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RESUMO

A lpriflavona, um isoflavondide sintético, € utdida no tratamento e prevencdo da
osteoporose em mulheres. Sua potencial atividadifopaotetora foi relatada em apenas um
artigo, no qual a Ipriflavona livre foi avaliadalzndo o mesmo modelo deste trabalho. Por
ser uma substancia lipofilica a absor¢céo da Ipoft@ pela via oral € dificultada, resultando
em baixa biodisponibilidade e variabilidade intraneer individual. Este fato justifica o
desenvolvimento de formas farmacéuticas adequaaas @ veiculacdo deste farmaco. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formpéda autoemulsionavel contendo
Ipriflavona e avaliar a potencial atividade cardaiptora em modelo de ligadura da coronaria
em ratos fémeas. ApOs desenvolvimento e caract@ozafoi selecionada a formulacao
contendo 60% de 6leo de milho, 25% de capryol e @iB%citina de soja para os estudos
vivo. Foi observado no estudo de liberagdovitro que 85% da Ipriflavona veiculada no
sistema autoemulsionavel se tornou soltvel em sigidar ao intestinal ao passo que apenas
59% da lIpriflavona livre solubilizou-se no mesmo ioneA avaliacdo dos efeitos
cardiovasculares foi realizada utilizando as dake80 mg/kg e 1 g/kg de Ipriflavona livre
em dose Unica e doses de 30 mg/kg e 240 mg/kg mfgavpna veiculada no sistema
autoemulsionavel, em dose Unica e por 7 dias. Apdigadura de coronaria em animais
anestesiados foi observado aumento dos interv&as @T nos animais néo tratados ao passo
gue nos animais tratados com Ipriflavona n&o foseobado aumento de PR ou
prolongamento de QT. O modelo de ligadura provoelmyacdo da area sob a curva do
segmento ST e o tratamento com a lpriflavona inddpete da dose, tempo de tratamento e
formulacdo foi capaz de impedir significativameptga elevacdo. A ligadura da coronéria
reduziu significativamente a presséo arterial eegiféncia cardiaca, tanto nos animais sem
tratamento como nos animais tratados. Em relag&oréologia do ECG, foram observadas
alteracbes em todos os grupos, porém as arritrdi@as@reram nos animais sem tratamento,
submetidos a ligadura. A concentracdo plasmaticdpdéavona livre (39,6 ng/ml) foi
significativamente menor que a concentracdo plasandta Ipriflavona autoemulsionavel
(204 ng/ml a 290 ng/ml). Neste trabalho foi podsidanonstrar o potencial cardioprotetor da
Ipriflavona veiculada no sistema autoemulsionavel prevencdo da isquemia aguda do

miocéardio.
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ABSTRACT

Ipriflavone, an isoflavone synthesized from daidz&oy derived isoflavone) holds great
promise to prevent and treat osteoporosis. Itsi@arotection was reported in 1981, using the
same model described here, but without follow walists. Oral absorption of ipriflavone is
limited by its poor water solubility, leading towdbioavailability and high variability, which
justify the development of a suitable drug deliveygtem. The main goal of the present work
was to develop a self-emulsifying drug delivery teys of ipriflavone and evaluate its
potential cardioprotection using the model of camynartery occlusion in female rats. After
development and characterization the formulatiomaiaing corn oil 60%, capryol 25% and
soy lecithin 15% was chosen to further studiesel&ase study showed that solubilization of
self-emulsifying ipriflavone was 85%, while freeriffavone solubilization was 59%.
Cardioprotection was evaluated for free ipriflavo(@0 mg/kg and 1 g/kg) and self-
emulsifying ipriflavone (30 mg/kg and 240 mg/kgdinainistered at a single dose or during 7
days. After coronary occlusion, it was observedaases on PR and QT intervals in non-
treated animals while in animals treated with Ipkibne these intervals were not significantly
changed. The ligature procedure elevated the aréercurve of ST segment and ipriflavone
was able to reduce this elevation, without diffeeerbetween formulations and doses.
Coronary artery occlusion reduced significantly doopressure and heart rate in sham-
operated and ligature groups. It was also obsesledirocardiographic alterations in all
groups, but only non-treated group presented dmhigs. Plasma concentration of free
ipriflavone (39,6 ng/ml) was significantly lowerah the concentration of self emulsifying
ipriflavone (204 ng/ml to 290 ng/ml). This work sted the potential cardioprotective effect
of a self-emulsifying drug delivery system of ipmfone in preventing acute myocardial

ischemia.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Doencas cardiovasculares

Dose letal para 50% da amostra
Eletrocardiograma

Frequéncia cardiaca

Food and drug administration
Hematoxilina-eosina
Infarto Agudo do Miocardio
Intraperitoneal

Organizacao Mundial de Saude
Presséao arterial

Presséo arterial diastdlica
Presséo arterial sistolica
Polietilenoglicol

Propilenoglicol

Sociedade Brasileira de Cardiologia
Trato gastrointestinal
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Introducao

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo uma dasipaiscausas de morte em mulheres
com mais de 50 anos no Brasil, de acordo com dddadslinistério da Saude (2006). Ao
longo da vida, a incidéncia destas doencas ocarreenor freqiiéncia nas mulheres do que
nos homens devido ao efeito protetor do horméri@gsno. No entanto, apds a menopausa,
com a reducdo na producdo de estrogeno, ocorrendgmm@ incidéncia de hipertensdo
arterial, isquemia do miocardio, osteoporose eeamgan sintomas caracteristicos desta fase
(BYYNY e SPEROFF, 1996; GUS, 2006).

A terapia com estrogeno foi aprovada pElmod and Drug administratiofFDA) em
1942 e, desde entdo, é considerada tratamento abthaspara o alivio dos sintomas
relacionados ao hipoestrogenismo da mulher clincat§klVEHBA et al, 1999). Entretanto,
desde a década de 90, diversos estudos (ROSS@lY 2002; LISSIN e COOKE, 2000)
tém atribuido a terapia estrogénica ou estroprafiesto aumento no risco de cancer de
mama e tromboembolismo e, desta forma, seu uscigimlimitado (ver FERNANDE®t
al., 2000). Por essa razao, acrescida ao fato deectestemanda por alternativas terapéuticas
naturais, um numero significativo de mulheres térilizado os fitoestrogénios,
particularmente a isoflavona, como alternativa péutica para o alivio dos sintomas
climatéricos.

Estudos epidemiolégicos demonstraram menor incidére doencas cardiovasculares na
populacao oriental (NAGATAt al, 2001) e alguns estudos observacionais sugerehorael
dos sintomas da menopausa com a suplementacabcdieté extrato de soja, em mulheres
climatéricas (ALBERTet al, 2002; NELSONet al, 2006). Sabe-se que as isoflavonas séo
encontradas em alimentos a base de soja, um dospais componentes da alimentacéo
oriental. Em contraste, nos paises ocidentais @stridlizacdo contribuiu para a modificacédo
dos habitos alimentares, tornando a dieta ricaa@esierol, gordura e calorias (ver LISSIN e
COOKE, 2000).

A lpriflavona é um isoflavonoide sintético derivadia daidzeina, um isoflavonoide
natural (AGNUSDEI e BUFALINO, 1997). Esta disporiivan mais de 22 paises, sendo
freqientemente comercializada como suplemento tdietésem prescricdo meédica. A
comercializacao de Ipriflavona para a prevencdosieoporose na menopausa € comum na
Italia, Turquia e no Japdo. Em 1981, Feuer e cotalmves demonstraram pela primeira vez o
potencial da Ipriflavona como farmaco cardiopratetdo entanto, ndo foram encontrados

outros trabalhos confirmando as hipoteses proppstasstes autores.
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Introducao

A maior limitagdo da lpriflavona é a sua baixa bdidade em agua, levando a baixa
biodisponibilidade ap6s administragéo por via ¢&aM e LEE, 2002), contribuindo também
para a alta variabilidade intra e inter individaauséncia de dose-dependéncia (AMID&N
al., 1995). O mesmo acontece com aproximadamente d@g/novas drogas candidatas a
farmacos. Algumas metodologias ja foram empregpdes melhorar a biodisponibilidade da
Ipriflavona, como por exemplo, o desenvolvimentaide dispersdo sélida (et al, 1999) e
a utilizacado da técnica dpray-dryer(KIM e LEE, 2002).

Nos ultimos anos, formulacdes a base de lipidenssi@o desenvolvidas para melhorar a
biodisponibilidade oral de farmacos pouco soliesisagua. As formulacdes mais estudadas
sdo aquelas que consistem na incorporagdo do fareracum veiculo lipidico inerte, tais
como Oleos (BURCHAMet al, 1997), dispersdes de surfactantes (SERAJUDDB99;1
AUNGST, 1993), emulsdes (PALINt al, 1986; KARARLI et al, 1992), lipossomas
(SCHWENDENER e SCHOTT, 1996), nanosuspensdes (DaT&., 2004) e formulacdes
autoemulsionantes (CHARMARK al, 1992; CRAIGet al, 1993).

A busca por farmacos que conferem cardioproteg@mstante e necessaria, assim como
formulacdes farmacéuticas adequadas para veicsgas darmacos. O objetivo desta busca é
ampliar o arsenal terapéutico e contribuir paradaicdo dos indices de morbi-mortalidade por
doenga coronariana. Sendo assim, o desenvolvingentama forma farmacéutica, como o
sistema autoemulsionavel, para a veiculacéo dilafwna e a demonstracdo da sua potencial
atividade cardioprotetora contribuirdo para a meghda qualidade de vida e da capacidade

produtiva da populacdo acometida.
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2.1. lpriflavona

A lpriflavona (figura 1) € um isoflavondéide sintiutilizado por via oral no tratamento e
prevencdo da osteoporose. Ela € derivada da dagdgggura 1), um isoflavondide natural
(AGNUSDEI e BUFALINO, 1997). Esta disponivel em made 22 paises, sendo
freqientemente comercializada como suplemento tidietésem prescricdo meédica. A
comercializacdo de Ipriflavona como terapia anteogorose € comum na Itélia, Turquia e no
Japdo. Diferentes autores demonstraram a sua dagacde inibicdo da reabsorcdo 6ssea
(BENVENUTI et al, 1994; AGNUSDEI e BUFALINO, 1997), cujo mecanisramda é
incerto, mas que parece estar mais relacionaddugd@e do recrutamento e diferenciacéo de
pré-osteoclastos do que a inibicdo da reabsorc8oosieoclastos maduros (AGNUSDEI e
BUFALINO, 1997). Além da inibicdo da reabsorcdoeassa Ipriflavona reduz a excrecéo
renal de calcio, aumenta a secrecdo da calcitogstinulada pelo calcio na presenca de
estrogeno e melhora a osteopenia induzida pelas$aiveis de calcio e por dieta pobre em
vitamina D (KIM e LEE, 2002; BENVENUTét al, 1994).

Além da osteoporose, a lIpriflavona tem sido avaliach outras condi¢cdes. Dentre as
acOes identificadas da Ipriflavona podemos citahi¢gdo da proliferacdo da maturacao dos
osteoclastos em linhagem de células humanas leca@n{BENVENUTI et al, 1994),
inibicdo do desenvolvimento de metastases Ossaids grogressdo de lesdes osteoliticas
estabelecidas (TOKIWAt al, 1986) e também reversdo da hipocolesterolemiaqoige na
presenca de tumores (AMI&t al, 2006). Ao contrario das isoflavonas de origenursdt a
Ipriflavona (figura 1) ndo apresenta efeitos egtnicps (MONOSTORY e VERECZKEY,

M@éﬁ

Daidzeina Estradiol

Lo

7 - isopropoxiisoflavona

FIGURA 1 —Estruturas quimicas da daidzeina, Ipriflavona (@psopoxi-3-fenil-4H-1-

benzopiran-4-ona) e do estradiol.
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As isoflavonas pertencem a uma classe de fitoesta®y compostos polifendlicos de
ocorréncia natural, cuja estrutura quimica é smataestradiol (figura 1), por apresentarem
um anel fendlico com um radical hidroxila no carb@ (UNFERet al, 2004). O interesse
por fitoestrogenos cresceu na ultima década dexadaumento das publicacbes confirmando
o potencial antioxidante destas substancias (BRAMOS8; FERTEet al, 1999; COTELLE
et al, 1996). As isoflavonas sdo a classe mais comumais estudada de fitoestrogenos. A
genistina e a daidzina, sdo exemplos de isofladaesdiencontrados em abundancia na
natureza. De acordo com Douglas e colaboradoreds)2@stes dois isoflavondides estao
presentes na soja na forma glicosilada e sua ctvacén pode variar de 0,4 a 2,4 mg por
grama de soja. Nesta forma glicosilada (genisti@@dzina), as isoflavonas estéo inativas,
porém as agliconas (genisteina, daidzeina) podeabservidas pelo intestino.

De acordo com Kuiper e colaboradores (1998), aedirdgenos se ligam com maior
afinidade aos receptores estrogénicos do tipo Be€@ptores estrogénicos estdo presentes em
diferentes 6rgéos, como ovarios, glandulas maménmess vasos sanguineos (MORI&Cal,
2002). Em 1999, Dickson e Stancel demonstraramogueeceptores do tip@ estdo mais
relacionados ao desenvolvimento de tumores do gueaeptores do tipo 3. O estradiol se
liga com a mesma afinidade aos dois receptoregpeartiente do subtipo de receptor
(GUSTAFSSON, 1999), sugerindo que a utilizagédo fitogstrégenos antes ou durante a
menopausa é mais vantajosa devido a menor podaitdide se desenvolverem tumores.

Em relacdo a cardioprotecéo, Feuer e colaboradd@®l), utilizando o modelo de
ligadura da coronaria em coracdes isolados, demawast que o tratamento de coelhos com
Ipriflavona durante 8 dias (30 mg/kg/dia) inibier@trada de célcio nas mitocéndrias levando
a reducdo do consumo de oxigénio pelo musculo aawdiNo mesmo trabalho, os autores
constataram que o tratamento na mesma dose dulf@ntdias levou ao decréscimo
significativo do contetdo de acido latico no mialidy especialmente na regidao isquémica.
Demonstraram ainda que o tratamento de ratos du6adias (10 mg/kg/dia) reduziu o dano
induzido nas mitocondrias ocasionado pela técredigedura da coronaria.

Os estudos realizados com a Ipriflavona sdo canfls. Ao mesmo tempo em que alguns
pesquisadores demonstraram a sua eficacia, primg@pte na prevencdo da osteoporose
(AGNUSDEI e BUFALINO, 1997), outros alegaram qué&atamento da osteoporose com a
Ipriflavona ndo é eficaz (ALEXANDERSENt al, 2001). Uma das explicacbes para 0s
diferentes resultados encontrados nos estudosi&a liiodisponibilidade oral da Ipriflavona,

entre 21% e 24% (KIM e LEE, 2001). Para que ocaradsorcao da Ipriflavona administrada
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por via oral, € necessaria a dissolugcdo deste &rma estdbmago ou no intestino delgado e
subsequente absorcdo pela parede do intestinoogrésdpriflavona € uma substancia
lipofilica, com baixa solubilidade em agua, o qufecalta sua absorcéo pela via oral. Além
disso, a lpriflavona sofre um extenso metabolisreopdmeira passagem hepatico, sendo
metabolizada principalmente no figado (KIM e LEBQ2).

O interesse na utilizacdo da Ipriflavona como a##va a terapia de reposicdo hormonal
tradicional esta relacionado a sua baixa toxiciddei®m 1986, Tokiwa e colaboradores
tentaram determinar a dose letal para 50% da aan@Blsg) da Ipriflavona em caes e
concluiram que doses de até 2,5 g/kg ndo forancdéxisugerindo que a lpriflavona possui
uma ampla janela terapéutica. Kenkyu (1989) tambkéntou determinar a DRb da
Ipriflavona em ratos e camundongos por diferentas gie administracéo (oral, peritoneal e
subcutanea) concluindo, da mesma forma, que as deséiadas nao foram toxicas. O valor
encontrado para a R4de Ipriflavona é mencionado ténited States National Library of
Medicinecomo 3,185 g/kg por via oral em camundongos (ZHBRNL990).

Diversos autores (TANét al, 2004; AGNUSDEI e BUFALINO, 1997; TOKIWAt al.,
1986) avaliaram os efeitos adversos da Ipriflavemadiferentes modelos animais e em seres
humanos. Foi relatado que os efeitos colateraisajaiestinais ocorrem com freqiiéncia apés
a administragcéo da Ipriflavona. Tani e colaborasl§@04) demonstraram que a Ipriflavona
induz a apoptose em culturas de células gastrtimaes o que pode ser uma provavel causa
para esses efeitos colaterais. Outro efeito redatda reducdo dos niveis de linfécitos
plasmaticos (AGNUSDEI e BUFALINO, 1997; ALEXANDERSEet al 2001). Interacdes
medicamentosas com teofilina, tolbutamida, fenéoiea warfarina (MONOSTORY e
VERECZKEY, 1995; MONOSTORt al.,1998) também foram relatadas.

Mesmo sendo alvo de muita discussdo no meio dismté Ipriflavona tem sido utilizada
na prevencao e no tratamento da osteoporose duraritéimos vinte anos em varios paises,
seja como farmaco, seja como suplemento alime®&NUSDEI e BUFALINO, 1997,
ARJMANDI et al, 1997. A partir do desenvolvimento de uma formulacgoazade melhorar
a biodisponibilidade por via oral da Ipriflavona da demonstracdo do seu potencial
cardioprotetor, a Ipriflavona passard a ser umde fmandidata para utilizacdo como
alternativa a terapia de reposicdo hormonal congeal; com a vantagem de possuir menos
efeitos colaterais do que a classica terapia camgesno. Entretanto, seus efeitos precisam

ser adequadamente investigados.
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2.2. Sistemas Autoemulsionantes

Os sistemas autoemulsionantes de liberacdo de désrsfio definidos como misturas
isotrépicas de 6leos (naturais ou sintéticos) asthtes (sélidos ou liquidos), co-surfactantes
e co-solventes (CHARMANMt al, 1992). Estes sistemas sdo administrados solneafde
capsulas gelatinosas duras ou moles e, ao sereradilis no limen do intestino, encontram o
meio aquoso e se dispersam para formar uma emadésaspecto fino, de tal maneira que o
farmaco permanece em forma de disperséo no irmestielhorando assim a velocidade de
dissolucdo do farmaco, fator limitante da velocalate absorcdo (CRAIGt al, 1993;
POUTON, 1997).

O fenGbmeno da emulsificacdo espontdnea foi expborddrante muitos anos na
comercializacdo de herbicidas e pesticidas, combjetiego de solubilizar componentes
hidrofobicos destes agrodefensivos (GROVES, 19@B)potencial das autoemulsdes em
formulacdes para a administracdo de farmacos @oondl ja € reconhecido ha pelo menos
vinte anos (AUNGST, 1993).

Em comparacdo com as emulsGes convencionais, ®snas autoemulsionantes s&o
fisicamente estaveis e de facil preparo (POUTONDRPER, 2007). De acordo com revisao
de Pouton (1997), as autoemulsfes em contato cam @gduzem emulsdes cujo tamanho
dos glébulos esta entre 100 e 300 nm. Segundooo, @aufator mais importante com relacéo
ao sistema autoemulsionavel é o destino no trattya@atestinal (TGI), e ndo o tamanho dos
glébulos formados. Os triglicerideos de cadeia d&ompr exemplo, ndo se dispersam com
facilidade, mas séo facilmente digeridos no intestipesar do seu tamanho (CAREfyal,
1983), mostrando que sistema digestivo tem papaliarna determinacdo do destino de
todos os sistemas lipidicos, sendo entdo esseneigiendimento da digestdo gastrointestinal.
Sao, portanto, de extrema utilidade quaisquer essavitro que possam prever o destino dos
sistemas autoemulsionaveis, e do farmaco apods a&dragéo por via oral.

Diversos estudos foram desenvolvidos na tentatvauimentar a biodisponibilidade da
Ipriflavona. Jeong e colaboradores (1999) avaliagatpriflavona liofilizada e verificaram
que o método aumentou seis vezes a biodisponithidam relacéo a Ipriflavona livre. Kim e
Lee (2002) desenvolveram uma dispersdo solida a Haspolivinilpirrolidona contendo
Ipriflavona, utilizando a técnica dgray-driere obtiveram biodisponibilidade de 25,1% apés

administracao de 50 mg/kg de Ipriflavona por vial em ratos.
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A absorcgéo sistémica de farmacos consiste de ugessap de processos, incluindo a
desintegracdo do produto e liberacdo do farmaguide pela dissolugdo do farmaco em um
ambiente aquoso e finalmente a absorcdo do farratrewés da membrana celular dos
enterdcitos para a circulagcdo sistémica. Nesteepsuc de desintegracdo, dissolucdo e
absorcao, a velocidade através da qual o farmaeogd a circulagéo sistémica € determinada
pelo passo mais lento da sequéncia, podendo \dwifarmaco para farmaco. Para farmacos
com baixa solubilidade aquosa, a velocidade deldisg&o € normalmente a etapa mais lenta e
exerce, portanto, um efeito limitante na biodispdiiade do farmaco (AMIDONet al,
1995; Llet al, 1999; LAWRENCE e REES, 2000).

Apesar do mecanismo de emulsificacdo espontaneasiao completamente elucidado,
diversas hipoteses sdo encontradas na literatura @eplicar a eficacia dos sistemas
autoemulsionaveis (LINDSTROMet al, 1981; KOSSENAet al, 2003; POUTON e
PORTER, 2007). De acordo com Pouton e Porter (200%) lipideos melhoram a
biodisponibilidade de farmacos através de altesagi® transito intestinal, reduzindo a
velocidade de absorcdo e, desta maneira, aumen@ngonpo de dissolucdo. Tang e
colaboradores (2007) sugeriram que a presencgitiedis no TGl estimula 0 aumento na
secrec¢do de sais biliares e de lipideos biliardégamos (fosfolipidios e colesterol) levando a
formagao de micelas que aumentam a capacidadalsante no trato gastrointestinal. Porter
e Charman (2001) relataram que os lipideos podewareb transporte linfatico de farmacos e
assim aumentar direta ou indiretamente a biodigiladde através da reducdo do
metabolismo de primeira passagem hepatico. De aamyth Dahan e Hoffman (2007), os
lipideos e surfactantes podem atenuar a atividadérashsportadores de efluxo intestinal,
como por exemplo, a glicoproteina P.

A escolha dos excipientes da formulacao € afetad&drios fatores, a saber: toxicidade,
capacidade solvente, miscibilidade, estado fisicieraperatura ambiente, digestibilidade,
pureza, estabilidade quimica e custo (POUTON e FEPFRPR007). Na escolha do surfactante,
a toxicidade é o fator mais importante. Todos ofastantes sdo potencialmente irritantes ou
pouco tolerados pelo organismo. De maneira gesaudactantes catidnicos sao mais toxicos
do que os surfactantes anibnicos que por sua \®ems# toéxicos que os surfactantes néo
ionicos (WAKERLY et al., 1986). No desenvolvimento de autoemulsdes podem ser
empregados diversos compostos com propriedadesdanas. Os mais recomendados sao
0s surfactantes ndo iGnicos, por serem menos ®Wricportanto, considerados aceitaveis para

ingestdo oral. Os surfactantes normalmente utiigaddo derivados de glicerideos e
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derivados poliglicosilados etoxilados. Os surfatande natureza anfétera, como a
fosfatidilcolina (lecitina, figura 2), apresentamamtbém baixa toxicidade e alta
biocompatibilidade (LAWRENCE e REES, 2000).

/_/
FIGURA 2 —Estrutura quimica da fosfatidilcolina (LAWRENCE EBS, 2000)

Os surfactantes de natureza ndo ibnica, como osliowyos de polioxietileno e
propileno (poloxameros), polissorbatos e polietifitdis (PEG) sdo também utilizados na
preparagdo de autoemulsdes (STRICKLEY, 2004; H&NAl., 2004). Entre os principais
representantes deste grupo destaca-se o poliss@®atambém conhecido como Twége.

A utilizacdo deste emulsificante como co-surfagantamplamente difundida em funcédo da
baixa viscosidade apresentada por ele, 0 que té@ré a viscosidade do produto final, e
pela formacdo de uma barreira estérica na interfageedindo a agregagédo das goticulas de
Oleo (BENITA e LEVY, 1993; CUNHAet al, 2003; TAMILVANAN e BENITA, 2004).
Trotta e colaboradores (1998) descreveram que aegmwlissorbato 80 associado a lecitina
de soja promove maior estabilizacdo e reducdordartho da goticula.

Os Oleos representam um dos excipientes mais immes das autoemulsdes, ndo apenas
por serem capazes de solubilizar grandes quansdaodarmaco lipofilico, mas também
porque podem aumentar a fracdo de farmaco lipofilransportado através do sistema
linfatico intestinal, aumentando desta maneira &oldo pelo trato gastrointestinal
(GURSOQY e BENITA, 2004). Os oleos sédo constituigos triglicerideos. Estes produtos
vegetais modificados ou hidrolisados tém sido ampt#e utilizados no preparo de sistemas
autoemulsionaveis por serem compativeis e adequaalas administracdo oral. Dentre as
vantagens destes Oleos estdo os produtos de de@paftemados, que se assemelham aos
produtos de degradacao naturais da digestdo mie§IORTER e CHARMAN, 2001).
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Os 6leos comestiveis, que poderiam representaradhasmais logica e preferencial para
o desenvolvimento de autoemulsdes, ndo sdo sedeltisrcom tanta freqtiéncia devido a sua
baixa habilidade de dissolver grandes quantidadefamacos lipofilicos. No entanto, estes
Oleos vegetais possuem muitas vantagens ja queosdomente ingeridos na alimentacao,
sendo entdo completamente digeridos e absorvigomesentando assim menor risco de
toxicidade. Os 6leos vegetais sao ésteres gliaerigemvenientes de uma mistura de acidos
graxos insaturados de cadeia longa, frequentendmrieminados triglicerideos de cadeia
longa. Oleos de diferentes fontes vegetais posslifenentes proporcdes de cada acido graxo
(STRICKLEY, 2004; GROVE e MULLERTZ, 2007). Os tricgrideos sao altamente
lipofilicos e a capacidade solvente dos mesmoséafu da concentracdo de grupos éster.
Sendo assim, os triglicerideos de cadeia médidngenée possuem uma capacidade solvente
maior do que os triglicerideos de cadeia longaRPERet al, 2004) .

De acordo com Strickley (2004), diversas autoenasisGomercializadas contém co-
solventes solaveis. Os co-solventes mais populsiesPEG 400, propilenoglicol (PPG),
etanol e glicerol apesar de outros co-solventesvagos ja terem sido utilizados em estudos
experimentais. O etanol foi utilizado em produtobaige de ciclosporina para auxiliar na
solubilizagdo do farmaco. Os co-solventes podeninstridos para aumentar a capacidade
solvente da formulacdo, ou para auxiliar na digmedos sistemas que contém uma grande
quantidade de excipientes insolluveis em agua (LAWRE e REES, 2000).

A avaliacdo da velocidade de dispersdo das forrdetagem agua e a determinacao do
tamanho dos glébulos formados séo dois ensaioddnégmente utilizados para caracterizar
0s sistemas autoemulsionaveis (CHARMANal, 1992). No entanto, ndo foram descritos
ainda na literatura métodos padrdes para a cawasi@o destes sistemas. A velocidade de
dispersao, por exemplo, ndo € quantificada, jaagaeentemente ndo existe vantagem técnica
em se quantificar com precisdo a dispersdao quandeesma pode ser determinada por
simples observacdo visual como eficaz ou ineficROYTON e PORTER, 2007).
Geralmente, sistemas autoemulsionantes bem des&losotispersam em cerca de segundos
sob leve agitacdo. Desta maneira, a observacaalvisusuficiente para distinguir a
adequabilidade de diferentes formulagbes. Em relagdtamanho dos globulos formados, a
técnica de espalhamento dindmico da luz é a téani@ia adequada e rapida para esta
determinacdo. Entretanto, a existéncia de globma®res que 1 um deve ser avaliada com
microscopios opticos convencionais (POUTON e PORTERY7).

Kemile Albuquerque Leao 11



Revisao de Literatura

Ensaiosn vitro podem auxiliar na caracterizacédo dos sistemaseutisionaveis, ja que
€ possivel prever o efeito da diluicdo sobre a fhagéo (PORTERet al, 2007). Sendo
assim, os sistemas autoemulsionaveis devem seretidbs)a determinacdo da cinética de
liberacdoin vitro do farmaco. Diferentes métodos podem ser utilizaguhre o0 estudo de
liberagé@o do farmaco a partir do sistema emulsiontails como a dialise, a dialise inversa, a
separacdo baseada na ultracentrifugacéo, filtregabaixa pressédo ou ultrafiltracdo-
centrifugacdo (PATILet al,2007; CHEN gt al,2007). Os experimentos podem ser realizados
em diferentes meios, desde que obedecam as cosdip&€isto €, em meio de dissolucéo a
concentracdo do farmaco deve ser equivalente 20%¢ da concentracdo de saturagao),
conforme a via de administracéo pretendida (LEGRAd\AI.,1999).

A eficacia dos sistemas autoemulsionantes estéadiemte relacionada aos excipientes
que compbem a formulacdo (GURSOY e BENITA, 2004).maioria dos excipientes
utilizados para a elaboracdo destes sistemas estddescrita na literatura, e disponivel
comercialmente (POUTON, 1997). E imprescindiveliavaada excipiente cuidadosamente
para que se encontre o equilibrio entre a toxi@dadal surfactante utilizado e a eficacia na
obtencdo de emulsificacdo espontanea. Os sistemt@snaulsionantes, pelas propriedades
descritas acima, constituem alternativa promispara a veiculacdo da Ipriflavona por via

oral.

2.3. Isquemia do miocérdio e cardioprotecdo

Do ponto de vista epidemioldgico, as doencas ceadimulares (DCV) representam um
dos maiores problemas de saude publica, ndo spaisss do primeiro mundo como também
nos paises em desenvolvimento (MACKAY e MENSAH,£20@e acordo com relatérios da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2008, 16li0es de pessoas morreram devido a
algum tipo de doenca cardiovascular no mundo en2 2)Qdestes, 7,2 milhdes morreram
devido a doenca coronariana. No Brasil, as DCVde&grande impacto social (LESSA, 1998;
RYAN et al, 2005), sendo a primeira causa de 6bito no paspgonsavel, em 1996, por 28%
do total de 6bitos (DATASUS, 2009). De acordo coadab divulgados pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) em 2004, 34% do&o8bno Brasil ocorrem por doenca
cardiovascular e 1/3 desse montante por doencaagaoa, sendo o infarto do miocardio
uma das trés doencas que mais matam em nossoRBGAS e TIMERMAN, 2004;
FERNANDES, 2008). Estes dados mostram a importatasadoencas cardiovasculares no
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panorama populacional brasileiro onde se obseremaefio da expectativa de vida e
consequente aumento da populacdo de idosos (LEZBA).

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocorre quandoihgrrupcdo do fluxo sanguineo
em uma determinada regido do musculo cardiacoo temio conseqiiéncia a necrose, devido
a morte dos cardiomidcitos, que sdo altamente \sEasia privacdo de oxigénio
(ver GANONG, 1998; ver SUTTON e SHARPE, 2000). Acmse miocardica €
acompanhada por processo inflamatério onde héragdo de neutrofilos e macréfagos no
tecido morto (ver SOUZA, 2005). A isquemia agud&alea alteracbes bioquimicas,
morfolégicas e funcionais progressivas, que depand severidade e duracdo do episodio
de isquemia (GOLDMAN, 1976; HASENFUSS, 1998). A seqgiiéncia bioquimica principal
€ a glicolise anaerdbica que se inicia em segundwsndo a producdo inadequada de
substratos de energia e ao acumulo de produtosgtadhcdo danosos, como o acido latico
(GUYTON e HALL, 1997; LlUet al., 1997). O infarto agudo do miocardio com necrose
extensa ocorre quando a perfusdo do miocardio rituismamente reduzida por um intervalo
de algumas horas (3 a 6 horas em modelos expedmsgniesultando em perda da funcgéo
pela morte celular causada pela necrose de codgull8ROWN e STUBBS, 1983;
RHOADES e TANNER, 1996; SABATINEEt al, 1998).

De acordo com Oliveti e colaboradores (1991), deranprocesso de cicatrizagao, o
musculo cardiaco com necrose apresenta inflamag&tagmais proeminente em 2 a 3 dias)
e 0s macréfagos comecam entdo a remover os midgwtsticos (5 a 10 dias). Capilares e
fibroblastos povoam o miocéardio danificado, formarghtdo, o tecido de granulacdo na
regido afetada (2 a 4 semanas). Os fibroblastodupros aumentam a quantidade de
colageno, o ventriculo infartado torna-se remodekadiepois o miocardio é substituido por
tecido fibrético de baixa celularidade. Este rentamento ocorre com 0S miocCitos
sobreviventes, os quais tentam compensar a fung8océlulas perdidas por hipertrofia
compensatoria (ROBERTSON e ROBERTSON, 1996; SOWZDA5). Na maioria dos casos,
a cicatriz fibrosa esta completa ao final de 6 s&mae a eficiéncia do reparo depende do
tamanho da leséo original. Uma vez cicatrizadagibiifente é possivel distinguir se a idade
da lesdo é de 8 semanas ou 10 anos (KAUFMAMEI, 1959; ALEXANDERet al., 1998;
DOUGLAS, et al,2006).

Mesmo quando ndo sdo mortais, essas doencas levanfreqiéncia, a invalidez parcial
ou total do individuo (CARVALHO, 1988), com gravepercussdes para esse, sua familia e

a sociedade. Isso mostra que o investimento napeéoe destas doencas € decisivo ndo so
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para garantir a qualidade de vida, mas tambémreydistos com hospitalizagédo, que a cada
dia se tornam mais onerosos em razdo do alto geawsofisticacdo exigidos por tais
tratamentos.

Em relacdo a intervencfes terapéuticas em pacientes infarto do miocardio, os
objetivos sdo limitar o tamanho do infarto, tambaomentando a oferta de oxigénio e
diminuindo a demanda, promover a estabilidade ie#étrardiaca, assegurar o conforto do
paciente e prevenir complicacbes (RYA® al 2005; PIEGAS, 2004). Basicamente,
intervencdes terapéuticas agudas sao utilizadasppavenir a perda da funcdo do miocardio
e preservacdo da fungao ventricular, e o tratamenitoico da doenca coronariana tem por
objetivo o alivio de sintomas, como a angina; réduga isquemia, baseada, por exemplo, na
reducdo de alteracdes visualizadas no eletrocaatiagy (ECG), e reducdo da mortalidade
(ROBERTSON e ROBERTSON, 1996; WEAVER al, 1991). O uso de antiplaquetarios,
como por exemplo, o acido acetilsalicilico (BECKERal, 2000) e de betablogueadores,
como por exemplo, o propranolol (PINHO, 1997), e&emplos de intervenc¢des com eficacia
demonstrada por evidéncias cientificas e que t&@m amplamente divulgadas através de
diretrizes praticas por varias sociedades inteomais e, também, pela Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBC, 2004). Outros exemplos deretgzoes terapéuticas sdo o uso de
tromboliticos, nitratos (vasodilatadores) e bloglogas de canais de calcio, sendo este ultimo
sem beneficio definido (ALEXANDERt al, 1998; ESCOSTEGUt al, 2001; FUCHS,
2004).

Inimeros sao os farmacos utilizados em tratametga@oencas de alta prevaléncia e que
provocam reacdes adversas ou efeitos toéxicos solistema cardiovascular (ver PORTO,
2005), o que torna necessério 0 uso de esquemal®@ices mais complexos ou inviabiliza o
tratamento. Neste contexto, a OMS e a Agéncia Matide Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
vem recomendando a pesquisa e o desenvolvimentowies farmacos cardioprotetores, bem
como de novas formulagbes para farmacos j4 exéstemissim como a avaliacdo da sua
toxicidade.

A cardioprotecao inclui todos os mecanismos e mgiescontribuem para a preservacao
do coracao pela reducao ou mesmo a prevencao de os dan
cardiacos (KUBLER e HAASS, 1996). Cardioprotecaoluin entdo, prevencdo de doenca
coronariana e de infarto do miocérdio e suas camaplies, podendo envolver mecanismos
adaptativos, agudos (por exemplo, a disponibiliaagé energia) ou crbénicos, como por

exemplo, o remodelamento estrutural (HEARSE, 2001).
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A avaliacdo da cardioprotecdo pode ser realizada mpensuracdo da forca contratil
cardiaca ou contratilidade do miocéardio ou inosom cardiaco, sendo um dos principais
indicadores do trabalho cardiaco desenvolvido (MOARR et al, 2001). Deve ser avaliado
também o consumo de oxigénio pelo miocardio, semdtuplo produto (pressdo arterial
sistdlica x freqUéncia cardiaca) um indice indiretodo invasivo de consumo de oxigénio
utilizado na clinica (MIRANDAet al, 2005). Tal indice exibe uma estreita correlag&oee
niveis elevados alcancados durante o esforcgo fésgsiresse emocional, e 0 aparecimento de
episodios de isquemia do miocardio em pacientes aastrucdo de coronarias
(PREVITALI et al, 1983; MCARDLEet al, 2001).

Um dos exames mais utilizados para o diagnésticiAlbé o eletrocardiograma (ECG),
pois alteragcbes no tracado do ECG podem ser imndhsatde disfuncbes cardiacas
ventriculares. De acordo com Goldman e colaborad(895), Kléber (2000) e Nicolau e
colaboradores (2001), o sinal mais precoce detonfagudo do miocardio em humanos é o
aplanamento do segmento ST, ou seja, a perda daetdisconcavidade que existe
normalmente na ascensdo do segmento ST com durag&doria. Em animais, o segmento
ST é desnivelado, inicialmente, com concavidada pana, e onda T positiva. Instalada a
fase superaguda, é regra habitual a presenca dmedbode injuria, que se associa ao
supradesnivelamento de ST e aumento na amplitudediE T. Esse momento representa a
pior fase da evolucdo em razao da maior possib#idie ocorrer fibrilagéo ventricular.

Modelos experimentais de IAM séo importantes pamstido da fisiopatologia assim
como para o] desenvolvimento de novas terapéuticasara p seu
tratamento (YTREHU®t al, 1994). Do ponto de vista experimental, IAM indlezem ratos
pela ligadura da coronaria tem sido amplamenté&zadib como modelo para o estudo dos
mecanismos celulares consequentes a isquemiardussue(LIUet al, 1997; SJIAASTADet
al, 2000) e para o estudo de farmacos a serem utbzad terapéutica dessas doencas
cardiovasculares (L&t al.,2001; KOLETTIS et al.,2007).

De acordo com Johns e Olson (1954), existem d@agstide ligadura: a ligadura
permanente da artéria descendente anterior owadulig temporaria que promove isquemia
seguida de reperfusdo. Apesar do modelo de ligadumeetizar o que ocorre no IAM natural,
0 sistema de circulacdo colateral difere muitoeeas diversas espécies e em cada animal.
Além disso, em roedores ndo ha uma verdadeirasadiécunflexa como é vista em animais
de maior porte fisico. Portanto, o tamanho do iofariado pela ligadura da coronaria

esquerda resulta em grande variabilidade de ressltaNeste modelo, o sistema
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cardiovascular dos animais infartados sofre alfaschemodindmicas e morfologicas
comparaveis a situacdo clinica de IM em humanodMR® e SUMMERS, 2000; PFEFFER
et al, 1979; YTREHUSet al, 1994; MONNET e CHACHQUES, 2005). Seguindo o model
proposto por Johns e Olson (1954), outros autayesodPfeffer e cols. (1979), Mill e cols.
(1990), Ytrehus e cols.(1994), Leor e cols. (198&prsin e cols. (1996), Liu e cols. (1997),
Sjaastad e cols.(2000), De Angelis e cols. (200Hagakawa e cols. (2003), realizaram o
infarto agudo do miocardio em ratos fazendo a ligadia artéria coronaria esquerda, com os
objetivos de caracterizar o modelo ou utiliza-loapa avaliacdo de farmacos potencialmente
cardioprotetores. A oclusédo da artéria coronarsse® animais tem um grande impacto na
disfuncdo ventricular, podendo variar de alteragéoima a faléncia ventricular esquerda,
sempre dependendo do tamanho do infarto (HAYAKA®LAI, 2003).

Embora a mortalidade desse procedimento cirdrgia edlevada (50% nas primeiras 48
horas) (MONNET e CHACHQUES, 2005), uma das maim&stagens deste modelo € a
possibilidade de manter os animais vivos por ungdgoeriodo, até a formacao da cicatriz na
regido miocardica infartada e o aparecimento dosiside remodelamento ventricular
(SOUZA, 2005).

Visto que estudos anteriores demonstraram a edicdai Ipriflavona em situagbes de
deficiéncia de oxigénio no miocardio (FEUERal, 1981), o modelo de ligadura da coronéria

se mostra adequado para avaliacdo da potencialeatescardioprotetora da Ipriflavona.
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Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma formulagdo autoemulsionavel comtemdpriflavona e avaliar os
efeitos cardiovasculares em modelo de isquemia owamdio induzida por ligadura da

coronaria em ratos fémeas.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Desenvolver uma formulacdo autoemulsionavel comtdpdflavona para a
administracéo por via oral.

3.2.2. Caracterizar a formulagcdo quanto aos aspectosodigiomicos e avaliar a
cinética de liberagdo do farmaicovitro.

3.2.3. Padronizar o modelo de inducdo de isquemia do mdaxdela técnica da
ligadura da coronaria anterior esquerda em Mfistarfémeas adultas.

3.2.4. Avaliar a atividade cardioprotetora da Ipriflavdnae e veiculada no sistema
autoemulsionavel em ratWgistarfémeas, administrada por via oral, em dose Unica.

3.2.5. Avaliar a atividade cardioprotetora da Ipriflavonv&iculada no sistema
autoemulsionavel em rato®istar fémeas, administrada por via oral, em doses

repetidas (7 dias).
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4.1. Desenvolvimento e caracterizacao do sistema autoelsionante

4.1.1. Avaliacéo da solubilidade

Através de revisao de literatura foram selecionadokos e 11 surfactantes (listados
nas tabelas 2 e 3 dos resultados) nos quais ailstddb da Ipriflavona foi avaliada, com o
objetivo de determinar os excipientes capazes lidbispar a maior quantidade possivel de
Ipriflavona e portanto, mais adequados para a ftagdo, de maneira a obter um teor elevado
de farmaco em uma menor massa de excipientes.

O ensaio consistiu na adicdo de uma quantidade xres®& de Ipriflavona
(aproximadamente 500 mg) a diferentes tubos deiersmtendo exatamente 2 ml dos
excipientes (Oleos, surfactantes, co-surfactantes-golventes) a serem avaliados. Com o
auxilio de agitador do tipo vértex (Quimis, Q228)tabos contendo a mistura de Ipriflavona
e excipiente foram homogeneizados durante 1 m@meseguida, colocados em banho-maria
a 37°C por 48 horas, sob agitacdo. ApoOs este meriosl tubos foram centrifugados a
2000 rpm por 10 min para que o excesso de Ipriflayarecipitasse. Em seguida, foi retirada
uma aliquota de 50 pl do sobrenadante e diluida erhde acetonitrila para quantificacdo da

Ipriflavona em espectrofotometro (Heliesa 251 nm.

4.1.2. Obtencéo do sistema autoemulsionante

Apés a determinacdo da solubilidade maxima dafldpana nos diferentes
excipientes, foram preparadas 60 formulacGes, amanbio os diferentes excipientes com
potencial para o desenvolvimento de uma autoemwdstin de avaliar a compatibilidade
entre 0S Mesmos.

Para o preparo das autoemulsdes, inicialmente&tizada a fusdo da mistura lecitina
de soja (co-surfactante) e surfactante em banh@nwar37 °C sob agitacdo constante
(2.000 rpm). Em paralelo, a lpriflavona foi adicola ao co-solvente e ao 6leo e apos
completa solubilizagao esta mistura foi, entacciadada sobre a mistura de lecitina de soja e
surfactante a 25°C. O sistema permaneceu sob agitaté que a mistura estivesse

homogénea.
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As formulacdes assim preparadas foram avaliadasosw@picamente logo apos o
preparo a fim de se verificar separacao de fasistalzacado do farmaco ou algum outro sinal
de incompatibilidade entre os excipientes. As coitbes de excipientes e lIpriflavona
estaveis foram selecionadas para a elaboracaories varmulacées contendo os mesmos
excipientes, porém em diferentes proporcbes paraliagdo da capacidade de

autoemulsificacdo e construcao do diagrama ternario

4.1.3. Avaliagdo da emulsificagao espontanea (autoemulsificao)

O diagrama ternario foi construido ap6s a escothsudfactante, co-surfactante e 6leo,
de tal maneira que cada um destes excipientessmyioel um dos lados do grafico triangular.

Foram preparadas 60 misturas homogéneas de suotétao-solventes e 0leos em
diversas proporcdes, seguindo os critérios de Roi@97), segundo o qual a concentracéo
de surfactante (EHL < 12) deve variar entre 2099%,6a concentracdo de 0leo deve variar
entre 40% e 80% e a concentracéo de co-surfactatre 0% e 30% (p/p). Para a elaboracgéo
do desenho experimental inicialmente a quantidagledldo da formulacdo foi mantida
constante (por exemplo, em 40%) e a quantidadeudiactante foi sendo gradualmente
reduzida, de 5% em 5% a partir de 60%. A quantidedeo-surfactante utilizada foi tal para
completar os 100% em cada formulacao.

Para avaliar a autoemulsificacdo, foi retirada @atiguota de 50 pl de cada uma das
formulacbes preparadas e esta aliquota foi dileida50 ml de agua ultrafiltrada (MiliQ,
Milipore®), sob leve agitacdo. A ocorréncia ou ndo de efiudsfio espontanea foi

determinada através de observacéao visual.

4.1.4. Determinacao do tamanho dos glébulos

O tamanho médio das goticulas da autoemulséo eliceinle polidispersdo foram
determinados através de espectroscopia de cometigdotons, utilizando o equipamento
Nanosizer N5 PLUS (Beckman Coulter). Uma aliqua&d p foi retirada de cada uma das
formulacbes preparadas e esta aliquota foi dilodda 50 ml de agua ultrafiltrada em tubo de
ensaio. Em seguida, foi retirada uma nova aliqdet25 ul da diluicdo anterior e colocada

em cubeta de quartzo preenchida com agua ulteafdtr Esta cubeta foi posicionada no
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aparelho para determinacdo do tamanho médio dbsiigke o indice de polidispersdo em
um angulo de 90°, a temperatura ambiente. Alénodisanesma técnica foi utilizada para
avaliar a estabilidade fisica das preparactesraywldo tempo.

A espectroscopia de correlagcdo de fotons, tambémond@ada espalhamento
dindmico da luz é um dos métodos mais utilizadaa daterminar o tamanho e o indice de
polidispersdo de dispersdes coloidais com tamantice 8 nm e 3um. Além disso, a
distribuicdo de tamanho da populacéo de partidutasce de polidispersédo) é essencial para
a determinacdo da qualidade das dispersdes emstatentiomogeneidade de tamanho. A
técnica baseia-se na analise do movimento browrdas@lébulos, ou seja, nha capacidade de
deslocamento constante dos glébulos presentes atermidnado sistema fazendo com que a
intensidade da luz espalhada forme um padrdo demmeato. Através da dispersédo da luz
torna-se possivel determinar o tamanho médio dasulyis. A equacao abaixo é utilizada
para o célculo do indice de polidispersao de tamalghuma amostra, segundo a literatura
(ZILI et al, 2005).

Polidispersao 9(0.9) —D(0.1)

(D.5)
D(0.9) = corresponde ao tamanho dos globulos imediante acima de 90% na amostrd.
D (0.5) = corresponde ao tamanho dos glébulos imemiente acima de 50% na amostrg.

D(0.1) = corresponde ao tamanho dos glébulos iresdiamte acima de 10% na amostrg.

4.1.5. Cinética de liberagéo

Para a avaliacam vitro da liberacdo do farmaco a partir da autoemulsédeste de
liberacdo foi realizado utilizando o método de id&@linversa (CHANDRANet al, 2006;
CHEN et al, 2007). Uma aliquota de 1 ml de solucéo salingpterada (pH 6,8) foi colocada
dentro de doze membranas de didlise (12-14000 MW@®@yiamente hidratadas. As
membranas semipermeaveis foram entdo colocadasneancuba de dissolucdo contendo
800 ml do mesmo meio, a 37°C, sob agitacdo coms{@otrpm). No tempo zero, 2 ml da
autoemulsdo recém preparada, contendo quantidadéarmi@co suficiente para atender a
condicadosink, foi adicionada ao meio em uma das cubas. O mesmeegimento foi

realizado com a Ipriflavona livre, em outra cuba.c#&da intervalo de tempo (0, 10, 15,
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30min; 1, 2, 3, 4, 6, 18, 20 e 24 horas) foi aglr uma membrana de cada cuba com
reposicdo do volume retirado. A aliquota de 1 middatro da membrana foi diluida em
metanol (1:1) e apéds filtracio em membranas de |[0@5a leitura da porcentagem de
liberacdo do farmaco foi determinada por CLAE (Catografia liquida de alta eficiéncia) a

251 nm. Todos os experimentos de liberacdo em atgioso foram realizados em triplicata.

4.1.6. Estabilidade

O efeito do tempo de estocagem na distribuicd@am@mnho e no pH das autoemulsdes
foi avaliado. Para isso, as formulagGes foram eska® em frascos de vidro selados a 25°C e
protegidos da luz, durante um periodo de dez me&sgscaracteristicas macroscopicas
referentes ao aparecimento de instabilidades commagem, formacédo de sedimento e

precipitacdo do farmaco, foram avaliadas imediatdenap0s preparacéo e a cada dois meses.

4.2. Avaliacéo dos efeitos cardiovasculares da Ipriflavaa in vivo

4.2.1. Animais

Foram utilizados rato®Vistar fémeas (230 a 270 g) provenientes do Biotério 1@ent
da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animaianf mantidos em caixas de
polipropileno no biotério da Escola de Farmacia @ero Preto até a realizacdo dos
experimentos. Durante todo o periodo de adaptacéexperimentacdo foi fornecida
alimentacédo e agua a vontade. Os protocolos exeetais foram aprovados pelo comité de
ética da UFOP (11/2009).

4.2.2. Obtencé&o dos sinais de eletrocardiograma (ECG) e @sséo arterial (PA)

Os animais foram anestesiados pelo pentobarbitiats@60 mg/kg), administrado por
via intraperitoneal (i.p.). A cirurgia foi iniciadgp0s a anestesia ter alcancado a profundidade
requerida. Os ratos foram traqueostomizados utiiasse canula de polietileno, e conectados
ao respirador (SAR-840, USA) para permitir ven@ila@dequada (frequéncia de 38 bpm -
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Breaths per minuje A artéria femoral foi cateterizada utilizando<s#nula confeccionada
com tubo de polietileno (PE) para obtencdo do siaghressao arterial (PA). Para a obtencdo
do sinal do eletrocardiograma (ECG) foram utilizadomo sensores agulhas hipodérmicas
de aco inoxidavel, posicionadas de modo a podsibéi medicao da diferenca de potencial
relativa a derivagéo DII. O transdutor de PA eloocdo ECG foram conectados a um sistema
de condicionadores de sinais (desenvolvido no Demp&nto de Engenharia Elétrica da
Universidade Federal de Minas Gerais). Os sindisaddesse sistema foram amostrados em
tempo real a uma freqiéncia de 1200 Hz por umaaptanversora analégico-digital de
12 bits de resolucéo (Dagboard 2000, USA), conforme aptade na figura 3.
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FIGURA 3 -Sistema de aquisi¢cdo dos sinais de ECG e PA. Etaqies lado direito da
figura: animal anestesiado ap6s cirurgia com agultgpodérmicas inseridas
subcutaneamente (setas vermelhas) e cateter inteaia para aquisicdo do sinal de
presséao (seta azul). No lado esquerdo, em destagu®l obtido.
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4.2.3. Inducéo de isquemia do miocardio

O procedimento para a inducdo de isquemia do ndac@or ligadura de coronaria em
ratos foi executado de acordo com técnica desamit@riormente (SELYE, 1960; FISHBEIN
et al, 1978). Apds toracotomia nd dspaco intercostal esquerdo, o coracgéo foi evidoee
foi realizada ligadura na artéria coronaria desested anterior esquerda, entre o cone da
artéria pulmonar e o atrio esquerdo, utilizanddlagatraumatica e fio de algoddo. O coragéo
foi entdo rapidamente reposicionado a caixa tosdei@ sutura previamente preparada foi
concluida para fechamento do torax. Os animaisrdpogcontrole (submetidos a cirurgia
ficticia) foram submetidos a todos os passos dogglimento cirdrgico acima descrito, exceto

a ligadura da artéria coronaria.

4.2.4. Andlise do ECG e da PA

Os sinais digitais foram analisados por inspec&oali do registro com o auxilio do
software WinDag/EX Playback and AnalysiPATAQ Instruments, USA), utilizando-se
diversos fatores de compresséo para os sinaisa Neest também foi realizada a andlise e
classificacdo das alteracbes da morfologia dos E@GB&s amostragem de segmentos de 2
segundos, foram obtidos os valores de pressadahrsestdlica (PAS) e diastdlica (PAD),
frequéncia cardiaca (FC) e intervalos do ECG: Qfiefvalo entre o inicio da onda Q e o
término da onda T do ECG), RR (intervalo entre dustas R do ECG), PR (intervalo entre a
onda P e inicio da onda R) e complexo QRS (inigioodda Q até final da onda S). O
intervalo QT foi posteriormente corrigido em funcda frequéncia cardiaca utilizando a
férmula de Fridericia (1920) (QTc = QT/(RR). De acordo com Abernethy e colaboradores
(2001), o intervalo QT pode ser corrigido pela félande Fridericia para valores de RR
menores que 500 ms ou pela férmula de Bazzettyadmaes de RR maiores que 500 ms. No
presente trabalho somente foram encontrados valleré®R menores que 500 ms sugerindo
que a férmula de Fridericia € a mais adequada.

Outro parametro avaliado foi a &rea sob a curveegmento ST, utilizando-se o método
de estimativa da area por planimetria (FELDMAN, Z00ANSUR et al, 2006). A area sob

a curva do segmento ST foi demarcada em cada d¢orgerondas amostradas (figura 4).
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Para a demarcacdo da area sob a curva, primeignfentcriada uma linha vertical
partindo do ponto onde se inicia a inclinagdo ddao8. Em seguida, foi tragado uma linha
horizontal, da direita para a esquerda, a partipdisto em que a onda T atinge o ponto
isoelétrico do ECG (MANSURet al, 2006). A estimativa da area foi entdo realizada p
planimetria, com auxilio do software AUTOCADOs dados foram obtidos como valores
absolutos nos tempos: antes da ligadura (contrbje€), 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 25 e 30 min
apos a ligadura. Em seguida, foi realizada anélésgariacdo da area para cada animal em

relacdo ao tempo controle.

CONTROLE®4 —| A '
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FIGURA 4 —Segmentos de 2 segundos amostrados de animal eepaigo do grupo nao
tratado. Em detalhe exemplificacdo da selecéo éa @ara calculo por planimetria.
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4.2.5. Determinacao da concentracao plasmatica de lpriflaana

Ao término dos experimentos uma aliquota de 0,8ardangue total heparinizado foi
coletada de cada animal para a determinacdo deemwacdo plasmatica de Ipriflavona
através de cromatografia liquida de alta eficiefCQRAE). As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm e aliquotas de 250 pllamma obtidas foram armazenadas em
freezer a -80°C até o momento das analises.

Para a utilizagdo do método de determinacdo daeotmacdo plasméatica de
Ipriflavona utilizando a CLAE, € necessario realigeeviamente a validacao bioanalitica para
garantir a confiabilidade dos resultados. Sendomastoram estudados os parametros
linearidade, precisdo e exatiddo. As curvas ddreglio para a determinagao da linearidade
foram obtidas através da andlise de 8 concentralgbeslucéo de Ipriflavona (Sigma, USA),
cada uma em sextuplicata, variando de 40 ng/mI0® h@/ml. A precisdo e a exatidao do
método foram avaliadas utilizando trés concentradiferentes de Ipriflavona no plasma, em
triplicata.

Com o método validado, foi entdo realizada a deregdo da concentracao
plasmatica da Ipriflavona (Galena, Brasil) nos iplas previamente coletados. As amostras de
plasma foram descongeladas 24 horas antes daeamalontaminadas com metformina
(padrdo interno) na concentracdo de 3 pg/ml. Enuidag 500 pl de acetonitrila foi
adicionada para precipitar as proteinas presentptasma. Apos homogeneizacdo em vortex
por 1 min e centrifugagc&o a 10.000 rpm durante i) snsobrenadante foi filtrado (0,45 pm)
e evaporado a temperatura ambiente em dessecadou@ Apds a completa evaporacao da
acetonitrila o precipitado foi ressuspendido cofase moével (metanol : acido acético 1% em
H,O, 50: 50 (v/v)) e injetado no cromatégrafo.

A CLAE (Water§ 2695) foi realizada a 254 nm em detector PDAjzaiildo coluna
de fase reversa C18 e fase mével constituida denmlet solucdo de acido acético a 1 % em
agua, com eluicdo gradiente (0-5 min: 55-90 % d&anwd; 5-9 min: 90 % de metanol; 9,1-
14 min: 55 % de metanol). O fluxo foi 1,0 ml/ming &olume de injecéo foi 75 ul.
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4.2.6. Andlise histopatologica do coracao

Para avaliar as alteracdes histopatologicas og;@esade todos os animais dos grupos
experimentais foram coletados e fixados em solagatormol a 10 % tamponado (pH 7,2),
com o objetivo de preservar a morfologia e a corngfosdo tecido até a confeccdo das
laminas no Laboratério de Imunopatologia, NUPEBQOPF

Para a confeccao das laminas, os cora¢fes foramesidbs a desidratacdo em banhos de
alcool para remover toda a agua presente nos me#pos a desidratacdo, foi realizada a
diafanizacdo a fim de tornar o tecido transluci@ara isso, os tecidos foram submetidos a
dois banhos de xilol. Em seguida, os coracfes formfuidos em parafina, utilizando dois
banhos de parafina para penetracdo da mesma nuos e&spacos intercelulares. Os blocos
de parafina contendo os tecidos impregnados forg@pesubmetidos a microtomia, quando
foram obtidos dois cortes seriados de 4 um de ss@esada um, para cada bloco. Os cortes
foram colocados em banho-maria para que as fitesefo esticadas e colocadas sobre as
laminas de vidro que foram mantidas em estufa & @dfa secagem.

As laminas foram submetidas a coloracdo Hemataxtiosina (HE) para proporcionar
uma andlise geral das alteracdes histopatologi@agorocesso de coloracdo consistiu
primeiramente da imerséo das laminas em banhoddlepara desparafinizacdo, seguida de
imersdo em banhos de alcool e agua, para re-hgd@mtéds laminas foram entdo submetidas
ao banho no corante hematoxilina (corante acid@meseguida foram lavadas em agua
corrente. Foi realizada, entdo, a diferenciacdo agrassagem rapida das laminas em &lcool-
acidulado. Novamente, as laminas foram lavadasgera éorrente, imersas no corante eosina
(corante basico) e lavadas em agua corrente. Reaabizdr o processo, as laminas foram
imersas em banhos de alcool absoluto rapidameleteadas a estufa a 60°C por alguns min
para secagem. Depois de secas, as laminas forasasnem xilol e montadas com Entellan
(Merck) e laminula.

As avaliacdes foram realizadas utilizando objetidas10X e de 40X no microscopio
Olympus BX50, localizado no laboratério de imunopagia, UFOP. A fotodocumentacao
foi realizada no Laborat6rio Multiusuario do NUPBB-OP, utilizando objetiva de 40X do

microscopio Leica, DM5000, acoplado a camera digisomputador.
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4.2.7. Protocolos experimentais

4.2.7.1. Protocolo I: Tratamento Agudo

Os animais foram tratados com a Ipriflavona na &oitimre, nas doses de 30 mg/kg e
1 g/kg ou veiculada no sistema autoemulsionaved,duses 30 mg/kg e 240 mg/kg por via
oral 1 hora antes da realizacdo da ligadura danéoeo Para administracdo da forma livre, foi
preparada suspensdo de Ipriflavona em carboxiraktibse, por se tratar de um veiculo
inerte. Tanto a lpriflavona livre como a veiculada autoemulsdo foram administradas por
gavagem. Os animais foram anestesiados 30 min apadministracdo e submetidos ao
procedimento cirargico descrito anteriormente parastro dos parametros cardiovasculares.
Foi realizado registro controle de 5 min de duraa@ies da ligadura da coronaria. O registro
dos parametros cardiovasculares foi obtido contirerdie durante a ligadura da coronaria até
30 min apdés o término da cirurgia. Ao término depegimentos, foi coletada aliquota de
0,5ml de sangue total heparinizado para deterrdtnata concentracdo plasmatica de
Ipriflavona. Além disso, o coracéo, figado e rims dnimais foram coletados e armazenados

em formol tamponado para as analises histopat@sgic

4.2.7.2. Protocolo II: Tratamento Sub-Agudo

Os animais foram tratados com a Ipriflavona vealao sistema autoemulsionavel, nas
doses 30 mg/kg e 240 mg/kg por via oral durant&ad em dose Unica diaria, sendo a ultima
dose administrada 1 hora antes da cirurgia de digadla coronaria. Os animais foram
anestesiados 30 min apds a ultima dose de Ipriiaeosubmetidos ao mesmo procedimento

descrito no item anterior (4.2.7.1).

Kemile Albuquerque Leao 29



Metodologia

4.2.8. Andlise estatistica

Os resultados de parametros cardiovasculares (RS, QT, QTc, PAS, PAD e FC)
foram expressos em valores absolutos como médiepadriao da média (e.p.m.). A analise
da area sob a curva do segmento ST foi expressa g@dia + erro padrdo da média (e.p.m.)
da variagdo percentual em relacédo ao periodo denfrodos os resultados foram submetidos
ao teste de normalidade de D’Agostino e Pearson.d&ms que nao apresentaram
distribuicdo normal foram submetidos ao teste rdrarpétrico de Mann-Whitney. Os dados
normais foram submetidos a analise de variaoncie-way ANOVA seguida do teste de
Bonferroni. Para todas as analises foi adotaddenvialo de confianca de 95%, sendo que as
diferencas foram registradas quando o valor dei pnémor ou igual a 0,05 (p<0,05). Para

todas as analises foi utilizado o programa GraghH?esm versao 4.0.
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5.1. Desenvolvimento e caracterizacdo do sistema autoelsionante

5.1.1. Solubilidade

A curva de calibragdo da Ipriflavona em acetomitfdi construida a partir das medidas
de absorbancia, realizada pela espectrofotomatridasivel (251 nm), apresentadas na tabela
1. Foi observado que o limite de quantificacdoimderior a 1 pg/ml, com coeficientes de
variacdo inferiores a 5%. O coeficiente de coré@a@¥) demonstra que 99,86% dos dados
estdo inseridos na curva, 0 que sugere uma cdicellgear entre as concentragcbes de
Ipriflavona e as absorbancias obtidas. Estes esRdt possibilitam a utilizacdo da curva
acima na determinacdo da solubilidade da Ipriflavoem diferentes veiculos
(tabelas 2, 3 e 4).

TABELA 1 - Valores de absorbancia utilizados para a construgao
curva de calibracdo da Ipriflavona em acetonitrila.

Absorbancia Média

Ipriflavona (ug/ml) (251 nmY CV (%)
1 0,132 £ 0,004 3,05
2 0,243 £ 0,003 1,55
3 0,350 + 0,003 1,00
4 0,458 + 0,008 1,87
5 0,567 + 0,006 1,17
6 0,684 + 0,007 1,05
7 0,764 + 0,026 3,45
8 0,900 £ 0,010 1,20
9 1,019 £ 0,008 0,83
10 1,147 + 0,009 0,81

% n = 3; DP = desvio padrédo; CV= coeficiente deagib, dado por
(DP/média)*100; R=0,9986: y= 0,1112x + 0,0153.

TABELA 2 — Solubilidade da Ipriflavona em diferentes Olets € 3)

Absorbancia Solubilidade
média* (mg/ml)

Oleo de algodao 0,046 + 0,003 6,703

Oleo de girassol 0,054 + 0,001 8,432

Oleo de canola 0,061 + 0,018 10,018

Oleo de soja 0,091 + 0,017 16,432
Propilenoglicol dicaprilato 0,127 £ 0,001 24,360
Triglicérides do acido caprico 0,137 £ 0,005 26,522
Oleo de milho 0,594 + 0,003 125,261
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TABELA 3 — Solubilidade da Ipriflavona em diferentes surfattsntn = 3)

Nome Nome Absorbéancia Solubilidade

Quimico Comercial meédia* (mg/ml)
Propilenoglicol 0,025 + 0,001 2,234
Polietilenoglicol 300 PEG 300 0,084 £ 0,006 14,991
Polyoxyl-35 castor oil Cremophor EL 0,093 +0,006 6,987
Oleoyl polyoxylglycerides Labrafil® M1944 0,105 1003 19,459
Linoleoyl polyoxyglycerides Labrafil® M2125 0,070Q;003 30,270
Polissorbato 80 Tween 80 0,189 + 0,007 37,694
Propilenoglicol monocaprilato Capryol™ PGMC 0,190,804 39,423
Polissorbato 20 Tween 20 0,205 + 0,001 41,081
Caprylocaproyl polyoxylgliceride Labrasol® 0,21D;005 42,523
Polietilenoglicol 400 PEG 400 0,214 + 0,003 43,099
Dietilenoglicol Monoetil Eter Transcutol® 0,222 1000 44,757

TABELA 4 — Solubilidade da Ipriflavona em diferentes meias € 3)

Absorbancia Solubilidade
meédia* (mg/ml)

Agua Ultrafiltrada 0,015 + 0,001 0,036
Tampao pH 1,2 0,021 + 0,001 1,297
Tampéo pH 6,8 0,033 £ 0,001 4,036
Tampao pH 3,0 0,044 + 0,003 6,414
Alcool Benzilico 0,261 = 0,002 26,703
Acetonitrila 0,282 + 0,005 57,874

5.1.2. Obtencao do sistema autoemulsionante

A partir dos estudos de solubilidade, diferentesgesias autoemulsionantes (tabela 5)
foram preparados utilizando o mesmo 6leo (6leo dleone variando o surfactante, para os
estudos de compatibilidade entre os excipientes.

A primeira formulacédo desenvolvida (FO1) consisituuma mistura de 6leo de milho,
Capryol e Tween 80, conforme apresentado na tabelgsta formulacdo, no entanto,
apresentou problemas de compatibilidade entre astitgintes, visto que o Tween 80 é
insolavel em Oleos vegetais. As formulacfes prefzrautilizando Labrasol, Transcutol e
Polietilenoglicol 400 (Tabela 5: F02, FO3 e FO04)onapresentaram problemas de
incompatibilidade entre os excipientes logo apdsreparo. Porém, durante os ensaios de
emulsificacdo espontédnea a emulsdo formada néstével, ocorrendo quebra das emulsdes
formadas (figura 5).
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A veiculacdo de farmacos em formulagBes liquidadeptevar a ocorréncia de
cristalizacdo do farmaco (DAVEYet al, 1996). De acordo com Furedi-Milhofer e
colaboradores (1999), a cristalizacédo € indesejpweiue a precipitacdo do farmaco apos
administracaon vivo pode levar a menor biodisponibilidade, compromsdem potencial da
formulacdo. Apds a adicdo de Ipriflavona na forméta FO5 foram observados sinais de
cristalizacdo nas primeiras 2 horas de armazenamémods 24 horas a cristalizagédo foi
intensificada, assumindo a aparéncia observadiguna 6.

Para solucionar o problema da cristalizacdo, dagetsentativas foram avaliadas neste
trabalho. Foram desenvolvidas formulages conteadeo co-solvente: acido oléico (F06),
quitosana (F07), glicerina (F08), propilenoglice09), alcool benzilico (F10) e alcool etilico
(F11). Apenas as formulacdes contendo alcool stgrera problema da cristalizacdo. O
alcool benzilico é utilizado como solubilizante até&concentracdo maxima de 5%, ja que
acima de 10% apresenta propriedades anestésieas (MESSIHA, 1991). Desta maneira, o
alcool etilico foi selecionado como co-solvente;, gpresentar menor toxicidade em relacéo
ao alcool benzilico e ser mais adequado para aslim@géo por via oral.

Pesquisas demonstram que a adi¢cdo de co-surfactanteenta a area de formacéo de
microemulsfes, em sistemas compostos por leciértaglicerideos (TROTTAet al, 1998).

As lecitinas sdo uma mistura complexa de fosfatidesollveis em acetona, e que consistem
de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfditserina e fosfatidilinositol combinados com
varias outras substancias como triglicerideos,08cgtaxos e carboidratos. Dessa forma, foi
desenvolvida uma nova formulacédo (tabela 5: FO&zando a lecitina como co-surfactante.
Esta formulagéo n&o apresentou os problemas deatimtidade encontrados anteriormente,

e ao entrar em contato com a agua foi formada @mastavel.
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FIGURA 5 —Estabilidade do sistema autoemulsionavel apos adighagua.
(A) Coalescéncia; (B) Emulsao estavel; (C) Quetaarthulsao.

FIGURA 6 —Estabilidade do sistema autoemulsionavel apés 2dshde
armazenamento. (A) Cristalizacao da Ipriflavona) fitoemulsdo com Ipriflavona, sem
cristalizacao

TABELA 5 — Composicao dos sistemas autoemulsionaveis avaliaaestudo de
compatibilidade

Composicéao
Oleo Surfactante Co-surfactante Co-solvente Identtacao
Tween 80 (15%) FO1
Labrasol (15%) FO2
Transcutol (15%) FO3
PEG 400 (15%) --- FO4
. Lecitina (15%) FO5
Oleo de Q. .
Milho Capryol Acido Oleico (5%) FO6
(60%) (25%) Quitosana (5%) FO7
Glicerina (5%) FO8
Lecitina (10%) Propilenoglicol (5%) FO9
Alcool Benzili
(53:/00)0 enzilico £10
Alcool Etilico (5%) F11
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5.1.3. Avaliacdo da Emulsificacdo Espontanea

Apés a avaliacdo da compatibilidade entre os eswips, foi elaborado o diagrama
ternério contendo as 50 formulagcfes desenvolvidas @s mesmos excipientes, porém, em
diferentes proporcdes (figura 7). O objetivo debégrama € demarcar a area correspondente
as concentracdes onde ocorre emulsificacdo esmant&ds formulacdes foram diluidas em
agua e partir de observacgéo visual do tempo netegsira a completa emulsificagdo do
sistema o0s pontos foram demarcados. Foi verificaamlo formagcdo de sistemas
autoemulsionaveis estaveis com concentracdo devéleando de 45 a 70%, desde que a
concentracdo de surfactantes estivesse entre R8e/Ap0os andlise do diagrama ternario, a
formulacdo contendo 60% de 6leo de milho, 25% qeyche 15% de lecitina de soja foi

selecionada como possivel candidata aos ensevdso.

. Ocorreu emulsificacdo espontanea

/ \\ . Néo ocorreu emulsificacio espontanea

5 . Formulacdo selecionada para ensaios i vive

60 40

o..
20 ] % ® L] L] e

ST I 43 I I L
&0 30 40 30 Z20 10

Oleo de Milho

L=}
]
[==]
L]
=

FIGURA 7 —Diagrama ternario das autoemulsfes desenvolvidas.
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5.1.4. Determinacao do tamanho dos globulos

De acordo com os dados apresentados na tabeltaBamho dos gldbulos formados
pelo sistema autoemulsionavel apos solubilizacdo &gwa sofreu pouca variacdo nas
formulacdes onde ocorreu emulsificacdo espontaAealeterminacdo do tamanho dos
glébulos é uma das caracteristicas fisico-quiminass importantes para a avaliagdo da
estabilidade das formulagbes e também para precarsm da formulacdm vivo, uma vez
que a tendéncia a agregacdo dos globulos pode mmitonada atravées de mudancas da
distribuicdo de tamanho (TARR e YALKOWSKY, 1989; BRMAN et al, 1992). De
acordo com Teixeira (2002), a adicdo de farmacake pevar ao aumento do tamanho dos
glébulos. Desta forma, foram preparadas duas fagdels na mesma concentracao
(correspondendo a concentracdo da formulacdo FEE8)Jo uma das formulagbes sem
Ipriflavona e a outra com Ipriflavona. Como obseéwana tabela 7, houve aumento do
tamanho dos glébulos com a incorporacdo do farmacaumento de tamanho, no entanto,
ndo estad relacionado com instabilidade da formolagd que a formulacdo contendo

Ipriflavona foi estavel por 10 meses e, portanteqahda para a administracao por via oral.

TABELA 6 — Tamanho médio dos globulos de diferentes formutadédpriflavona

(15 mg/ml)
Composicéao Ta}manho indice de
, Co- Médio dos . Polidispersao ldentificacéo
Oleo  Surfactante Globulos (nm) + DP
surfactante + DP? T

30% - 337,0+ 11,57 0,454 £0,034 F12
70% 25% 5% 341,9+11,01 0,425 +0,029 F13

20% 10% 245,1 £ 5,01 0,312 +£ 0,093 F14
65% 30% 5% 422,5+40,48 0,624 + 0,063 F15

25% 10% 335,0+10,55 0,449 +£ 0,027 F16

30% 10% 351,6 £ 5,91 0,418 £ 0,075 F17
60% 25% 15% 533,3 £+16,12 0,917 +0,031 F18

20% 20% 520,2 +£10,12 0,427 +0,039 F19

®DP = Desvio Padréo (*n=3)
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TABELA 7 — Tamanho médio dos glébulos da autoemulsao vazimteicdo
Ipriflavona (15 mg/ml)

Tamanho Médio

dos Glébulos (nm)* Indice de

Polidispersao + DP

+ DP
Autoemulsdo Vazia 232,7 £ 6,97 0,298 + 0,083
Autoemulsao com 533,3 + 16,12 0,917 + 0,031

Ipriflavona (15 mg/ml)
®DP = Desvio Padréo (*n=3)

5.1.5. Cinética de Liberacéo

A cinética de liberacam vitro da Ipriflavona veiculada na formulacdo F18 (60 &6 d
oleo de milho, 25 % de capryol e 15 % de lecitiaadja) foi avaliada através da CLAE. Para
isto, foi construida a curva de calibracdo da lgprdna em metanol, apresentada na figura 8.
O coeficiente de correlacdo {Robtido por esta técnica demonstrou que 99,8 %dd0®s
estdo inseridos na curva, 0 que sugere uma cdireligear entre as concentracdes de
Ipriflavona e as areas obtidas, permitindo a @@ desta curva na determinacdo da
Ipriflavona liberada.

Os estudos de liberac@ovitro de farmacos determinam a fragdo de farmaco liberada
em funcdo do tempo em meios artificiais ou fisicddg. A caracterizacdo do perfil de
liberacdo em funcdo do tempo pode fornecer infod@siguanto ao mecanismo envolvido no
processo de liberacdo e fornecer indicacbes sobrefetto das formulacdes sobre a
disponibilidade do farmaco no TGI. No presentealiad, o estudo da cinética de liberacdo
foi realizado em solucao salina tamponada (pH @& simular o fluido intestinal. A figura 9
mostra o perfil de liberacdo da Ipriflavona livree@culada no sistema autoemulsionavel. A
porcentagem de liberac@ovitro da Ipriflavona veiculada na autoemulséo foi mamigde a
porcentagem de liberacdo da Ipriflavona livre enosoos tempos, podendo a diferenca ser
observada j& nos primeiros dez min. ApGs 24 h, eembagem liberada pelo sistema
autoemulsionavel atingiu 85% enquanto a Ipriflaviivi@ atingiu somente 59% de liberacéo.
Através da determinacdo da area sob a curva paesolados apresentados na figura 9 foi
possivel demonstrar que a veiculacdo da Ipriflavamaistema autoemulsionavel aumentou
quase trés vezes sua dissolucdo, em relagdo &avpria livre (tabela 8). Os resultados
confirmam que a veiculacéo da Ipriflavona na autds&o aumenta a liberacéo deste farmaco
em pH similar ao intestinal provavelmente devidoaamento da area de contato entre as

goticulas da emulsdo e o meio externo o que auraergbcidade de dissolucao.
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FIGURA 8 —Curva de calibracdo da Ipriflavona em metanol a 2%l

(R= coeficiente de correlagéo; n=3)
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FIGURA 9 —Cinética de liberacao in vitro da Ipriflavona liveveiculada no sistema
autoemulsionavel a 37°C, em solucao salina tampamti6,8 (n = 3); *p<0,05 — ANOVA
seguido de pés-teste de Bonferroni; concentracalpdtéavona no meio: 50 pg/ml.

TABELA 8 — Determinacao da area sob a curva de liberacéo ddlvona livre e

veiculada no sistema autoemulsionavel

Area sob a curva Variagéo (%)

(cm?)
Ipriflavona livre 76,98 --
Autoemulsao com Ipriflavona 230,77 299,78
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5.1.6. Avaliacdo da Estabilidade

Durante a etapa de selecdo da formulacdo foi cldengque apdés 24 horas de
armazenamento a temperatura ambiente ocorreu pagéip de farmaco nas formulagbes
desenvolvidas sem co-solvente, conforme demonstradigura 6, item 5.1.2. A formacao de
cristais ndo foi observada com a utilizacdo de adeentes (alcool benzilico e etilico),
demonstrando que a presenca do mesmo é essenaia pstabilidade da formulacdo. Sendo
assim, a formulacdo F18 foi modificada e passaer aanstituida por: 60% de 6leo de milho,
20% de capryol, 10% de lecitina de soja e 10% clmoéktilico.

Outro parametro avaliado foi o tamanho dos glébtdawados a partir da diluicdo do
sistema autoemulsionavel em agua (figura 10). &&éiacao foi realizada a cada dois meses
durante o periodo de dez meses para verificac@&stdailidade da formulacdo, armazenada a
temperatura ambiente. Como pode ser observado quaafil0, ndo houve variacao
significativa de tamanho durante o periodo avalia@opH da formulacdo também foi
avaliado ao longo dos dez meses de armazenamegtwa(fll). Foi observado que a
formulacdo se manteve estavel dentro do periodarmi@zenamento, mostrando assim que

nao houve degradacao do sistema.
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FIGURA 10 —Tamanho médio dos glébulos formados apés armazeriar(re=3).
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FIGURA 11 —Avaliacao do pH da formulacdo durante a estocagen3).
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5.2. Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares vivo da Ipriflavona

5.2.1. Mortalidade

No presente trabalho, 190 animais foram submetdoprocedimento de ligadura da
corondria esquerda e deste total, 68 evoluiram paéhito (35,8%). A mortalidade foi
avaliada até que 12 animais de cada grupo resistipsr pelo menos 25 min apés a ligadura
da coronaria. A mortalidade por grupo experimeesth apresentada na tabela 9.

Os dados apresentados mostram que, apesar do ndediédadura da coronaria ser o
mais indicado para os estudos de isquemia do ndiegd& mortalidade neste procedimento é
elevada e n&o deve ser considerada como resultadtrathmento e sim da técnica

propriamente dita.

TABELA 9 — Mortalidade por grupo experimental nos primeirosrb apos oclusao da
coronaria (*Absoluto = n° de animais mortos/tota dnimais).

Mortalidade
Absoluto* %
Controle (Sham) 5/17 29,41
Sem Tratamento 7/19 36,84
Livre 30 mg/kg 7114 50,00
Livre 1 g/kg 9/20 45,00
Agudo 30 mg/kg 8/20 40,00
Agudo 240 mg/kg 11/23 47,83

Sub-agudo 30 mg/kg 11/23 47,83
Sub-agudo 240 mg/kg 3/15 20,00

5.2.2. Analise do ECG

No presente trabalho, os parametros do ECG foratadosin vivo apos a ligadura
da coronaria, caracterizando, pela primeira veae, reedelo especificamente em ratos fémeas.

Os parametros: intervalo PR (figura 12), complex@SQ(figura 13), intervalo QT
(figura 14) e o parametro QTc (figura 15) foramlesaaos no periodo controle e nos tempos
25 ou 30 min ap6s a ligadura da coronaria para gadpo tratado ou ndo tratado com

Ipriflavona, permitindo a andlise da influéncia ttatamento sobre esses parametros. As
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tabelas 15 a 18 (anexo) mostram os valores absoapresentados nas figuras 12 a 15. A
andlise nos primeiros minutos ap0s a ligadura mioefalizada devido a alteracbes de
morfologia que ndo permitiram a definicdo exataeteparametros. A analise de PAS, PAD e
FC, assim como a analise da area sob a curva doeséy ST foram realizados em todos os
tempos experimentais (controle, 1, 2, 3, 4, 50715, 20, 25 e 30 min apoés a ligadura).

Para o intervalo PR do ECG (figura 12), que cowerdp a despolarizacao inicial dos
atrios e a conducdo do impulso através do noduloventricular, foi observado que os
tratamentos com as diferentes doses e formulacéelprdlavona ndo foram capazes de
alterar os valores basais (periodo controle) erac@® aos grupos nédo tratados. Apos a
ligadura, foi observado aumento significativo dteimalo PR no grupo submetido & ocluséo
da coronaria, sem tratamento comparado ao grupoot®ifcirurgia ficticia) e comparado ao
periodo controle (antes da ligadura). Em relacd aumais tratados com lpriflavona, o
aumento no intervalo PR foi menor que o observadgrapo com ligadura e sem tratamento,
mostrando que a lIpriflavona protegeu os animaisedasmento. Este menor aumento, no
entanto, foi significativa apenas no grupo tratedm Ipriflavona na dose de 240 mg/kg por 7
dias, como observado na figura 12. Em relacédo dodmecontrole apenas o tratamento com
dose Unica de 240 mg/kg de lpriflavona apresentoueato significativo do intervalo PR
apos a ligadura de coronaria, indicando a infli@rda Ipriflavona neste parametro, em
impedir 0 aumento, para a maioria das formulacGsses avaliadas.

Em relacdo ao complexo QRS do ECG (figura 13),apreesponde a despolarizacéo
dos ventriculos, os tratamentos com as difererdessde formulacdes de Ipriflavona também
ndo foram capazes de alterar os valores basai®lagéo aos grupos nao tratados. Apos a
ligadura, ndo foi observada diferenca significatiwdire o grupo controle (cirurgia ficticia) e
0S grupos submetidos a ligadura, tratados ou naoeadpriflavona. Foi observado reducéao
significativa deste parametro apos a ligadura np@sem tratamento, em relagéo ao periodo
controle do mesmo grupo, e no grupo tratado covkd dg Ipriflavona livre.

Para o intervalo QT (figura 14) do ECG, que reprss® tempo necessario para a
despolarizacdo e repolarizacdo dos ventriculos,for@dmn observadas diferencas no periodo
controle entre os animais nao tratados (controligaelura) e os animais tratados com as
diferentes doses e formulagbes de Ipriflavona.g&dura de coronéria induziu ao aumento
significativo do intervalo QT em relagdo ao periotmtrole (24,7 %) nos animais nao
tratados com Ipriflavona. O aumento do intervalo iQduzido pela ligadura da coronaria foi

de 23,9 % em ratos fémeas em relacdo ao grupoot®r(tirurgia ficticia) no tempo de
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30 min, e esse aumento néo foi observado pardameato com a maior dose de Ipriflavona
na forma livre e de autoemulsdo administrados ese dmica e nem para os tratamentos
subagudos com a autoemulsédo nas duas doses asallattatamento agudo com Ipriflavona
livre na dose de 1 g/kg e com Ipriflavona veiculadasistema autoemulsionavel na dose de
240 mg/kg, assim como o tratamento subagudo nad®8® mg/kg foram capazes de inibir
o prolongamento do intervalo QT. Ainda em relac&opariodo controle, foi observado
aumento significativo do intervalo QT apoés a ligadapenas para o grupo tratado com dose
unica de 30 mg/kg de Ipriflavona veiculada no sist@utoemulsionavel.

O parametro QTc (figura 15), intervalo QT do EC@rigido pela freqliéncia cardiaca
foi obtido segundo a formula de Fridericia (192D)calculo do QTc permite a comparacao de
grupos com frequéncia cardiaca diferentes. Assimocobservado para o intervalo QT, nao
foi observada diferenca nos valores basais (amtégadura) do QTc em relagcdo aos grupos
nao tratados. Foi observado discreto aumento gestEmetro nos animais submetidos a
ligadura e sem tratamento, porém este aumento oidgignificativo, devido a grande
influéncia da bradicardia. Em relagcéo ao perioddrote foi observado aumento significativo
do QTc apenas para o grupo tratado com dose ueiB8 cthg/kg de Ipriflavona veiculada no
sistema autoemulsionavel, mantendo o observadoartervalo QT. Os animais tratados
com lpriflavona na dose uUnica de 240 mg/kg e @mnanhto subagudo na dose de 30 mg/kg
apresentaram reducéo significativa do QTc, indioaswh potencial agéo protetora.
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5.2.3. Avaliacdo da PA e FC

Os valores absolutos de PAS, PAD e FC estao apaelennas figuras 16 a 18. O
procedimento da ligadura da coronaria induziu agad significativa da PA, reduzindo de
14 % a 37 % para a PAS, e de 22 % a 43 % para ad@ADpanhada de bradicardia intensa
(reducdo da ordem de 21 a 28 %) nos animais setamiato. Nos animais controle
(submetidos a cirurgia ficticia) também foi obsewaeducao da PA e FC, porém de menor
intensidade, sugerindo que a reducdo na PA estéaoehda também com a abertura da caixa
toracica. Para o tratamento com as diferentes dedesmulacdes de Ipriflavona nao foi
observado, apds a ligadura, diferencas signifiaatipara a PA em relagcdo aos grupos sem
tratamento (ligadura e controle). Em relacdo a BiCobservado bradicardia intensa em
relacéo ao grupo controle e tempo controle (arddgyddura) em todo o tempo experimental,
sendo significativo para o grupo tratado com dasealde 30 mg/kg de Ipriflavona veiculada
no sistema autoemulsionavel. Os valores minimanabldos para PAS e PAD em todos os
grupos nao atingiram niveis incompativeis com a vids animais que resistiram aos 30 min
de experimento. No entanto, a reducdo da PA prawavde contribuiu para a mortalidade

dos animais que n&o sobreviveram ao tempo expetatetal.
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FIGURA 16 —Valores absolutos (média +e.p.m.) para PAS, PAICalos animais tratados
com dose Unica de Ipriflavona livre e submetidéigadura da coronaria. ANOVA seguido

do teste Bonferroni.
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FIGURA 17 —Valores absolutos de PAS, PAD e FC dos animaiadag com dose Unica de
Ipriflavona veiculada no sistema autoemulsionavelilemetidos a ligadura da coronaria.
ANOVA seguido do teste Bonferroni. *p<0,05 em r&tago grupo controle.
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FIGURA 18 —Valores absolutos de PAS, PAD e FC dos animaiadeg com doses
repetidas de Ipriflavona veiculada no sistema antolsionavel e submetidos a ligadura da
coronaria. ANOVA seguido do teste Bonferroni.
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5.2.4. Area sob a curva do segmento ST

A ligadura da coronéria induziu ao aumento sigatfio da area sob o segmento ST
do ECG nos animais sem tratamento, como observadiigara 19. O tratamento com a
Ipriflavona independente da dose, tempo de trattoreformulacéo foi capaz de impedir o
aumento do segmento ST quando comparados aos srsninetidos a ligadura da coronaria
e sem tratamento, embora ndo tenham impedido ctanpate esta alteragdo. N&o foi
observada relacéo de dose-dependéncia para addodes de Ipriflavona estudadas.

A reducdo maxima obtida com a lpriflavona livreg(kg) foi de 79,01 % em relacao
ao grupo submetido a ligadura sem tratamento, whdar7 min apés a ligadura da coronaria.
Na dose 30 mg/kg (lpriflavona livre) a reducdo méifoi de 69,67 % observada 15 min
apos a ligadura da coronaria. Para a lpriflavoriauledda na autoemulsdo administrada na
dose de 30 mg/kg por 7 dias (sub-agudo), foi olaslerveducdo maxima (73,4 %) 7 min apés
a ligadura da coronéria em relacdo ao grupo sutimatiigadura sem tratamento e, na dose
de 240 mg/kg a reducdo méxima foi de 78,77 % obs@rtambém 7 min apos a ligadura da
coronaria. E importante observar que para a Ipofia livre a reducéo foi significativa a
partir de 15 min, para a dose de 30 mg/kg e arpdety min, para a dose de 1 g/kg enquanto
no sistema autoemulsionavel péde ser observadac&edsignificativa ja a partir dos
primeiros min apos a ligadura da coronaria. No ®r3@ min apos a ligadura da coronéria
(figura 20), o tratamento agudo com lIpriflavonardivna dose de 1 g/kg e lIpriflavona
autoemulsionavel nas doses 30 mg/kg e 240 mg/kgnasomo o tratamento subagudo com
Ipriflavona autoemulsionavel nas doses 30 mg/kg@y/kg foram capazes de proteger os

animais da elevacdo do segmento ST de maneirdicagiva.
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FIGURA 19 —Variacao percentual da &rea sob a curva do segm8iitapds administracédo
de Ipriflavona nas diferentes doses e formulacB&BOVA seguido do-teste Bonferroni.
p<0,05: * = Em relacdo ao grupo submetido a ligadusem tratamentol = Em relacéo ao
grupo controle (cirurgia ficticia).
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FIGURA 20 —Variacéo percentual da area sob a curva do segmgitaos 30 min apés a
ligadura nos animais submetidos a diferentes trataims. *p <0,05 em relagéo ao grupo
ligadura sem tratamento — ANOVA seguido do testddBmni.

5.2.5. Morfologia do ECG

Em relagéo a andlise da morfologia do ECG foranemslas alteracdes em todos os
animais submetidos a ligadura da coronaria serantiatto. As figuras 21 a 23 apresentam
segmentos de registros de ECG representativogide ts grupos experimentais, antes e apos
a ligadura de coronéria. As alteracdes observamamf inversdo ou supradesnivelamento da
onda T, onda Q patoldgica, taquicardia ventriculdrilagdo atrial, ondas P anormais e
bradicardia. Estas alteracdes foram observadas gmmde variabilidade em relacdo a
frequéncia de ocorréncia e tipo de alteracéo, @y aljuns animais apresentaram apenas um
tipo de alteracdo em apenas alguns intervalosndga@nquanto outros animais apresentaram
dois ou mais tipos de alteragbes em praticamerde ttempo de experimentacdo. A
alteracdo do segmento ST e onda T (tabela 10) serwada em 10 dos 12 animais

submetidos a ligadura sem tratamento e, para arima&im todo o tempo experimental. Para

Kemile Albuquerque Leao 55



Resultados

0s animais submetidos a cirurgia ficticia tambénolfservado alteragdo da onda T, porém de
baixa intensidade, somente em 1 de 7 animais, seracempanhado de outras alteragbes
como para o grupo submetido a ligadura.

Apoés a ligadura foi observado com grande freqiénos animais ndo tratados a
ocorréncia de taquicardia ventricular, definida ooguatro ou mais contra¢des ventriculares
prematuras de acordo com as convencdes de LamitiWALKER et al., 1988) para a
determinacao de arritmias experimentais. No entagepisodios de taquicardia ventricular
observados foram reversiveis, ndo levando ao 6bibe, animais que tiveram o tempo
experimental de 30 min completados.

Nos animais tratados com Ipriflavona somente forabservados episédios de
arritmias durante a execucdo da ligadura. No terdpoorrido entre o término do
procedimento de ligadura até o final de 30 min fefi@bservado ocorréncia de arritmias. A
presenca de onda Q patoldgica, indicativa de isgqudmmiocardio, foi observada tanto nos
animais sem tratamento como nos animais tratadwoslgodflavona. JA nos animais controle

(submetidos a cirurgia ficticia) ndo foi observadesenca de onda Q patoldgica.

Tabela 10 — Incidéncia das alterac6es morfologibaervadas no segmento ST para
cada grupo experimental

Grupos TOTAL
Supradesnivelamento Infra-desnivelamento

Controle 1/7

Ligadura sem tratamento 8/12 2/12

Livre 30mg/kg 5/7

Livre 1g/kg 6/7

Agudo 30mg/kg 5/12 4/12

Agudo 240mg/kg 5/12 2/12
Subagudo 30mg/kg 5/11 3/11
Subagudo 240mg/kg 3/12 3/12
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FIGURA 21 —Registro representativo dos ECGs obtidos antesnnmapos a ligadura da
coronaria. (A) Animal controle (submetido a ciruadicticia); (B) Animal sem tratamento;
Tratados com lpriflavona: (C) Agudo 30 mg/kg, (Rudlo 240 mg/kg, (E) Sub-agudo
30 mg/kg, (F) Sub-agudo 240 mg/kg.
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FIGURA 22 —Exemplos de arritmias observadas nos animais satanrento, apés a
ligadura da coronéria: (A) e (B) Fibrilacdo atria(C) Taquicardia ventricular, (D)
Bradicardia com ondas P anormais. Canto superioeitih: ECG normal, sem arritmias.
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FIGURA 23 —Exemplos de arritmias observadas nos animais satartrento e tratados com
Ipriflavona: (A) Supradesnivelamento de onda T; @B)da Q patoldgica (C) Infra-
desnivelamento do segmento ST.
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5.2.6. Determinacéo da concentracéo plasmatica de Ipriflaana

Para agregar confiabilidade aos resultados de ifjuagfio da Ipriflavona em
amostras plasmaticas € necessario realizar a gabddo método bioanalitico. Para a
avaliacao da linearidade, foi necessaria a cor@trda curva de calibracao a partir da analise
de 8 concentragbes conhecidas de padréo de lpn#aySIGMA, USA) adicionadas na
mesma matriz bioldgica (plasma) para a qual o neétod desenvolvido e aplicado. O
coeficiente de correlacdo {Rapresentado na figura 24 demonstra que 99,79%dadss
estdo inseridos na curva, 0 que sugere uma cdireligear entre as concentracdes de
Ipriflavona e as areas obtidas.

Os critérios para aceitagdo da curva de calibraegoem normas estabelecidas por
guias de validacao publicados por agéncias regrdadaficiais. De acordo com as normas
atualmente em vigor (US-FDA (2001), ANVISA (2003préeitavel coeficiente de variacao
menor ou igual a 20% em relacdo a concentracdonabmpara o LQ e menor ou igual a 15%
para as demais concentragdes. Além disso, o cemtiicde correlacao lineai) geve ser igual
ou superior a 0,98. Conforme apresentado na tdlielado foram encontrados coeficientes de
variacdo maiores que 20%. Estes resultados patsibé utilizacdo desta curva de calibracéo
na determinacéo da concentracdo plasmatica diaifnifa por esta metodologia.

A pureza da matéria-prima utilizada nos experimeimawivo (Ipriflavona GALENA,
BRASIL) foi determinada em CLAE apds a validacdo a@todo acima. Conforme
apresentado na tabela 12, a pureza da Ipriflavondef 75,47%. Desta maneira, as doses
tedricas de lpriflavona 30 mg/kg, 240 mg/kg e lggdkiministradas para os animais em todos
0s experimentosn vivo foram de fato iguais a 22,7 mg/kg, 181,13 mg/kg54,7 mg/kg,
respectivamente.

De acordo com a tabela 13 foi observado diferengaifisativa na concentracao
plasmatica de Ipriflavona livre em relacdo a Ipufina veiculada no sistema
autoemulsionavel. Apesar de terem sido veiculadaredtes doses de Ipriflavona no sistema
autoemulsionavel em diferentes protocolos (agugdabegudo) ndo foi observada diferenca

significativa na concentracao plasmatica da Ipriftea neste sistema.
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FIGURA 24 —Curva de Calibracao obtida a partir da relacdo P/PI

1000

TABELA 11 —Valores médios de area obtidos a partir dos crometmas para
avaliacao da linearidade da Ipriflavona em plasneardtos
(n = 6; P = Padréao; Pl = Padréo Interno)

Concentracao ; " Conc. i .
Area P Area PI P/PI Real Exatiddo Precisao
(ng/ml)
(ng/ml)
40 116960 117180090,0100 36,81 92,02 -7,97
60 148519 112924210,0132 68,52 114,20 14,20
80 170249 110735440,0154 90,74 113,42 13,42
120 198142 108853970,0182 119,02 99,18 -0,81
200 330146 112988520,0292 229,19 114,59 14,59
400 511561 108895020,0470 406,77 101,69 1,69
800 983609 103460860,0951 887,70 110,96 10,96
1000 1341633 12057147 0,1113 1049,72 104,97 4,97
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TABELA 12 —Determinacédo da pureza da Ipriflavona (matéria-painem relacdo
ao padrao de lpriflavona (SIGMA, USA)

. Area 0

Ipriflavona Cromatograma Pureza (%)
Padréao Sigma, USA 194.457 97,00*
Matéria-prima Galena, Brasil 151.291 75,47

* Pureza informada pelo fabricante

TABELA 13 —Determinacéo da concentracdo plasmatica da Iprilaa em
diferentes grupos (n = 7)

Concentracéo
Area P Area Pl P/Pl  plasmatica (ng/ml)
Livre 30mg/kg 137565 140668560,009779 39,566
Agudo 30mg/kg 349465 139554090,025042 188,688
Sub-agudo 30mg/kg 222208 8133585 0,02732 204,061
Agudo 240mg/kg 362879 117099330,030989 246,385

Sub-agudo 240mg/kg 79445 2314026 0,034332 290,064
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5.2.7. Avaliacao histopatoldgica cardiaca

As alteracbes histopatologicas observadas nos @esasubmetidos a ligadura de
coronaria independente do tratamento utilizadonfiordegeneracéo hialina, edema, sinais de
inflamacédo e congestao (figura 26). Estas altemo@® séo suficientes para caracterizar a
ocorréncia de infarto, porém, as mesmas poderiaiuieypara necrose e assim caracterizar o
quadro histoldgico de infarto agudo do miocardiop&-se que as observacdes histoldgicas
nao foram conclusivas devido ao curto periodo deséo da coronaria. Foram observadas
alteracbes em diferentes graus de intensidade tergaoracfes dos animais submetidos a
ligadura da coronéria, sem tratamento, como namasitratados com lpriflavona, seja na
forma livre, seja veiculada no sistema autoemuésieh Para fins de agrupamento o grau de
alteracOes foi classificado em discreto, moderadmtenso, de acordo com a intensidade das
mesmas (tabela 14). A administracdo de dose Urgchpriflavona (240 mg/kg) promoveu
discreta diminuicdo nas alteracGes observadas aindec que a lIpriflavona possui agéo
cardioprotetora (figura 25).

Além do coracao, foram também analisados o figage rins dos animais a fim de se
verificar sinais de toxicidade da formulacdo oulpi@flavona nos diferentes esquemas de
tratamento. Nos animais sem tratamento ndo forasereadas alteracdes histopatologicas
hepaticas ou renais, enquanto nos animais trataaodpriflavona foram observados: sinais
de inflamacdo, congestdo hepética e renal e deggersendo que a intensidade destas
alteracOes foi diretamente proporcional a doseadd®dco administrada, principalmente no
figado, sugerindo que uma dose maior de Ipriflavoode levar a alteracbes hepaticas mais
acentuadas. Em um dos animais tratados com 24@nug/kpriflavona foram observados
sinais de esteatose hepatica (acumulo anormalpittedis nos hepatécitos). Este tipo de
alteracéo poderia estar relacionado com a formalag@priamente dita, por se tratar de um
veiculo oleoso. Para descartar esta hipétesedbragla a avaliacdo histopatologica do figado
e rins de animais tratados com a formulagdo vead@m.entanto, ndo foram observadas
alteracdes hepaticas ou renais nos animais tratemtosa formulagdo sem lIpriflavona. A
intensidade das alteracOes para as doses avdimdasnsiderada reversivel e portanto, ndo é

um impedimento para a utilizacdo da Ipriflavona.
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TABELA 14 —Percentual de animais que apresentaram as altembiopatologicas
cardiacas classificadas de acordo com a intensidade

AlteracOes cardiacas (%)

Normal Discreto Moderado Intenso

Controle 100,00 0,00 0,00 0,00
Sem tratamento 0,00 25,00 37,50 37,50
Ipriflavona livre 30mg/kg 25,00 25,00 25,00 25,00
Autoemulsdo agudo 30mg/kg 12,50 12,50 37,50 37,50
Autoemulsao crénico 30mg/kg 0,00 37,50 25,00 37,50
Autoemulsdo agudo 240mg/kg 50,00 25,00 0,00 25,00
Autoemulsao cronico 240mg/kg 0,00 40,00 20,00 40,00
Formulacéo vazia 0,00 42,86 42,86 14,29

Sem Tratamento

Autoemulsdo agudo 30mg/kg

Autoemulsdo Agudo 240mg/kg

Grau de Alteractes

@ Coracdo Normal
M Alteracdes Discretas
M Alteragdes Moderadas

@ Alterages Intensas

FIGURA 25 —Percentual de altera¢des cardiacas observadas,ifaredtes graus nos
animais sem tratamento e nos animais submetidésataomento agudo.
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FIGURA 26 —Aspecto histolégico de (A) coracédo e (B) figad@ulienal representativo do
grupo controle. (C) coracéo e (D) figado de animegdresentativo do grupo submetido a
ligadura de coronéria e sem tratamento. (E e Gagoes e (F e H) figados de animais
submetidos a ligadura de coronaria tratados conifl@vona. Hematoxilina-Eosina, 600X.
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6.1. Caracterizacéo do sistema autoemulsionavel

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema autosionével contendo os excipientes
mais propicios para aumentar a solubilidade ddldpana e dessa forma, contornar o
inconveniente da baixa solubilidade deste farmaccsolubilidade de farmacos envolve
ligacBes de hidrogénio e interacdes do tipo digolive as moléculas do farmaco e da 4gua
(FLORENCE e ATWOOD, 2003). De acordo com Narangotalworadores (2007), os
farmacos hidrofobicos possuem baixa solubilidadeym as interagdes do tipo dipolo sé&o
fracas. As interacdes soluto-solvente podem seifitadias para aumentar a solubilidade do
farmaco. O pH, por exemplo, pode ser ajustado @npdes para aumentar a ionizacao de
um farmaco com caracteristicas de &cido fraco owake fraca, aumentando assim a
interacdo ion-dipolo entre soluto e solvente. Out@ificacdo possivel é a adicdo de co-
solventes, a qual promove reducdo da constantétritel da agua e facilita as interacdes
hidrofébicas entre moléculas do farmaco e do stévemém de evitar a cristalizacdo do
farmaco (ARAMAKI et al , 2001). No desenvolvimento do sistema autoemulsinav
modificacdo do pH pela adicdo de tampdes ndo addquada ja que envolveria a adicdo de
fase aquosa na formulacdo, o que descaracterizaaistoemulsdo, ja que a mesmo €, por
definicdo, uma mistura de 6leo e surfactante, sgoa.aSendo assim, neste trabalho foi
utilizada a técnica de adicdo de co-solventes ntattea de melhorar a solubilidade da
Ipriflavona no sistema autoemulsionavel, o quepfissivel com a adicdo de alcool etilico na
formulacao.

Os beneficios associados ao emprego de surfactent@eos adequados para a
veiculacdo de farmacos por via oral € reconhecmlodiversos estudos (AUNGST, 1993;
BENITA et al, 1994; CHARMANet al, 1992). A escolha dos excipientes pode ser afetada
por varios fatores, como por exemplo, toxicidads#aldlidade quimica e o custo de cada
substancia (POUTON e PORTER, 2007). De acordo cemit® e colaboradores (1994),
diversos 6leos podem ser utilizados para compoistensa autoemulsionavel, sejam eles
naturais ou sintéticos e a escolha depende dailsddale do farmaco em cada 6leo. Dentre os
Oleos avaliados, o 6leo de milho foi o que meltwulsilizou a Ipriflavona e, portanto, foi
escolhido para compor a formulacao.

Os surfactantes utilizados nos sistemas autoemalgséis sdo reconhecidos por
aumentar a biodisponibilidade dos farmacos veioada(KOMMURU, 2001). Helenius e

Simons (1975) propuseram que 0s surfactantes afpeameabilizando as membranas
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biolégicas, facilitando assim a penetragéo do faom& importante mencionar que deve ser
utilizada a menor concentracdo possivel de surfeetdsto que grandes quantidades podem
causar irritacéo intestinal. Os surfactantes nawa@® sdo os mais recomendados para compor
0s sistemas autoemulsionaveis, sendo que os darorigtural sdo preferiveis aos de origem
sintética por serem menos toxicos (POUTON e PORTHER,). Neste trabalho, foram
observados valores semelhantes de solubilidade gdmiflavona utilizando Tween 80,
Capryol, Labrasol, PEG 400 e Transcutol (37 a 4#mf)gDesta forma, foram desenvolvidas
formulacdes contendo todos estes surfactantesapatiacao da capacidade de emulsificacao
espontanea, sendo observados melhores resultadosmmalacdo contendo capryol. Sendo
assim, a formulacdo contendo 60% de 6leo de ni2@%; de capryol, 10% de lecitina de soja
e 10% de alcool etilico foi escolhida para os erssde estabilidade e avaliacdo da atividade
cardioprotetoran vivo. O emprego de surfactantes, co-surfactantes e G@ogpativeis €
essencial para o desenvolvimento de sistemas aulsiemaveis adequados (GARCIA-
CELMA, 1997).

Benita e Levy (1993) relataram que para a formalgigistemas autoemulsionantes
estaveis, a concentracdo do 6leo deve estar édftbec460%. A concentracado de surfactantes
deve estar entre 30% e 60%, e a concentracdo derfamtantes deve ser no maximo 30%.
Além das formulacdes com as proporgdes descritaB@oita e Levi (1993), neste trabalho
foram avaliadas trés formulac6es com baixas coraxgigs de 6leo (10%, 20% e 30%) e uma
formulacdo com alta concentracdo de Oleo (85%).fdome esperado, foi observada
emulsificacdo espontanea dentro da faixa de coraagi®s descritas pelos autores enquanto
que nas 3 formulagbes contendo quantidades extremeasexcipientes ndo ocorreu
emulsificacao espontanea.

Através do estudo de liberaci@ovitro foi demonstrado que a Ipriflavona foi liberada
a partir do sistema autoemulsionavel quatro vezas mpidamente em relacédo a Ipriflavona
livre j& nos primeiros 10 min. Além disso, apoés f&dras houve liberacdo de 85% da
Ipriflavona presente no sistema autoemulsionavglianto na Ipriflavona livre a liberacéo foi
de apenas 59%. Analisando a area sob a curva eeadio foi possivel observar que a
veiculacdo da Ipriflavona no sistema autoemulsiehaumentou a dissolucdo em quase 3
vezes em relacdo a lpriflavona livre. Estes redalaestdo de acordo com os de Chen e
colaboradores (2007), que avaliaram a liberacadimigocetina através da mesma técnica de
didlise inversa utilizada neste trabalho. De acardm Patil e colaboradores (2007), os

ensaios de dissolucdo convencionais possuem |éoitaga avaliacdo de sistemas
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autoemulsiondveis ja que através deles sé é pbssdlear a dispersibilidade da autoemulséo
no meio aquoso. Por outro lado, os estudos ded&difde farmaco pela técnica de didlise,
mais adequada para este tipo de formulacdo, estdodbcumentados (KANG®t al, 2005;
KIM et al, 2000). A principal consequéncia do aumento daotligdo da Ipriflavona é o
aumento da biodisponibilidade, j& que foi posstegitornar o fator limitante da absor¢éo do
farmaco (AMIDONet al.,1995).

Em relacdo a estabilidade da formulacdo, a avaliad@ diametro dos globulos
formados apds adicdo de agua ao sistema autoenman$go é um parametro importante.
Dentre os fatores que influenciam o didmetro dascglas de Oleo estdo as técnicas de
preparagao e a composicao da formulagcéo. De acorddl eixeira (2002), a incorporacao de
farmacos pode influenciar o didametro e a distridoigle goticulas. Esta afirmacéo esta de
acordo com o resultado encontrado neste trabadhque¢ apos a adicao de lIpriflavona ao
sistema autoemulsionavel o tamanho médio dos giélpassou de 232 nm para 533 nm. O
sistema autoemulsionavel deve ser estavel porrpetwos dois anos em condi¢des ideais de
armazenamento, enquanto que as emulsbes formadas deer fisica e quimicamente
estaveis pelo tempo necessario a absor¢cdo (NARANGY). A formulacdo desenvolvida
neste trabalho permaneceu estavel durante todoi@dpede estudo, conforme demonstrado
através da avaliagdo do pH e do tamanho dos giéHolmnados ao longo do tempo. O
sistema autoemulsionante ideal deve ter pH en&r@ 50 que mantém a integridade fisica do
sistema, diminuindo a hidrélise dos ésteres dendagaxos dos 6leos e fosfolipidios, quando
estes sdo utilizados (BENITA e LEVY, 1993), e tod@a o0 sistema compativel
fisiologicamente. Esta faixa de pH também permitenézacdo dos grupamentos fosfato na
superficie do filme de lecitina, estabilizando noelh interface. Valores de pH abaixo de 5
devem ser evitados pois resultam no decréscimoegalsdo eletrostatica da goticula,
promovendo o aumento do tamanho da goticula elaso@amcia (POUTON, 2006). O sistema
autoemulsionavel desenvolvido apresentou valorgdHdde aproximadamente 5,5 durante os
10 meses de estudo, o que esta de acordo conpaserstacdes acima citadas.
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6.2. Avaliacdo da atividade cardioprotetoran vivo

Existem diversos modelos experimentais para indaigiinsuficiéncia cardiaca em
diferentes espécies, como por exemplo: sobrecargaldme, hipertensao arterial, freqtiéncia
cardiaca elevada induzida pés marcapasso enda@\vitdarto agudo do miocardio e uso de
drogas cardiotoxicas (MONET E CHACQUES, 2005). Hesttudo foi utilizado o modelo de
lesédo miocardica (IAM) através da ligadura da carianpor ser o modelo mais utilizado para
a descoberta de novos tratamentos para o IAM. Celnakperimental de IAM através da
ligadura da coronéaria esquerda em ratos possuidgramilaridade a evolucédo clinica
demonstrada em humanos (FISHBEdNal, 1978), resultando em grandes areas de necrose,
leséo tecidual e disfung&o ventricular, conformgcd® por Pfeffer e colaboradores (1991).
Este modelo, no entanto, possui como desvantagedta taxa de mortalidade, oscilando entre
10% e 67%. (LIUet al, 1997; DE ANGELISet al, 2001; JOHNS e OLSON, 1954). A taxa de
mortalidade encontrada neste trabalho foi similaax@a encontrada por Johns e Olson em
1954 (33,3%) e por De Angelis e colaboradores e@i 280%), demonstrando que apesar do
modelo de ligadura da coronaria ser o mais indicpdm 0s estudos de isquemia do
miocéardio, a mortalidade neste procedimento € dkeve ndo deve ser considerada como
resultado do tratamento e sim do procedimento @omnte dito. Utilizando o mesmo
modelo deste trabalho, Végh e Parratt (2002) detravasn que a infusdo de noradrenalina
reduz a ocorréncia de arritmias apos a ligadunatriboindo para a reducao da mortalidade.
Por outro lado, Vidal (2009) demonstrou que a n@maaina por si sO induz a alteracdes
significativas do ECG e que o0 aumento da atividaalmérgica conferida por um inibidor da
acetilcolinesterase, confere cardioprotecao.

Dentre as ferramentas descritas para avaliacaotidaade cardioprotetora pelo
modelo de ligadura da coronéria, o eletrocardiograrconsiderado um dos exames mais
precisos para o diagnostico do infarto agudo dacantio (MANSURet al, 2006). Diversos
trabalhos utilizaram o ECG para avaliar a preselecarritmias e a elevacdo do segmento ST
(GONZALEZ et al,2004; HUNGet al, 2000). No entanto, ndo foram encontrados tralkalho
relacionando o modelo de ligadura da coronaria esnmtervalos do ECG. Sendo assim, este
trabalho apresenta, pela primeira vez, a analisgpdimetros do ECG em ratos fémeas.

Jayasinghe e Kovoor (2002) relataram que diversbsrds podem influenciar o
intervalo QT, tais como sexo, idade, frequénciaie&a, atividade simpatica e a derivac¢do do

eletrocardiograma avaliada. A fim de minimizar faterferéncias, em todos os experimentos
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foram utilizados ratos fémeas, com idade entre 26 semanas, peso médio 250 a 270g e o
sinal de ECG foi obtido apenas na derivacdo pedépll. Além disso, foi realizada correcéo
do efeito da frequiéncia cardiaca sobre o inter@alqQTc) utilizando o indice de Fridericia,
possibilitando a comparacdo deste parametro eimtlesccardiacos com valores de RR
diferentes.

Inicialmente, foi observado que os valores dosvates PR e QT e complexo QRS
em ratos fémeas é menor ao descrito para ratos oslaclds mesmas condicdes
(LEITE et al., 2007). Outro aspecto observado fauaéncia de interferéncia da Ipriflavona
sobre o ECG e a presséo arterial basais, independien dose e formulagao utilizada,
indicando a seguranca terapéutica da Ipriflavonadae formulagdo autoemulsionavel
desenvolvida pela primeira vez no presente trabalho

A ligadura em ratos fémeas realizada no presemfgaltto induziu a alteracdes
relevantes indicativas de isquemia do miocardio@@rmaumento dos intervalos PR e QT,
arritmias cardiacas e aumento bastante relevanfS@ado segmento ST. Adicionalmente,
foi observado que a lIpriflavona, na formulacdo entolsionavel, que confere maior
biodisponiblidade, por si s6 impediu o prolongaroeatt intervalo QT do ECG e foi capaz de
conferir protecdo quanto a ocorréncia de arritneagle outras alteragbes importantes
induzidas pela ligadura em ratos fémeas. Em coiapetras, o prolongamento do intervalo
QT é um fator preditor de arritmias (Zuanredtal, 1987; Londoret al, 1998) e morte subita
(Schwartz e Wolf, 1978; Ahnve, 1991).

Em sindromes cardiacas agudas podem aparecerodivgrss de alteracées no ECG.
Uma dessas alteragbes € a onda Q anormal (quanddaaQ € maior que um ter¢co do
complexo QRS), indicando que h& uma area miocamglieaesta eletricamente inativa, ou
seja, infartada. Outra alteracéo € a onda T irdeedi uma terceira é a elevacdo do segmento
ST, também chamada de supradesnivelamento do SRQUAS, 2004). Neste trabalho, os
resultados encontrados no grupo submetido a ligadarcoronéria sem tratamento estao de
acordo com a descricdo de Normann e colaborad@@&l) e Birnbaum e colaboradores
(1996). Estes autores relataram que apos ligaducarmdnaria foi observada presenca de onda
Q patoldgica em animais ndo submetidos a nenhuondgptratamento, o que também foi
observado neste trabalho. No entanto, os autoiresaaim que a elevagao do segmento ST
ndo estaria relacionada a presenca de infarto.

A idéia de correlacionar as variagcdes do segmentadSinfarto agudo do miocardio
data da década de 70 (MADIAS, 1978). De acordo btamoko e colaboradores (1972) e
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Ross (1976) a elevacdo do segmento ST € um redlexgrau de isquemia do miocérdio e é
determinada pelo tamanho da é&rea isquémica, preseeccirculagdo colateral e pelas
demandas metabdlicas do miocéardio. Sendo assim,pasimetro pode ser utilizado como
marcador de isquemia desde que seja avaliado comel@zaja que diferentes variaveis
contribuem para esta elevagao. Diferentes autarasaram o eletrocardiograma de ratos
ap6és a ligadura da coronaria (KLEBER, 2000; GOLDMANt al, 1995;
MANSUR et al, 1995) e ao contrario de Normann e colaborador& 1)1 relataram a
existéncia de relacdo entre infarto agudo do mibocae elevacdo do segmento ST. Neste
trabalho a hipétese destes ultimos autores foiicpafla jA que a andlise da area sob a curva
do segmento ST demonstrou haver diferenca sigtifecantre animais submetidos a ligadura
e animais controle (submetidos a cirurgia ficticia)

Além das alteracdes supracitadas, diversos tipoarmitenias podem ocorrer apos a
ligadura da coronéria, conforme foi observado néstealho. A fibrilagdo ventricular, por
exemplo, € uma importante consequéncia da isquaguida do miocardio, a qual pode levar
ao 6bito (HUNGet al, 2000). De acordo com Vaillant e colaboradore®©820a isquemia
aguda néo provoca dano nas células miocardicaspoa&s entretanto, induzir a mudancas no
metabolismo cardiaco intracelular devido a dimiadaigio fornecimento de oxigénio para o
musculo cardiaco. Assim, como foi observado nesteatho, Frans e colaboradores (2001)
também observaram a ocorréncia de taquicardiargafio ventricular apos a ligadura da
coronaria em ratos. A presenca de ondas P anonuaietrocardiograma, relacionada com
estimulos atriais prematuros, foi descrita por damscolaboradores (1997) e denominada
“salto” na curva de conducdo. Hung e colaboraddi2300) avaliaram a atividade
cardioprotetora do resveratrol em ratos utilizaredonodelo de ligadura da coronéria e
verificaram que esta substancia nao foi capaz deedin a ocorréncia de arritmias. Ao
contrario destes autores, neste trabalho foi obdergue o tratamento com Ipriflavona nas
diferentes doses e formulagbes reduziu o aparetimee arritmias apds a ligadura da
coronaria.

De acordo com Kostapanos e colaboradores (2007)arasnias ventriculares
ocasionadas pela isquemia aguda do miocardio pddgar a morte subita. Algumas
condi¢des eletrofisiolégicas podem favorecer o imegto destas arritmias, como por
exemplo, a diminuicAo da frequéncia cardiaca asdacia diminuicdo do tonus
parassimpatico (QUINTANAet al 1997; VRTOVEC et al, 2003). Segundo Janse e

colaboradores (1997), os farmacos antiarritmicodut@aon a velocidade da conducédo ou a
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duracéo do periodo refratario, sendo que a veldeid@ conducdo depende, por um lado das
propriedades elétricas do tecido cardiaco e, ptio dado, das caracteristicas dos canais de
sédio e calcio. Pouco se sabe a respeito das mifssade densidade e cinética dos canais de
sodio e célcio nas diferentes espécies e destaf@melacdo destes canais com a ocorréncia
de arritmias também foi pouco explorada (PRESSLER®0). Apds a inspecao visual dos
sinais de ECG de todos os animais e classificagdoaditmias foi possivel caracterizar o
perfil do ECG para o modelo de ligadura da cor@end&onforme mencionado anteriormente,
nao houve registro de arritmias em nenhum dos amitretados com as diferentes doses de
Ipriflavona. Arjmandi e colaboradores (2000) veafiam que a lIpriflavona aumenta a
absorcdo de célcio no intestino; desta forma, pedsupor que a Ipriflavona exerca acéo
cardioprotetora, possivelmente envolvendo canaisatigo, através de mecanismo ainda néo
elucidado.

A reducdo nos niveis pressoricos observada poooatntores (DE ANGELI®t al,
2001; KOLETTISet al, 2007; SILVA, 2005) também foi observada nestbditao, tanto nos
animais submetidos a ligadura sem tratamento, aorsanimais tratados com a Ipriflavona
nas diferentes doses e diferentes formulacdesttiSodecolaboradores (2007) relacionaram a
alta mortalidade apés a ligadura (30,7%) com arénoia de bradiarritmias e reducdo nos
valores absolutos de PAS e PAD. Gonzalez e coldboga (2004) utilizaram o modelo de
isquemia em coelhos para avaliagcdo da atividaddiopaptetora do losartan e verificaram
reducdo nos valores absolutos de PAS (de 120 mrakg§D mmHg) e PAD (de 90 mmHg
para 60 mmHg) tanto nos animais com ligadura, satarhento como nos animais tratados.
A reducdo na PA observada ndo atingiu niveis in@iwgis com a vida nos animais que
resistiram aos 30 min de experimentagcédo, no entasta reducdo parece estar relacionada
com a alta taxa de mortalidade ja que todos osasique evoluiram ao Obito apresentaram
reducao brusca de PA logo nos primeiros min api@sdura da coronaria.

Através da analise histopatolédgica cardiaca foialettado presenca de degeneracao
hialina, edema, inflamacé&o e congestdo, os quaisrmpa@voluir para necrose e caracterizar o
quadro de infarto. Estes resultados estdo de aamnpaqueles apresentados por Pitts e
colaboradores (2007), que observaram as mesmasacaks apresentadas neste trabalho.
Além disso, os autores relataram que nas prim@4akoras apés o IAM a caracterizacao
histologica é mais complicada devido a presencardiinas que mascaram o infarto. De
acordo com Minicucci e colaboradores (2007), asrajes dinamicas evoluem durante 21

dias e dentro deste tempo o tecido necrético étitwie por tecido fibroso de cicatrizacao.
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Desta forma, neste trabalho a histopatologia néa fierramenta mais adequada para avaliar a
cardioprotecdo ja que o tempo de experimentacadmgaificiente para promover alteragdes
teciduais caracteristicas de IAM. Ainda assim,fossivel observar que os animais tratados
com Ipriflavona nas diferentes doses e formulagfpessentaram discreta melhora em relacéo
aos animais submetidos a ligadura sem tratamemg@riado que apds um tempo maior de
isquemia seria possivel obter resultados satishator

A ligadura da coronaria induziu a alteracbes diasrem nivel tecidual, alteracdes
relevantes do ECG, além de promover a reducaofisgginna da PA. Dentre as ferramentas
utilizadas para caracterizar o IAM e avaliar o potal cardioprotetor da Ipriflavona a
elevacdo do segmento ST foi a mais adequada paaelo descrito neste trabalho. Através
desta andlise foi possivel confirmar o potenciatlioprotetor da Ipriflavona veiculada no
sistema autoemulsionavel, sendo que a melhor dosede 240 mg/kg administrada por via
oral durante 7 dias antes da ligadura da coronAtéan disso, foi possivel observar que o
sistema autoemulsionavel aumentou a capacidadéssieluidcdo da Ipriflavona contribuindo

para a observacao de melhores resultados.
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De acordo com o0s objetivos propostos e os resdtatitidos foi possivel concluir

que:

O sistema autoemulsionavel desenvolvido melhoralissolucdo da Ipriflavon@n

vitro e apresentou caracteristicas fisico-quimicas adisgupara a administracéo por via oral.

O tratamento com Ipriflavona nas diferentes dostsraulacdes reduziu a elevacgao
do segmento ST observada nos ratos submetidoadutia sem tratamento, sendo a reducao
mais evidente quando a Ipriflavona foi veiculadasisbema autoemulsionavel e administrado

por 7 dias.

As alteracdes histopatologicas cardiacas foram sewglentes nos animais tratados

com a Ipriflavona em relagdo aos animais nao tostad

Neste trabalho foi possivel demonstrar o potencadioprotetor da Ipriflavona
veiculada no sistema autoemulsiondvel através dac& das arritmias provocadas pela

isquemia aguda do miocardio.
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Anexos

TABELA 15 —Valores absolutos (médiae.p.m.) do intervalo PR para todos os grupos.
(A = periodo controle; B = 30 min apés a ligadura)

Intervalo PR (ms)

Grupos Média e.p.m.
A 5057 = 1,92
Sham
B 54,06 £ 1,01
i A 5368 = 0,98
Ligadura
B 67,10 = 4,27
Livre 30mg/kg A 4781 = 1,62
B 53,04 + 554
i A 50,77 = 2,55
Livre 1g/k ’ )
I B 60,20 £ 4,11
A 50,35 = 244
Agudo 30mg/k ' ,
) I B 54,70 £ 4,21
A 5491 + 141
Agudo 240mg/k ’ ,
o I B 68,29 + 4,07
A 51,71 = 1,19
Sub-agudo 30mg/k ' '
e I B 62,23 * 6,65
A 5415 = 134
Sub-agudo 240mg/kg
B 56,82 + 3,16
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Anexos

TABELA 16 —Valores absolutos (médiae.p.m.) do complexo QRS para todos 0s grupos
(A = periodo controle; B = 30 min apés a ligadura)

Complexo QRS (ms)

Grupos Média e.p.m.
Sham A 18,80 + 0,85
B 18,49 + 0,99
Licadura A 21,92 + 0,49
9 B 18,20 + 0,71
_ A 18,39 + 0,68
Livre 30mg/kg B 1681 + 1.85
_ A 19,87 + 0,84
Livre 1g/kg B 1637 + 0,76
A 19,71 = 0,76
Agudo 30mg/kg B 1742 + 134
A 21,69 + 0,56
Agudo 240mg/kg B 2005 + 081
A 20,82 + 0,77
Sub-agudo 30mg/kg B 1941 + 1,45
A 20,97 + 0,51

Sub-agudo 240mg/kg
B 18,59 + 0,96
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Anexos

TABELA 17 —Valores absolutos (médiae.p.m.) do intervalo QT para todos 0s grupos.
(A = periodo controle; B = 30 min apés a ligadura)

Intervalo QT (ms)

Grupos Média _e.p.m.
Sham A 61,77 = 134
B 61,69 * 1,62
Ligadura o L
g B 76,42 *= 578
_ A 59,29 + 143
Livre 30mg/kg B 79,26 + 1054
| A 5947 + 133
Livre 1g/kg B 69,37 % 10,41
A 6456 * 232
Agudo 30mglkg 5 g909 1 g74
A 6191 * 0,99
Agudo 240mgkg o 65,93 + 7.95
A 58,00 + 289
Sub-agudo 30mg/kg B 60,91 + 675
A 6146 + 078
Sub-agudo 240mg/kg
B 6582 * 447
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Anexos

TABELA 18 —Valores absolutos (médiae.p.m.) do parametro QTc para todos 0s grupos.
(A = periodo controle; B = 30 min apés a ligadura)

QTc (ms)

Grupos Média e.p.m.
S A 1065 * 4,01
B 107,5 = 5,31
Ligadura S oloe T
g B 1179 + 571
_ A 1085 * 3,24
Livre 30mg/kg B 1256 + 7,32
. A 1083 = 254
Livre 1g/kg B 107,7 + 13,51
A 1000 + 484
Agudo 30mg/kg B 1326 + 12,55
A 110,3 + 1,89
Agudo 240mglkg o 101,8 + 11,41
A 1033 + 596
Sub-agudo 30mg/kg B 8912 + 1201
A 1123 + 1,82

Sub-agudo 240mg/kg
B 1080 + 8,28
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Anexos

TABELA 19 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de PAS para os grupos controle, sem tratéone tratados com Ipriflavona livre, nas
diferentes doses.

PAS (mmHg)

Tempo Sem Ipriflavona Ipriflavona

(min) Controle Tratamento Livre 30mg/kg Livre 1g/kg
0 116,27+ 1,41 116,77 £ 2,67 132,96 + 11,64 117,02+ 13,63
1 93,61 + 3,40 91,53 £7,80 123,50 + 10,81 113,81 = 15,32
2 85,80 +5,48 99,90 4,11 115,86 + 6,55 92,59 +11,83
3 87,34 +4,28 87,29 £6,76 110,32 + 5,96 77,76 *10,68
4 88,09 = 3,89 82,37 £5,91 107,78 + 9,31 64,74 +15,04
5 92,09 *4,39 75,92 £6,38 106,01 + 8,97 58,48 £ 15,17
7 94,43 +5,08 75,69 £6,90 103,89 + 10,28 84,97 £21,70
10 92,10 *=6,13 77,26 7,04 99,10 +10,68 72,44 + 23,46
15 93,70 *=5,16 73,99 +7,81 89,95 =+ 8,44 80,36 *15,82
20 100,62 + 5,08 79,68 *7,42 86,94 =+ 8,82 78,39 *13,29
25 101,13+ 4,71 78,77 7,20 84,06 * 8,13 73,20 +10,76
30 95,72 +3,94 79,97 £7,71 83,72 * 8,49 59,77 +16,38
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Anexos

TABELA 20 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de PAS para os grupos controle, sem trataone tratados com Ipriflavona veiculada no
sistema autoemulsionével, nas diferentes doses.

PAS (mmHQ)

Tempo Sub-agudo Sub-agudo

(min)  Agudo 30mg/kg  Agudo 240mg/kg 30mgg/kg 240mg/kg
0 113,76 + 5,35 116,43 =+ 3,27 126,75 * 295 116,95 + 1,71
1 92,43 + 7,10 82,49 + 6,90 111,22 + 2,30 107,59 = 0,61
2 84,70 = 6,39 77,68 t+ 4,75 84,10 * 6,74 99,95 + 2,34
3 76,51 + 7,65 70,68 + 4,15 7453 * 8,53 93,19 £ 4,79
4 74,82 + 7,66 68,21 * 4,96 7456 * 8,41 91,93 + 5,69
5 79,80 =+ 7,74 69,28 * 4,35 89,80 * 8,85 93,64 + 581
7 85,72 =+ 7,03 67,63 t+ 4,82 75,83 * 8,43 95,32 + 5,34
10 78,72 + 8,60 7754 = 7,79 84,84 * 8,22 9446 £ 5,24
15 87,51 + 5,98 75,96 + 8,62 87,24 * 6,59 93,46 + 6,93
20 85,14 + 7,82 71,13 * 8,73 81,93 * 6,13 90,41 + 7,62
25 88,28 + 5,18 70,46 = 9,04 87,23 = 527 90,02 + 7,69
30 91,51 <+ 5,27 70,60 + 10,52 84,30 6,15 94,27 + 7,20
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Anexos

TABELA 21 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de PAD para os grupos controle, sem tratame tratados com Ipriflavona livre, nas
diferentes doses.

PAD (mmHg)

Tempo Sem Ipriflavona Ipriflavona

(min) Controle Tratamento Livre 30mg/kg Livre 1g/kg
0 95,71 + 1,68 91,27 £ 3,97 106,94 + 9,24 89,67 £ 8,21
1 64,96 + 2,38 68,70 £ 7,29 88,84 = 10,00 79,32 £ 13,85
2 61,67 £ 5,09 71,47 £ 5,08 84,28 + 5,93 61,29 £+ 9,90
3 64,91 £ 4,45 64,86 = 5,08 79,90 + 7,00 50,92 + 8,59
4 65,71 £ 4,06 56,38 = 5,80 78,84 = 9,28 43,69 £ 11,03
5 68,53 + 4,44 52,30 £ 6,22 78,81 + 8,88 41,08 = 10,90
7 70,42 £ 5,56 53,05 = 5,80 76,67 = 9,32 60,15 £ 19,20
10 67,92 + 6,18 55,54 + 5,64 73,83 + 9,98 53,27 £ 21,33
15 69,83 = 4,90 59,00 = 6,45 64,47 = 7,64 53,91 £+ 11,94
20 76,19 + 561 61,20 + 6,43 67,85 = 8,05 52,35 + 11,43
25 78,16 = 4,90 60,29 = 7,06 60,53 +* 6,81 47,17 £ 8,99
30 73,40 = 3,04 59,75+ 7,13 58,68 = 6,61 38,32 £ 11,33
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Anexos

TABELA 22 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de PAD para os grupos controle, sem tratame tratados com lpriflavona veiculada no
sistema autoemulsionavel, nas diferentes doses.

PAD (mmHg)

Tempo Sub-agudo Sub-agudo
(min)  Agudo 30mg/kg  Agudo 240mg/kg 30mgg/kg 240malkg
0 85,00 = 4,72 84,58 + 3,39 93,50 =+ 2,77 95,17 =+ 1,81
1 7158 = 6,80 56,08 = 5,27 77,48 = 2,68 7953 +* 1,60
2 62,80 + 5,88 49,52 + 3,40 5753 =+ 5,90 74,74 + 255
3 54,67 + 5,82 4490 + 2,71 51,84 =+ 7,45 7056 = 3,54
4 52,35 += 6,09 44,17 + 2,87 53,09 + 6,76 65,69 =+ 3,91
5 56,47 + 6,27 4576 + 2,44 65,48 *+ 7,21 66,39 + 4,11
7 59,99 + 6,18 52,49 + 2,34 53,20 =+ 6,20 67,16 = 3,84
10 56,25 + 7,15 5474 + 5,38 59,05 = 5,90 70,46 * 4,25
15 61,92 + 5724 54,80 = 6,96 64,26 = 4,45 67,59 * 4,98
20 64,01 £ 5,84 53,55 = 7,06 61,26 + 6,13 63,77 * 5,81
25 6491 += 5,20 51,89 +* 6,86 66,71 * 4,49 66,09 *+ 6,37
30 65,49 £ 5)16 51,47 + 758 60,16 =* 6,26 72,22 * 5,85
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Anexos

TABELA 23 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de FC para os grupos controle, sem tratame tratados com Ipriflavona livre, nas
diferentes doses.

Tempo FC (bpm)

(min) Controle Sem Tratamento Livre 30mg/kg Livre 1g/kg
0 376,528 + 13,37 348,04+ 16,73 368,90+ 10,78 352,56+ 23,46
1 323,168+ 11,21 254,88+ 25,26 317,29+ 14,68 318,77+ 33,62
2 330,817+ 12,31 263,45+ 23,77 330,19+ 15,47 321,16 35,05
3 327,396+ 12,84 265,62+ 24,93 321,10+ 21,42 324,56+ 35,35
4 336,062+ 12,96 268,81+ 22,21 323,32+ 20,72 318,69+ 44,40
5 334,166+ 12,94 269,00+ 22,89 316,00+ 21,89 313,60+ 45,99
7 330,377+ 11,53 262,56+ 23,37 310,58+ 23,56 309,47+ 46,84
10 324,35 +11,39 279,67+ 24,90 304,58+ 26,77 259,52+ 59,41
15 325,243+ 10,59 275,21+ 19,71 333,14+ 15,59 281,37+ 48,51
20 319,059+ 9,42 269,90+ 21,66 335,69+ 16,49 265,82+ 54,40
25 320,954+ 10,18 259,38+ 20,67 331,20+ 16,61 259,55+ 59,19
30 316,505+ 9,02 262,60+t 24,43 328,23% 16,90 228,45+ 78,58
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Anexos

TABELA 24 —Valores absolutos (médiae.p.m.) de FC para os grupos controle, sem tratdme tratados com Ipriflavona veiculada no
sistema autoemulsionével, nas diferentes doses.

FC (bpm)

Tempo

(min) Agudo 30mg/kg Agudo 240mg/kg  Sub-agudo 30mg/kg Szig}igffgo
0 246,30 = 14,63 319,89 = 11,45 359,34 £ 10,53 359,26 = 13,24
1 197,06 + 21,35 230,52 + 12,37 322,73 + 4,08 320,04 £ 14,17
2 199,67 * 18,48 255,19 + 14,89 310,85 = 8,42 326,95 £ 15,46
3 201,02 = 17,81 254,08 £ 14,70 282,54 + 23,52 325,61 £ 15,93
4 194,22 + 17,82 255,28 + 14,11 284,66 = 24,41 329,82 £ 12,98
5 195,36 *+ 18,02 254,39 + 14,01 311,31 £ 11,26 332,34 £ 12,19
7 197,01 + 18,53 261,48 £ 12,77 304,81 £ 13,49 324,59 =+ 13,48
10 191,76 *= 18,60 266,30 £ 13,36 296,01 + 11,88 322,50 £ 14,36
15 193,02 *+ 16,58 255,11 + 18,72 288,59 =+ 14,26 315,73 £ 13,71
20 176,26 *= 18,03 260,23 £ 15,53 261,36 £ 24,10 314,72 £ 15,04
25 189,38 * 14,78 254,35 £ 17,00 274,74 £ 16,37 304,28 =+ 16,87
30 184,67 * 16,86 236,33 + 18,56 267,68 +17,96 285,24 2417
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Anexos

TABELA 25 —Variacao (médiat e.p.m.) da area sob a curva do segmento ST afigachura da coronaria em relacéo ao periodo congol
antes da ligadura

Tempo (min)
1 2 3 4 5 7
Sem Tratamento 322,39 + 63,78 328,92 + 58,81 332,06 + 57,37 32%,54,17 311,80 + 49,32 329,77 + 62,26
Controle (Sham) 62,90 + 16,50 (*) 38,03 + 14,87 (¥ 35,75+ 13,68 ( 39,43 +11,40 (¥ 32,59 + 9,69 (¥ 29,74+ 11,02
Livre 30mg/kg 215,48 +48,01 244,13 +89,40 250,23 + 82,67 24%,%8,86 220,06 + 53,27 192,97 + 52,72
Livre 1g/kg 108,38 +63,01 157,45 +70,65 126,26 +71,64 484 72,75 104,66 +51,91 81,25 +43,23 (*)
Agudo 30mg/kg 223,88 +63,73 208,47 + 4255 (%) 151,18 +4584 ( 158,98 + 36,44 (*) 117,73+ 25,82 (%) 117,425%,81 (¥
Agudo 240mg/kg 148,75 + 59,15 (¥) 155,63 + 52,37 146,54 + 592 146,58 + 48,75 129,97 + 50,85 () 129,81 £&4.(*)

Sub-Agudo 30mg/kg
Sub-Agudo 240mg/kg

189,18 + 54,62
99,40 £ 19,34

141,17 + 63,66 (¥)
100,06 + 23,24 (*)

168,20 + 61,06 61,20 + 54,51
86,52 + 14,19 (*) 56,90 + 19,39 (¥)

139,46 + 42,88
77,13 14,34 (%)

103,55 + 45,82 (¥)
82,65 + 15,3p (

Tempo (min)
10 15 20 25 30
Sem Tratamento 283,67 + 76,57 307,81 + 82,93 298,09 + 83,61 344,86,89 337,21 + 80,98

Controle (Sham)
Livre 30mg/kg

Livre 1g/kg

Agudo 30mg/kg
Agudo 240mg/kg
Sub-Agudo 30mg/kg
Sub-Agudo 240mg/kg

29,18 + 12,04 (*)
172,20 + 50,00
93,73 +71,80 (¥
160,67 + 27,14 (¥)
136,24 + 63,13 (¥)
117,27 + 48,87 (¥)
64,28 + 19,45 (*)

42,10 + 12,69 (¥)

139,93 + 39,09 (¥)
125,59 + 64,17 (*)
199,88 + 39,57 ()
98,87 + 47,48 (¥)
126,32 + 67,75 ()
68,20 + 30,83 (¥)

36,09 + 12,7 (
131,49 + 28,36 (*
130,65 4 (*)
160,23 + 3.(7)
90,04 + 37(tp
125,07 + 86(6)
45,08 + 25,9p (

40,88 + 16,70 (¥)
160,24 + 20,60
113,50 + 76,88 (*)
213,96 + 36,29 ()
46,80 + 30,54 (*)
129,05 + 93,19 (¥)
49,45 + 23,27 (¥)

38,87 + 21,45 (¥
170,56 + 37,56
118,17 +87,47 (¥
170,66 + 36,92 (*)
56,29 + 29,69 (*)
147,26 + 10,93 (*)
59,36 + 24,08 (*)
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Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Comunicacao
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Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Farmacia
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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