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1. Introducdao

O captopril (CAP) foi o primeiro farmaco inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), uma
carboxipeptidase responsavel pela conversdo de Angiotensina | (praticamente inativa) em Angiotensina |l
através da remocao de dois animoacidos (CARRUTHERS, et al., 2000).

A Angiotensina Il, além de promover vasoconstricdo, estimula a secrecéo de aldosterona no cértex adrenal,
levando a retencdo de sodio e agua. O reflexo destas acfes € um aumento da pressao arterial promovido
pela Angiotensina Il, portanto, a acdo do CAP como uma ferramenta util no tratamento da hipertenséo
deve-se ao seu efeito de reduzir a producdo de Angiotensina Il (RANG et al., 2003). O CAP apresenta um
grupamento sulfidrila que se liga ao atomo de zinco da Enzima Conversora de Angiotensina, inativando-a. O
CAP, assim como os demais inibidores da ECA, afeta tanto a resisténcia quanto a capacitancia dos vasos e,
assim, reduzem tanto a presséo arterial quanto a carga cardiaca. Ao contrario de outros vasodilatadores, ele
nao afeta a contratilidade cardiaca, e, portanto, o débito cardiaco normalmente aumenta. O CAP age
preferencialmente nos leitos vasculares sensiveis a angiotensina, que incluem aqueles dos rins, coragéo e
cérebro (CARRUTHERS, et al., 2000; RANG et al., 2003).

Os problemas causados por medicamentos contendo CAP bem como os seus valores positivos na
terapéutica sdo bem conhecidos. Na tentativa de minimizar as intercorréncias negativas, como a degradagao
oxidativa, e melhorar biodisponibilidade resolvemos avaliar de forma comparativa os efeitos da disperséo
s6lida na permeabilidade do CAP através de membranas intestinais.

7

A tecnologia das dispersdes sélidas € caracterizada pela mistura de um ou mais componente,
farmacologicamente ativo, em um carreador ou matriz, inerte, com a finalidade de alterar as propriedades do
estado solido, aumentar a taxa de dissolucdo, promover a liberacao sustentada, melhorar o coeficiente de
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solubilidade e a estabilidade de farmacos, podendo promover, também, dependendo do tipo de carreador
um sistema de liberacdo modificada (SETHIA, 2003). Esta tecnologia compreende a obtencdo de
co-precipitados, nanoparticulas, microparticulas, microesferas e outras dispersées de farmacos em
polimeros preparados através destes processo (JOSUE et al., 2000).

Durante o periodo de desenvolvimento de novos farmacos ou sistemas de liberagdo para administragdo por
via oral, torna-se interessante avaliar, desde o inicio do desenvolvimento, a capacidade de permeacdo do
produto através da membrana intestinal.

Véarios modelos “in vitro” podem ser usados para avaliar o potencial absortivo de farmacos. Alguns sao
amplamente utilizados na industria farmacéutica para avaliar o potencial de absorcdo de novos farmacos,
ou o perfil de absorcéo a partir de novos sistemas de liberacdo. O modelo do saco intestinal invertido vem
sido usado com este propdsito.

A técnica do saco intestinal invertido foi descrita primeiramente por Wilson & Wiseman, 1954, e usada para
estudar o transporte de aclUcares e aminoacidos. Durante um periodo varios autores, usando como meio de
incubacdo a solucdo salina, apontaram como limitacdo deste método o tempo de sobrevida das células.
Contudo, BARTHE, et al., 1998 (a) confirmaram a viabilidade do teste do saco intestinal invertido utilizando
para incubacdo um complexo meio de cultura de tecidos biolégicos (TC 199).

2. Objetivos

Avaliar a permeacéo intestinal do CAP em dispersfes soélidas e misturas fisicas com polietilenoglicol 6000
ou guitosana utilizando o modelo do saco intestinal invertido.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados captopril (lote SLL 09046 CK1106), Quitosana, Glutaraldeido (Bell Soft®), Reagente de
Folin Ciocalteau (Reagentes Analiticos Dinamica®) e Polietilenoglicol 6000 (Synth).

A solucao designada de TC-199 é utilizada para incubacdo dos segmentos intestinais utilizada, neste
estudo, para avaliar a absorcgédo intestinal de CAP. Essa solucdo é composta de 8,47g NacCl; 0,34g KCI;
0,126g CacCl,.2H,0; 0,595g NaHPO, e 10mM de glicose, para preparar um litro de solugcdo em pH 7,4. Os
demais reagentes e solventes eram de grau analitico.
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As DS de CAP com PEG, respectivamente, nas proporcdes relativas de 2:1 foram preparadas pelo método
de dissolucéo seguido de evaporacdo do solvente. Captopril e PEG foram dissolvidos separadamente em
etanol e depois misturados. A solugdo foi transferida para o baldo do rotaevaporador. Sob condi¢cdes de
pressdo reduzida e temperaturas de 50 + 3°C o etanol foi evaporado. A DS de Captopril com PEG 6000 foi
transferida para placa de Petri e mantida a temperatura ambiente, em dessecador, com umidade controlada
(20%UR), até peso constante.

As dispersdes soélidas com quitosana, respectivamente, nas propor¢des relativas de 1:2 foram preparadas
pelo método da reticulagédo seguido de evaporacgao do solvente. O captopril foi dissolvido em &gua purificada
e a quitosana em acido cloridrico (HCI). As solu¢des foram misturadas por agitacdo mecanica. Em seguida o
glutaraldeido foi adicionado, gota a gota, a essa solugdo em quantidade suficiente para promover a
reticulacdo da quitosana. A separacao das particulas de DS do meio liquido foi feita por filtracdo seguida de
centrifugacéo do filtrado. As particulas da DS foram transferida para placa de Petri e mantida a temperatura
ambiente, em dessecador, com umidade controlada (20%UR), até peso constante.

As misturas fisicas foram preparadas nas proporcdes relativas de 2:1 (captopriiPEG) e 1.2
(captopril:quitosana). As misturas foram realizadas em gral de porcelana com auxilio de pistilo. As amostras
foram transferidas para o dessecador e mantida a temperatura ambiente, com umidade controlada (20%UR),
até peso constante

As curvas de calibracdo foram usadas para determinar a concentracao de captopril presente nas amostras.
As curvas de calibragdo foram obtidas usando metodologia de andlise espectrométrica nos comprimentos de
onda na regido do ultravioleta (210nm) e visivel (670 nm).

As curvas de calibracdo foram obtidas na regido do UV a partir de solu¢des de captopril nas concentracfes
de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0mg/ml. As solu¢cBes foram preparadas em meio TC 199. Os testes foram
realizados em triplicata com 2 leituras.

Para avaliar o coeficiente de correlacdo entre a absorbéncia e a concentracdo de captopril em 670 nm
usando reagente de Folin-Ciocalteau as solucdes de captopril foram preparadas nas concentracdes de 10,
20, 40 e 80mg/ml

Para o desenvolvimento do método do saco intestinal invertido foram utilizados ratos machos adultos da
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raca Wistar mantidos em jejum por 12 horas. ApOs anestesia com tiopental o intestino delgado foi
imediatamente dissecado e lavado com solucéo fria de TC-199, o intestino foi gentiimente invertido com
auxilio de uma haste plastica flexivel com aproximadamente 2,5mm de didmetro. Uma das extremidades foi
fechada e o segmento intestinal preenchido com TC-199, ficando com 8,0cm de comprimento. O segmento
intestinal foi colocado em um erlenmeyer contendo 25,0ml de meio de cultura TC-199 com 10mM de glicose
e adicionado de captopril. O sistema foi mantido oxigenado (0,:CO, — 95:5) e sob agitacdo suave a
temperatura de 37°C. Apés 90 minutos o conteldo do saco intestinal foi removido para determinagédo da
guantidade de captopril permeado através da membrana. Os ratos foram divididos em grupos de seis
animais (n=6), cada amostra foi submetida a duas leituras.

4, Resultados

As curvas de calibracdo foram usadas para determinar a concentracdo de CAP presentes na amostra. O
coeficiente de correlagdo (r ) foram 0,9973 (I = 210nm) em TC-199 e 0,994 (I=670nm). Em ambos o0s
comprimentos de onda o coeficiente de correlagdo obtido para a regresséo linear € indicativo de relagdo
linear entre absorbancia e concentracéo do soluto. Portanto, estdo de acordo com a Lei de Beer.

O modelo do saco intestinal invertido € uma técnica relativamente simples e reprodutivel. Barthe et al., 1988
e 1999 e Binks & Dobrota, 1990 confirmaram a viabilidade desta técnica usando para incubacdo um
complexo meio de cultura para tecidos (TC 199). Este meio de incuba¢do é muito importante neste ensaio
porque é capaz de manter a integridade do fragmento intestinal e a viabiliadade das células. A analise da
permeacdo intestinal usando o modelo do saco intestinal invertido foi realizada com a finalidade de verificar
a influéncia dos carreadores na permeagéo intestinal do captopril. As figuras 1 e 2 mostram a permeagao
cumulativa de captopril através da membrana intestinal do duodeno proximal. O resultado é a média de 6
determinacoes.

Os resultados apresentados na figura 1, mostram a maior absorcdo de CAP em dispersdes sélidas quando o
carreador é PEG. Apesar do PEG ser uma substancia que reconhecidamente aumenta a absorcdo de
farmacos através da membrana intestinal isto ndo ocorreu na mistura fisica, o que evidencia uma possivel
interacdo molecular entre o PEG e o CAP nas dipersdes solidas. A taxa de oxidagado reconhecidamente alta
do captopril em solucdo € minimizada na presenca de tecidos organicos (ZHOU et al.,1994).

A figura 2 mostra uma restricdo da permeacdo do captopril imposta pela quitosana. Nas DS obtida por
reticulacdo da quitosana originou a formacédo de particulas muito pequenas cuja liberacao foi inferior a 50%
no tempo de estudo deste experimento (90 minutos). Na mistura fisica a quantidade absorvida também foi
inferior, neste caso entendemos que, devido as suas propriedades mucoadesivas, a quitosana impds uma
barreira fisica a permeacéo do captopril. Estudos, in vivo, poderiam contribuir para uma melhor avaliagdo da
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guitosana como carreador, uma vez que esta substancia é mais sollivel em meio acido. Assim a liberagédo do
captopril poderia ocorrer inicialmente no estdbmago ap6s dissolugédo da quitosana.

5. Considerag¢des Finais

Através dos resultados apresentados neste estudo observamos que a permeacao intestinal do CAP em DS
com PEG 6000 foi 1,3 vezes maior que a quantidade de farmaco absorvido a partir das MF ou do CAP livre.
Esta maior permeacao deve-se a interacdo do CAP com PEG na preparacgdo das dispersdes solidas.

Os coeficientes de correlacdo obtidos entre os comprimentos de onda de 210nm (UV) e 670nm (visivel)
mostraram boa linearidade. Embora a sensibilidade do método seja maior na espectrometria UV.
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Anexo 1

Absorgio Intestinal do Captopril
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Figura 1: Permeagdo cumulativa de CAP, em dispersdes sdlidas com PEG,
atraves da membrana intestinal de ratos (n=6).

Anexo 2
Absor¢io Intestinal do Captopril
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Figura 2: Permeacio cumulatva de CAP, em dispersdes sdlidas cam
fuithsana, atraves da membrana intestnal de ratos (n=8).
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