tanto a partir da angiotensina I como do angiotensinogénio. No
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entanto, a real importincia dessas vias alternativas para a formacdo do principal
mediador desse sistema, ainda nfo foi estabelecida (SANTOS & SAMPAIO, 2002). Dentre

essas varias enzimas capazes de catalisar a formagdo de Ang II a partir da Ang I,
incluem-se a quimase e a enzima quimiostatina-sensivel geradora de Ang II (WEIR &
Dzau, 1999; SANTOS & SAMPAIO, 2002). A Ang II por sua vez, também pode ser
formada diretamente do angiotensinogénio pela ac¢do da tonina e catepsina (FERRARIO et
al., 1990).

A biotransformacdo de Angiotensina I e Angiotensina Il em outras angiotensinas
depende das vdarias outras vias enzimadticas, das quais merecem destaque: a
endopeptidase neutra, a prolil-endopeptidase, a prolil- carboxipeptidase além da ECA2
(TIPNIS et al., 2000), ilustradas na Figura 2.

A endopeptidase neutra (NEP), é uma metaloprotease, ligada a membrana, cuja
atividade € a hidrdlise de diversos peptideos endégenos na por¢do amino dos residuos
hidrofébicos. Esta ectoenzima estd localizada abundantemente no rim, principalmente
nas vesiculas em borda de escova dos tibulos proximais e é capaz de catalisar a
formagdo da angiotensina-(1-7) a partir da angiotensina I bem como inativar a Ang II
hidrolisando a ligacdo Tir-Val desse peptideo (SANTOS & SAMPAIO, 2002).

A prolilendopeptidadase (PEP) pertence a um grupo de enzimas que reconhecem
especificamente a prolina dentro das cadeias peptidicas, atuando em praticamente todos
os substratos que contenham este aminodcido. A PEP atua nas ligacoes peptidil prolil-
peptideo e peptidil prolil-aminodcidos da por¢@o carboxil da prolina (WALTER et al.,
1980). Desta forma, sua ag@o possui relevante papel fisioldgico por levar a inativacio
ou biotransformagdo de vdrios peptideos (angiotensina, bradicinina, vasopressina,
luberina e substincia P) e proteinas. Portanto, no SRA, a PEP participa formando a

Ang-(1-7) tanto a partir da Ang II quanto da Ang I (SANTOS & SAMPAIO, 2002).
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FIGURA 2 - Representagdo esquemdtica das vias enzimdticas envolvidas na geracdo de peptideos

angiotensinérgicos (FERREIRA & SANTOS, 2005).

Virias aminopeptidases (zinco-metaloproteases ligadas a membrana) sio
potencialmente capazes de hidrolisar angiotensinas. A aminopeptidase A (APA) ou
angiotensinase A, hidrolisa a terminacdo Asp N-terminal da Ang II para gerar a Ang III,
enquanto a aminopeptidase N (APN) hidrolisa a por¢do Arg N-terminal da Ang I para
gerar a Ang IV (SANTOS & SAMPAIO, 2002). A identificacdo dessas enzimas no cérebro,
particularmente em estruturas que contém receptores angiotensinérgicos sugere que elas

possam ser componentes do sistema renina-angiotensina cerebral e participar do

controle da pressao arterial (SANTOS & SAMPAIO, 2002).

Ang-{1-5)
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Dentre as carboxipeptidases que hidrolisam a Ang I e a Ang Il merece destaque
a prolil-carboxipeptidase, que parece estar envolvida de forma importante na ativacio
da pré-calicreina plasmadtica.

Como ja mencionado, o mediador primdrio e principal efetor do SRA é a Ang II;
devido a diversidade e poténcia de suas acdes. Responsdvel pela estimulacdo de uma
variedade de respostas fisioldgicas, a Ang II participa da regulag@o da pressdo arterial e
da fun¢do renal (GRAVAS 1. & GRAVAS H., 1993), por causar vasoconstri¢do tanto direta
quanto indiretamente ao estimular receptores AT, presentes na vasculatura, e por
aumentar o tdnus simpdtico e a liberacdo de vasopressina. Cronicamente, ele regula a
pressdo sanguinea modulando a reabsorcdo de sal e dgua de forma direta, através da
estimulacdo de receptores AT, no rim, ou, de maneira indireta, estimulando a producdo
e liberacdo de aldosterona das glandulas adrenais, ou a sensagdo de sede no sistema
nervoso central (TIMMERMANS et al., 1993).

A Ang II tem acdes importantes em mdltiplos niveis de funcionamento cardiaco,
incluindo efeito tréfico, aumento do inotropismo e cronotropismo, efeito pro-
arritmogénico e abertura de canais i6nicos. Os efeitos da Ang II na hipertrofia cardiaca
e na apoptose dos cardiomidcitos parece envolver tanto receptores AT; quanto AT,
(KM & IwaAo , 2000).

Na célula, a Ang Il modula a contracdo, regula o crescimento celular, apoptose,
diferenciagdo, influencia a migracdo celular e a deposicdo de matriz extracelular, é pro-
inflamatoéria, estimula a formacgao de outros fatores de crescimento [exemplo: fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF)] e vasoconstritores (ET-1) (TOUYZ & BERRY,
2001).

A descoberta de antagonistas especificos para Ang II confirmou a existéncia de

vdarios subtipos de receptores para esta, e, pelo menos, dois sub-tipos de receptores
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foram evidenciados e classificados em sub-tipos AT; e AT, (GASPARO et al., 2000).
Com base em virios estudos de “binding”, foi proposta a designacdo de AT, para os
receptores inibidos pelo Losartan (Dup753, MK954), e AT,, para os receptores inibidos
pelo PD123177 e seus andlogos (THURMAN & SCHRIER, 2003). Os receptores AT, foram
identificados no rim, coragdo, células musculares lisas vasculares, cérebro, glandula
adrenal, plaquetas, adipdcitos e placenta (TIMMERMANS et al., 1993). Estes dois sub-
tipos compartilham apenas 34% de homologia e tem vias de transdug@o de sinais
distintas (TIMMERMANS et al., 1993).

Os receptores AT; sdo responsdveis pelos efeitos cldssicos do SRA, como: a
vasoconstricdo, a retencdo renal de sal e 4gua, o controle osmolar central e a
estimulacdo do crescimento celular. Os receptores AT, sdo importantes para o
desenvolvimento fetal, a inibi¢do do crescimento celular e processos de diferenciacéo
(CSIKOS et al., 1998). Nos tecidos adultos, os receptores AT, estdo presentes em baixos
niveis, principalmente no tutero, glandula adrenal, sistema nervoso central, coracdo e rim
(TIMMERMANS et al., 1993). Porém, esses receptores parecem Ser reexpressos na
hipertrofia cardiaca, infarto do miocérdio, e lesdao vascular (OHKUBO et al., 1997). Estes
efeitos sdo determinados por uma série de eventos bioquimicos intracelulares e uma
complexa rede de transducdo de sinais que contribuem para a resposta celular final
(TIMMERMANS et al., 1993).

A Ang II exerce a maior parte de suas fun¢des conhecidas através da interacao
com o receptor do tipo AT; (THURMAN & SCHRIER, 2003), o qual faz parte da familia
dos receptores de sete dominios transmembrana, ligados a proteina G (TIMMERMANS et
al., 1993).

Em um estudo recente, SANTOS et al. (2003), descreveram a existéncia de um

receptor distinto para Ang (1-7) ao demonstrar que a delecdo genética do receptor
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acoplado a proteina G, codificado pelo protooncogene Mas abole a ligagdo da Ang (1-7)
nos rins de camundongo. Por conseguinte, em camundongos deficientes do receptor
Mas, a acdo antidiurética da Ang (1-7) foi completamente abolida apds uma sobrecarga
aguda de dgua. Nesse estudo também foi evidenciado que Ang (1-7) liga-se a células
transfectadas com Mas e causa liberag¢do de 4cido araquiddnico. Além disso, aortas com
deficiéncia neste receptor perdem sua resposta de relaxamento induzida pela Ang (1-7)
e fornecem uma base molecular clara para as acdes fisioldgicas desse peptideo

biologicamente ativo (SANTOS et al., 2003 a).

1.2 - BLOQUEIO DAS ACOES DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O desenvolvimento de sondas farmacolégicas que bloqueiam o SRA ajudou a
definir a contribui¢@o desse sistema para o controle da pressdo sanguinea e a patogénese
de doencas tais como a hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva e insuficiéncia
renal cronica (BRUNNER et al., 1971).

Niao surpreendentemente, o bloqueio farmacoldgico do SRA diminui a pressdo
arterial sob condigdes fisiopatoldgicas nas quais este sistema estd ativado, tais como
hipovolemia e deple¢do de sddio. Além disso, o bloqueio em longo prazo do SRA € util
também para o tratamento da hipertensdao essencial humana e algumas formas de
hipertensdo experimental na qual a atividade da renina plasmadtica ndo estd elevada
(COLLISTER et al, 1996).

Virias abordagens terapéuticas que bloqueiam o SRA tem sido empregadas com
sucesso para diminuir a pressdo sanguinea elevada, dentre estas, incluem-se: o bloqueio
de B-adrenoreceptores, o qual inibe a liberagdo de renina; o uso de inibidores de ECA,

os quais previnem a formacdo de Ang II a partir de Ang I; e os antagonistas de



INTRODUCAO 9

receptores de aldosterona, os quais previnem a acdo da aldosterona (MCINTYRE et al.,

1997)

1.2.1. INIBIDORES DE ECA

O efeito benéfico do bloqueio do SRA foi primeiramente mostrado para os
inibidores de ECA, tais como captopril, quinapril, enalapril, e ramipril em pacientes
com doenga isquémica do coragdo e infarto pds-miocardio (MI), numa variedade de
ensaios clinicos de larga escala.

Embora, os inibidores de ECA sejam drogas altamente efetivas, é hoje
reconhecido que outras enzimas tais como quimase, catepsina G, tPA, tonina elastase, e
outras também geram Ang II (SCHMIDT & SCHIEFFER, 2003), ndo suprimindo
completamente a formacgdo da Ang II. Um bloqueio da ECA estd também associado
com uma potenciacio das cininas endégenas, um provavel mecanismo para explicar os

efeitos desejdveis dos inibidores de ECA, tal como protecdo dos 6rgdos, mas também

associado com efeitos indesejaveis, como a tosse seca (SCHMIDT & SCHIEFFER, 2003).

1.2.2 - ANTAGONISTAS DE RECEPTOR AT,

Dentre os mecanismos de inibigdo do SRA, a inibicdo especialmente do receptor
AT, é uma poderosa ferramenta para controlar ndo apenas a pressdo sanguinea, mas
também processos mal adaptativos vasculares e, portanto prevenir doengas
cardiovasculares (SCHMIDT & SCHIEFFER, 2003).

Neste contexto, os bloqueadores de receptores de angiotensinas tém uma
afinidade muito maior para receptores AT; que para AT, (da ordem de magnitude de 4 a

5 vezes). Porém, o tratamento com bloqueadores de AT, pode resultar em elevacdes nos
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niveis de Ang II circulantes, o que por sua vez, causaria também, estimulacdo dos
receptores AT, (THURMAN & SCHRIER, 2003).

Em estudos realizados em individuos normotensos foi consistentemente
demonstrado, que os antagonistas de receptores AT; bloquearam a resposta pressora da
Ang II exdgena de forma dose-dependente (CHRISTEN et al., 1991).

O primeiro antagonista ndo peptidico descrito para o receptor AT; foi o Losartan
(figura 3), o qual mostrou ser 10000x mais seletivo para receptor AT; que para receptor

AT, (SCHMIDT & SCHIEFFER, 2003).

Cl

H3C/\/\4 \ OH

FIGURA 3 - Estrutura do Losartan potdssico

In vitro, Losartan compete com a Ang II pela ligagdo ao receptor AT;. A
concentracdo que inibe 50% da ligacdo da Ang II (IC50) € 20nmol/L. O Losartan tem
um metabdlito ativo, o EXP3174 que quando administrado intravenosamente é dez a
vinte vezes mais potente que o Losartan e tem uma acdo com duragdo mais longa que o
Losartan. Entretanto, a biodisponibilidade oral do EXP3174 é muito baixa. O Losartan e
seus metabolitos sdo excretados pelo rim e bile.

A utilidade fisioldgica de antagonistas dos receptores da Ang II como agente
antihipertensivo tal como Losartan, tém sido demonstrada em modelos animais de
hipertensdo induzida geneticamente e experimentalmente tanto quanto em pacientes

com hipertensdo essencial humana (TIMMERMANS et al., 1993).
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1.3 - FORMULACOES FARMACEUTICAS BASEADAS EM CICLODEXTRINAS E

POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Muitos processos t€m sido desenvolvidos para a obtencdo de firmacos mais
eficientes e/ou menos toxicos para o tratamento da hipertensdo arterial, doenca de
grande incidéncia no mundo atual. Entretanto esses processos ainda produzem farmacos
que apresentam efeitos colaterais e alguns com baixa biodisponibilidade (VERGER et al.,
1998; ABUBAKR et al., 2000).

Nos ultimos anos, diversos sistemas de administracdo de farmacos t€m surgido
com a finalidade de modelar a cinética de liberagdo, melhorar a absor¢do, aumentar a
estabilidade do fairmaco ou vetorizd-lo para uma determinada populacdo celular. Desta
maneira surgem as composi¢des poliméricas, as ciclodextrinas, os lipossomas, as
emulsdes, e as miultiplas emulsdes, que servem como carreadores dos principios ativos,
entre outras estratégias. Essas formulacdes podem ser administradas vias injecdo
intramusculares, intravenosas, subcutinea, além de formulacgdo oral, inalagdo ou como

dispositivos que possam ser implantados ou injetados (SINISTERRA et al., 2002).
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1.3.1 - CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CD), também chamadas de cicloamiloses, cicloglucanos e
ciclomalto-oligoses, sdo oligossacarideos ciclicos obtidos pela primeira vez como
produtos de degradagdo do amido. Foram isoladas pela primeira vez em 1891 por
Villier, mas somente em 1904 Schardinger as caracterizou (LOFTSSON, 2001).

A capacidade das ciclodextrinas de formar compostos de inclusdo baseia-se na
versatilidade de suas propriedades fisicas e quimicas, as quais possibilitam interacdes
intermoleculares do tipo hospede-hospedeiro com outras moléculas sendo que, ligacdes
covalentes ndo sdo estabelecidas entre as espécies (UEKAMA et al., 1997; DUCHENE,
1999).

As ciclodextrinas mais comuns sdo a o-, B- e y-ciclodextrina, consistindo de
seis, sete e oito unidades de glicose. A a-ciclodextrina causa pequena irritacio apods
injecdo intramuscular e 2 e 3% ¢é absorvido apds administragdo oral. Nenhum
metabolismo é observado no intestino grosso e é degradada somente pela flora intestinal
do colon (Loftsson, 1998). A B-ciclodextrina é menos irritante do que a a-ciclodextrina
e ¢ muito pouco absorvida no intestino grosso (1-2%) apds administragdo oral sendo
metabolizada por bactérias no c6lon. Correntemente, a -ciclodextrina é a mais usada
em formulacdes farmac€uticas e assim, provavelmente, a mais estudada. Como dito
anteriormente, é degradada no célon e a fermentacdo pode levar & producédo de gis e
diarréia (LOFTSSON, 1998). A 7y-ciclodextrina apresenta insignificante irritacdo apds

injecdo i.m., é rapidamente degradada no intestino grosso por enzimas intestinais e

pequena quantidade € absorvida apds administrag¢do oral (LOFTSSON, 1998).
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1.4 - SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Do ponto de vista da otimizagdo da farmacoterapia, a liberagdo do farmaco
deveria ser controlada de acordo com a proposta terapéutica e as propriedades
farmacoldgicas da substincia ativa. Portanto, liberagdo apropriada do farmaco é de
critica importancia no cumprimento da sua eficicia terapéutica. A fim de designar mais
avancos na forma de dosagem, vdrios tipos de materiais carreadores estdo sendo
desenvolvidos para entregar a quantidade necessdria do firmaco ao sitio alvo pelo
periodo necessdrio de tempo, ambos eficientemente e precisamente. (HIRAYAMA &
UEKAMA, 1999).

Em 1952 foi introduzida no mercado a primeira cépsula de sistema de liberacio
controlada, a qual foi denominada de ‘timed release’, sendo que posteriormente todos os
sistemas de liberacdo controlada (‘prolonged, timed e extended release’) foram
denominados simplesmente ‘controlled-release systems’ (ROBINSON, 1997). Somente
em 1960 iniciou-se, de maneira sistematica, o desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada de farmacos, na tentativa de modular a farmacocinética dos firmacos no
organismo, principalmente pelo trato gastrointestinal, e melhorar as propriedades fisico-
quimicas dos mesmos. Hoje se tem que, o mercado farmacéutico aplica
aproximadamente US$ 250 bilhdes no desenvolvimento de novas formulag¢des, sendo
que 10% sdo aplicados a biotecnologia e 10% no desenvolvimento de sistemas de

liberagdo controlada de farmacos, podendo chegar a 20% em 2005.
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FIGURA 4 - Niveis da droga no plasma (A) dosagem tradicional e (B) liberacdo prolongada (DE
PAULA, 2004).
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A descoberta e o desenvolvimento de um novo firmaco consomem
aproximadamente US$ 400-650 milhdes, consumindo em torno de 10 anos, além dos
riscos associados aos processos. Em contrapartida, os sistemas de liberacdo controlada
sao obtidos com aproximadamente 20% do custo anterior € na metade do tempo,
permitindo as industrias farmac€uticas maximizarem o retorno de seus investimentos,
melhorando os farmacos j4 existentes no mercado, com melhor eficicia e maior adesdo
dos pacientes ao tratamento (PANCHAGNULA et al., 2001). Por décadas, farmacos
utilizados nos mais variados tratamentos sdo administrados em sistemas convencionais
de liberagdo, compreendendo as solugdes, suspensdes, comprimidos, etc. Em sua
maioria, os esquemas terapéuticos empregando estes sistemas convencionais, requerem
varias administracdes em um curto periodo de tempo, visando manter os niveis
terapéuticos do fairmaco no organismo (figura 4). Algumas vezes, tais niveis ndo sdo
alcangados, ou seja, o tratamento ndo exibe resposta farmacoldgica, localizando-se
abaixo do nivel terapéutico minimo ou apresentando exacerbacdo dos efeitos adversos,
localizando-se acima do nivel terapéutico méximo, como na figura 4A (LAURENCIN, et
al., 1987).

A acgl@o prolongada de farmacos pode ser conseguida basicamente de duas
maneiras: (1) por modificagdes estruturais do farmaco (ex: pré-firmaco) ou (2)
incorporagdo do firmaco em um sistema que seja capaz de controlar sua liberagdo (JAIN
et al., 1998).

Os sistemas de liberagdo controlada podem ser classificados em quatro classes:
oral, transdérmico, injetdvel e inaldvel. Sistemas tipicamente orais apresentam facil
formulag@o, mas ndo fornecem um perfil de liberacdo maior do que 24 horas. Por outro

lado, sistemas transdérmicos fornecem um perfil de liberacdo prolongada por um
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periodo de semanas (LANGER, 2001). Contudo, a maioria dos firmacos nio € capaz de

atravessar a barreira do extrato corneo, devido ao seu carater lipofilico (LANGER, 2001).

1.4.1 - POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Uma alternativa para se obter um sistema de liberacdo controlada consiste na
utilizacdo de sistemas poliméricos. Estes sistemas t€ém a vantagem de proporcionar o
encapsulamento de farmacos, isolando-os do meio externo por uma barreira fisica. Tal
barreira fisica é formada por um polimero, que em contato com fluidos biolégicos, por
mecanismos enzimdticos ou ndo-enzimaticos, ird se dissolver, desintegrar ou sofrer
processo de degradacdo liberando a forma ativa e tornando-a disponivel (LIMA et al.,
1999). Nestes sistemas, os farmacos sio incorporados em uma matriz polimérica ou em
microcapsulas, baseando-se no encapsulamento dos farmacos em microesferas, as quais
liberam o farmaco no interior do organismo, em pequenas e controlaveis doses didrias,
durante dias, meses ou até anos (LIMA et al., 1999).

A liberacdo do firmaco pode ser feita por quatro mecanismos: (1) difusdo do
farmaco através da matriz polimérica, (2) reacdo quimica ou enzimdtica com
degradac@o do sistema, (3) a partir da ativacdo do solvente através de osmose ou
dilatacdo do sistema e (4) hidrélise do polimero num processo chamado de bioerosdo.

No primeiro caso, a etapa determinante do processo de liberagdo do farmaco € a
difusdo da mesma através da matriz polimérica, devido ao gradiente de concentracao.

Segundo LANGER et al. (1984), geralmente os dispositivos controlados por
difusdo sdo formados por uma parte central (reservatério) revestida por um material
polimérico insolivel em dgua, onde a difusdo do farmaco ocorre através da matriz
polimérica. A difusdo do farmaco dependerd da solubilidade deste e da porosidade da

matriz polimérica, onde firmacos mais hidrofébicos e matrizes com alta porosidade
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apresentam maior velocidade de difusdo, facilitando a passagem do farmaco para o
meio externo. Na liberagdo controlada por osmose, o sistema é constituido por uma
matriz, um eletrélito e o farmaco a ser liberado. A matriz, contendo pequenos orificios,
permite a difusdo de dgua, mas ndo do eletrdlito e do farmaco. Quando o dispositivo é
colocado em contato com 4gua ou fluido biolégico, haverd um fluxo de dgua para o
interior da matriz, devido a diferenga de pressdo osmotica.

Este tipo de sistema ¢é capaz de produzir uma liberacdo com cinética de ordem
zero, ou seja, com uma velocidade constante em func¢do do tempo, por um longo
periodo, além de liberar o firmaco com uma maior taxa do que aquela conseguida pelos
sistemas controlados por difusdo. Adicionalmente, este sistema € aplicdvel a farmacos
com diversas composicdes e massa molar, o que ndo é conseguido através do
mecanismo de difusao.

Nos sistemas controlados por solvente, o agente ativo estd dissolvido ou disperso
na matriz polimérica e ndo se difunde através da matriz. Para que ocorra a difusdo, o
polimero deve-se intumescer (por exemplo, com dgua), abaixando a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) do material polimérico, permitindo que o firmaco contido na
matriz possa se difundir para o meio externo.

Dentre os sistemas microencapsulados, as microesferas sdo compreendidas como
um sistema matricial de didmetro compreendido entre 1 e 1000 um. Neste sistema
matricial, o firmaco encontra-se disperso ou solubilizado na matriz polimérica, e a
liberagdo do farmaco se dd de forma continua ou pulsitil, iniciando tdo logo estas
microesferas entrem em contato com fluidos biolégicos onde, por difusdo através da
matriz polimérica ou bioerosdo, o farmaco torna-se disponivel. Nesse processo a dgua
entra no interior do dispositivo e provoca dissolucido do farmaco. A entrada de dgua leva

a formacdo de poros por onde o firmaco pode se difundir, 2 medida que a dgua vai
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entrando, o nimero de poros também aumenta € com isso comeca ocorrer erosao do
polimero junto com o farmaco (BURGESS et al., 1994).

Muitos polimeros tém sido investigados para o preparo de microesferas, mas
somente alguns tém demonstrado real biocompatibilidade. Dentre os polimeros naturais
estdo as proteinas, o amido e os derivados celuldsicos, sendo que as proteinas mais
utilizadas s@o albuminas bovina e humana, coldgeno e gelatina. Os polimeros sintéticos
podem ser exemplificados pelas poliamidas, poliaminodcidos, poliésteres,
polialquilcianocrilatos, poliortoésteres, poliuretanos, poliacrilamidas, policaprolactonas
e polihidroxialcanoatos. Dentre os polimeros sintéticos, tem merecido destaque os
poliésteres alifaticos, como o poli-dcido latico (PLA), poli-adcido glicdlico (PLG) e
especialmente os copolimeros do acido latico e glicélico que sdo denominados acido
poli latico-glicdlico (PLGA), figura 5. Os poliésteres sofrem degradacdo homogénea
devido a hidrdlise espontianea dos grupos ésteres, impedindo assim a degradacdo na
superficie, dificultando a permeacdo do farmaco sobre a matriz polimérica (Cohen et
al., 1991).

O PGA (figura 5A), € altamente cristalino e o mais hidrofilico entre eles e
apresenta tempo de degradacdo em torno de 2-3 meses. O PLA (figura 5B) é amorfo,
com tempo de degradacdo em torno de 12-16 meses, enquanto o copolimero PLGA
(figura 5C) também ¢é amorfo e possui tempo de degradagdo em torno de 1-6 meses
dependendo da porcentagem dos polimeros PGA e PLA. Estes poliésteres sdo
degradados por hidrélise e esta pode ser catalisada por dcidos e bases. Portanto, o pH
fisiologico é constante em torno de 7,4 e a variagdo de temperatura ¢ muito pequena,

permanecendo em torno de 37°C (JALIL et al., 1990).
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FIGURA 5 - Estrutura quimica do PGA (A), PLA (B) e PLGA (C).
14.2 - FORMAS CONVENCIONAIS E NAO CONVENCIONAIS DE

ADMINISTRACAO DE AGENTES ANTIHIPERTENSIVOS.

Na literatura foram encontradas algumas formulagdes de agentes
antihipertensivos usando os sistemas de libera¢do controlada, mas nenhuma utilizando a
combinag@o entre as ciclodextrinas e os polimeros biodegraddveis. GUITTARD et al.
(1993), descreveu uma formulacdo composta por acetato de celulose,
polivinilpirrolidone e tri-propilcitrato, capaz de manter uma liberacdo sustentada de
Captopril por 48 horas. MAINCENT et al. (2000), prepararam microparticulas (190-
350um) de policaprolactona contendo uma mistura de Nifedipine (lipofilico) e
Propanolol (hidrofilico), com uma eficiéncia de encapsulacido de 37% para o Nifedipine
e 91% para o Propanolol. A liberacdo da Nifedipine foi mais bem controlada, uma vez
que a liberacdo do Propanolol apresentou ‘burst effect’, ou seja, o farmaco liberado
apresentou altas concentragdes nas primeiras horas de liberacdo. O perfil de liberacdo
do Propanolol mostrou que em 8 horas, 70% do farmaco foi liberado e para a
Nifedipine, somente 30% do farmaco foi liberado nas primeiras 8 horas.

No campo da fisiologia, a utilizacdo de substdncias sintéticas ou ndo, que
funcionem como agonistas ou antagonistas de receptores € uma pratica muito usada para

investigar o papel dessas substancias dentro dos vérios sistemas fisioldgicos.
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Atualmente, quando algum estudo visa determinar os efeitos do bloqueio
cronico do SRA in vivo, pode-se utilizar a administrag@o oral de doses didrias de algum
farmaco que pertenca, por exemplo, a classe dos antagonistas de AT; da Ang II, ou
entdo esse mesmo farmaco pode ser administrado por via subcutdnea com o auxilio de
minibombas osméticas de infusdo, que caracteristicamente liberam a droga de forma
lenta e controlada na corrente sanguinea.

Porém, experimentalmente, as formas citadas acima de administracdo de drogas
apresentam desvantagens que limitam sua utilizacdo: a administragdo de doses didrias
de algum farmaco faz com que ocorram picos e quedas de concentracdo da mesma no
sangue e isso pode comprometer a eficicia farmacoldgica dessa substincia. Por outro
lado, as minibombas conseguem manter o nivel terapéutico do f na circulagcdo devido ao
seu mecanismo de liberacdo controlada, no entanto, seu uso rotineiro em laboratério é
por muitas vezes invidvel por causa do alto custo desses dispositivos. Assim, seria
importante o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a manutengdo da
droga em concentra¢des 6timas na corrente sanguinea durante longos periodos de tempo

e que, além disso, possua um baixo custo.
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2.0 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

A proposta desse trabalho foi avaliar a viabilidade do uso associado de um
antagonista de receptor AT; da angiotensina II, o Losartan, com um polimero
biodegradavel, o PLGA (4cido poli latico glicdlico) para estudos sobre os efeitos do

sistema renina-angiotensina em ratos normotensos.

2.2 - OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar o bloqueio dos receptores AT; da Angiotensina Il em ratos Wistar
induzido pelo tratamento agudo e cronico com formulagdo Losartan/polimero
biodegraddvel e Losartan/B-CD/polimero biodegraddvel, administradas por via

subcutianea.
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3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS

Para realizagdo dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos pesando
aproximadamente 200-300g com idade entre 16-20 semanas, provenientes do Centro de
Bioterismo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 - PROCEDIMENTOS CIRURGICOS
3.2.1.1 - CIRURGIA PARA IMPLANTE DE CANULAS NA VEIA E ARTERIA FEMORAL

Sob anestesia geral inalatéria com éter, foi realizada uma cirurgia para o
implante de um cateter de polietileno (PE10/PE50) na veia femoral para administracio
de drogas. Esse cateter foi preenchido com solucdo fisioldgica e sua extremidade distal
foi ocluida por um pino de metal. Em seguida, esse cateter foi introduzido na veia
femoral onde foi fixado. Para possibilitar o manuseio do animal acordado e com livre
movimentacdo, a cinula foi exteriorizada no dorso do animal através do tecido
subcutineo, com o auxilio de um trocater.

O mesmo procedimento foi realizado para o implante da cénula arterial, porém o
implante dessa canula teve como objetivo possibilitar o registro de pardmetros
cardiovasculares.

ApOs a cirurgia, o animal foi alojado em gaiola individual, com dgua e racdo a
vontade, na sala de recuperacdo cirudrgica localizada no laboratério de hipertensdo do

departamento de Fisiologia até a realizag¢do dos experimentos.
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3.2.1.2 - MEDIDA DA PRESSAO DE CAUDA POR PLETISMOGRAFIA

Um sistema de pletismografia de cauda digital (RTBP: Kent Scientifc Co) foi
utilizado para medir a pressao sistdlica (PS) dos animais antes e durante o tratamento,
em intervalos regulares (figura 6). Nesse método, a artéria da cauda é brevemente
ocluida com o auxilio de um pequeno cuff, além de um sensor que também & colocado
na cauda do animal. Esse sensor é capaz de sentir a pulsacdo arterial e envia o sinal
analégico para um conversor analdgico digital. O sinal digital é entdo processado por

software apropriado (CODAS).
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FIGURA 6 - Figura ilustrativa de uma medida da pressdo sistdlica obtida
através do método da pletismografia de cauda digital.




MATERIAL E METODOS 23

3.2.1.3 - REGISTRO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES: PAP, PAME FC.

Os animais foram conectados através da canula inserida na artéria femoral a um
transdutor de pressdo conectado a um sistema de registro para obtencdo dos parimetros
cardiovasculares (BIOPAC Systems Inc Santa Barbara, California) 24 horas apds a

canulacdo.

3.2.1.4 - PREPARO DAS MICROESFERAS DE PLGA

Neste trabalho, a técnica da dupla emulsdo adaptada (LANGER et al., 1991) foi
utilizada para o preparo das microesferas de PLGA. Os dispositivos de liberacdo
controlada de Losartan sob a forma de pastilha de microesferas de PLGA foram

preparados de acordo com o método descrito por DE PAULA (2004).

3.2.1.5 - CIRURGIA PARA IMPLANTE SUBCUTANEO DO DISPOSITIVO DE POLIMERO
BIODEGRADAVEL/LOSARTAN EM FORMA DE PASTILHA.

Sob anestesia geral inalatdria com éter, o local a ser operado, na regido cérvico-
dorsal do animal, foi tricotomizado e esterilizado com alcool iodado. Com o animal em
decubito dorsal, realizou-se uma incisdo horizontal, de aproximadamente 10 mm na
altura da regido cervical. Em seguida, uma pinga hemostitica foi introduzida
subcutaneamente pelo corte por aproximadamente 8 cm em dire¢cdo caudal e
posteriormente retirada. Com o auxilio da pinga, o dispositivo a ser implantado foi
introduzido pelo corte em direcdo caudal. Dois ou trés pontos individuais foram feitos
para a completa sutura da incisdo. Para evitar infecgdes, 0,1 mL do antibidtico
pentabidtico foi aplicado topicamente sobre a sutura e também intramuscularmente em

uma das patas posteriores do animal.
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Apés a cirurgia, o animal foi alojado em gaiola individual, com 4gua e racdo a
vontade, na sala de recuperacgdo cirurgica localizada no laboratério de Hipertensdo do
Departamento de Fisiologia e 24 horas apds, foi relocado no biotério, sob temperatura
de 20-24°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas, onde foi mantido até a realizacdo dos

experimentos.

3.2.1.6 - ADMINISTRACAO DE LOSARTAN POR VIA SUBCUTANEA

Alguns animais foram submetidos a uma inje¢do subcutinea de Losartan numa
concentragdo correspondente a presente na pastilha ou na suspensio do polimero. Essa
droga foi diluida em salina estéril para um volume suficiente de 1000 pl, o qual foi
injetado no subcutaneo do animal com uma seringa usada para aplicacdo de insulina. As

concentragdes do Losartan variaram de acordo com o protocolo estudado

3.3 - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 - PROTOCOLO 1 - TESTE DO BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA II
EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS A INJECAO SUBCUTANEA DE LOSARTAN.

Com a finalidade de demonstrar a eficacia do Losartan, nas doses utilizadas para
bloquear o efeito pressor da Angiotensina II, os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para canulagdo 24 horas antes dos experimentos. Foram
administradas doses crescentes de Ang II (5, 10, 20, 40ng/0.1ml injegdo i.v.) antes e 2

horas apds administracdo de Losartan (3,0 e 0,7mg/kg).
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SEQUENCIA EXPERIMENTAL

24 horas apos

Ratos Wistar
Canulagao <

Grupos experimentais
(1) Losartan (0,7 mg/kg), n=5

Registro dos pardmetros
cardiovasculares (BIOPAC)

(curva controle)

U

Ang II (5, 10, 20 e 40 ng)

2 horas apds
Losartan (0,7
ou 3,0 mg/kg)
via subcutdnea

(2) Losartan (3,0 mg/kg), n=5

Repetigdo da curva

3.3.2 - PROTOCOLO 2 - TESTE DO BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA 1T
EM RATOS WISTAR , 2, 6, 12, 24, 36, E 48 HORAS APOS A ADMINISTRACAO DE UMA
SUSPENSAO DE MICROESFERAS DE PLGA/LOSARTAN OU LOSARTAN/B-CD/PLGA -
EFEITO AGUDO.

No presente trabalho foram testados dois tipos diferentes de formulacdo para
liberag@o controlada, ambos na base PLGA. Um € a associagdo do Losartan livre a este

polimero e o outro é composto por Losartan incluido em -CD formando um composto
de inclusdo (CI) que, por sua vez, foi encapsulado por microesferas de PLGA. Para

avaliar o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina Il em ratos Wistar 2, 6, 12, 24, 36,
e 48 horas apds administragio de uma suspensdo de microesferas de
PLGA/PLGA/Losartan ou CI/PLGA/B-CD foram utilizados os seguintes grupos
experimentais:

(1) grupo controle Losartan: animais submetidos a injecdo subcutinea de uma

solucdo de Losartan nas doses de 3,0 mg/kg;



MATERIAL E METODOS 26

(2) grupo controle PLGA: animais submetidos a inje¢do subcutanea de uma
suspensdo com microesferas de PLGA;

(3) grupo tratado com PLGA/Losartan: animais submetidos a inje¢do subcutinea
de uma suspensdo com o Losartan na dose de 3,0 mg/kg encapsulado nas microesferas
de PLGA.

(4) grupo controle B-CD: animais submetidos a injecdo subcutinea de uma
suspensdo de B-ciclodextrina;

(5) grupo tratado com CI/PLGA: animais submetidos & inje¢do subcutanea de
uma suspensdo de Losartan na dose de 3,0 mg/kg incluida na B-ciclodextrina e
encapsulada nas microesferas de PLGA.

Este protocolo teve como finalidade avaliar a capacidade de liberagdo do
Losartan pelo polimero PLGA ou quando incluido na B-CD e associado ao polimero,
num periodo de 48 horas, através da realizacdo de curvas concentracdo-resposta para
Ang II 2, 6, 12, 24, 36 e 48 horas apds a injecdo subcutinea. Os animais foram
submetidos ao procedimento de canulagdo e no dia seguinte deu-se inicio aos
experimentos. Curvas concentragdo-resposta foram realizadas em todos os animais antes
e ap6s a administragdo da formulacdo. Ao término do experimento, os animais foram

sacrificados por sobrecarga de anestésico.
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SEQUENCIA EXPERIMENTAL

24 horas apds

Ratos Wistar
Canulagdo ——

Grupos experimentais

(1) Losartan, n=5

(2YPLGA, n=15
(3) PLGA+Losartan, n=7
(4) p-CD, n=4

(B) CI+PLGA, n= 4

Registro dos pardmetros
cardiovasculares (BIOPAC)

(curva controle)

U

Ang IT (5, 10, 20 e 40 ng)

2,6, 12, 24,
36 e 48 horas
apds formulagdo
via subcutdnea
(3.0 mg/kg).

Repetigdo da curva

3.3.3 - PROTOCOLO 3 - TESTE DO BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA II

EM RATOS WISTAR OITO DIAS APOS O TRATAMENTO COM PLGA/LOSARTAN SOB A

FORMA DE PASTILHA OU SUSPENSAO DE MICROESFERAS — EFEITO CRONICO.

Para avaliar o bloqueio do efeito pressor da Ang Il em ratos Wistar 8 dias ap6s o

tratamento com PLGA/PLGA/Losartan sob a forma de pastilha ou suspensdo de

microesferas foram utilizados os seguintes grupos experimentais:

TRATAMENTO COM AS MICROESFERAS EM SUSPENSAQ

(1) grupo controle Losartan: animais submetidos a injecdo subcutanea de uma

solugdo da droga na dose de 3,0 mg/kg;

(2) grupo controle PLGA: animais submetidos a inje¢do subcutianea de uma

suspensao com microesferas de PLGA;
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(3) grupo tratado com PLGA/Losartan: animais submetidos a inje¢do subcutanea
de uma suspensdo com a droga na dose de 3,0 mg/kg encapsulada nas microesferas de
PLGA.

TRATAMENTO COM AS MICROESFERAS SOB A FORMA DE PASTILHA

(1) grupo controle Losartan: animais submetidos a inje¢do subcutanea de uma
solucdo de Losartan nas doses de 0,7 ou 3,0 mg/kg;

(2) grupo controle PLGA: animais submetidos a cirurgia para implante
subcutaneo do dispositivo composto por microesferas de PLGA;

(3) grupo tratado com PLGA/Losartan: animais submetidos a cirurgia para
implante subcutaneo do dispositivo composto por Losartan nas doses de 0,7 ou 3,0
mg/kg encapsulado pelo polimero PLGA.

Antes do inicio do experimento os animais foram submetidos a trés sessdes de
medidas da PS pelo método da pletismografia de cauda com intervalos regulares entre
elas. A terceira medida antes do implante do dispositivo ou da injecdo subcutinea de
Losartan correspondeu a primeira medida experimental e as medidas subseqiientes
também ocorreram em intervalos regulares de tempo. Ao final do periodo de tratamento
(8 dias), os animais foram submetidos a cirurgia para canulacio e ap6s 24 horas, foram
realizadas injecOes de doses crescentes de Angiotensina II (5, 10, 20 e 40ng/0.1ml).
Apenas os animais tratados com a formulagdo PLGA/Losartan/PLGA sob a forma de

pastilha tiveram o acompanhamento da PS pela pletismografia de cauda. Ao final do

experimento, os animais foram sacrificados por sobrecarga de anestésico.



MATERIAL E METODOS 29

SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Ratos Wistar ihattandia il 1Y Ratos Wistar
A - F Canulagao
1 I
[ I— .
i i 24 R"oras apos

Grupos _experimentais (5. 10, 20 e 40 ng) Ang II

(1) Losartan, n = 4
(2) PLGA, 1 = 4
(3) PLGA+L

sartan, 7 =

>

3.3.4 - PROTOCOLO 4 - TESTE DO BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA 11
EM RATOS WISTAR 8 OU 21 DIAS APOS IMPLANTACAO DE DISPOSITIVO DE LIBERACAO
CONTROLADA DE CI/PLGA SOB A FORMA PASTILHA.

Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a acdo da B-CD e do
PLGA na taxa de liberagdo do Losartan. Os procedimentos experimentais executados
nesse protocolo foram os mesmos do Protocolo 3. Porém, neste, foram usados
dispositivos em forma de pastilha compostos por CI, no qual o Losartan € incluido em
CD e encapsulado pelo polimero PLGA. Para avaliar o bloqueio do efeito pressor da
Ang Il em ratos Wistar 8 ou 21 dias ap6ds o tratamento com CI/PLGA/B-CD/PLGA sob
a forma de pastilha foram utilizados os seguintes grupos experimentais:

(1) grupo controle Losartan: animais submetidos a injecdo subcutinea de uma

solucdo de Losartan nas doses de 0,7 ou 3,0 mg/kg;
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(2) grupo controle B-CD/PLGA: animais submetidos a cirurgia para implante
subcutaneo do dispositivo composto por B-CD encapsulada por microesferas de PLGA;

(3) grupo tratado com CI/PLGA: animais submetidos a cirurgia para implante
subcutaneo do dispositivo composto por Losartan na dose de 0,7 ou 3,0 mg/kg incluido
em ciclodextrina e encapsulado pelo polimero PLGA.
Nesse protocolo a duracdo do tratamento foi de 8 dias quando a dose de 0,7 mg/kg de
Losartan foi utilizada ou de 21 dias para a dose de 3,0 mg/kg de Losartan. Assim como
nos protocolos anteriores, ao final do periodo de tratamento, os animais foram
canulados e apds 24 horas foram realizadas injecdes de doses crescentes de
Angiotensina II (5, 10, 20 e 40ng/0.1ml). Ao término do experimento, os animais foram

sacrificados por sobrecarga de anestésico.
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SEQUENCIA EXPERIMENTAL

doses crescentes de Angiotensina II
(5, 10, 20 e 40 ng) -

e ———— Teste do
mplante subcutaneo = bloqueio do
de pastilha de Canulagdo :feifo
CI+PLGA (0,7 ou 3,0 (7° ou 20° pressor
ma/kg) dia) (8° ou 21°
I dia)
Pré-tratamento (3° dia) U,
——— : | |
24 horas
PS PS Ps PS PS
Tratamento (8 ou 21 dias)
Grupos experimentais Grupos experimentais
8 dias (21 dias)

(1) Losartan, n =6
(2) PLGA+ p-CD, n=5
(3) CI+PLGA, n=5

(1) Losartan, n=5
(2) PLGA+ p-CD, n= 4
(3) CI+PLGA, n=6

3.3.5 - PROTOCOLO 5 — LIBERACAO DO LOSARTAN A PARTIR DE MICROESFERAS DE
PLGA/LOSARTAN E CI/PLGA IN VITRO.

A realizacdo desse protocolo teve como finalidade estudar a cinética de
liberag@o do Losartan a partir de diferentes formulag¢des (Losartan/PLGA e CI/PLGA) a
fim de comparar os resultados obtidos nesse experimento com os obtidos nos
experimentos agudos in vivo.

Para isso, amostras de 20 mg de microesferas de PLGA/Losartan e CI/PLGA
foram pesadas em triplicatas e em seguida adicionados 1,5 mL de tampao PBS (pH
=7,35) em todos os eppendorfs. As amostras foram entdo submetidas a agitacdo numa
incubadora de bancada com temperatura constante de 37 °C a uma velocidade de

agitacdo de 150 rpm.
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Ap6s 1 hora de incubagdo a agitacdo foi interrompida e os tubos centrifugados
por 5 minutos a uma velocidade de 4000 rpm. Ao final da centrifugacdo, todo o
sobrenadante foi coletado e acondicionado em um segundo tubo eppendorf, o qual foi
estocado sob refrigeracio até o momento da quantificagdo do farmaco por
espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-Vis (231nm). Aos eppendorfs foram
adicionados mais 1,5 mL do tampdo PBS e novamente levados para a agitacdo na
incubadora de bancada.

Esse mesmo procedimento foi repetido a cada hora durante as primeiras 9 horas
e de 24 em 24 horas até o final do experimento. Adicionalmente verificou-se que o

PLGA e a ciclodextrina ndo absorve luz no comprimento de onda estudado (231nm).

SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Pesagem de 20 mg de microesferas de PLGA/Losartan e CI/PLGA em triplicatas
Adicdo de 1,5 mL de tampdo PBS

— Agitagdo a 150 rpm (37 °C)

1 hora

v

Centrifugacdo a 4000 rpm por 5 minutos

v

Coleta do sobrenadante

v

L___quantificacdo por espectrofotometria de
) absorg¢do na regido do UV-Vis (231nm).

hora/hora (9 horas)
24 em 24 horas
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3.4 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média. Para andlise dos
dados foram utilizados Anélise de Variancia (Two-way ANOVA, seguida de teste de
Bonferroni) e teste T de Student quando apropriado. Os resultados foram analisados

usando-se o Software Graph Pad Prism 4.0.
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4.0 - RESULTADOS

4.1 - ALTERACOES AGUDAS DA PAM E FC OBTIDAS DURANTE O TESTE DO
BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA II EM ANIMAIS

NORMOTENSOS APOS A ADMINISTRACAO AGUDA DE LOSARTAN.

A eficiéncia em bloquear o efeito pressor da Ang II nas doses de Losartan
utilizadas nesse trabalho foi avaliada através do teste do bloqueio do efeito pressor da
Ang II. Dessa forma, foram construidas curvas dose-resposta para Ang II duas horas
ap6s a administracdo do Losartan nas doses de 0,7 ou 3,0 mg/kg. O efeito pressor
causado pela dose mais alta de Ang II (40ng/0.1ml) apds a injec@o subcutinea de salina
fisioldgica (curva controle) foi de 48 + 1,5 mmHg e nesses mesmos animais, duas horas
ap6s a administragdo do Losartan na dose de 0,7 mg/kg foi de 33 + 3.3 mmHg de
acordo com o Painel A da figura 7. Com a maior dose de Losartan, o efeito pressor da
maior dose de Ang II foi reduzido de 45 + 1.5 mmHg para 5 + 2.2 mmHg, duas horas

apos o tratamento (figura 8, painel A).

B Ang Il (ng)
A
10 20 30 40 50
0 ) ) f L )
501
= 404 _
:? *% E_ _504
g 30 2
s ;i 2
204 -100]
E <
< 101 —a—Salina —=—Salina
0 —O—Losartan (0.7 mg/kg} -150- —— Losartan (0,7 mg/kg)
T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Ang Il (ng)

FIGURA 7 - Bloqueio do efeito pressor da Ang II obtido duas horas apés a administracdo por via
subcutdnea do Losartan na dose de 0,7 mg/kg em animais normotensos. Painel A
representa os resultados obtidos para os valores de pressdo arterial média (PAM); Painel
B representa os resultados obtidos para os valores de freqiiéncia cardfaca (FC). ——
Curva controle realizada ap6s administragio por via subcutanea de uma solucdo de salina
fisiolégica, n = 5; —3—Curva realizada duas horas ap6s a administragdo do Losartan por
via subcutinea, n = 5. Os dados sdo apresentados como média + EPM.** p < 0,01
comparado a curva controle salina.
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Esses mesmos experimentos forneceram respostas varidveis para a freqiiéncia
cardiaca quando a dose de 0,7 mg/kg d Losartan foi utilizada. Assim, nota-se no Painel
B da figura 7 que ndo houve diferengas significativas entre as duas condi¢des testadas,
ou seja, o Losartan ndo foi capaz de afetar a resposta bradicdrdica médxima para Ang II
duas horas apds a sua administracdo. Quando a dose de 3,0 mg/kg de Losartan foi
testada, as respostas bradicdrdicas a Ang II foram significativamente atenuadas, em

paralelo ao bloqueio do efeito pressor (figura 8, painel B).

A B
Ang Il (ng)

—=—Salina 10 20 30 40 50

> ~
25 s £ 50
E 2
£ o
= _’_’D_’__’_{ 2
£ ol o o —0 . : : < 100
< 10 20 30 40 50
Ang Il (ng) —a— Salina
25 -150 —o— Losartan (3,0 mg/kg)

FIGURA 8 - Bloqueio do efeito pressor da Ang II obtido duas horas apés a administragdo por via
subcutinea de Losartan de 3,0mg/kg em animais normotensos. Painel A representa os
resultados obtidos para os valores de pressdo arterial média (PAM); Painel B representa os
resultados obtidos para os valores de freqii€éncia cardiaca (FC). —m—Curva controle
realizada apds administragc@o por via subcutdnea de uma solucdo de salina fisiol6gica, n =
5; —3—Curva realizada duas horas apds a administragdo do Losartan por via subcutinea,
n = 5. Os dados sdo apresentados como média + EPM. ** p < 0,01 comparado a curva
controle.



RESULTADOS 36

4.2 - ALTERACOES AGUDAS DA PAM E FC OBTIDAS DURANTE O TESTE DO
BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA II EM ANIMAIS
NORMOTENSOS APOS A ADMINISTRACAO DAS SUSPENSOES DE
MICROESFERAS DE PLGA/LOSARTAN OU CI/PLGA ADMINISTRADAS POR

VIA SUBCUTANEA.

4.2.1 - SUSPENSAO DE MICROESFERAS DE PLGA/LOSARTAN EM SALINA.

A curva concentragdo-resposta para doses crescentes de Angiotensina II
(5,10,20,40 ng i.v.) realizadas antes da administragcdo do Losartan (3,0 mg/kg) esta
representada na figura 9 e mostra que ndo houve diferengas significativas entre os

grupos estudados antes do inicio do tratamento.

Salina
60
——PLGA

_ —a— Losartan
:E: 50 -o—-PLGA+Losartan
g 40
[N
« 304

20 T T T T 1

0 10 20 30 40 50

Anig Il {ng}

FIGURA 9 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em ratos Wistar apds injecdo de suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan em salina por via subcutanea. —O—
Grupo controle PLGA, n =5; —m—Grupo controle Losartan, n =5; -0
Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo apresentados como
média = EPM.

Os resultados obtidos nos experimentos realizados em animais normotensos
tratados por 48 horas com a formulagdo PLGA/Losartan sob a forma de suspensio estio
ilustrados nos graficos das figuras 9 a 15. Verifica-se entdo que os animais tratados com
a formulacdo PLGA/Losartan apresentaram um bloqueio do efeito pressor da Ang II

estatisticamente significativo comparado aos animais tratados apenas com o polimero.
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Na figura 10 nota-se que nenhum efeito pressor da Ang II foi detectado 2 horas
apds a administragdo da formulacdo PLGA/Losartan quando comparado ao tratamento
apenas com o polimero. O mesmo ocorreu nos animais tratados com Losartan. Nessa
mesma figura, comparando-se os dois tipos de tratamento, PLGA/Losartan e Losartan

verificam-se ainda que o primeiro foi mais efetivo em relacdo ao segundo nas doses de

10 e 40 ng de Ang II.
2 horas
60
_ ——-PLGA
_ 50 —a— Losartan
5:» 404 -0- PLGA+Losartan
£
E 304 * %k
*kxk
20
<
10 I/}\}_,_f/’_{—
* *
S e
0 10 20 30 40 50
Ang Il (ng)

FIGURA 10 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos apds duas horas da
administracdo da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —8—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0---Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo
apresentados como média £+ EPM. .* p < 0,05 comparado ao grupo
Losartan, *** p < 0,001 comparado a curva PLGA.

Os gréficos das figuras 10 a 15 apresentam os dados obtidos 2, 6, 12, 24, 36 e 48
horas apds a administracio da formulag@o e seus controles. Os resultados apresentados
nessas figuras mostram que no grupo de animais tratados com a formulacdo
PLGA/Losartan o bloqueio do efeito pressor da Ang Il se manteve ao longo das 48
horas de tratamento. Tal bloqueio foi estatisticamente significativo comparado ao grupo
controle PLGA. Outro resultado ilustrado nessas figuras é que o bloqueio do efeito
pressor obtido nos animais tratados com Losartan foi significativo durante apenas 24

horas de tratamento comparado ao grupo PLGA.
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Comparando-se os resultados obtidos nos animais do grupo Losartan aos
animais do grupo PLGA/Losartan observa-se também, que ndo houve diferencas
significativas entre ambos durante as 48 horas de tratamento. Nos animais tratados com
PLGA/Losartan ap6s 12 e 24 horas de tratamento, o bloqueio obtido com a dose de 40

ng de Ang II foi significativamente maior que o obtido nos animais do grupo Losartan

6 horas

——PLGA
50- —=— | osartan
40 -0- PLGA+Losartan

30 kkk [kkk

A PAM (mmHg)

Ang Il (ng)

FIGURA 11 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em ratos Wistar normotensos apds 6 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de PLGA/Losartan em
salina por via subcutinea. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5;
—m8—Grupo controle Losartan, n =5; - o--Grupo  tratado
PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo apresentados como média + EPM.
*#% p < 0,001 comparado a curva PLGA.
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12 horas
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FIGURA 12 - Altera¢des da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos apds 12 horas da
administracdo da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutianea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —a—Grupo controle
Losartan, n =5; -0---Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. ** p < 0,01 comparado a curva
Losartan, *** p < 0,001 comparado a curva PLGA.

24 horas
601
——-PLGA
_ 501 —=— Losartan
T 40- -0-PLGA+Losartan
£
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< 30-
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0 50
Ang Il (ng)
FIGURA 13 - Altera¢des da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos ap6s 24 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —8—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. ** p < 0,01 comparado a curva
Losartan, *** p < 0,001 comparado a curva PLGA.
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36 horas

——PLGA

551 —=— | osartan
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Ang Il (ng)

FIGURA 14 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos apdés 36 horas da
administracdo da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutianea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —a—Grupo controle
Losartan, n =5; -0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 comparado a curva PLGA,

** p < 0,01 comparado a curva PLGA, *** p < 0,001 comparado a
curva PLGA.
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FIGURA 15 - Altera¢des da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos apds 48 horas da
administracdo da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —8—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 comparado a curva PLGA,
*#% p < 0,001 comparado a curva PLGA.
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Como controle para as respostas a Ang II, durante a realizacdo de cada curva
dose-resposta, salina fisiolégica no volume de 0,1 mL era administrada antes de cada
dose de Ang Il em todos os grupos experimentais.

Os dados da figura 16 mostram que as respostas obtidas com as doses crescentes
de Ang II sdo menores ou equivalentes as obtidas com solugdo salina fisioldgica, porém
ndo foram estatisticamente significativas na curva realizada 2 horas apds a
administracdo da formulagdo PLGA/Losartan. Para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os
valores médios da pressdo arterial média, em milimetros de mercurio, sdo
respectivamente para salinae Ang II: 1,0+ 0,7 vs 1,L3£1,0; 3,3+ 1,1 vs 1,2+0,8; 1,5+

1,2vs 0,9+0,7;3,3+1,8vs 1,2+0,7.

2 horas
10
B2 Salina
84 E=32 Ang I
6

PAM (mmHg)

Ang Il (ng)

FIGURA 16 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 2 horas apds administracio da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutinea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

As figuras 17, 18 e 19 apresentam resultados semelhantes aos da figura 16. Na
figura 17, para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da pressao arterial média,

em milimetros de mercurio, sdo respectivamente para salinae Ang II: 2,5 + 1,4 vs 1,3 +
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0,8,20£1,0vs 1,6 £1,1; 0,6 £0,9 vs 1,7 £ 1,0; 2,6 £ 1,5 vs 4,4 + 1,8. Na figura 18,
para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da pressdo arterial média, em
milimetros de mercurio, sdo respectivamente para salina e Ang II: 1,6 £ 1,1 vs 0,8 £ 1,4;
1,3+0,8vs03+£0,5;,14+08vs08+14;26+1,0vs 1,8+0,7. Na figura 19, os
valores médios da pressdo arterial média, em milimetros de mercdrio, sao
respectivamente para salinae Ang II: 24+ 1,5vs 1,9+ 1,2;34+13vs 1,5+ 1,1;3,4+

1,2vs3,0+0,5;2,4+0,6 vs 6,2 + 1,8.

6 horas

EE3 Salina
E=2 Ang Il

PAM (mmHg)

Ang Il (ng)

FIGURA 17 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 6 horas apds administragio da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutinea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

Os grificos das figuras 16 a 19 mostram que durante as primeiras 24 horas de
experimento o bloqueio do efeito pressor da Ang II obtido com a formulacio
PLGA/Losartan foi completo, pois as respostas pressoras obtidas com as doses
crescentes de Ang II foram menores ou equivalentes aquelas obtidas com a salina
fisiologica. Os dados apresentados na figura 20 mostram que a partir da trigésima sexta

hora as respostas pressoras obtidas com a Ang Il foram maiores que as com solucdo
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salina, porém essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Os valores médios da
pressdo arterial média, em milimetros de mercurio, sdo respectivamente para salina e

Ang II: 3,5+35vs3,7+1,8;-03+1,6 vs 7,5+ 1,5;4,0+£2,0vs 12,4 +1,5;3,0 + 3,7

vs 20,2 +4.8.
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FIGURA 18 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 12 horas apdés administragdo da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutinea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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RESULTADOS
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FIGURA 19 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 24 horas ap6s administracdo da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutdnea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 20 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 36 horas apdés administracio da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutinea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo

apresentados como média + EPM.

Na figura 21 observamos que a partir da quadragésima oitava hora as respostas

pressoras obtidas com a Ang II foram significativamente maiores que as obtidas com

solugdo salina.
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FIGURA 21 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo

intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 48 horas apds administracio da suspensdo de
microesferas de PLGA/Losartan por via subcutdnea. A dose de
Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. * p < 0,05 comparado a dose
10ng/0.1ml, ** p < 0,01 comparado a dose 20ng/0.1ml, *** p <
0,001 comparado a dose 40ng/0.1ml.

45

Os resultados obtidos para a freqiiéncia cardiaca nesses experimentos estdo de

acordo com os obtidos para a PAM. A administracdo da suspensdo de microesferas de

PLGA/Losartan bloqueou significativamente o efeito pressor da Ang II ao final de 48

horas quando comparado aos grupos controles PLGA e Losartan. Na auséncia do efeito

pressor causado pela Ang II, verifica-se também a auséncia de bradicardia reflexa nos

animais tratados com a formulagdo PLGA/Losartan quando comparados aos animais

controles. Essa auséncia pode ser observada durante as primeiras 24 horas de

experimento (figuras 23 a 26).

Nos animais tratados com Losartan, a freqiiéncia cardiaca se comportou da

mesma forma que nos animais tratados com PLGA/Losartan (figuras 22 a 28).
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No caso dos animais tratados apenas com o polimero, os dados das figuras 22 a
28 mostram que durante todo o periodo de tratamento, ou seja, 48 horas, ocorreu uma
bradicardia reflexa em decorréncia ao efeito pressor causado pelas doses crescentes de

Ang II nesses animais.
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FIGURA 22 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos apds injecdo de salina por
via subcutanea. —O— Grupo controle PLGA, n =5; —8—Grupo
controle Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os
dados sdo apresentados como média + EPM.
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FIGURA 23 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos 2 horas apds a
administracdo da suspensdo de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —O— Grupo controle PLGA, n =5; —B—Grupo controle
Losartan, n =5; -~0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados
sdo apresentados como média + EPM. *** p < 0,001 comparado a
curva PLGA.
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FIGURA 24 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos 6 horas apds a
administracdo da suspensdo de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —3— Grupo controle PLGA, n =5; —m—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados
sdo apresentados como média + EPM. .* p < 0,05 comparado ao grupo
PLGA, ** p < 0,01 comparado ao grupo PLGA, *** p < 0,001
comparado ao grupo PLGA.
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FIGURA 25 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito

pressor da Angiotensina II em animais normotensos 12 horas
apés a administracdo da suspensdo de microesferas de
PLGA/Losartan por via subcutinea. A dose de Losartan usada
nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3— Grupo controle
PLGA, n =5; —8—Grupo controle Losartan, n =5; --0--Grupo
tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados sdo apresentados como
média + EPM. *** p < 0,001 comparado ao grupo PLGA.
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FIGURA 26 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 24 horas apés a
administragc@o da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —O— Grupo controle PLGA, n =5; —s—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados
sdo apresentados como média + EPM. * p < 0,05 comparado ao grupo
PLGA, *** p < 0,001 comparado ao grupo PLGA.
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FIGURA 27 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 36 horas apés a
administrag@o da suspensdo de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutinea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —O— Grupo controle PLGA, n =5; —B—Grupo controle
Losartan, n =5; -~0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados
sdo apresentados como média = EPM.
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FIGURA 28 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 48 horas apés a
administrag@o da suspensio de microesferas de PLGA/Losartan por via
subcutinea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —O— Grupo controle PLGA, n =5; —8—Grupo controle
Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado PLGA/Losartan, n =7. Os dados
sdo apresentados como média £ EPM. .* p < 0,05 comparado ao grupo
PLGA, ** p < 0,01 comparado ao grupo PLGA.

4.2.2 - SUSPENSAO DA FORMULACAO CI/PLGA.
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A curva concentracdo-resposta para doses crescentes de Ang II (5, 10, 20, 40 ng

i.v.) realizada antes da administragdo do Losartan (3,0 mg/kg) estd representada na

figura 29 e mostra que ndao houve diferengas significativas entre os grupos estudados

antes do inicio do tratamento.

Os resultados obtidos nos experimentos realizados em animais normotensos

tratados por 48 horas com a formulacio CI/PLGA sob a forma de suspensdo estdo

ilustrados nos gréficos das figuras 29 a 48. Nestas figuras verifica-se que os animais

tratados com a formulagdo CI/PLGA tiveram um bloqueio significativo do efeito

pressor da Ang Il comparado aos animais tratados apenas com o polimero ou com a f3-

CD. Os graficos das figuras 30 a 35 mostram que este bloqueio foi mantido durante as

48 horas de experimento.
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FIGURA 29 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos ap6s injecdo de salina por
via subcutinea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de
3,0 mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle
B-CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sao apresentados como média + EPM.

Na figura 30 nota-se que nenhum efeito pressor da Ang II foi detectado 2 horas
apods a administragdo da formulagdo CI/PLGA quando comparado ao tratamento apenas
com o polimero. O mesmo ocorreu nos animais tratados com Losartan. Nesta mesma
figura, comparando-se os dois tipos de tratamento CI/PLGA e Losartan verifica-se que
ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre eles, o que pdde ser verificado
durante todo o periodo de tratamento.

Outro resultado ilustrado nestas figuras € que o bloqueio do efeito pressor obtido
nos animais tratados apenas com Losartan foi significativo durante 36 horas de

tratamento comparado ao grupo PLGA (figura 34).



RESULTADOS
2 horas o-p-CD
— —1 —=Losartan
45 -o0- CI+PLGA
7
E 35'
£
~ 254 *kk | kkk
=
< 154
1 [ S
5-
O-pg-—--0---mm——--- =] —
'5 Ll | I I L}
0 10 20 30 40 50
Ang Il (ng)

FIGURA 30 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos ap6s 2 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutianea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —<—— Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle -
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; --0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *** p
< 0,001 comparado as curvas PLGA e B-CD.
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FIGURA 31 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos apés 6 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutianea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —<—— Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle -
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; -0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média = EPM. *** p
< 0,001 comparado as curvas PLGA e B-CD.
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FIGURA 32 - Altera¢des da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos apds 12 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutianea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —— Grupo controle -
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; -0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média = EPM. *** p
< 0,001 comparado as curvas PLGA e B-CD.
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FIGURA 33 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos apds 24 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle B-
CD, n =4; —8—Grupo controle Losartan, n =5; -0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *** p
< 0,001 comparado as curvas PLGA e B-CD.
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FIGURA 34 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos apds 36 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —<— Grupo controle PLGA, n =5; —+ Grupo controle B-
CD, n =4; —8—Grupo controle Losartan, n =5; -0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média = EPM. *** p
< 0,001 comparado as curvas PLGA e B-CD.
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FIGURA 35 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos ap6s 48 horas da
administracdo da suspensdo de microesferas de CI/PLGA por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle B-
CD, n =4; —=—Grupo controle Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM. * p <
0,05 comparado as curvas B-CD e PLGA, *** p < 0,001 comparado as
curvas PLGA e B-CD.
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Como controle para as respostas a Ang II, durante a realiza¢do de cada curva
dose-resposta, salina fisiolégica no volume de 0,1 mL era administrada antes de cada
dose de Ang Il em todos os grupos experimentais.

Os dados da figura 36 mostram que 2 horas apds a administragdo da formulagdo
CI/PLGA, as respostas pressoras obtidas com as doses crescentes de Ang II sdo menores
ou equivalentes as obtidas com salina fisioldgica, porém, ndo foram estatisticamente
significativas na curva realizada. Para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da
pressdo arterial média, em milimetros de mercurio, sdo respectivamente para salina e
AngIl: 0,3+£0,5vs 1,6 £1,3;27+1,5vs0,2+1,4;1,4+0,8 vs 0,9£0,5;3,8 £ 1,4 vs

1,9+ 14.

2 horas
6-
Salina
54 Ang ll
4_

PAM (mmHg)

Ang Il (ng)

FIGURA 36 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 2 horas apds administracdo da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutanea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

As figuras 37, 38 e 39 apresentam resultados semelhantes aos da figura 36. Na
figura 37, para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da pressao arterial média,

em milimetros de mercurio, sdo respectivamente para salina e Ang II: 1,3+ 0,7 vs 1,2 +
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1,4;24+1,5vs0,3+£0,5;24+09vs-0,2+0,7; 1,3+ 1,0 vs 1,0+ 1,1. Na figura 38,
para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da pressdo arterial média, em
milimetros de mercirio, s@o respectivamente para salina e Ang II: 1,3 £ 1,5 vs -0,5 +
1,7;20+ 1,1 vs -24 £2,2;23+39vs0,2+0,7; 1,2+ 1,7 vs 5,6 £ 1,8. Na figura 39,
para as doses de 5, 10, 20 e 40 ng os valores médios da pressdo arterial média, em
milimetros de mercirio, s@o respectivamente para salina e Ang II: 3,7 £ 1,2 vs -0,5 +

0,8;35+1,2vs23+1,0;3,6+0,6vs6,5+2,3;59+27vs80+22.

6 horas
6_
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4 == Ang Il
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FIGURA 37 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 6 horas apds administragdo da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutanea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

Os gréficos das figuras 36 a 39 mostram que durante as primeiras 24 horas de
experimento o bloqueio do efeito pressor da Ang II obtido com a formulagdo CI/PLGA
foi um bloqueio completo devido as respostas pressoras obtidas com as doses crescentes
de Ang II terem sido menores ou equivalentes aquelas obtidas com a salina fisioldgica.
Os dados apresentados na figura 40 mostram que a partir da trigésima sexta hora as
respostas pressoras obtidas com a Ang Il foram maiores que as com salina, porém essa

diferenca s6 foi estatisticamente significativa para as doses de 20 e 40 ng de Ang II. Os
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valores médios da pressdo arterial média, em milimetros de mercurio, sdo
respectivamente, para salina e Ang II: 1,1 £ 0,8 vs 4,0 £ 1,6; 2,4 £ 0,3 vs 8,8 £ 1,9; 2,7

+3,1vs153+£25;43+1,6vs17,4£28.

12 horas
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E=3 Ang I
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FIGURA 38 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina Il em animais
normotensos, 12 horas apdés administracio da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutanea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 39 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 24 horas apdés administracio da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutinea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

36 horas
25+ .
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FIGURA 40 -

Comparacdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 36 horas apés administracio da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutanea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. *** p < 0,001 comparado a salina.
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48 horas
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FIGURA 41 - Comparagdo entre as respostas pressoras obtidas apds injecdo
intravenosa de salina e Ang II em suas respectivas doses durante o
teste o bloqueio do efeito pressor da Angiotensina II em animais
normotensos, 48 horas apés administracio da suspensdo de
microesferas de CI/PLGA por via subcutinea. A dose de Losartan
usada nesses experimentos foi de 3,0 mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. ** p < 0,01 comparado a salina,
*#% p < 0,001 comparado a salina.

Os gréficos das figuras 42 a 48 mostram os dados de freqiiéncia cardiaca obtidos
quando a suspensdo do CI/PLGA foi administrada por via subcutinea no lugar da
associacdo da droga com o polimero.

Semelhantemente aos resultados para a freqii€ncia cardiaca obtidos com a
formulagdo PLGA/Losartan, os resultados obtidos com CI/PLGA também estdo de
acordo com os obtidos para a PAM nesses experimentos. A administragdo da suspensdo
de CI/PLGA bloqueou significativamente o efeito pressor da Ang II ao final de 48 horas
quando comparado aos grupos controles PLGA e Losartan. Na auséncia do efeito
pressor causado pela Ang II, verifica-se também a auséncia de bradicardia reflexa nos
animais tratados com a formulacdo CI/PLGA quando comparados aos animais
controles. Essa auséncia pode ser observada durante 24 horas de experimento (figuras

27 a 30).
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FIGURA 42 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos ap6s injecdo de salina por
via subcutdnea. —<—— Grupo controle PLGA, n =5; —o0— Grupo
controle B-CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; ----0--Grupo
tratado CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média +
EPM.
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Nos animais tratados com Losartan, a freqiiéncia cardiaca se comportou da

mesma forma que nos animais tratados com Cl/Losartan (figuras 43 a 46).

No caso dos animais tratados apenas com o polimero, os dados das figuras 43 a

48 mostram que durante todo o periodo de tratamento, ou seja, 48 horas, ocorreu uma

bradicardia reflexa em decorréncia ao efeito pressor causado pelas doses crescentes de

Ang II nesses animais.
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FIGURA 43 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 2 horas apds a
administragdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — O Grupo controle PLGA, n =5; —0— Grupo controle B-
CD, n =4; —a—Grupo controle Losartan, n =5; ---o--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados s@o apresentados como média + EPM. **% p
< 0,001 comparado a curva PLGA.
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FIGURA 44 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 6 horas apds a
administracdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutinea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle -
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; --0---Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *** p
< 0,001 comparado a curva PLGA.
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FIGURA 45 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 12 horas apés a
administragdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — O Grupo controle PLGA, n =5; —30— Grupo controle f3-
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados s@o apresentados como média + EPM. **% p
< 0,001 comparado a curva PLGA.
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FIGURA 46 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 24 horas apds a
administracdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. — < Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle f-
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; --0--Grupo tratado
CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM. ** p <
0,01 comparado a curva PLGA.
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FIGURA 47 - Alteragdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos 36 horas apds a
administragdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutinea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —<O— Grupo controle PLGA, n =5; —30— Grupo controle f3-
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; ---0--Grupo tratado

CI/PLGA, n =4. Os dados sio apresentados como média + EPM.
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FIGURA 48 - Alteracdes da FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos 48 horas apés a
administracdo da suspensdo de microesferas de Cl/Losartan por via
subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de 3,0
mg/kg. —— Grupo controle PLGA, n =5; —3— Grupo controle B-
CD, n =4; —m—Grupo controle Losartan, n =5; --0--Grupo tratado

CI/PLGA, n =4. Os dados sdo apresentados como média + EPM.
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Quando comparadas, os dois diferentes tipos de formulagio se mostraram
equivalentes em bloquear o efeito pressor da Angiotensina II, visto que ndo houve

diferencas significativas entre esses dois tipos como observado nos graficos das figuras
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FIGURA 49 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos apds inje¢do de salina por
via subcutanea. A dose de Losartan usada nesses experimentos foi de
3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7; ——Grupo CI/PLGA,
n =4; —o—Grupo Losartan, n =5,—v—Grupo PLGA, n =5, —e—
Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo apresentados como média +
EPM.
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FIGURA 50 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 2 horas apds injecdo de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7;
—&—Grupo CI/PLGA, n =4; —o—Grupo Losartan, n =5, —v—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 51 - Altera¢des da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 6 horas apds inje¢do de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7,
—&—Grupo CI/PLGA, n =4; —0—Grupo Losartan, n =5, —V—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 52 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 12 horas apds injecdo de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —O—Grupo PLGA/Losartan, n =7;
—&—Grupo CI/PLGA, n =4; —o—Grupo Losartan, n =5, —v—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 53 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 24 horas ap6s injecao de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7,
—&—Grupo CI/PLGA, n =4; —0—Grupo Losartan, n =5, —V—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 54 - Alteracdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor

da Angiotensina II em animais normotensos 36 horas apds injecdo de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7,
—#—Grupo CI/PLGA, n =4; —0—Grupo Losartan, n =5, —v—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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FIGURA 55 - Alteragdes da PAM obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor
da Angiotensina II em animais normotensos 48 horas apds injecdo de
CI/PLGA ou PLGA/Losartan. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. —3—Grupo PLGA/Losartan, n =7,
—m—Grupo CI/PLGA, n =4; —0—Grupo Losartan, n =5, —V—Grupo
PLGA, n =5 , —e—Grupo B-CD/PLGA, n =4 . Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

4.3 - ALTERACOES CRONICAS DA PRESSAO SISTOLICA DE ANIMAIS
NORMOTENSOS DURANTE O TRATAMENTO COM AS PASTILHAS DE

PLGA/LOSARTAN OU CI/PLGA ADMINISTRADAS POR VIA SUBCUTANEA.

4.3.1 - IMPLANTE DE PASTILHAS DE PLGA/LOSARTAN

Os valores médios de pressdo sistélica obtidos no periodo pré-tratamento (seis
dias antes do implante do dispositivo ou da injecdo subcutinea) e também durante o
periodo de tratamento (oito dias a contar do implante ou injecdo) com seus respectivos
erros-padrao estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

A Tabela 1 apresenta os valores médios da PS em mmHg de animais Wistar que
foram submetidos ao tratamento com dispositivo de liberagdo controlada na forma de
pastilha composta por Losartan nas doses de 0,7 ou 3,0 mg/kg encapsulado em
microesferas do polimero PLGA por um periodo de oito dias .Esses valores mostram
que os diferentes tratamentos ndo causaram alteracdes estatisticamente significativas ao

longo do oito dias para os trés grupos estudados.
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TABELA 1
Valores da pressdo sistélica (mmHg) de ratos Wistar normotensos obtidos antes e durante o tratamento
com dispositivo de liberacdo controlada em forma de pastilha para os grupos PLGA (n = 7), Losartan (n =
6) e PLGA/Losartan (n = 6). Nesse experimento, a concentra¢do usada de Losartan foi de 0,7 mg/Kg.
Valores s@o expressos como média + erro padrdo da média.

Grupos experimentais
Tempo (dias) PLGA Losartan PLGA/Losartan
-6 137 £9,1 137+£7.0 133 £6,3
-3 150 +7,9 135+7,3 141 +79
0 160+ 5,2 144 £5.3 159 £8,5
4 156 +£5,8 146 £ 8,1 151 + 10,5
7 142 +5,6 147 £ 7,1 140 + 6,1

Esse mesmo protocolo realizado utilizando-se uma concentragdo de Losartan quatro
vezes maior, 3,0 mg/Kg forneceu resultados similares aos da Tabela 1, ou seja, sem

diferencas estatisticas significativas para os trés grupos.

TABELA 2
Valores da pressao sistélica (mmHg) de ratos Wistar normotensos obtidos antes e durante o tratamento
com dispositivo de liberacdo controlada em forma de pastilha para os grupos PLGA (n = 6), Losartan (n =
5) e PLGA/Losartan (n = 6). Nesse experimento, a concentracido usada de Losartan foi de 0,7 mg/Kg.
Valores s@o expressos como média + erro padrdo da média.

Grupos experimentais
Tempo (dias) PLGA Losartan PLGA/Losartan
-6 148 £3,7 139+£7.0 135+ 8,4
-3 135 +4,8 136 £2,1 142 £5,4
0 164 £6,0 157 +£9,8 154 £9,1
4 125+6,3 128 + 10,5 133 £10,7
7 138 £9,5 138 £ 11,1 130+9,3

4.3.2 - CI/PLGA

Com o objetivo de avaliar a acdo da B-CD associada ao PLGA na eficicia da

preparagdo, experimentos similares aos do Protocolo 1 foram realizados no Protocolo 3.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos nesses experimentos. Como pode ser visto,
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também néo ocorreu alteracdo nos valores de PS de animais normotensos tratados por

oito dias com a formulagdo CI/PLGA. O mesmo ocorreu nos grupos controle.

TABELA 3
Valores da pressao sistélica (mmHg) de ratos Wistar normotensos obtidos antes e durante o tratamento
com dispositivo de liberagdo controlada em forma de pastilha para os grupos B-CD/PLGA (n = 4),
Losartan (n = 6) e CI/PLGA (n = 6). Nesse experimento, a concentragdo usada de Losartan foi de 0,7
mg/Kg. Valores sdo expressos como média + erro padrao da média.

Grupos experimentais
Tempo (dias) p-CD Losartan CI/PLGA
-6 149 + 1,2 137+7,0 96 +3,7
-3 134 £2.2 135+73 97 +3.8
0 155+99 144 +£53 97 +44
4 154 +4.,5 146 + 8,1 91 +£3,7
7 170 £ 15,2 147 +7,1 89 +3,5
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4.4 - ALTERACOES CRONICAS DA PAM E FC OBTIDAS DURANTE O TESTE
DO BLOQUEIO DO EFEITO PRESSOR DA ANGIOTENSINA II EM ANIMAIS
NORMOTENSOS APOS A ADMINISTRACAO DAS FORMULACOES

PLGA/LOSARTAN OU CI/PLGA ADMINISTRADAS POR VIA SUBCUTANEA.

4.4.1 - SUSPENSOES DE MICROESFERAS COMPOSTAS POR PLGA/LOSARTAN

A figura 56 mostra as alteracdes nos valores da PAM e FC obtidas no teste do
bloqueio do efeito pressor da Ang Il realizado nos trés grupos experimentais ao final de
8 dias de tratamento com o Losartan encapsulado ou ndo na base PLGA.
Diferentemente dos experimentos anteriores, nesses experimentos foram utilizadas
suspensdes de microesferas de PLGA/Losartan no qual, o tempo de tratamento foi de 8
dias. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com a formulacdo
PLGA/Losartan sob a forma de suspensdo nio proporcionou um bloqueio significativo

do efeito pressor da Ang II quando comparado aos grupos controles.
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FIGURA 56 - Alteracdes da PAM e FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor da
Angiotensina II em animais normotensos apds 8 dias de tratamento com a formulagdo
PLGA/Losartan sob a forma de suspensdo. A dose de Losartan usada nesses
experimentos foi de 3,0 mg/kg. Painel A representa os resultados obtidos para os
valores de pressao arterial média (PAM); Painel B representa os resultados obtidos para
os valores de freqiiéncia cardiaca. —m—Grupo controle PLGA, n =4; --e--Grupo
controle Losartan, n =4; —O— Grupo tratado PLGA/Losartan, n =6. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

Nos animais do grupo tratado com a suspensio PLGA/Losartan nido houve
bloqueio significativo da bradicardia reflexa quando a Ang II era infundida por via

endovenosa, comparado as respostas obtidas nos animais dos grupos controles.
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4.4.2 - DISPOSITIVO EM FORMA DE PASTILHA COMPOSTO POR

PLGA/LOSARTAN.

A curva dose-resposta para doses crescentes de Angiotensina II (5, 10, 20 e
40ng/0.1ml) realizada ao final de 8 dias de tratamento com dispositivo de liberacdo
controlada na forma de pastilha composta por microesferas de PLGA ou
PLGA/Losartan esta ilustrada na figura 57. No Painel A observa-se que os trés grupos
experimentais se comportaram de maneira semelhante em relagdo ao efeito pressor
causado pelas doses crescentes de Ang II. Assim, apds 8 dias de tratamento, as respostas
pressoras do grupo PLGA/Losartan ndo foram significativamente diferentes daquelas
obtidas nos animais dos grupos controles PLGA e Losartan. O mesmo pode ser visto em
relacdo ao efeito bradicardico mostrado no Painel B. Nesses experimentos a dose de

Losartan utilizada foi de 0,7 mg/kg.
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FIGURA 57 - Alteragdes da PAM e FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor da
Angiotensina II em ratos Wistar normotensos apds 8 dias de tratamento com dispositivo
de liberagdo controlada em forma de pastilha composta pelo polimero PLGA associado
ou ndo ao Losartan na dose de 0,7 mg/kg. Painel A representa os resultados obtidos para
os valores de pressdo arterial média (PAM); Painel B representa os resultados obtidos
para os valores da freqiiéncia cardiaca (FC). —m—Grupo controle PLGA, n = 7; - -@--
Grupo controle Losartan, n = 5; —3—Grupo tratado PLGA/Losartan, n = 8. Os dados
sdo apresentados como média + EPM.

Os mesmos experimentos foram realizados com uma dose de Losartan 4 vezes
maior, 3,0 mg/kg, e seus resultados sio mostrados nos Painéis A e B da figura 58.

Assim como a dose menor de 0,7 mg/kg, a dose maior também nio se mostrou eficaz
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em bloquear tanto o efeito pressor da Ang Il como também seu efeito bradicardico

reflexo ao final de oito dias de tratamento com o dispositivo de liberac¢do controlada.
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FIGURA 58 - Alteracdes da PAM e FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor da
Angiotensina II em animais normotensos apds 8 dias de tratamento com dispositivo de
libera¢do controlada em forma de pastilha composta pelo polimero PLGA associado ou
ndo ao Losartan na dose de 3,0 mg/kg. Painel A representa os resultados obtidos para os
valores de pressdo arterial média (PAM); Painel B representa os resultados obtidos para
os valores da freqiiéncia cardiaca (FC). ——Grupo controle PLGA, n = 7; - -@-- Grupo
controle Losartan, n = 5; —3—Grupo tratado PLGA/Losartan, n = 8. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.

4.4.3 - DISPOSITIVO EM FORMA DE PASTILHA COMPOSTO POR CI/PLGA

Como pode ser observado nos Painéis A e C da figura 59, o tratamento com o
dispositivo na forma de pastilha composta por CI/PLGA nao foi capaz de causar
bloqueio do efeito pressor da Ang II quando comparado aos tratamentos controles ao
final de 8 e 21 dias, respectivamente. Os Painéis B e D da mesma figura mostram os
resultados obtidos para os valores de freqiiéncia cardiaca. Estes resultados mostram que
o tratamento com essa formulacdo também ndo alterou de forma significativa a
bradicardia reflexa em decorréncia do aumento da pressdo causada pelo peptideo, em
comparagdo aos grupos controles. Nesses experimentos a dose de Losartan empregada
foi de 0,7 mg/kg no tratamento com duragdo de 8 dias e de 3.0 mg/kg no tratamento

com duragdo de 21 dias.
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FIGURA 59 - Alteragdes da PAM e FC obtidas durante o teste do bloqueio do efeito pressor da
Angiotensina II em animais normotensos. Os Painéis A e B representam os resultados
obtidos apés 8 dias de tratamento com dispositivo de liberacdo controlada de
CI/PLGA/B-CD/PLGA na forma de pastilha. Nesses experimentos a dose de Losartan
usada foi de 0,7 mg/kg. Os Painéis C e D representam os resultados obtidos apds 21 dias
de tratamento com a mesma formulagdo, porém, a dose de Losartan usada foi de 3.0
mg/kg. Painéis A e C representam os resultados obtidos para os valores de pressdo
arterial média (PAM); Painéis B e D representam os resultados obtidos para os valores
da freqiiéncia cardiaca. Nos painéis A e B:Grupo controle 3-CD/PLGA, n = 4; Grupo
controle Losartan, n = 5; Grupo tratado CI/PLGA, n = 6. Nos painéis C e D:Grupo
controle B-CD/PLGA, n = 5; Grupo controle Losartan, n = 6; Grupo tratado CI/PLGA, n
= 5. Os dados sdo apresentados como média + EPM.

4.5 - LIBERACAO DO LOSARTAN IN VITRO A PARTIR DE MICROESFERAS DE
PLGA/LOSARTAN E CI/PLGA.

Na figura 60 sdo mostrados os resultados do experimento de liberagdo in vitro
(pH= 7,4) do Losartan realizados no Departamento de Quimica da UFMG. Nesse
experimento verificou-se a ocorréncia do “Burst effect” em ambas formulacdes, ou seja,
em uma hora de incubacio, aproximadamente 100% do Losartan havia sido liberado no
meio. Os valores obtidos foram, respectivamente, 99.160000 + 0.015100 % para
PLGA/Losartan vs 94.81000 = 0.18070 % para CI/PLGA, e ndo foram observadas
diferencgas significativas entre esses valores. O experimento foi realizado durante 72
horas, entretanto na figura 18 sdo mostradas apenas as primeiras quatro horas para uma

melhor visualizacdo dos dados.
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FIGURA 60 - Curvas de liberacdo in vitro (37 °C) de

Losartan encapsulado em PLGA ou
incluido em f-CD encapsulado em
microesferas de PLGA, n = 3. Os dados sdo
apresentados como média + EPM.
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5.0 - DISCUSSAO

A Angiotensina II, em condi¢des fisioldgicas, é de crucial importincia para o
controle do volume extracelular e da pressao arterial. A estimulagcdo do receptor AT, da
Angiotensina II mostrou mediar o crescimento e proliferacdo celular de células
musculares lisas vasculares, cardiomidcitos e células coronarianas endoteliais. Assim, o
receptor AT; tem sido implicado em vdérias patologias cardiovasculares, renais e
cerebrais, tais como hipertrofia ventricular esquerda, hipertrofia da camada media
vascular, arritmias cardiacas, ateroscleroses, glomeruloses, infarto e deméncia (UNGER,
2002).

Virios modelos animais tém sido utilizados com o objetivo de se alcangar um
entendimento maior da funcdo da Ang II na génese e manutengdo dessas patologias.
Dentre eles, podemos citar os animais espontaneamente hipertensos (SHR), os com
hipertensdo de origem renovascular como o dois rins — 1 clipe, por exemplo, os
transgénicos, os “Knockout” no qual ocorre a ablagdo total de genes, entre outros.

Os animais com hipertensdao renovascular dois rins — 1 clipe possuem uma
constricdo de uma das artérias renais, enquanto o rim contralateral € mantido intacto,
favorecendo a elevacdo dos niveis presséricos (CARRETERO & ROMERO, 1977). A
expressdo de componentes do SRA, desde o precursor glicoprotéico até peptideos,
enzimas e receptores, tem sido alvo na obtencdo de animais transgénicos e “Knockout”
nos ultimos anos. Um dos modelos de animais transgénicos para o SRA é o que
hiperexpressa o receptor AT; no coracdo e a ablacdo unica ou dupla de isoformas de
receptores AT deu origem aos camundongos e ratos “Knockout” para AT, (Carvalho &
Santos, 2000).

O uso farmacoldgico de antagonistas de receptor AT, como o Losartan, nesses

modelos, tem promovido a inibicdo do SRA através do bloqueio direto da agdo da
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Angiotensina II em nivel de receptor. Por conseguinte, o Losartan, tem sido uma sonda
farmacoldgica valiosa para o estudo dos mecanismos de estimulagio dos receptores de
Angiotensina II (KANG et al, 1994).

De acordo com LANGER (1998), sistemas de liberacdo sustentada oferecem
vdrias vantagens sobre as formas de dosagem convencionais. Elas oferecem liberaco e
biodisponibilidade prolongadas da droga, e, deste modo, reduzem a dosagem, os efeitos
colaterais e aumentam o conforto do paciente.

Dentre as vérias vias de administracdo de farmacos existentes, a injetdvel foi a
escolhida para a realizacdo deste trabalho, pois, segundo SINISTERRA et al., (2004),
sistemas injetdveis tem o beneficio de fornecer liberacdo sustentada de farmacos por
meses até anos. Essa liberac@o controlada € alcangada pela dispersdo do farmaco em um
carreador polimérico, que funciona como uma barreira e um reservatorio para o farmaco
(SINISTERRA et al., 2004). Assim, as formulacdes testadas, tanto em suspensdo quanto
sob a forma de pastilha, foram administradas por via subcutanea.

Microesferas do polimero PLGA sio sistemas de distribuicdo de farmacos que
fornecem protecdo para o farmaco encapsulado dentro da matriz polimérica e cuja
liberag¢@o ocorre numa taxa lenta e continua (BATYEKY et al., 1997). Este polimero estd
entre os polimeros biodegraddveis mais conhecidos e € hidrolisado sem a acdo de
enzimas (HYON et al., 1998), sendo metabolizados pelo corpo (KULKARNI ef al., 1966).
Dependendo da técnica de preparacdo das microesferas, as moléculas do farmaco estéo
dispersas dentro do polimero, depositadas dentro de oclusdes esféricas ou
aproximadamente esféricas (macroporos) formadas durante o processo (BATYEKY et al.,
1997).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos obtidos pela degradacdo do

amido por enzimas, tais como as ciclodextrinas glicosiltransferases, encontradas em
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diferentes microorganismos e plantas (BENDER & KOMIYAMA, 1978; HIRAYAMA et al.,
1992).

Uma das importantes caracteristicas das ciclodextrinas é formar complexos de
inclusdo, tanto em solu¢do quanto no estado sélido, nos quais cada molécula hdospede é
envolvida por um ambiente hidrofébico da cavidade da CD (DUCHENE, 1991; UEKAMA,
et al., 1987).

Das ciclodextrinas naturais, a B-CD parece ser a mais util para formar
complexos farmacé€uticos, por causa das suas habilidades de complexacéo e baixo custo
(BENDER & KOMIYAMA, 1978; HIRAYAMA et al., 1992). A B-CD ¢é degradada no cdlon
entretanto, tem um longo tempo de residéncia, ~ 40 horas, o qual ajudaria a aumentar e
prolongar a disponibilidade do fairmaco para absor¢ao (SINISTERRA et al., 2004).

As ciclodextrinas tém sido usadas com sucesso para modificar as caracteristicas
de liberacdo de sistemas poliméricos, principalmente na capacidade de formar
complexos ndo covalentes com farmacos, que sdo espécies com uma solubilidade e/ou
difusibilidade diferentes (BIBBY et al., 2000). De acordo com estas consideracoes,
complexagdo com ciclodextrinas pode oferecer uma ferramenta adicional para modular
a taxa de liberacdo das microesferas de PLGA (FU et al., 1999).

Primeiramente foram realizados experimentos agudos nos quais testou-se a
eficiéncia de duas doses diferentes de Losartan em bloquear o efeito pressor exercido
pela Angiotensina II. Os resultados obtidos nesses experimentos mostraram que a maior
dose (3,0 mg/kg) se mostrou mais efetiva em bloquear o efeito pressor da Ang II quando
comparado a dose de 0,7 mg/kg, duas horas apds a sua administragdo por via subcutanea
(figura 7 e 8), apesar da dose de 0,7 mg/kg ter fornecido um bloqueio significativo

quando comparado ao veiculo, nas doses mais altas de Ang II (20 e 40 ng).
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Os resultados obtidos para a freqiiéncia cardiaca, nesses mesmos experimentos,
estdo de acordo com os descritos acima para a pressdo arterial média, confirmando a
maior efetividade da dose de 3,0mg/kg, visto que, nessa dose ocorreu auséncia de
bradicardia apds a administracdo de Ang II, o que ndo pdde ser visto nos experimentos
realizados com a dose de 0,7 mg/kg.

Portanto, de acordo com os experimentos iniciais, considerou-se que a melhor
dose de Losartan para bloquear aproximadamente agudamente, 100% da resposta
pressora da Ang II, quando administrada por via subcutanea, seria a de 3,0 mg/kg e, por
isso, essa dose foi escolhida para a realizacdo da maioria dos experimentos
subseqiientes.

Frente aos resultados citados acima para a resposta pressora da Ang II duas
horas ap6s a administragdo de Losartan, iniciamos os testes agudos com as formulacdes
de nosso interesse (PLGA/Losartan e CI/PLGA). Dessa forma, testamos a capacidade
de ambas formula¢des em bloquear o efeito pressor da Ang II, 2, 6, 12, 24, 36 e 48
horas, apds a administracdo destas.

Inicialmente, testamos as formulacdes sob a forma de suspensdo. Essas
preparagdes em suspensdo jd haviam sido testadas por DE PAULA (2004), porém usando
a dose de 1,5 mg/kg de Losartan.

Os experimentos de DE PAULA (2004) demonstraram que o polimero livre de
farmaco ndo apresenta nenhum efeito demonstrdvel, além de ndo ter se mostrado
irritante ao tecido subcutdneo. Esse achado foi confirmado também em nossos
experimentos de acordo com as figuras 9 a 15 e 29 a 35.

Nesses mesmos experimentos de DE PAULA (2004), quando injetadas

microesferas de PLGA contendo Losartan, verificou-se uma reducio do efeito pressor
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da Ang II para aproximadamente 15 mmHg apds 2 horas da administrag@o, chegando a
10 mmHg ap6s 48 horas.

Na dose utilizada em nosso trabalho um bloqueio acentuado do efeito pressor da
Ang II foi obtido nos animais tratados com a formulacdo PLGA/Losartan, durante 24
horas de tratamento, quando comparado aos animais tratados com o polimero livre do
farmaco. A resposta obtida com administracdo de Ang II foi semelhante a obtida com
veiculo, indicando que o bloqueio obtido durante as primeiras 24 horas foi total. O
bloqueio conseguido nas horas subseqiientes (36 e 48 horas) também foi significativo.
Nesses intervalos as respostas pressoras produzidas por 40 ng de Ang II nos animais
tratados com PLGA/Losartan foram semelhantes aquelas produzidas por 5 ng,
mostrando uma redugdo de aproximadamente 90% da atividade pressora da Ang II,
nessa condigdo.

O grupo de animais tratados apenas com Losartan administrado por via
subcutanea, serviu como um controle da formulagdo. Quando foram comparados os
animais tratados com a formulag@o aos tratados com Losartan, notamos que com 2, 6,
12 24. 36 e 48 horas de tratamento, os dois grupos experimentais se comportaram de
forma semelhante em relacdo ao bloqueio do efeito pressor, ndo existindo diferenga
significante entre eles. No entanto, a partir das 24 horas, as respostas pressoras causadas
pela Ang II, nos animais tratados com Losartan, comegaram a retornar aos valores
iniciais obtidos na curva controle realizada apdés administracdo de solucdo salina,
enquanto as respostas obtidas no grupo PLGA/Losartan continuaram acentuadamente
reduzidas.

Os dados da freqiiéncia cardiaca obtidos para cada grupo experimental estdo de
acordo com o que foi observado com a pressdo arterial média durante as 48 horas de

tratamento. A auséncia de bradicardia reflexa nos animais tratados tanto com
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PLGA/Losartan quanto com Losartan livre foi uma conseqiiéncia do bloqueio da
resposta pressora nesses animais. Essa resposta foi conseguida durante 48 horas nos
animais tratados com PLGA/Losartan e durante 24 horas nos animais tratados apenas
com Losartan. Nos animais tratados com polimero, observamos bradicardia reflexa em
resposta ao efeito pressor causado pelas doses crescentes de Ang II, durante as 48 horas
de tratamento.

Esses resultados mostram que com a utilizagdo de PLGA/Losartan a durag¢do do
bloqueio da resposta pressora produzida pela Ang II foi cerca de duas vezes maior do
que aquela obtida com Losartan isoladamente.

Baseado nos dados de DE PAULA (2004), que mostram o bloqueio da resposta
pressora da Ang II durando por até 10 dias, nossos dados sugerem que o bloqueio do
efeito pressor poderia durar por mais de 48 horas. No entanto isso ndo pdde ser
verificado, pois em nossos experimentos, os animais precisavam ser canulados para a
realizacdo do teste no sistema de registro utilizado. Isto inviabiliza na maioria das vezes,
prolongarmos o periodo de tratamento por mais de 48 horas, pois acima desse tempo, o
membro canulado do animal pode entrar em processo de necrose com a conseqiiente
producdo de substincias que poderiam interferir nas respostas obtidas durante o
experimento.

Uma forma de resolver esse problema seria fazer uso do sistema de aquisi¢ao de
dados por telemetria. Ele é capaz de registrar pardmetros cardiovasculares tais como
pressdo sistolica, pressdo diastdlica, pressdao média e freqiiéncia cardiaca por meio de
um sistema de monitorizagdo composto por trés componentes; um cateter-sensor que é
implantado na aorta descendente do animal, uma placa receptora de sinal e um sistema
para coleta, armazenamento e andlise de dados. Estes componentes em conjunto captam,

processam e transmitem informagdes digitalizadas emitindo sinais de dentro do animal
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para uma placa receptora que se localiza sob a gaiola do animal e converte o sinal de
radio freqiiéncia enviado pelo sensor em sinal digital e o transmite para um
multiplexador (matriz).

A vantagem do uso desse sistema é que ele permite a coleta de dados por um
periodo especifico de tempo em intervalos regulares ou continuamente por até seis
meses. Além de possibilitar a monitoriza¢do de até 20 animais em um estudo e coletar
dados de quatro animais ao mesmo tempo. Assim, o sistema de aquisicdo de pardmetros
cardiovasculares por telemetria, coleta, armazena e analisa os dados em animais livres
de qualquer estresse ou intervencdo do pesquisador (LEMOS, 2002).

Logo, nossos dados corroboram parcialmente os dados de DE PAULA (2004), nos
quais ele observou que o processo de microencapsulamento do Losartan em PLGA
prolongou o efeito antagonista do mesmo, mantendo-o em niveis plasmaticos
suficientes para reduzir o efeito da Ang II por até 10 dias.

Os parametros farmacocinéticos para uma dose de 50 mg/kg administrada por
via oral ja s@o bem estabelecidos. O pico de concentragdo do Losartan ocorre cerca de 1
hora apds administracio oral (LO et al., 1995). O pico de concentragdo do metabdlito
ativo EXP3174 ocorre 3,5 horas ap6s sua administragdo. Seguido o alcance dos picos de
concentragdes, as concentracdes de ambos, Losartan e seu metabdlito declinam
exponencialmente, com uma meia-vida de eliminacdo média de 2,1 horas para o
Losartan e 6,3 horas para o EXP3174. Ap6s 24 horas de dosagem aguda ou cronica,
apenas o EXP3174 ¢ detectdavel no plasma (SHUM et al., 1991). Durante a administracdo
de doses miudltiplas, nem o Losartan, nem o EXP3174 sdo acumulados. A
biodisponibilidade oral do Losartan foi de 33% (LO et al., 1995). Entretanto, esses

mesmos parametros ndo foram ainda determinados para administracio por via
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subcutanea, embora DE PAULA (2004) o tenha feito para o Losartan livre e incluido em
B-CD.

A segunda formulacdo testada, que associa as microesferas de PLGA ao CI
formado entre o Losartan e a 3-CD, forneceu resultados similares aqueles obtidos com a
formulagdo PLGA/Losartan. Da mesma forma que a formulacdo PLGA/Losartan
proporcionou um bloqueio por 48 horas do efeito pressor da Ang II, a formulacdo
CI/PLGA forneceu esse bloqueio por igual periodo de tempo (figuras 30 a 35). Assim
como ocorrido com a formulacdo PLGA/Losartan, o bloqueio total do efeito pressor
durou somente as 24 horas iniciais do tratamento (figuras 30 a 33).

Diferentemente dos resultados obtidos com o grupo Losartan da formulacio
PLGA/Losartan, o grupo controle Losartan da formulacdo CI/PLGA exibiu um bloqueio
significativo do efeito pressor durante 36 horas, quando comparado aos grupos PLGA e
B-CD.

Em nossos experimentos, vimos que o tratamento com CI/PLGA propiciou um
bloqueio por 48 horas do efeito pressor da Ang II. Resultados semelhantes também
foram obtidos por DE PAULA (2004) nos experimentos com PLGA associado ao CI,
porém a dose usada foi de 1,5 mg/kg e com essa dose ja foi possivel observar uma
diminuicdo de 65% no efeito pressor da Ang II, quando comparado as microesferas
livres de farmaco, mantendo este efeito por até 10 dias.

Comparativamente, os resultados obtidos com ambas formulagdes,
PLGA/Losartan e CI/PLGA, administradas em suspensdo por via subcutinea sugerem
que a formagdo do composto de inclusdo entre o Losartan e a B-CD ndo foi capaz de
aumentar a magnitude do bloqueio do efeito pressor da Ang II quando comparado ao

Losartan encapsulado pelas microesferas de PLGA (figuras 49 a 55).
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Nos experimentos agudos realizados nesse estudo a adicdo da B-CD parece nio
ter acrescentado nenhuma melhora na eficicia da formulacio de Losartan. Uma possivel
explicagdo para esse fato, novamente reside no periodo de tratamento. Talvez a extensdo
desse periodo para um tempo maior que 48 horas, com os testes do bloqueio do efeito
pressor realizados em intervalos regulares pudessem solucionar a questdo e evidenciar
um prolongamento no bloqueio do efeito pressor da Ang II por esta formulagdo. Isso
poderia ser conseguido com o uso do sistema de telemetria, descrito resumidamente
acima.

Diante dos resultados obtidos nos experimentos agudos, levantamos a hipodtese
de que ambas as formulagdes poderiam prolongar o tempo de liberagdo do Losartan por
um periodo maior que dois dias. Assim, resolvemos testar o bloqueio do efeito pressor
da Ang II ao final de 8 dias de tratamento crdnico com as formula¢des PLGA/Losartan
e CI/PLGA em dose unica.

Para a realiza¢do dos experimentos cronicos usamos, além das formulacdes em
suspensdo, um dispositivo de liberacdo controlada sob a forma de pastilha na base
PLGA, usado também no trabalho DE PAULA (2004).

Nesses experimentos resolvemos testar, novamente, as duas doses iniciais do
Losartan, 0,7 e 3,0 mg/kg, pois de forma cronica, supiinhamos que ambas poderiam
bloquear o efeito pressor da Ang II.

Contrariamente ao que esperdvamos, os experimentos cronicos ndo forneceram
resultados significativos quanto ao bloqueio do efeito pressor da Ang II para ambas as
formulagdes e doses de Losartan ao final de oito e 21 dias de tratamento (figuras 56 a
59).

Em experimentos realizados por DE PAULA (2004) verificou-se a ocorréncia de

um fendmeno de liberagdo chamado “burst effect” ou efeito explosdo nas primeiras 8
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horas da curva de liberacdo do Losartan a partir de PLGA, quando comparado a
liberagdo do composto de inclusdo. De acordo com LANGER et al., (2001), farmacos
soliveis em dgua provocam uma saturacdo mais rapida do sistema, uma vez que as
interagOes entre estes € a matriz polimérica sdo menores, difundindo-se com uma
velocidade maior para o meio externo. Segundo DE PAULA (2004) esse resultado sugere
o papel modulador da B-CD no perfil de liberacdo do Losartan.

Em virtude das diferencas observadas com bloqueio crénico entre nossos
experimentos e os de DE PAULA, 2004, avaliamos o perfil de liberagdo in vitro do
Losartan em ambas formulagdes. O “burts effect” observado com nossas preparacdes
diferiu de forma importante dos achados de DE PAULA, 2004, sugerindo que os
polimeros utilizados em nosso estudo apresentaram comportamento quimico diferente
dos anteriormente utilizados, explicando as diferengas observadas in vivo. Com nossas
formulagdes, notamos que praticamente 100% do Losartan tinham sido liberados em 1
hora de experimento, provocando, conseqiientemente, o aumento de apenas 1 hora na
liberagdo do mesmo. Interessantemente um retardo de apenas uma hora na libera¢do do
Losartan resultou em aumento da duragcdo do efeito antagonista de cerca de 24 horas.
Essa observacdo sugere que pequenas alteracdes na taxa de conversdo de Losartan em
EXP3174 podem resultar em importantes mudancas no nivel e duragcdo do bloqueio de
receptores AT, da Angiotensina II. Isso pode se explicar pela diferenca de poténcia
entre o Losartan (ICsp = 19,2 ng mL'l) (SOLDNER et al., 1998; BURNIER, 2001) e o
EXP3174 (ICso = 1,3 ng mL’l) (SOLDNER et al., 1998). Nesse sentido, o fato de na
formulagdo utilizada por DE PAULA, 2004, o “burst effect” ter durado cerca de oito
horas, seguido de liberacdo lenta do restante do Losartan, explicaria a maior duracdo do

bloqueio obtido em seus experimentos. A percentagem de Losartan liberada no “burst
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effect” foi pequena em comparagdo com a de nossos experimentos e isso também
explicaria a maior duragdo do bloqueio obtida.

Em resumo, os resultados encontrados nos experimentos agudos indicam que o
encapsulamento do Losartan pelas microesferas de PLGA e sua inclusdo em B-CD,
praticamente dobrou a durag¢do do tempo de ag@o dessa droga, passando de 24 horas
(Losartan livre) para 48 horas (PLGA/Losartan e CI/PLGA). Assim, o sistema de
liberag@o controlada na base PLGA para o Losartan representa um ganho de 24 horas a
mais na duracdo da acdo do Losartan e seu metabdlito.

Experimentos futuros poderdo incluir a dosagem por HPLC do Losartan e seu
metabdlito ativo EXP3174 no sangue de animais tratados com ambas formulagdes para
tracar o perfil plasmatico dessas substancias e com isso determinar alguns parimetros
farmacocinéticos do Losartan quando administrado por meio de formulagdes de
liberag@o controlada por via subcutinea.

Mais importante, o encapsulamento do Losartan em polimeros com menor
velocidade de hidrdlise e que apresentem um menor “burst effect” para o Losartan
poderdo possibilitar o desenvolvimento de dispositivos de liberacdo controlada de

Losartan para estudos experimentais.



CONCLUSAO 85

6.0 - CONCLUSAO

A incorporagdo do Losartan em PLGA aumenta a duragdo de seu efeito
antagonista de 24 horas para 48 horas, sugerindo que PLGA e outros polimeros
biodegraddveis podem se utilizados para preparacio de sistemas de liberagdo controlada

para o Losartan.
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