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Resumo

Ao longo das ultimas décadas tem-se registado um aumento do consumo de
suplementos alimentares a base de plantas. Muitos destes produtos tém demonstrado
interagir com medicamentos, alguns deles com margem terapéutica estreita. Este trabalho
experimental pretendeu estudar o potencial de interaccdo entre o extracto de Fucus
vesiculosus e a amiodarona, ambos administrados pela via oral, no rato.

Para avaliar o potencial de interaccao foram desenhados 2 estudos experimentais: um
de administracao Unica e concomitante de extracto de Fucus vesiculosus e amiodarona, e o
segundo que envolveu a administracao do extracto aos ratos durante 14 dias e a
administracdo de amiodarona no 15° dia. A amostra compreendeu 20 ratos Wistar. Foram
recolhidas amostras de plasma e de orgaos (coracdo, figado e pulmao), as quais apos
processamento mediante extraccao liquido-liquido (LLE) foram analisadas através de
HPLC-DAD.

Os resultados indicam que o extracto de Fucus vesiculosus administrado por via oral,
em simultdneo e em dose Unica com amiodarona, influencia a velocidade e extensdao de
exposicao sistémica ao farmaco, possivelmente por interferéncia na absorcdo ao nivel do
tracto gastrointestinal. Tanto a Cn., como a AUC,. e a AUCq., sofreram uma diminuicao
consideravel quando a amiodarona foi administrada com o extracto de Fucus vesiculosus, em
comparacao com o respectivo grupo controlo (amiodarona + veiculo do extracto). Por outro
lado, nao foram detectadas diferencas importantes na cinética plasmatica da amiodarona no
estudo em que se administrou o extracto de Fucus vesiculosus em dose multipla durante 14
dias e a amiodarona ao 15° dia. A concentracdo de amiodarona, ou do seu metabolito
mono-N-desetilamiodarona (MDEA), nos orgdos, ndo parece ser significativamente afectada
pela administracdo do extracto de Fucus vesiculosus, mesmo apds a administracdo
concomitante de Fucus vesiculosus e amiodarona, apesar das alteracdes registadas nos niveis
plasmaticos.

Em conclusdao, estes dados demonstram algum potencial de interaccao entre o
extracto de Fucus vesiculosus e a amiodarona, um farmaco de margem terapéutica estreita,
quando administrados concomitantemente ao rato. Mas, apesar de tal ocorrer, parece nao
haver uma correlacao entre esta interaccao e as concentracdes de amiodarona e MDEA nos

orgaos, nomeadamente no coracado, o 6rgao-alvo deste farmaco.

Palavras-chave

Amiodarona, Fucus vesiculosus, interaccao, rato
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Abstract

Over the past decades there has been an increased consumption of herbal dietary
supplements. Many of these products have been shown to interact with medications, some of
them with a narrow therapeutic index. This experimental work sought to study a potential
interaction between a Fucus vesiculosus extract and amiodarone, both administered orally to
rats.

To ascertain the potential of interactions, 2 experimental studies were designed: a
single administration study with concomitant administration of a Fucus vesiculosus extract
and amiodarone, and the second envolving the administration of the extract to rats for 14
days, and amiodarone on the 15" day. The sample included 20 Wistar rats. Plasma and organ
samples (heart, liver and lung) were collected, processed by liquid-liquid extraction (LLE),
and analysed by HPLC-DAD.

The Fucus vesiculosus extract administered orally, simultaneously and in a single-dose
with amiodarone, influences the rate and extension of systemic drug exposure, possibly
derived from interference in the gastrointestinal tract absorption. Both Cp.x, AUCo.cand AUC,..,
suffered a considerable decrease when amiodarone was administered with the extract of
Fucus vesiculosus, compared with the respective control group (amiodarone + vehicle of the
extract). Oh the other hand, no significant differences in the amiodarone plasma kinetics
were detected, in the multiple dose study, wich comprised the administration of the Fucus
vesiculosus extract for 14 days and the administration of amiodarone on the 15" day of the
study. The concentrations of amiodarone, or its metabolite mono-N-desethylamiodarone
(MDEA), in the organs, did not appear to be significantly affected by the extract of Fucus
vesiculosus, even after the administration, at the same time, of the Fucus vesiculosus extract
and amiodarone, despite the changes recorded in the plasma levels.

In conclusion, the results show some potential for an interaction between the Fucus
vesiculosus extract and amiodarone, a drug with a narrow therapeutic index, when these are
administered to rats, at the same time. But, despite this occurs, it seems there isn't a
correlation between the interaction and the concentrations of amiodarone and MDEA in the
organs. The amiodarone and MDEA concentrations in the heart, the target-organ for these

molecules, are not affected by the Fucus vesiculosus extract.

Keywords

Amiodarone, Fucus vesiculosus, interactions, rats
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Capitulo 1

Introducao

As plantas sdo um recurso disponibilizado pela Natureza, que ha milhares de anos tem
sido utilizado pelo ser humano com o intuito de auxiliar os processos de cura ou prevenir a
doenca. Actualmente, apesar de diversas plantas serem utilizadas regularmente nas
medicinas tradicionais e alopatica, sao os medicamentos de sintese que dominam o mercado.
De forma a evitar efeitos prejudiciais na saude dos doentes, é necessario conhecer quais as
interaccoes relevantes entre plantas e medicamentos, e a probabilidade destas ocorrerem.
Seguidamente, introduzir-se-a o tema desta dissertacao, enquadrando-o historicamente e,
posteriormente, abordar-se-ao algumas preocupacdes da actualidade relacionadas com a
problematica das interaccoes entre fitoquimicos e medicamentos. Através da revisao
bibliografica, informar-se-a com maior detalhe diversos aspectos relativos aos dois elementos
principais da dissertacdo, o Fucus vesiculosus e a amiodarona. Abordar-se-a, finalmente, o
estado do conhecimento acerca das interaccoes farmacoldgicas que envolvam o Fucus

vesiculosus e/ou a amiodarona.
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1.1 - As plantas medicinais ao longo da Histéria

1.1.1 - Do passado ao presente

O uso de plantas como auxiliares dos processos de cura remonta ha dezenas de
milhares de anos [1]. Os primeiros registos da utilizacdo de matéria vegetal com fins
medicinais remontam as civilizacdes do Crescente Fértil, nomeadamente a Mesopotamica e a
Egipcia [2, 3]. Deste periodo sdao conhecidos diversos papiros e placas de argila com
informacao médica sobre plantas e anatomia, datando os mais antigos de cerca de 3000 a.C.
[4, 5]. Os egipcios ja conheciam, por exemplo, as propriedades curativas das folhas de
salgueiro', utilizadas para diminuir a inflamacdo [4]. Diversas foram as contribuicdes de
outras civilizacoes, nomeadamente a Chinesa, a Arabe, a Grega e a Romana, para o
enriquecimento do conhecimento acerca das plantas e suas propriedades. Dioscorides de
Anazarbus, um médico grego, é considerado um marco na histéria da Medicina e da Farmacia.
Procurou extensivamente as substancias medicinais usadas nos diversos territorios do império
romano, desde plantas a animais e minerais e, entre 50 a 70 d.C, escreveu a sua obra mais
conhecida, De Materia Medica, que se tornou fundamental tanto na Europa como no Médio
Oriente, por cerca de 600 anos [6]. Avicena, que viveu entre 980 e 1037 d.C, foi o responsavel
pela redaccédo de Shifa (“O Livro da Cura”) e Al Qanun fi Tibb (O Canone da Medicina). Nestes
livros, catalogou e descreveu centenas de plantas que eram usadas com propodsitos medicinais
na sua época, de uma forma extremamente detalhada [7, 8]. Durante a ldade Média, as
plantas foram um importante meio de combate a doenca. Relatos datados deste periodo
referem a mandragora (Mandragora officinarum), uma planta que contém atropina e
escopolamina nos seus constituintes, como um remédio para o alivio da dor [9]. O
meimendro, a cicuta e o opio eram também utilizados para curar ou anestesiar os doentes
[10]. A Farmacologia moderna surge no século XVI com Paracelso (1493-1541), o grande
impulsionador dos farmacos de origem quimica e o responsavel pela afirmacdo de que as
propriedades das plantas medicinais advém dos seus principios activos e nao da totalidade dos
seus compostos [1]. No século XIX e XX, o uso de plantas na medicina foi decrescendo em
detrimento do aumento do consumo de medicamentos de sintese [1]. As plantas propriamente
ditas foram remetidas para um segundo plano, mais tradicional. Contudo, na Ultima década
do século XX e no inicio do século XXl o aumento da procura por remédios de origem vegetal,

principalmente no Ocidente, acentuou-se [1].

! As folhas de salgueiro contém acido salicilico [4]
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1.1.2 - A nova relacdo da sociedade com as plantas medicinais

Actualmente os remédios a base de plantas estdao disponiveis em pequenos comércios,
supermercados, farmacias, lojas online e outros espacos comerciais, sob diversas formas
farmacéuticas. A disponibilidade imediata destes produtos, o marketing aplicado e o
crescente interesse das populacées por produtos naturais traduziu-se num aumento de
vendas, entre 1990 e 1997, de 380% [11, 12]. Em 1997 cerca de 12% da populacao
norte-americana afirmava usar um remédio a base de plantas [12]. O Health Canada’s Natural
Health Products Directorate (NHPD) refere que 71% dos canadianos usa produtos naturais. Em
2005, foram gastos 3,6 mil milhdes de dolares nestes produtos, sendo que os mais populares
foram os derivados de plantas [13]°. A Organizacdo Mundial de Salde (0.M.S.) indica que a
utilizacdo de medicina tradicional pelas populacdes rondava, em 2002, os 48% na Australia,
42% nos Estados Unidos da América (E.U.A.), 38% na Bélgica e 75% na Franca. As receitas do
mercado global de fitoterapéuticos neste ano aproximaram-se dos 60 mil milhdes de dolares.
[14].

O fendémeno de crescimento das vendas dos produtos a base de plantas [15, 16]
podera resultar de algumas preocupacdes acerca dos efeitos adversos inerentes aos farmacos
de sintese quimica, de questbes que se levantam acerca das abordagens que a medicina
alopatica faz nalgumas situacdes clinicas, e a um maior acesso das populacdes a informacéo
sobre salde. Por outro lado, o aumento da esperanca média de vida pode ser outro factor.
Com a idade, doencas tais como a diabetes, problemas cardiacos e perturbacées psicologicas
podem surgir. Alguns utentes utilizam as medicinas alternativas e os remédios a base de
plantas, numa tentativa de gerir o aparecimento ou o avanco de doencas, em vez de
recorrerem a medicina alopatica [14]. Aspectos de natureza estética corporal sdo factores
que também tém contribuido para o aumento da utilizacdo de produtos fitoterapéuticos,
nomeadamente os suplementos para emagrecimento [17].

Alguns estudos epidemioldgicos ja evidenciaram a ligacdo entre o consumo de
derivados das plantas e uma pandplia de beneficios para a saude [18]. Diversas pesquisas
cientificas suportam a actividade biologica de muitos destes compostos, e alguns sao
inclusivamente utilizados em medicamentos hospitalares, tais como o paclitaxel (composto

presente na casca do Taxus brevifolia) [19-22].

ZA definicdo de produto natural pode diferir entre os paises. No Canada consideram-se as vitaminas e
minerais, remédios a base de plantas, medicina homeopatica, medicina tradicional Chinesa e Ayurvedic,
probidticos, e outros produtos como os aminoacidos e acidos gordos como naturais. Lembrar que
produtos usados diariamente como pastas de dentes, champds, e outros sdo considerados produtos

naturais se tiverem na sua constituicdo componentes que os classifiquem como tal [13].
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Os farmacéuticos tém-se apercebido do aumento do consumo de fitoterapéuticos, ja
que, cada vez mais, ha utentes a questionarem estes profissionais de salde acerca dos
produtos a base de plantas. Cabe aos farmacéuticos e aos médicos a responsabilidade
profissional de esclarecer e aconselhar os utentes que, por vezes, nao possuem informacao
suficiente [15, 23]. Os sitios da internet (websites) que vendem produtos naturais, ou
derivados, devem também empenhar-se em referenciar as contra-indicacdes ou efeitos
adversos dos tratamentos, factores importantes para uma utilizacao segura dos produtos [24,
25].
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1.2 - Riscos conscientes e inconscientes associados a

comercializacao de fitoterapéuticos

1.2.1 - Identificacdo das espécies botanicas

A identificacao botanica correcta das plantas € imprescindivel [26]. Trocar as espécies
vegetais nao é invulgar. Por exemplo, o tanaceto (Tanacetum vulgaris) é regularmente
confundido com milefdlio (Achillea millefolium L.), cujas propriedades farmacologicas sdao
bastante diferentes. O consumo de milefdlio ira provocar efeitos indesejados e inesperados
para o consumidor [27]. Contudo, ha formas de identificar correctamente as plantas
recorrendo a farmacopeias, ou a diversos sitios na internet, de consulta facil e rapida, como o
The Plants Database, pertencente ao U.S. Department of Agriculture. Assim, actualmente,
temos a nossa disposicao informacao suficiente que nos elucida sobre as caracteristicas das
plantas, minimizando os problemas que advém da troca destas. Mas existem adulteraces nos
produtos naturais, ndo sé por troca ou mistura de espécies vegetais, mas também por adicao

de farmacos ou drogas, facto que pode ter consequéncias nefastas na salde das populacoes.

1.2.2 - Adulteracao da matéria vegetal utilizada para fins medicinais

Diversa documentacao alerta-nos para a regularidade com que se verificam
modificacdes nos remédios a base de plantas. Entre os adulterantes identificam-se farmacos
como a fenilbutazona, fenitoina, corticosterdides e glibenclamida, que provocam efeitos
preocupantes nas populacdes consumidoras. Num artigo de revisao datado de 2002, Ernst
relatou que 27% das amostras recolhidas em Taiwan e 7% das recolhidas nos E.U.A. estavam
contaminadas com medicamentos [28]. Chen et al [29] analisou 105 suplementos dietéticos a
base de plantas, dos quais 35 eram adulterados com 23 farmacos diferentes, tais como
glibenclamida, hidrocloreto de sibutramina e sildenafil. Estas adulteracdes podem provocar
graves problemas de salde a populacdo consumidora, para além de aumentarem o risco de
desenvolvimento de interaccoes farmacoldgicas.

De forma a garantirem a qualidade dos produtos comercializados, alguns produtores
tém considerado o recurso a determinados indices de padronizacao, tais como concentracoes
fixas de alguns constituintes. Assim, tentam garantir a confianca de empresas e da
comunidade, que conhecem a origem e os processos usados no cultivo, colheita e tratamento

dos elementos botanicos [11].




Universidade da Beira Interior

A O.M.S. reconhece que existem problemas relacionados com a seguranca das plantas
medicinais comercializadas [14]. Esta entidade sublinha as lacunas em aspectos relevantes,

nomeadamente na regulamentacdo de produtos fitoterapéuticos [14].

1.2.3 - Regulamentacéao de produtos fitoterapéuticos

Em diversos paises, a regulamentacao dos produtos a base de plantas é ainda confusa.
Estes podem ser definidos como alimentos, suplementos alimentares ou medicamentos a base
de plantas. A disparidade na regulamentacdo tem consequéncias, nomeadamente a nivel da
qualidade [14, 30]. Alguns governos tém respondido ao crescente uso das medicinas que
usam, ou se baseiam, em fitoterapia. Enquanto em 1994 apenas 52 paises regulavam os
fitoterapéuticos, actualmente mais de 100 possuem legislacao referente ao assunto [30]. Em
Portugal, os produtos a base de plantas podem incluir-se em legislacao diferente, segundo as
suas caracteristicas; o Decreto-Lei n° 136/2003 para suplementos alimentares, na alcada do
Ministério da Agricultura, e o Decreto-Lei n°® 176/2006, que contempla os medicamentos.

A Unido Europeia tem considerado este dossier importante, e € responsavel pelo
desenvolvimento de varias accbes que pretendem colmatar as falhas apresentadas pelo
sistema regulatorio. Com esta finalidade, apresentou a Directiva 2001/83/EC e,
posteriormente, a Directiva 2004/24/EC, transposta para o Decreto-Lei n® 176/2006 [31, 32].
O Action Plan for Herbal Medicines 2010-2011, elaborado pela Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA) traca uma série de objectivos a cumprir, de forma a incutir melhorias no

sector da saude [33].
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1.3 - As plantas como agentes moduladores e/ou modificadores

de processos fisiolégicos e farmacolégicos

As plantas sdo organismos vivos complexos constituidos por diversas estruturas
celulares. Representam um arsenal quimico e farmacoldgico vasto, do qual apenas se conhece
aproximadamente um terco. Sao matérias-primas de grande potencial, e uma fonte para
novos farmacos, que podem ser fabricados com um custo inferior aos de sintese quimica [1].

A fitoterapia utiliza as matrizes vegetais que constituem as plantas inteiras, partes
destas, tais como as folhas ou as raizes, e ainda produtos resultantes de tratamento directo
com solventes, ou outras técnicas. O tratamento com solventes origina os extractos vegetais.
Das plantas é obtido um conjunto de compostos quimicos, o qual denominamos de
fitocomplexo, que englobam nao so substancias activas como também outros elementos que
actuam em conjunto e originam um efeito farmacoldgico especifico [1]. Os fitoquimicos
biologicamente activos presentes no fitocomplexo sao capazes de modular alguns processos
fisiologicos do ser humano e contribuir para as propriedades terapéuticas ou toxicas das
plantas [9].

Ao longo dos Ultimos anos gerou-se a crenca de que as plantas sdo seguras e, pelo
menos, tao eficazes como os farmacos de sintese correspondentes, e que tém a vantagem de
nao possuir os efeitos adversos associados a esses mesmos farmacos [9]. Alguns utilizadores
descuram, assim, o potencial nocivo e nao informam os médicos ou outros profissionais de
saude acerca do seu uso [9, 34]. Tal facto pode implicar atrasos no diagndstico correcto de
algumas doencas, dificuldades na interpretacao de resultados analiticos ou de sintomas, e

atrasar o inicio de tratamentos adequados [34].

1.3.1 - Alteracées nocivas provocadas pelas plantas no organismo humano

Diversos problemas derivados do consumo de plantas foram ja descritos. Por exemplo,
o hipericao (Hypericum perforatum), também denominado de pericao, milfurada e erva de S.
Joao, é uma planta existente na Europa, e utilizada em patologias, tal como a depressao [35].
Alergias, problemas gastrointestinais, confusao, sedacao, e reaccoes de fotossensibilidade
foram alguns dos efeitos indesejados descritos, relacionados com o hipericao [34]. O sene
(Cassia senna - sene-de-cartum - ou Cassia Augustifolia - sene-da-india), subarbusto perene
nativo da Arabia e da Africa Oriental, bastante usado como laxante ou purgante na obstipacéo
ocasional, é uma das plantas mais usadas em automedicacao; provoca habituacao, destruicao
dos plexos nervosos intramurais do colon produzindo um intestino grosso atoénico, podendo

ainda originar melanosis coli® e condicdes pré-malignas que conduzam ao aparecimento de

3 Pigmentacao pronunciada da membrana mucosa do cdlon. Condicao benigna.
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tumores colo-rectais; a contra-indicacao na gravidez deriva da possibilidade de induzir
contraccoes uterinas [36]. A Ephedra sinica é utilizada em remédios tradicionais chineses
usados como tratamento para diversas patologias tais como a asma, doencas respiratorias
superiores e alergias sazonais. Foi uma planta bastante utilizada ha cerca de uma década por
desportistas e como adjuvante para a perda de peso [37]. O uso em problemas de obesidade
deve-se a sua capacidade para suprimir o apetite e aumentar o metabolismo, o que provoca
perda de massa corporal [38]. Diversos eventos associados a ephedra foram registados e
divulgados; entre eles enumeram-se os acidentes vasculares cerebrais isquémicos, problemas
cardiacos, aumento da pressao arterial e do débito cardiaco devido, em parte, ao efeito
vasoconstritor que alguns constituintes da planta exercem [37, 39]. O Fucus vesiculosus, uma
alga presente nas costas portuguesas, foi também relacionado com algumas anomalias
fisiologicas; os elevados niveis de iodo que a alga possui podem induzir tirotoxicose,
principalmente em doentes com problemas associados a tiroide [40].

Apesar de muitos estudos cientificos serem realizados anualmente, assiste-se, hoje
em dia, ao uso regular da fitoterapia como uma forma complementar de cura na qual o
empirismo da terapia ainda se sobrepde, muitas vezes, a evidéncia cientifica [1]. A
quantidade e qualidade dos estudos nao tém acompanhado o crescimento do uso de medicinas
alternativas que usam fitoterapéuticos como adjuvantes nos processos de cura, ou como

paliativos [14].

1.3.2 - Interaccdes entre as plantas e os medicamentos

A populacdo consumidora de produtos de origem vegetal é muito heterogénea em
idade, género, habitos de consumo e patologias associadas. Uma das grandes preocupacoes
inerente aos fitoterapéuticos é a possibilidade destes alterarem os perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos de farmacos convencionais. Varias interacgdes entre os fitoterapéuticos e
os farmacos podem ser clinicamente importantes, podendo alterar significativamente a sua
biodisponibilidade, nomeadamente ap6s administracdo oral. Alguns registos que evidenciam
interaccoes entre farmacos e plantas/extractos datam de 1970, e mostram, a titulo de
exemplo, que o consumo de vegetais cruciferos resulta na diminuicdo das concentracoes
plasmaticas de diversos analgésicos, tais como a fenacetina (farmaco pouco usado
actualmente, devido aos efeitos adversos provocados) [9]. O sumo de toranja também
demonstrou inUmeras interaccées com farmacos; diminui o metabolismo pré-sistémico através
da inibicao de isoenzimas do citocromo P450 (CYP), nomeadamente a CYP 3A4 da parede
intestinal, e também inibe a glicoproteina-P (gp-P), a multidrug resistance protein 2 e o
organic anion-transporting polypeptide (OATP). Os flavonoides e os furanocumarinos sao os
principais elementos envolvidos nestas interaccdes farmacocinéticas [9, 41]. Os antagonistas

dos canais de calcio, benzodiazepinas, inibidores da hidroximetilglutaril-Coenzima A
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reductase e a ciclosporina sdao dos farmacos mais afectados [42]. Um outro exemplo relevante
€ a varfarina. Este farmaco liga-se extensamente as proteinas plasmaticas e pode sofrer
interaccbes preocupantes, ja que uma ligeira alteracdo nas concentragoes livre e ligada do
farmaco a estas proteinas pode afectar drasticamente a resposta do organismo a varfarina e
propiciar o aparecimento de hemorragias [9]. A equinacea (Echinacea purpurea) reduz as
concentracbes plasmaticas do enantibmero S da varfarina, mas nao afecta a
farmacodinamica, os niveis de agregacdo plaquetar ou a coagulacdo [43]. Contudo tem-se
discutido a possibilidade do mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) poder alterar a farmacodinamia
deste farmaco, pois demonstrou potencial para aumentar os seus efeitos anticoagulantes [44].
A ginkgo (Ginkgo biloba L.) diminui as concentracdes plasmaticas de midazolam [45]. A kava
(Piper methysicum) aumenta a clearance de clorzoxazona (substrato do CYP 2E1). O alho
(Allium sativum) interage com o ritonavir e a varfarina [46, 47]. O uso concomitante de
alguns medicamentos com o hipericao resulta numa diminuicao da eficacia destes, devido ao
aumento da expressao da isoenzima CYP 3A4 no figado e no intestino, e da gp-P intestinal.
Existem farmacos cujo metabolismo é mais rapido devido ao hipericdo, tais como os
inibidores da protease indinavir e nevirapina, e os antidepressivos triciclicos (ex.
amitriptilina) [9]. A interaccao entre o hipericao e os contraceptivos orais foi estudada por
diversos autores. A bibliografia demonstra que a planta afecta de forma diferente os diversos
contraceptivos orais existentes. Pfrunder et al [48] ndo encontrou evidéncia de ovulacao
durante o estudo de interaccao entre o hipericao e etinilestradiol 0.02 mg/desogestrel 0.150
mg, com duracdo de 8 meses, mas aconselha prudéncia ao tomar hipericdo com
contraceptivos orais. Murphy et al [49] avaliou a interaccao entre o hipericao e
noretindrona/etinilestradiol; o tratamento foi associado com a reducao de 13 a 15% na
exposicdo a dose de contraceptivo, aconselhando, os autores, a ter precaucdo ao tomar
contraceptivos e hipericdio. Fogle et al [50] testou uma pilula com
etinilestradiol/noretisterona, e concluiu que o hipericao parece nao interferir com os
contraceptivos orais.

A partir desta descricdo de interacgbes planta-farmaco, pouco representativa em
relacdo a totalidade de casos conhecidos, evidencia-se a importancia deste tema. E
necessario ter em conta a problematica das interaccoes durante a pratica clinica, de modo a
evitar efeitos adversos indesejaveis ou alteracdes nos perfis sanguineos dos farmacos, com
consequente perda do efeito farmacologico, ou toxicidade.

Alguns estudos acerca deste tema foram realizados a nivel hospitalar. Constatou-se
que 22% dos doentes avaliados em pré-operatorio consumiam remédios a base de plantas, no
ano 2000 [51]. Num outro estudo, Kaye et al [52] demonstrou que 32% dos doentes em
cirurgia de ambulatorio admitiram usar remédios a base de plantas. Os medicamentos como a
amiodarona e os anestésicos, que possuem uma margem terapéutica estreita e que sao
propicios a diversos efeitos adversos, sao problematicos. Muedra et al [53] apresentou um
estudo que pretendeu avaliar o conhecimento por parte dos médicos (cirurgides e

anestesistas), acerca do risco pré-operatoério para doentes que consomem plantas medicinais.
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Foram incluidos Allium sativum, Ephedra sinica, Echinacea purpurea, Gingko biloba, Panax
ginseng, Hypericum perforatum, Glycyrrhiza glabra e Valeriana officinalis. Globalmente, 78%
dos médicos ndo perguntaram aos doentes se tomavam plantas medicinais; 3% dos médicos
conheciam as interaccdes de algumas das plantas mencionadas e 7% sabiam que o uso destas
deve ser suspenso antes das cirurgias.

Uma maior sensibilizacdo da populacdo e dos profissionais de salde acerca da
problematica das interaccoes entre plantas e medicamentos é necessaria, assim como a
continuacao dos estudos para as identificar [54]. Vivemos numa sociedade com populacao
polimedicada e com acesso a diversos fitoterapéuticos. Muitas vezes, estes sdo usados
concomitantemente com medicamentos para doencas graves, como o cancro, pelo que a
supervisdao e aconselhamento dos doentes por parte dos médicos e farmacéuticos deve ser

parte integrante dos cuidados de saude [55].

1.3.3 - Alteracdes no metabolismo e transporte de farmacos como causa de

interaccdes farmacoloégicas

A biodisponibilidade dos xenobioticos, administrados pela via oral, é influenciada por
diversos factores que condicionam as concentracdes destes na circulacdao sistémica e,
consequentemente, no local de accao. A extensao e velocidade dos processos de absorcao,
distribuicdo, eliminacdo, acumulacdo nos tecidos ou mediante ligacdo as proteinas
plasmaticas, e as interaccoes com proteinas transportadoras afectam a biodisponibilidade
[56]. A permeabilidade da parede intestinal, o metabolismo de primeira passagem, a
estrutura molecular, a lipofilicidade e a capacidade de estabelecimento de ligacdes de
hidrogénio sdo mais alguns destes factores [57, 58]. Quando sdao administradas formulacoes
solidas, tais como comprimidos e capsulas, ha que considerar ainda a necessidade de
libertacao do farmaco da formulacao, a dissolucédo, e a estabilidade deste nos diversos locais
do sistema digestivo [57].

Para além dos elementos intrinsecos que modulam a biodisponibilidade dos farmacos,
a administracdo concomitante de alimentos, suplementos alimentares, outros farmacos ou
xenobidticos € também responsavel. Algumas substancias consumidas, nomeadamente em
sumos de frutas, mostraram inibir processos bioquimicos no intestino, alterando a
farmacocinética e, potencialmente, a farmacodinamica de farmacos, mas nem todos os
resultados de testes realizados in vitro se traduziram totalmente nos ensaios in vivo [59].

As enzimas possuem um papel bastante relevante nos processos metabolicos. As mais
conhecidas sao, talvez, as pertencentes ao CYP, com maior expressao no figado, o érgao
responsavel por cerca de 75% do metabolismo dos farmacos [57, 60, 61]. Existem 57 genes e

mais de 59 pseudogenes, divididos em 18 familias de genes CYP, sendo os principais o CYP 1,
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CYP 2 e CYP 3 [60, 61]. As enzimas localizadas na mucosa do intestino podem também afectar
significativamente a quantidade de farmaco absorvido para a circulacado sistémica [56].

Sabe-se que os compostos quimicos, naturais ou sintéticos, modulam a expressao
hepatica e extra-hepatica® de enzimas do CYP [9]. A inibicdo ou inducdo da actividade das
enzimas do CYP pode originar um aumento ou diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
alguns compostos, levando a ocorréncia de efeitos indesejados por parte destes, e a reaccoes
adversas. Na inibicao normalmente estdao envolvidos processos competitivos, em que outros
elementos se ligam ao local activo das enzimas metabolizadoras do composto de interesse.
Como consequéncia, ha diminuicio do metabolismo deste Ultimo, resultando em
concentracdes plasmaticas mais elevadas, comparativamente a situacdo em que a interaccao
ndo ocorre. Geralmente a inibicdo competitiva € dependente da dose e inicia-se num
intervalo de até 24 horas apos a ingestdao do composto inibidor. Quando o inibidor deixa de
estar presente no organismo, a inibicao cessa [62]. A inducao das enzimas do CYP podera
alterar a eficacia de uma parte dos farmacos (no caso dos pro-farmacos, podera aumentar a
fraccao farmacologicamente activa do medicamento administrado) [9]. Os chas verde e preto
aumentam a expressdo de enzimas do CYP devido ao contelido em cafeina® que possuem [9,
63]. Neste caso, os efeitos podem nao ocorrer nas primeiras horas ou dias, sendo
frequentemente necessario que haja uma administracdo continuada de um determinado
xenobidtico indutor (desde alguns dias até varias semanas). Isto deve-se a necessidade de, em
varias situacdes, o organismo sintetizar novas enzimas. Consideramos, assim, este processo
como dependente do tempo e, eventualmente, da dose. A importancia da indugao reflecte-
-se, principalmente, no facto de poder diminuir as concentracoes plasmaticas do composto de
interesse, até ao ponto de nao se registar eficacia clinica [62].

Alteracbes farmacocinéticas relevantes decorrem, frequentemente, da interaccao
entre farmacos de margem terapéutica estreita, como a amiodarona, em que participe como
interactuante um inibidor ou indutor da via metabolica principal desse mesmo farmaco [62].

Contudo, nem todas as moléculas sao substratos, ou possuem potencial para alterar as
enzimas do CYP. Ser um substrato para determinadas enzimas apenas aumenta a
probabilidade de haver um metabolismo maior. Mas este facto nao é sempre problematico
[57, 64].

Para além dos sistemas enzimaticos, as proteinas transportadoras também
apresentam um papel importante na farmacocinética e biodisponibilidade dos farmacos.

Os transportadores de influxo medeiam diversos processos de absorcao. Por exemplo,
o OATP1B1 é expresso nas membranas sinusoidais dos hepatdcitos e medeia a captacao
hepatica de diversos compostos endogenos e xenobiodticos. Ha farmacos inibidores deste
polipéptido, tais como a ciclosporina, o que podera alterar os parametros farmacocinéticos e

farmacodinamicos de outros farmacos ou suplementos administrados pelos doentes [65].

4 Apesar de a expressao de enzimas do CYP ser muito maior no figado, estas também existem em grande
parte do organismo, nomeadamente nos pulmoes, epitélio nasal e tracto gastrointestinal [9].

> A cafeina induz as enzimas do CYP 1A2 [64].
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A gp-P é uma glicoproteina fosforilada pertencente a superfamilia dos transportadores
membranares de efluxo Adenosina Trifosfato (ATP)-binding cassette. E a proteina
transportadora de efluxo mais estudada cientificamente [57, 66]. E codificada pelo gene
Multi Drug Resistance-1 e detém um peso molecular de 170 kDa [66]. Esta proteina é
responsavel pela disposicdo sistémica de diversos farmacos estruturalmente e
farmacologicamente diferentes, carcinogéneos, toxinas e outros xenobioticos, e esta presente
em diversos orgaos tais como o intestino, o figado, os rins e o cérebro [66]. Tal como as
diversas enzimas do CYP, a gp-P € vulneravel a processos de activacao, inducdo ou inibicao. A
curcumina, os ginsenosidos, a piperina, algumas catequinas do cha verde, e a silimarina do
cardo de leite sao inibidores da gp-P. Muitos dos constituintes vegetais, tais como os
flavondides, interagem directamente com o local de ligacdo do ATP, o local de ligacdo a
esterdides, ou o local de ligacdo do substrato. A capacidade de alguns compostos para
modelar a actividade da gp-P resulta na alteracdo da farmacocinética e, consequentemente,
da biodisponibilidade dos farmacos que sdo substratos desta glicoproteina. A
biodisponibilidade de farmacos como a fenitoina e a rifampicina é aumentada pela piperina
[66]. A capsantina e a capsorubina, que sdo carotendides isolados da paprica, ja foram
identificadas como potentes inibidores da gp-P. O licopeno, a luteina, a anteraxantina e a
violaxantina sao inibidores moderados [67]. Hellum et al [68] testou, in vitro, o potencial da
Rhodiola rosea para inibir tanto a CYP 3A4 como a gp-P, e constatou que esta planta é um
potente inibidor, tal como o hipericdo. A determinacdo da actividade destas proteinas
transportadoras para alguns substratos de interesse clinico e cientifico tem, deste modo, uma
grande importancia [69]. Assim, a gp-P € uma barreira fisiologica que impede ou diminui a
entrada de algumas substancias toxicas e de xenobioticos no organismo, ou nas células. A gp-
P podera, também, ser importante na regulacao da absorcao gastrointestinal [57].

Pensa-se que podera haver uma relacdo entre a gp-P e as enzimas do CYP. Darwich et
al [57] afirma que uma alta afinidade para a gp-P aumentara a exposicao do farmaco ao CYP
3A através de ciclos repetidos de difusao passiva e efluxo, diminuindo a fraccao de farmaco
que escapa ao metabolismo de primeira passagem. A presenca da gp-P na parede intestinal e
a alta afinidade de alguns substratos do CYP 3A para este transportador reduz o potencial de
saturacao das enzimas e aumenta o metabolismo de primeira passagem dos compostos, que
doutra forma, saturariam as enzimas do CYP 3A.

As alteragées farmacocinéticas e farmacodinamicas provocadas por interacgées
planta-farmaco ou farmaco-farmaco podem, assim, alterar os perfis de seguranca e eficacia
dos intervenientes, ou dos seus metabolitos activos. Este problema é mais grave quando estao
envolvidos farmacos de margem terapéutica estreita, como a amiodarona. Assim, o
conhecimento dos farmacos metabolizados pelo CYP, ou que sofrem alteracoes
farmacocinéticas mediadas pelas proteinas de efluxo, influxo ou outras, e o conhecimento dos
potenciais de interaccao, podem ajudar a minimizar a possibilidade de reaccdes adversas e

interacc@es indesejadas [58, 70].
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Tal como diversas plantas alteram a actividade das enzimas do CYP, e da gp-P,
também o Fucus vesiculosus podera ser responsavel por modificacoes relevantes, com
consequéncias farmacotoxicoldgicas. Parys et al [71] ja registaram inibicao do CYP 1A pelos

trifucodifloretol A e trifucotrifloretol A, compostos extraidos de Fucus vesiculosus.

1.3.4 - Outros mecanismos envolvidos nas interaccées entre plantas e

farmacos

Apesar de muitas plantas induzirem interaccoes farmacologicas através da modulacdo
da actividade enzimatica e de proteinas transportadoras, outros mecanismos poderdao também
ser responsaveis. Colalto et al [72] refere, num artigo de revisdo, diversos mecanismos de
interaccdo entre plantas e farmacos, tal como as consequéncias que dai advém. Nesta
subseccao abordar-se-do 3 situacdes que poderdo influenciar os perfis farmacocinéticos e a
farmacodinamia de alguns medicamentos de margem terapéutica estreita.

Os medicamentos sao administrados, diversas vezes, concomitantemente com os
alimentos. Esta accao pode influenciar os processos absortivos, contribuindo para o aumento,
diminuicdo ou atraso na absorcao dos farmacos. O maior volume sanguineo esplancnico tende
a aumentar a absorcao, que no intestino depende da corrente sanguinea no local onde ocorre
essa mesma absorcdo. O decréscimo na absorcao mediado pelos alimentos também pode
acontecer devido a mecanismos subjacentes, tais como o aumento do peritaltismo ou
alteragdes na circulacao entero-hepatica. Para além destas hipoteses, os alimentos também
podem funcionar como barreiras fisicas que impedem o farmaco de interagir com a superficie
absortiva da mucosa intestinal [73].

Alguns alimentos e suplementos podem alterar a absorcao de farmacos através de
componentes especificos pertencentes a sua constituicao fisico-quimica, tais como as fibras
dietéticas. As fibras sdo comummente utilizadas como reguladores do transito intestinal. Para
além desta conhecida utilizacdo, também reduzem a glicémia pos-prandial e a
hipercolesterolemia [72, 73]. Contudo, também podem estar na origem de diversas
interaccdes farmacologicas, tais como a diminuicdo do efeito terapéutico da lovastatina, da
digoxina e da fenoximetilpenicilina [72]. Varios casos associados a interaccao de fibras com
medicamentos estdo descritos, e provocam alteracdes nos perfis cinéticos dos farmacos, que
se repercutem em respostas atenuadas ou exageradas aos medicamentos, nos individuos em
que ocorre a interaccao [73]. O Fucus vesiculosus € uma alga castanha rica em polissacaridos
nao digeriveis pelas enzimas gastrointestinais. O contelido em fibras do Fucus vesiculosus é
superior ao de muitos produtos considerados ricos em fibras dietéticas, tais como a maca e o
farelo de trigo [74]. O grafico abaixo permite comparar a percentagem de fibras do Fucus

vesiculosus em relacao a alimentos conhecidos pelo seu elevado teor nestes compostos.
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Figura 1: Representacdo grafica da percentagem total de fibras contidas em alguns produtos utilizados
na alimentacao ocidental. Adaptado de [74].

Outros mecanismos envolvidos em interaccdes entre plantas e farmacos poderao estar
relacionados com polimorfismos genéticos. A farmacogenética pode, num futuro proximo,
ajudar a elucidar as razoes da variabilidade interindividual observada e a explicar algumas

interacgoes farmacologicas.
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1.4 - Estratégias aplicadas na deteccdo de interac¢des

farmacoloégicas: ensaios in vitro versus in vivo

Ao longo dos anos, varios métodos tém sido desenvolvidos com a finalidade de prever
interaccoes farmacologicas e alteracdes farmacocinéticas, principalmente com vista a
avaliacao de interaccdes farmaco-farmaco [75].

Os ensaios in vitro tornaram-se muito importantes neste ambito. Sendo bem
executados, tém utilidade como ferramenta de screening e permitem avaliar a necessidade
de executar testes in vivo, potencialmente mais robustos e geralmente com maior poder de
extrapolacao [75]. Sao usados comummente no estudo dos efeitos de diversos compostos
sobre as enzimas do CYP, e da gp-P, entre outras enzimas e/ou transportadores [75].
Contudo, apesar dos avancos feitos nesta area de investigacdo, nomeadamente na melhor
compreensao da relacao entre as interaccoes in vitro e in vivo, e a capacidade para prever as
segundas a partir das primeiras, interaccoées farmacologicas inesperadas ainda ocorrem. Isto
deve-se a varias variaveis que, diversas vezes, ndo sao conhecidas ou nao podem sem
controladas in vitro. Entre estas encontram-se as interaccoes farmacodinamicas ou
farmacocinéticas envolvidas em mecanismos desconhecidos, tais como vias metabolicas pouco
comuns. Outros casos sdo devidos a multiplicidade de enzimas e transportadores envolvidos
na disposicdo do farmaco ou outro xenobidtico [75]. O estudo farmacocinético de misturas
complexas administradas por via oral é um problema associado aos ensaios in vitro. Apos a
ingestdo, nem todos os componentes se mantém estaveis, ou vao ser absorvidos do lUmen do
tracto gastrointestinal para a corrente sanguinea; o tamanho das moléculas, o grau de
ionizacao e outros factores relevantes vao influenciar a absorcdo. Assim, apenas uma parte do
total ingerido ira realmente atingir o sangue. Ao alcancarem a corrente sanguinea, as
moléculas sofrem, ainda, inUmeras alteracoes. Alguns elementos sao eliminados com grande
eficacia pelo figado, através do metabolismo pré-sistémico, ou por outros 6rgaos, tendo como
consequéncia uma diminuicdo acentuada da concentracdo destes compostos na corrente
sanguinea; a biodisponibilidade é, deste modo, reduzida [56].

Actualmente ainda nao estdo disponiveis sistemas in vitro com capacidade para
mimetizar a totalidade da cadeia de processos que ocorrem no organismo, apos a ingestao ou
injeccao de farmacos ou fitoquimicos no corpo. Para além deste facto, os ensaios in vitro sao
normalmente direccionados para processos especificos, usando células ou membranas que sao
responsaveis por uma pequena parte de todo o processo farmacocinético. Assim, quando a
investigacdo pretende incidir sobre a generalidade dos processos farmacocinéticos e/ou
farmacodinamicos do organismo, € necessario usar sistemas vivos [76, 77]. Seguem-se 2
exemplos que permitem verificar a importancia dos ensaios in vivo em detrimento dos in
vitro. Fuksa et al [78] estudou a interaccao de metotrexato co-administrado com amiodarona,
num estudo in vivo. Tal permitiu ao autor recolher diversos dados farmacocinéticos

impossiveis de obter através de condicdes in vitro, e concluir que a amiodarona influencia a
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clearance de metotrexato, diminuindo-a 27%, e aumenta as concentragdes plasmaticas deste.
Um outro caso bastante conhecido acerca da importancia da realizacdo de estudos in vivo foi
a constatacao de que o hipericdo era um potente indutor de enzimas do CYP, enquanto
estudos in vitro tinham demonstrado que esta planta era um inibidor [77]. A falta de modelos
in vitro que mimetizem o ambiente fisiologico € um dos factos que limita a capacidade de
previsdao, principalmente quando varios farmacos ou suplementos alimentares sao
administrados concomitantemente [75]. Outros problemas associados com os modelos in vitro
sao a frequente incapacidade de definir a concentracao do composto de interesse no local a
estudar, a dificuldade de caracterizar os metabolitos dos fitoquimicos e a variabilidade
existente entre produtos naturais devido a falta de padronizacao e, também, por causa dos
perfis fitoquimicos complexos [77].

Os modelos in vivo mimetizam de forma mais fidedigna os processos fisioldgicos e a
resposta farmacologica do ser humano. Para isso usam-se frequentemente modelos animais
tais como os ratos, os murganhos, os hamsters, entre outros [76, 79]. Um dos grandes
objectivos dos ensaios in vivo € garantir que a avaliacao farmacocinética pré-clinica é fiavel e
que pode ser extrapolavel ao ser humano. Para além disso, permitem economizar tempo e
recursos que poderao ser aplicados noutras fases de investigacdo. Apos a realizacao de
ensaios com um numero reduzido de animais, e da confirmacdo de que ha alteracoes
farmacocinéticas, poder-se-a estuda-las aprofundadamente através de ensaios in vitro
direccionados para hipoteses especificas. Estudos de inducao ou inibicdo enzimaticas, e de
ligacdo a proteinas plasmaticas sao alguns dos exemplos possiveis [80].

Apesar dos métodos in vitro serem bastante usados para prever interaccoes entre
produtos a base de plantas e farmacos, poucas foram as interaccdes farmacologicas
relevantes identificadas. Muita da pesquisa efectuada conduziu a ensaios clinicos que nao
mostraram correlacdo com os resultados in vitro, provavelmente devido as discrepancias
entre estes dois métodos [77]. Segundo Markowitz et al [77], é necessario avaliar
cuidadosamente as vantagens de usar ensaios in vitro para rastrear compostos fitoquimicos e
olhar de forma critica para os resultados que dai advém, devido as muitas limitacoes

presentes.
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1.5 - Fucus vesiculosus

0 género Fucus evoluiu a partir de um ancestral que tera habitado a Terra entre 5,5 e
5,3 milhdes de anos atras. Durante a Ultima era glacial, o gelo existente no oceano, desde o
Polo Norte até ao actual Reino Unido (Europa), obrigou esta e outras espécies a deslocarem os
seus habitats para sul, até a Peninsula Ibérica, onde as camadas de gelo eram escassas ou
inexistentes [81]. Neste processo, sofreram diversas alteracbes na constituicdo genética,
dando origem a espécies distintas. O Fucus vesiculosus pertence a 2* linhagem, de 2
reconhecidas no género Fucus (a primeira que compreende o Fucus serratus e o Fucus
distichus sensu lato, e a segunda que integra o Fucus vesiculosus, Fucus spiralis, Fucus
radicans, Fucus ceranoides e Fucus virsoides) [82]. E uma alga didica® que foi colonizando
sequencialmente varios territorios, e que se disseminou por todo o Oceano Atlantico. Nesta
massa aquatica, o Fucus vesiculosus habita as zonas rochosas das costas maritimas, desde a
Noruega até Marrocos [82]. Também se encontra no Mar Baltico e no Mar Branco [82].
Bastante presente nas costas europeias, tem a sua distribuicdo geografica limitada por
interaccoes fisiologicas e biologicas, devido a competitividade das varias espécies que
interactuam nas zonas rochosas, substrato natural desta alga. Em Portugal, esta distribuicao
parece ser apenas afectada pela existéncia, ou ndo, dessas mesmas zonas rochosas [82]. Na
América do Norte, a alga esta difundida desde o norte do Canada até a Carolina do Norte
(E.U.A). O crescimento depende de factores como o substrato, a exposicdo ao gelo e as
ondas, salinidade, correntes maritimas e disponibilidade de luz solar [74].

O Fucus vesiculosus € conhecido popularmente por uma infinidade de nomes, tais
como sargaco-vesiculoso, alga-vesiculosa, bodelha, botelho, carvalhinho do mar, carvalho-
-marinho e fucus [84, 85]. Alface do Mar, cavalo marinho, cavalinho do mar, alga vesiculosa,
lechuga de mar sao outras denominacdes [86]. Podemos encontrar publicacdes estrangeiras
através dos nomes bladderwrack, seawrack, kelpware, bladder fucus e cutweed [87, 88].

Na constituicao desta alga estdo presentes polissacarideos mucilaginosos, tais como o
acido alginico, a laminarina e a fucoidina (60% do total destes polissacarideos), polifendis,
manitol, glucosildiacilglicerideos, vitaminas e pro-vitaminas A e D, e sais minerais dos quais
se destacam o potassio, o bromo, o cloro, o magnésio, o fosforo, o calcio, o ferro e
quantidades significativas de iodo [86]. Os polifendis constituem cerca de 15% da alga e,
destes, 25% sao polimeros de alto peso molecular. Os florotaninos, oligdmeros e polimeros de
floroglicinol (1,3-trihidroxibenzeno), sdo o maior grupo polifendlico encontrado no Fucus

vesiculosus, e varios tém toxicidade comprovada. Sdo usados pela alga como um meio

® Numa espécie didica os gdmetas femininos e os gadmetas masculinos sdo produzidos por individuos
distintos [83].
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defensivo contra predadores naturais [82, 89]; para além deste facto, protegem a alga da
radiacdo ultravioleta (UV) e de organismos patogénicos [71].

O uso de algas marinhas é particularmente acentuado em muitos paises asiaticos,
como por exemplo o Japao. Contudo, nos ultimos anos, o interesse ocidental em derivados de
algas tem aumentado, tanto na inddstria alimentar, como na indUstria farmacéutica.

Varias propriedades inerentes ao Fucus vesiculosus, com aplicacdes em diversas areas
de negodcio, tém sido descobertas nos Ultimos anos: os polissacaridos presentes nesta alga
apresentam adesividade elevada; os efeitos de adsorcdo destes polissacaridos nas membranas
mucosas humanas podem contribuir para o efeito terapéutico no tratamento de membranas
bucais irritadas [90]. O fucoidano, polissacarido sulfatado presente no Fucus vesiculosus, com
uma estrutura formada por unidades de L-fucopiranose interligadas com ligacdes glicosidicas,
mostrou promover a contraccao dos geles de colagénio; em experiéncias feitas por Fujimura
et al [91, 92] foram investigados os efeitos da aplicacao tépica de um extracto aquoso de
Fucus vesiculosus na espessura e na modificacdo das propriedades mecanicas da pele humana.
Verificaram-se melhorias significativas na elasticidade, indicando que esta alga podera,

possivelmente, ter aplicacdo em cosmética, em produtos anti-aging.

Figura 2: Estrutura quimica do fucoidano, presente no Fucus vesiculosus.

Alguns mucopolissacaridos extraidos de Fucus vesiculosus também mostraram
aglutinar células de Candida guilliermondii; efeitos toxicos foram registados em estirpes de
Escherichia coli e Neisseria meningitidis [93].

A espécie Fucus demonstrou ser um bom biomarcador de contaminacdo ambiental
através da familia de enzimas glutationa-S-transferase; este é um mecanismo de
destoxificacdo por catalisar a conjugacao de varios xenobidticos com a glutationa. Através
destas algas, é possivel discriminar areas com diferentes niveis de poluicao [82].

Alguns estudos in vivo foram ja realizados. Em 24 ratos fémea adultos, comprovou-se
o efeito do Fucus vesiculosus na modulacao de hormonas endocrinas. A administracao durante
4 semanas reduziu os niveis de 17-B-estradiol em 18-33%, e impediu que o estradiol se ligasse
aos receptores de estrogénios (RE) a e B; o Fucus vesiculosus pode agir como um antagonista
do estradiol ao diminuir a afinidade dos RE a e RE B para os seus ligandos. A administracao da
alga, numa dose de 350 mg/kg/dia, resultou no aumento do ciclo estrogénico do rato em 37%
[89]. De forma a avaliar qual o efeito do Fucus vesiculosus na duracao do ciclo menstrual e

sob o estado hormonal, Skibola [89] conduziu um estudo em mulheres, em fase de pré-
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menopausa. Apesar dos sujeitos em estudo serem em numero reduzido, verificou-se um
prolongamento do ciclo menstrual e um efeito anti-estrogénico nas mulheres. Também ja foi
provado o efeito do Fucus vesiculosus sobre o metabolismo do colesterol, reduzindo
significativamente os niveis deste, devido as fibras que a alga contém [89, 94, 95]. A
actividade anti-viral, nomeadamente contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1,
também ja foi descrita [96, 97]. Estas informagdes comprovam que compostos presentes no
Fucus vesiculosus poderao ter aplicacdo em diversas situacdes clinicas e virem a ser bastante
mais usados num futuro proximo [89]. A nivel popular, o Fucus vesiculosus é aclamado como
eficaz em processos de emagrecimento, como laxante e no tratamento de hipotiroidismo [86,
98, 99]. O seu uso na perda de peso deriva, em boa parte, do contetdo em iodo [100], mas
também do teor em fibras.

As fibras dietéticas presentes nesta alga sdo constituidas por fucanos, alginatos,
laminaranos e celulose. Podem ser divididas em soluveis (10% massa seca) e insoliveis (49%
massa seca), perfazendo cerca de 59% do total do Fucus vesiculosus pulverizado [74]. Os
polissacaridos presentes ndo sofrem accao enzimatica no sistema gastrointestinal, sendo bons

agentes dietéticos [74].
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1.6 - Amiodarona

A amiodarona é um farmaco antiarritmico de classe Ill aplicado principalmente no
tratamento de arritmias ventriculares e supraventriculares, tal como na prevencao da
fibrilacao auricular. Foi descoberta em 1962, na Bélgica, tendo sido desenvolvida
originalmente como um agente anti-anginoso. O seu uso difundiu-se na Europa, e s6 em 1985
foi introduzida no mercado norte-americano. Nas paginas seguintes abordar-se-ao temas
essenciais relacionados com este farmaco. Actualmente, a amiodarona € um dos farmacos

mais usados para o controlo de arritmias cardiacas [101].

1.6.1 - Caracterizacao quimica

A amiodarona (C;5H,9l;,NO3), denominada 2-n-butil-3-(3,5 diiodo-4-dietilaminoetoxi-
-benzoil)-benzofurano [102, 103] pela IUPAC é um farmaco de sintese quimica, derivado dos
benzofuranos’, que possui um peso molecular de 645,3116 g/mol [104]. A amiodarona é um
analogo estrutural das hormonas da tirdide, e € composta por uma parte benzofurano com um
grupo lateral butil (A), uma parte diiodobenzoil altamente lipofilica (B), e pela parte
dietilamino-B-etoxi (C) (figura 2). Na sua estrutura estdo presentes 2 atomos de iodo, ligados
ao mesmo anel benzénico, os quais compreendem 37% do peso total da molécula [104]. A
lipofilicidade que caracteriza a molécula de amiodarona é preponderante para os seus efeitos

toxicologicos e farmacoldgicos.

O
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Figura 3: Estrutura quimica representando a amiodarona.

7 0 benzofurano é um composto heterociclico onde os anéis benzeno e furano estdo fundidos. Na
molécula de amiodarona apresentada na figura 3, evidencia-se o benzofurano na parte esquerda da
molécula.
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1.6.2 - Caracterizacdo farmacocinética

Apesar da eficacia reconhecida e do uso disseminado da amiodarona, este farmaco
apresenta alguns problemas relacionados com a farmacocinética peculiar que o caracteriza. A
absorcdo de amiodarona demonstrou ser muito variavel e lenta, se administrada por via oral,
oscilando entre 20% a 80%, e sendo afectada pelos alimentos [105, 106]. As concentracoes
plasmaticas de amiodarona devem situar-se dentro de um pequeno intervalo (1 a 2,5 pg/mL)
[107].

O modelo tricompartimental é o que melhor exemplifica a cinética da amiodarona,
apesar de alguns autores terem afirmado que o modelo bicompartimental também demonstra
resultados satisfatorios [101, 108, 109].

Apds a administracdo, os niveis plasmaticos de amiodarona aumentam rapidamente.
No entanto, apds a fase de distribuicao inicial, € no compartimento periférico profundo
(tecido adiposo, pulmoes e nodulos linfaticos) que se registam as maiores concentracdes do
farmaco e do metabolito principal, a mono-N-desetilamiodarona (MDEA) [106, 110]; enquanto
o compartimento periférico superficial (cérebro, mudsculos e tirdide) apresenta concentracoes
mais reduzidas. Os tecidos que acumulam mais amiodarona sao o figado, musculo esquelético,
pulmoes, pancreas, tecido adiposo, glandula tirdide, rins, coracao, pele, glandulas adrenais,
testiculos e nodulos linfaticos [105].

A amiodarona liga-se extensamente as proteinas plasmaticas albumina
(predominante) e lipoproteina-8 [110].

Apds atingir a corrente sanguinea, o farmaco sofre metabolismo de primeira
passagem, no figado, originando os diversos metabolitos. O principal é a MDEA, formada
através de um mecanismo de desalquilacdo do grupo dietilaminoetoxi mediado pelo CYP,
nomeadamente os CYP 3A4 e CYP 2C8, no humano [104]. Outros dos passos envolvidos no
metabolismo da amiodarona englobam N-desalquilacoes, desiodacoes, O-desalquilacdes,
hidroxilagbes e desaminacdoes [110]. A clearance biliar de amiodarona podera estar
relacionada com a glucoronidacdo da molécula [110]. Deng et al [111], identificou 33
metabolitos na bilis humana, sendo que os presentes em maior percentagem foram a MDEA e
a amiodarona-w-carboxilada (4’-carboxilamiodarona).

A MDEA é um metabolito activo farmacologicamente, possuindo propriedades
antiarritmicas. Pode ser posteriormente hidroxilada (3’OH-mono-N-desetilamiodarona ou
n-3’-hidroxibutil-N-desetilamiodarona) e N-desalquilada (di-N-desetilamiodarona (DDEA)).
[105, 112]. Os metabolitos MDEA, DDEA e amiodarona-O-Etanol (Amiodarona-O-EtOH)
(derivada da desaminacdao da amiodarona) sao formados in vivo através de modificacoes
sequenciais no grupo dietilaminoetoxi, que lhes conferem menor lipofilicidade em relacao a
amiodarona, mas ainda nao se compreendeu totalmente a relevancia da accdo destes

compostos nas células [105].
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Figura 4: Estruturas quimicas representando alguns metabolitos da amiodarona. Adaptado de [111, 112].

Como o figado é o principal 6rgdao de metabolismo da amiodarona, através das
enzimas do CYP, é necessario ter cuidados redobrados ao administrar este farmaco a
individuos com insuficiéncia hepatica, ou até mesmo evita-lo. Isto deve-se ao facto de as
concentragdes hepaticas de amiodarona poderem permanecer muito elevadas, em relacao ao
expectavel clinicamente, e a possibilidade de danificar o orgao [104]. O figado pode sofrer
graves danos, pois tem tendéncia a acumular amiodarona até 500 vezes a concentracdo sérica
do farmaco [113].

A eliminacao terminal da amiodarona, a partir do compartimento periférico, € muito
lenta e ocorre numa relacdo linear entre a quantidade administrada e os niveis plasmaticos
em steady state, quando sao administradas doses mdltiplas. Com a diminuicdo das
concentracdes de amiodarona no soro, devido a cessacao das administracdes de farmaco ou a
reducao das doses, a amiodarona acumulada nos tecidos regressa parcialmente ao plasma,
resultando deste mecanismo um tempo de semi-vida de eliminacao (t;,;) muito elevado [105].

A eliminacdo completa do farmaco requer um periodo superior a 50 dias, apos

administragées maltiplas [109]. Shiga et al [114] registou um ty,, de 14 dias, para doses Unicas

22



Avaliacao do potencial de interaccao entre o Fucus vesiculosus e a amiodarona no rato

de farmaco. Num outro estudo, com 107 doentes que apresentaram diversas arritmias, e com
7 individuos saudaveis, foram registados parametros farmacocinéticos referentes a
amiodarona, usando como método de quantificacdo a técnica de HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). Apos uma dose Unica de 400 mg por via intravenosa (l.V.) verificou-
-se que o ty,; do farmaco foi de 34,5 horas; a biodisponibilidade oral do farmaco foi de
31+26%, em parte devido ao efeito de primeira passagem. Em dose Unica, o metabolito
principal da amiodarona, MDEA, foi registado em muito baixas concentracdes, tanto para a
dose oral como para a I.V.; contudo, o consumo regular de amiodarona aumentou as
concentracbes plasmaticas de MDEA até se atingir o steady state [115]. Pollak et al [109]
registou uma meia vida de distribuicao de 17 horas. Seguidamente apresenta-se uma tabela

com os principais parametros farmacocinéticos relativos a amiodarona, no Homem e no rato.

Tabela 1: Parametros cinéticos da amiodarona, no Homem e no rato.

Parametro Homem Ref. Rato Ref.
o o 50,4-87,8% [116] 17-60% [117]
Biodisponibilidade
20-80% [105]
Cimax (ap0s dose oral)
50 mg/kg 0,723 pg/mL [118]
7 mg/kg 0,37+0,22 pg/mL [115]
tmax (apOs dose oral)
50 mg/kg 5,93 h [118]
10 mg/kg 3,25+0,46 h [116]
7 mg/kg 4,8+1,5h [115]
Ligacdo as proteinas 96-99% [110]
plasmaticas
ti2
50 mg/kg oral 32,2 h [118]
10 mg/kg oral 7,53+0,96 h [116]
Vb steady state 4836+3290 L [104]
5152+1652 L [114]
Clearance 4,25+0,73 mL/kg/min [116]

Cmax - Concentracdao maxima; tma - Tempo ao qual a C,. ocorreu; t;,, . Tempo de meia vida
de eliminac@o plasmatica; Vp steqdy state - VOlume aparente de distribuicdo em steady state;
Ref. - Referéncias bibliograficas; h - hora(s)
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Um outro efeito da amiodarona no corpo humano é a inibicdo da gp-P, o que implica
alteracbes da absorcao de outras substancias necessarias ao organismo, ou de farmacos que
sejam substratos para esta proteina transportadora, tais como a digoxina. Também é um
potente inibidor do CYP 1A2, CYP 2C9, CYP 2D6 e CYP 3A4 [119].

1.6.2.1 Comparacao de alguns parametros farmacocinéticos, entre o Homem e o rato.

Os perfis farmacocinéticos nos humanos e nos ratos sao idénticos em varios aspectos.
O metabolito principal nas duas espécies € a MDEA. O rato possui uma capacidade de
extraccao hepatica superior, e metaboliza a amiodarona a MDEA através da CYP 3A1, CYP
3A2, CYP 1A1, CYP 2C11 e CYP 2D1. Nos humanos a CYP 3A4, CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 2D6 e
CYP 2C8 sao as vias mais importantes [104, 120].

Shayeganpour et al [121] sugere que a amiodarona possa sofrer um metabolismo de
primeira passagem a MDEA, de forma acentuada, no rato. Esta suposicao deve-se aos valores
registados pelos autores, os quais indicam que uma dose oral de amiodarona produziu 4,5
vezes mais MDEA que a administracao I.V. do mesmo farmaco. A fraccdo de amiodarona
convertida a MDEA, no rato, ap6s uma injeccéo I.V. do farmaco, é de cerca de 14%. O volume
de distribuicao aparente (Vp) e o ty,; ndao diferem significativamente entre o rato e o ser
humano. A clearance de MDEA é 50% mais elevada no rato [121].

A amiodarona é excretada maioritariamente pela via biliar, tanto no humano como no
rato, encontrando-se apenas vestigios na urina (<1%), facto que ocorre também com a MDEA
[122].

1.6.3 - Accao e efeitos farmacologicos

A amiodarona possui uma pandplia de efeitos farmacologicamente relevantes. Actua
nos canais de sodio, bloqueando-os, nos receptores adrenérgicos a e B através de inibicdo ndo
competitiva, e nos canais de calcio, diminuindo a velocidade de conducao dos impulsos
eléctricos. [101]. Prolonga o periodo refractario em todos os tecidos cardiacos, bloqueia os
canais de sodio, e prolonga a repolarizacdo levando ao bloqueio dos canais de potassio
miocardicos, diminuindo a conducdo eléctrica. Assim, a amiodarona consegue anular as
arritmias cardiacas, e prolongar a duracao dos potenciais de accao [123].

O INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P., refere
no Prontuario Terapéutico online, publicacdo deste organismo, varias indicacbes para a
amiodarona, tais como fibrilacao e flutter auriculares; taquicardia supraventricular; sindrome

de Wolff-Parkinson-White; prevencao da recorréncia da taquicardia e fibrilacdo ventriculares

24



Avaliacao do potencial de interaccao entre o Fucus vesiculosus e a amiodarona no rato

[124]. A amiodarona pode ser usada profilaticamente em doentes que irao ser submetidos a
cirurgias toracicas tais como a substituicio de valvulas cardiacas ou revascularizacdo

coronaria [125].

1.6.4 - Interac¢bes entre a amiodarona e outros farmacos ou suplementos

alimentares

A amiodarona pode interagir com varios farmacos e suplementos. A interaccdo mais
relevante envolve a varfarina, cuja dose deve ser reduzida; o Indice Internacional
Normalizado deve ser cautelosamente vigiado durante varios meses [126]. Nas tabelas
seguintes estdo demonstradas algumas interaccbes farmacologicas que envolvem a

amiodarona.

Tabela 2: Interaccao entre a amiodarona e outros farmacos, e efeito registado nestes. Adaptado de
Vassallo et al [126] e Siddoway et al [127].

Farmaco Interaccao registada

Digoxina T concentracdes plasmaticas
Antidepressivos T concentracdes plasmaticas
Ciclosporina 1 concentragdes plasmaticas
Sinvastatina 1 do risco de miopatia e rabdomidlise
Lovastatina 1 do risco de miopatia e rabdomidlise
Varfarina T do tempo de protrombina
B-bloqueadores Depressao auriculoventricular

Bloqueadores dos canais de calcio Depressao auriculoventricular
Azois (antifingicos) Prolongamento do intervalo QT

Fentanilo Bradicardia, hipotensao

Tabela 3: Interaccdes importantes que alteram as concentracoes plasmaticas de amiodarona. Adaptado
de Vassallo et al [126].

Farmaco Interaccao

Cimetidina 1 dos niveis de amiodarona
Colestiramina 1 dos niveis de amiodarona
Inibidores da protease 1 dos niveis de amiodarona
Rifampicina 1 dos niveis de amiodarona
Hipericao 1 dos niveis de amiodarona
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1.6.5 - Toxicidade

A toxicidade é um reconhecido problema associado a amiodarona, e varios sao os
avisos e recomendacdes que os fabricantes e agéncias reguladoras publicam, de modo a
minimizar o risco de desenvolvimento de casos devidos ao farmaco [128] . E dose e tempo
dependente, sendo mais provavel desenvolver-se toxicidade associada a amiodarona quanto
maiores forem as concentracoes plasmaticas deste farmaco [129]. Ha factores relacionados
com o desenvolvimento de complicacdes, nomeadamente a idade, a duracao do tratamento, a
dose acumulada, altos niveis de MDEA, uso de compostos iodados para além da amiodarona, e
doencas pulmonares [130].

Alguns dos efeitos adversos registados, nos varios anos em que a amiodarona foi
utilizada na pratica clinica, deveram-se a composicao quimica da molécula deste farmaco, e a
alguns componentes que se formam durante o metabolismo [119]. A toxicidade da
amiodarona pode afectar varios oOrgdos e sistemas tais como o cardiovascular,
gastrointestinal, pulmonar, neurologico, oftalmologico e dermatologico, e a tirdide. Esta
toxicidade pode ser directa, com libertacdo de radicais livres de oxigénio e de componentes

como o iodo, mas também indirecta ou imunoldgica, tal como indica Campos [106].

1.6.5.1 - Tiréide

A regulacéo intrinseca dos 6rgaos, como € o caso da tirdide, normalmente previne que
o iodo interfira em mecanismos fisiologicos. Mas, segundo Campos [106], 14 a 18% dos
individuos tratados com amiodarona desenvolvem disfuncao tiroideia, que pode evidenciar-se
como hiper ou hipotiroidismo. Na biotransformacdo da amiodarona, no corpo humano, atomos
de iodo sao libertados e, muitas vezes, reutilizados pelo organismo. Uma formulacao de
200 mg de amiodarona, em comprimido, contém 75 mg de iodo; no caso de uma solucao I.V.,
a concentracao de iodo é de 18,7 mg/mL. Da quantidade total, aproximadamente 10% do iodo
da formulacao oral sera libertado para o sistema circulatorio [131]. Quando a quantidade
deste mineral atinge concentracoes criticas no interior da tirdide, o transporte de iodo e a
sintese de hormonas sao inibidos temporariamente (na maioria dos casos, por alguns dias),
até que o iodo intratiroideio volte a atingir os niveis fisiologicos normais. O fendémeno
denomina-se efeito Wolff-Chaikoff. No caso de o individuo ter uma doenca auto-imune da
tiroide, nao conseguira evadir-se do efeito, tendo este facto um resultado alarmante,
evidenciado pelo aparecimento de bocio ou, no caso de o sujeito ter doenca de Hashimoto,
de hipotiroidismo [104].
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1.6.5.2 - Pulmao

A toxicidade pulmonar é a mais preocupante, ja que pode ter efeitos irreversiveis ou
ser mesmo fatal, para além de ocorrer com qualquer dose. Os efeitos adversos afectam 1% a
10% dos doentes tratados com amiodarona, e principalmente os individuos do sexo masculino
[130]. A idade é, também, preponderante no risco de toxicidade pulmonar [132]. Os efeitos
adversos pulmonares podem evidenciar-se dias apds o inicio da administracdo, ou varios anos
depois. Sabe-se, ainda, que os doentes com insuficiéncia auricular que usam amiodarona tém
cerca de 50% maior probabilidade de desenvolver toxicidade pulmonar [130]. A forma de
manifestacao de toxicidade pulmonar mais comum € a pneumonite subaguda, tipicamente
com infiltrados visiveis a raio-X ou em tomografia computorizada [122]. A tosse e infiltrados
pulmonares, tal como a exclusao de infeccao ou outros problemas pulmonares, sao alguns
elementos para diagnéstico. A toxicidade da MDEA sobre os macrofagos alveolares é maior
que a exercida pela amiodarona; se considerarmos a formacao de corpos de inclusao e a
degradacao da proteina surfactante-A, a toxicidade é equivalente. O metabolismo da MDEA a
DDEA reduz a toxicidade, que é ainda mais reduzida pela desaminacdo da DDEA a
Amiodarona-O-EtOH (figuras 4 e 5) [105]. A mortalidade varia entre os 9% (para quem
desenvolve pneumonias cronicas) e os 50% (para quem desenlvolve Sindrome Respiratorio
Agudo). Parar de tomar o farmaco, controlar os factores de risco e usar corticosteroides pode

ajudar a resolver alguns problemas relacionados com a toxicidade da amiodarona [122, 133].

MDEA / Amiodarona

DDEA

Toxicidade

Amiodarona-O-EtOH

Figura 5: Comparacao da toxicidade pulmonar entre a amiodarona e os seus metabolitos.

1.6.5.3 - Figado

A toxicidade hepatica da amiodarona manifesta-se pela elevacdo dos niveis das
transaminases do figado e aminotransferases séricas, e ocorre principalmente nos individuos
que fazem tratamento com amiodarona a longo prazo. Os efeitos adversos ocorrem em 0,6%
da populacao, anualmente. Normalmente o doente nao demonstra sintomas de toxicidade,
pelo que a execucao regular de testes analiticos hepaticos é recomendada [127, 134]. A
descontinuacao da toma de amiodarona deve ser considerada em todos os doentes com
alteracdes nas funcoes hepaticas ou hepatomegalia [134].

A hepatotoxicidade da amiodarona provoca diversas alteracdes histopatologicas,

regularmente referidas como idénticas a hepatite alcodlica [134, 135].
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A amiodarona e os seus analogos, nomeadamente a MDEA e DDEA mostraram um
padrao de toxicidade semelhante sobre as mitocondrias hepaticas, inibindo a cadeia
respiratoria, e limitando a B-oxidacdo e a fosforilacdo oxidativa. A MDEA e a DDEA estao
associadas a producao de espécies reactivas de oxigénio, o que pode ser uma consequéncia da

inibicao da cadeia respiratoria [103].

1.6.5.4 - Coracao

Alguns casos de efeitos adversos relacionados com a amiodarona foram registados em
ensaios clinicos e noutros estudos cientificos [136, 137]. A bradicardia e o bloqueio cardiaco
ocorrem em 1 a 3% dos doentes que recebem amiodarona. As arritmias induzidas pelo farmaco
ocorrem em menos de 1% da populacao [127]. Contudo, os estudos nao evidenciam uma
preocupacdo séria em relacdo a estes problemas, tendo cada caso de ser analisado
isoladamente de forma a verificar a relacao risco-beneficio de se tomar amiodarona [127,
136, 137].

1.6.5.5 - Toxicidade da amiodarona sobre outros érgdos e sistemas

A toxicidade da amiodarona pode afectar outros orgaos ou sistemas. Os doentes
tratados com amiodarona tém tendéncia a desenvolver microdepdsitos na cornea, que podem
afectar a visdo mas nao sao uma causa plausivel para descontinuar o farmaco. A neuropatia e
neurite oculares também podem ocorrer, e evoluir até a cegueira. A nivel dermatologico, a
fotossensibilidade é comum, tornando a pele azulada. Também o sistema neuroldgico pode
ser afectado. A ataxia, parestesias e tremores sao relacionados frequentemente com a dose.
A neuropatia periférica ocorre em 0,3% da populagao, anualmente [127].

O consumo de alimentos ou suplementos ricos em iodo, que aumentam a
concentracao deste elemento nos tecidos e plasma do doente medicado com amiodarona,
pode ser problematico. O Fucus vesiculosus, a alga usada na execucao deste estudo, contém

niveis elevados de iodo, que também poderao interferir com alguns dos processos fisioldgicos.
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1.7 - O potencial de interaccdao entre Fucus vesiculosus e a

amiodarona

Anteriormente abordou-se a importancia do conhecimento das interaccoes
planta-farmaco para a pratica clinica. Estas sao explicadas através de diversos mecanismos,
tais como a inducao ou inibicdo enzimaticas, alteracdes provocadas na actividade da gp-P,
modificacdes no processo de absorcao e eliminacdo de farmacos. Podem ser divididas em
interaccoées farmacodinamicas e farmacocinéticas. As farmacodinamicas implicam a
ocorréncia de antagonismo ou sinergismo, com a consequente alteracdao dos efeitos
farmacologicos. As farmacocinéticas incluem interferéncias do xenobidtico na absorcao,
distribuicdao, metabolismo e/ou eliminacdo do farmaco objecto [119].

Sendo a amiodarona usada por uma percentagem significativa da populacao,
principalmente os idosos, € necessario conhecer as suas interaccoes, as margens terapéuticas
e os efeitos adversos deste farmaco [119]. Pode, assim, salvaguardar-se a salde e o
bem-estar do doente, evitando provocar-lhe danos que advenham do uso de medicamentos,
ou outros compostos, que interajam entre si, e que alterem processos farmacocinéticos e/ou
farmacodinamicos [133].

O Fucus vesiculosus é uma alga para a qual os estudos farmacocinéticos e
farmacodinamicos sao reduzidos, mas que apresenta potencial de interaccao com enzimas do
CYP e que contém elevada percentagem em fibras dietéticas. No Pubmed® ndo ha estudos
cientificos que abordem as seguintes tematicas: interaccdo entre Fucus vesiculosus e
alimentos ou farmacos; alteracdes farmacocinéticas provocadas pelo Fucus vesiculosus sobre

alimentos ou farmacos.
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Capitulo 2 - Objectivo da Dissertacao

As algas sdo uma matéria-prima utilizada no fabrico de suplementos alimentares,
muitos deles presentes no mercado ha varias décadas. O Fucus vesiculosus € uma alga com
diversas aplicabilidades, que tem demonstrado resultados satisfatorios em muitos estudos
realizados. E aclamado como eficaz no tratamento da obstipacao, hipotiroidismo, e também é
usado como adjuvante no emagrecimento. Ja demonstrou reduzir o colesterol e possuir
efeitos anti-estrogénicos. O consumo desta alga pela populacdo medicada com amiodarona é
susceptivel de ter diversas consequéncias, ainda desconhecidas, tanto a nivel farmacocinético

como farmacodinamico.

Esta dissertacao de mestrado tem como objectivo geral:

e Identificar possiveis interaccdes farmacocinéticas entre o extracto de Fucus

vesiculosus e a amiodarona, em ratos.

Os objectivos especificos sao:

e Estudar os perfis farmacocinéticos plasmaticos da amiodarona e MDEA em ratos
tratados com o extracto de Fucus vesiculosus, administrado em dose mdltipla (DM) e

dose Unica (DU);

e Estudar as alteracdes nas concentracoes de amiodarona e MDEA, em alguns o6rgaos
(coragdo, pulmao e figado) de ratos tratados com o extracto de Fucus vesiculosus,

administrado em dose multipla (DM) e dose Unica (DU).
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Capitulo 3 - Material e Métodos

Este capitulo contém diversos topicos, nos quais se apresenta o material utilizado nas
experiéncias e os métodos aplicados. O desenho do estudo é composto por dois
procedimentos experimentais distintos: um estudo que compreende 16 dias (ensaio em DM), e
outro de 3 dias (ensaio em DU). Pretende-se, com o estudo de maior duracao, identificar
alteracdes nos processos fisiologicos do organismo, nomeadamente a indugdo ou inibicdo de
enzimas, que possam alterar os parametros farmacocinéticos da amiodarona. O segundo
estudo (ensaio em DU) permitira perceber se a alga administrada provoca alteracdes a nivel

da absorcao de amiodarona.

3.1 - Animais

Este estudo utilizou uma populacao de 20 ratos Wistar, machos, adultos, com 3 meses
de idade. Foram colocados aos pares, em gaiolas de policarbonato, e mantidos a temperatura
e humidade controladas, no biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da
Beira Interior, antes e durante o estudo. Foram submetidos a um ciclo dia/noite de 12 horas
desde o nascimento. Tiveram acesso ad libitum a agua e a alimento, até a colocacdo dos
catéteres para a recolha de sangue. Para se proceder aos ensaios (em DM ou eu DU), os ratos
foram divididos em grupos controlo (GC) e de estudo (GE), evidenciados na tabela 4. A partir
do momento da colocacao de cateteres, os ratos permaneceram individualmente em gaiolas.
Este estudo foi autorizado pela Direccdo Geral de Veterinaria e seguiu a Directiva Europeia
(86/609/EEC) para a proteccao dos animais utilizados para fins experimentais ou outros fins

cientificos.

Tabela 4: Distribuicao dos animais pelos grupos de estudo e controlo, dos ensaios em DU e em DM.

Grupo/Ensaio NUmero de ratos utilizados
GE/DM 5
GC/DM 5
GE/DU 5
GC/DU 5

GE/DM - grupo de estudo do ensaio em dose mdltipla;
GC/DM - grupo de controlo do ensaio em dose multipla;
GE/DU - grupo de estudo do ensaio em dose Unica;

GC/DU - grupo de controlo do ensaio em dose Unica.
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3.2 - Farmaco e matéria vegetal

Para realizar os estudos foi necessario adquirir a alga pretendida, Fucus vesiculosus,
garantido que esta era de elevada qualidade, e que estava devidamente padronizada e
caracterizada fisico-quimicamente. Assim, o extracto seco de Fucus vesiculosus foi comprado
ao EPO Istituto Farmochimico Fitoterapico s.r.l. Apresenta-se sobre a forma de po
higroscopico, de cor castanho-clara, é parcialmente hidrossolivel, e possui um odor
caracteristico. O conteldo em iodo deste extracto era de 0,11% m/m. O extracto foi
armazenado ao abrigo da luz, acondicionado num recipiente fechado de forma a impedir a
degradacao fisico-quimica, e mantido a temperatura ambiente do laboratorio.

Foram usadas ampolas de amiodarona Hikma®, de 3mL, com uma concentracao de
50mg/mL.

3.3 - Doses

A dose de extracto de Fucus vesiculosus foi calculada a partir de uma equacao (1)
apresentada na Guidance for Industry: Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial
Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers, U.S. Department of Health and

Human Services, Food and Drug Administration, Julho de 2005.

massa do animal (kg) )1:',33

DHE = Dose para o animal (mg/kg ) x ( massa do ser humane (kg)
(1

Mhumano = 70 Kg; Manimat = 0,350 kg; Dose humana equivalente (DHE) = 10 mg/kg; Dose

calculada para o animal = 57,5 mg/kg.

A dose humana equivalente usada foi baseada nos estudos de Skibola [89, 138] e em
doses recomendadas em diversos sites que comercializam Fucus vesiculosus [86, 139, 140]. A
massa do animal (kg) corresponde a um valor médio da massa de ratos Wistar, com 3 meses
de idade, do Biotério do Centro de Investigacao em Ciéncias da Saude.

O calculo da dose equivalente de Fucus vesiculosus a administar ao animal, a partir de
doses utilizadas no Homem, permite aproximar o estudo a realidade do consumo humano.

O rato consegue metabolizar mais rapidamente a amiodarona e possui uma maior
capacidade de extraccao hepatica que o ser humano. Sendo este um estudo de screening de
interaccées farmacocinéticas relevantes, e também devido as duas razdoes mencionadas na
frase anterior, acrescentou-se um factor multiplicador de 10 a dose calculada para o animal.

Com uma dose maior, aumenta a probabilidade de as interaccdes farmacocinéticas entre o
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Fucus vesiculosus e a amiodarona serem evidenciadas. Estas poderiam nao ser perceptiveis
com a utilizacdo de doses inferiores de extracto.

Assim, a dose a administrar, por dia e por kg de rato, foi de 575 mg, um valor
aceitavel, segundo a bibliografia; Zaragoza et al [141] utilizou doses de extracto de Fucus
vesiculosus entre as 200 e as 750 mg/kg, em ratos Sprague-Dawley. Na adequacao da dose foi
tida em consideracao a dose letal (DLsg) de Fucus vesiculosus, administrado por via oral, em
ratos Suicos e Sprague-Dawley [141]. Nao foram encontrados estudos que contemplassem DLsg
especificamente para ratos Wistar. Os valores usados neste estudo nao se aproximaram da

DLsy, que varia entre as 1000 e as 2000 mg/kg de peso corporal animal.

A concentracao da suspensao de extracto de Fucus vesiculosus foi calculada com base

na dose a administrar ao animal (575 mg/kg), e noutros factores relevantes:
e 0 volume do estdmago dos ratos é de aproximadamente 3,4 mL;
e a capacidade do tracto gastrointestinal do rato varia entre os 3,2+1,8 mL (apos

ingestao de alimentos) e os 7,8+1,6 mL (em jejum) [142, 143];

¢ a dose oral maxima, a administrar ao rato com massa corporal superior a 0,25 kg, é

de 5,0 mL [153].

No calculo da concentracdo da suspensdo de extracto de Fucus vesiculosus a
administrar aos ratos, € necessario considerar os parametros anteriores. A ingestao de um
volume excessivo de extracto pode originar dor, irritacao, problemas no balanco de
electrolitos, aumento da pressdo arterial e alteragdes nos processos absortivos. A
concentracao da suspensao deve permitir administrar a quantidade estipulada de extracto
(575 mg/kg), sem prejudicar o bem-estar do animal e, consequentemente, o estudo. Por isso,
o volume maximo administrado ao rato deve ser inferior a 5,0 mL [153].

Estipulou-se que a concentracao da suspensao de extracto de Fucus vesiculosus, a
administrar aos animais, fosse de 57,5 mg/mL. Tal permite que os ratos em estudo ingiram
um volume aceitavel de extracto e, nesse mesmo volume, recebam a dose diaria estipulada,

tal como se exemplifica na tabela 5.

Tabela 5: Demonstracdo das doses de extracto a administrar, através de sonda intragastrica, aos
animais, considerando a massa corporal dos ratos imediatamente antes da administracao. Aplicacao da
equacao (2).

Massa corporal do rato Volume a administrar Dose de extracto
(kg) (mL) (mg)
0,300 3,0 172,5
0,325 3,2 186,9
0,350 3,5 201,25
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Assim, procedeu-se ao calculo do volume a administrar, segundo a equacéo (2).

[massa do rato (kg) x 10 mL] = Vextracto @ administrar (2)

A dose de amiodarona, de 50mg/kg, foi administrada aos ratos, através de uma sonda

intragastrica.

3.4 - Preparacao dos compostos a administrar

3.4.1 - Veiculo

A solucdo aquosa de carboximetilcelulose (CMC) a 0,5% foi usada como veiculo da

amiodarona e do extracto de Fucus vesiculosus.

3.4.2 - Extracto de Fucus vesiculosus

0 extracto de Fucus vesiculosus foi preparado diariamente, nos laboratadrios do Centro
de Investigacdo em Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior, antes do inicio da
administracao aos ratos. Assim, pretendeu-se evitar potenciais erros devidos a degradacao
fisico-quimica dos componentes vegetais, e a contaminacao bacteriana. A massa de 1,725 g
de extracto seco era pesada e diluida em 30,0 mL de CMC a 0,5%, obtendo-se uma suspensao
com a concentracao de 57,5 mg/mL. Foi usado um homogeneizador Ystral® D-79282, com o
proposito de eliminar particulas de diametro elevado que pudessem entupir a sonda utilizada
para a administragdo oral. O procedimento era realizado a temperatura e humidade
ambiente. De forma a minimizar a degradacao pela accao da luz, os recipientes onde foi
preparado o extracto eram protegidos externamente com papel de aluminio. Esta suspensao
era administrada aos grupos de estudo (GE/DM e GE/DU). Os grupos controlo (GC/DM e

GC/DU) recebiam as quantidades correspondentes de veiculo (CMC 0,5%).

3.4.3 - Solucao de amiodarona

A solucao de amiodarona em CMC 0,5%, na concentracao de 12,5mg/mL, foi

constituida com 2 ampolas de amiodarona Hikma® (50mg/mL) e soro glucosado (18 mL).

36



Avaliacao do potencial de interaccao entre o Fucus vesiculosus e a amiodarona no rato

3.5 - Execucao do estudo experimental

0 trabalho experimental efectuado para elaborar esta dissertacao envolveu animais e,
por este motivo, foram realizadas as diligéncias possiveis de forma a melhorar a qualidade de
vida destes. Procedeu-se a promocdo das condicoes de temperatura e humidade ideais,
limpeza e manutencao frequente das gaiolas e ao manuseamento cuidadoso dos ratos.

O estudo envolveu 2 etapas diferentes, a fim de detectar alteracées relevantes nas
concentracoes de amiodarona e MDEA, e tentar compreender com maior clareza os processos
que estao envolvidos. Os ratos, machos e adultos, foram divididos em 4 grupos de 5 animais
(n=5) (tabela 4).

Aos ratos do GE/DM foi administrado o extracto de Fucus vesiculosus,
intragastricamente, durante 14 dias. Ao GC/DM foi administrado volume equivalente do
veiculo, durante 14 dias. No 15° dia foi administrada amiodarona tanto ao GE como ao GC do
ensaio em DM.

Aos ratos do GE/DU, foi administrado o extracto de Fucus vesiculosus,
intragastricamente, em dose Unica, e ao GC/DU foi administrado o volume equivalente do
veiculo. A amiodarona foi administrada no tracto gastrointestinal dos ratos logo apds o
extracto de Fucus vesiculosus, no GE, e o veiculo, no GC.

Os animais foram pesados, diariamente, antes da administracao do extracto ou do
veiculo. A pesagem foi realizada numa balanca de laboratorio, pertencente ao biotério da
Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade da Beira Interior. Imediatamente apos a
pesagem de cada animal, a dose a administrar foi calculada através da aplicacdo da equacgéo
(2). Uma sonda em aco inoxidavel foi utilizada para injectar a dose no tracto gastrointestinal,
tendo como meio de medicdo do volume a administrar, uma seringa. Na véspera da
administracao de amiodarona, para ambos os ensaios (DM e DU) procedeu-se a anestesia dos
animais com uma mistura de quetamina/xilazina na proporcao 1:2. Posteriormente
introduziu-se um cateter intravenoso periférico Introcan® Certo de 0,9x25mm, da B. Braun,
na veia lateral da cauda dos ratos, para permitir a colheita de amostras sanguineas. Durante a
noite os ratos foram mantidos em jejum, com acesso a agua. As colheitas de amostras de
sangue (=400 uL) foram sujeitas a um horario especifico, que se iniciou imediatamente apds a
administracao de amiodarona: 0,25 h; 0,5 h; 1 h; 2 h; 4 h; 6 h; 8 h; 12 h; 24 h. As amostras de
sangue foram recolhidas em tubos heparinizados e colocadas em gelo. Antes da colheita das
24 h, os ratos foram sacrificados e o sangue terminal foi recolhido. Apds cada colheita, as
amostras sanguineas eram centrifugadas. Para se proceder a quantificacdo do farmaco e do
seu metabolito (MDEA), em orgdos, foram recolhidos o figado, os pulmdes e o coracao.
Colocaram-se num recipiente frio apropriado, durante a colheita. Seguidamente, foram
congelados a -20°C, para posteriormente serem analisados por HLPC.

No final, todos os cadaveres dos animais foram acondicionados devidamente e

congelados a -20°C.
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Durante a execucao do ensaio em DM, perdeu-se um rato do GE, pelo que este grupo

tem apenas 4 animais.
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20 Ratos Wistar

Estudo em dose multipla (DM)

Estudo em dose Unica (DU)

Grupo de Estudo (GE) Grupo Controlo (GC)

Grupo de Estudo (GE)

Grupo Controlo (GC)

Administracao de CMC
0,5% durante 14 dias

Administracao de
extracto de Fucus
vesiculosus durante
14 dias

Administracdo Unica
de extracto de Fucus
vesiculosus
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2h, 4h, 6h, 8h, 12h

Centrifugacao
e recolha do
plasma

Sacrificio dos animais e recolha das amostras de
sangue correspondentes as 24h
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Recolha dos orgéos de interesse

Recolha dos orgéos de interesse

Acondicionamento dos cadaveres

Acondicionamento dos cadaveres

Figura 6: Procedimento experimental aplicado nos animais do estudo, com o objectivo de recolher

amostras bioldgicas.
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3.6 - Tratamento e analise das amostras sanguineas

Apos a colheita de sangue dos ratos, para tubos heparinizados, este foi
imediatamente colocado no frio e, posteriormente, centrifugado. Tal procedimento permitiu
diminuir a hemolise e a degradacdo de outros componentes sanguineos e dos compostos de
interesse. Usou-se uma centrifuga Heraeus Multifuge 15-R da Thermo Electron Corporation; as
amostras foram centrifugadas durante 10 minutos, a 4000 rotacdes por minuto, e a 4°C. O
plasma foi, assim, separado dos restantes elementos celulares, e acondicionado num tubo
eppendorf. Congelaram-se os tubos a -20°C até se iniciarem os procedimentos necessarios a
analise cromatografica.

Os métodos de HPLC utilizados para a quantificacdo da amiodarona e MDEA, nas
amostras, foram desenvolvidos e validados previamente por Rodrigues et al [144, 145].

Seguidamente apresenta-se o procedimento aplicado na analise das amostras de
plasma e de érgaos (figura 7).

A analise cromatografica foi realizada num sistema Waters HPLC, (Milford, MA,
E.U.A.) equipado com um desgaseificador em linha, uma bomba quaternaria com controlador
(modelo 600), um injector manual (Rheodyne 7725i) e um detector diode array (DAD-2996).
Utilizou-se o software Empower da Waters Corporation. Foi utilizado um volume de injeccao
de 20,0 uL. A separacao cromatografica da amiodarona e MDEA foi conseguida através do uso
de uma coluna de fase-reversa LiChroCART Purospher ® Star (Cg, 3 um, 55 mm x 4 mm). A
eluicao foi isocratica, a 1,2 mL/min, e a fase mével usada consistiu em tampao fosfato 50mm
com 0,1% de acido formico (pH 3,1), metanol e acetonitrilo (45:5:50, v/v/v). O comprimento
de onda seleccionado foi de 254 nm. A separacao total dos compostos demorou
aproximadamente 5 minutos.

Os métodos mostraram linearidade na gama de concentracoes 0,1-15 pg/mL para a
amiodarona e MDEA. O coeficiente de regressdo (r?) apresentou valores superiores a 0,995
para os métodos cromatograficos usados em homogeneizado de coracdo, figado e pulmao, e
plasma. Em ambos os métodos analiticos a recuperacao dos compostos amiodarona e MDEA é
bastante consideravel.

Em anexo a esta dissertacao (figuras 16 e 17), encontram-se alguns exemplos dos

cromatogramas obtidos, tanto para tecidos como para plasma de rato.
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Plasma

Orgéos

Diluir a amostra de plasma (150puL) em
150uL de tampao fosfato de sodio 0,1 M
(pH5)

Diluir a amostra de tecido (400ul) em
20pL padrao interno (50pg/mL)

Adicionar 20 ulL de padrao interno
(50png/mL)

Adicionar 400pL de acetonitrilo

Mistura e centrifugacdo a 17 000 r.p.m.
10min a 4°C

Transferir o sobrenadante para um
novo recipiente

Extraccao liquido-liquido

Adicionar 500 pL de n-hexano (solvente
de extraccao)

Extraccao liquido-liquido

Adicionar 1000 plL de n-hexano
(solvente de extraccao)

Mistura e centrifugacao a 17 000 r.p.m.
2min a 4°C

Misturar e centrifugar a 17 000 r.p.m.
5min a 4°C

Transferir a fase superior para um novo
recipiente

Transferir a fase orgéanica superior para
um novo recipiente

Dupla repeticéo da extraccao

Dupla repeticao da extraccao

Evaporacao total do liquido orgénico atraveés
da utilizacao de vapor de azoto a 60°C

Evaporagao total do liquido organico atraves
da utilizacao de vapor de azoto a 60°C

Reconstituicdo do conteldo com 100uL de
metanol

Reconstituicdo do conteudo com 100uL de
metanol

Injeccao em HPLC

Injeccdo em HPLC

Analise cromatogréfica

Figura 7: Procedimento aplicado para preparar as amostras de plasma e de oOrgaos para a analise

cromatografica.
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Capitulo 4 - Resultados

Seguidamente sao apresentados e discutidos os resultados dos ensaios em DM e em

DU, em plasma e orgaos de rato.

4.1 - Perfis farmacocinéticos da amiodarona e da

mono-N-desetilamiodarona, no rato

A fim de estudar os perfis farmacocinéticos da amiodarona e MDEA, apds
administracao de Fucus vesiculosus, foram realizados 2 estudos mediante a administracao oral
(em DM e em DU), em ratos Wistar.

Seguidamente estao tabeladas as concentracdées de amiodarona e MDEA, tal como
alguns parametros farmacocinéticos, para os ensaios em DM e em DU. Os resultados

representam os valores obtidos através da analise das amostras de plasma de rato por HPLC.

4.1.1 - Perfis e parametros farmacocinéticos plasmaticos da amiodarona

em ratos pré-tratados com o extracto de Fucus vesiculosus, em DM.

As duas tabelas seguintes demonstram os valores das concentracdes plasmaticas,
obtidos apds a administracdo do extracto de Fucus vesiculosus (GE/DM), ou do respectivo
veiculo (CMC 0,5%) (GC/DM), durante 14 dias. As colheitas de sangue foram realizadas

durante os 15° e 16° dias.
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Tabela 6: Concentracdes plasmaticas de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) em ratos Wistar previamente tratados, durante 14 dias, com extracto de
Fucus vesiculosus (575 mg/kg; per os), apos a administracao oral de uma dose Unica de amiodarona (50 mg/kg) no 15° dia. Ensaio correspondente ao GE/DM.

Tempo amostragem pos-dose (h)

UE Analitos (pg/mL)
0,00 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 8,00 12,0 24,0
AM 0,258 0,624 0,523 0,555 0,562 0,447 0,528 0,147
Rato 1
MDEA
AM 0,148 0,469 1,084 0,971 0,512 0,586 0,536 0,505 0,169
Rato 2
MDEA
AM 0,169 0,666 0,618 0,464 0,424 0,329 0,432 0,183
Rato 3
MDEA 0,106
AM 0,158 0,277 1,884 0,909 0,670 0,444 0,440 0,618 0,221
Rato 4
MDEA
AM ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Rato 5
MDEA ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
AM 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
N
MDEA 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Medi AM 0,000 0,077 0,293 1,065 0,755 0,550 0,504 0,438 0,521 0,180
édia
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,027 0,000 0,000 0,000
Dp AM 0,000 0,088 0,126 0,584 0,218 0,088 0,082 0,085 0,077 0,031
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,053 0,000 0,000 0,000
oV %) AM NC 115,6 43,1 54,9 28,9 16,0 16,2 19,4 14,7 17,3
’ MDEA NC NC NC NC NC NC 200.0 NC NC NC

UE, unidade experimental; AM, amiodarona; MDEA, mono-N-desetilamiodarona; ALQ, abaixo do limite de quantificacdo (< 0,100 pg/mL); ND, ndo disponivel; NC, nao
calculado. *Os valores de concentracdo ALQ foram considerados zero para efeito de calculos.
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Tabela 7: Concentragdes plasmaticas de amiodarona e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) em ratos Wistar previamente tratados, durante 14 dias, com o veiculo do extracto
de Fucus vesiculosus (CMC 0,5%; per os), apos a administracdo oral de uma dose Unica de amiodarona (50 mg/kg) no 15° dia. Ensaio correspondente ao GC/DM.

Tempo amostragem pos-dose (h)

UE Analitos (pg/mL)
0,00 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 8,00 12,0 24,0
AM 0,260 1,136 1,046 1,241 0,786 0,526 0,325 0,373
Rato 6
MDEA 0,147 0,112
AM 0,176 0,382 0,475 0,656 0,523 0,365 0,364 0,222
Rato 7
MDEA 0,100
AM 0,319 0,682 0,641 0,520 0,404 0,393 0,454 0,234
Rato 8
MDEA
AM 0,170 0,352 0,599 0,718 0,503 0,408 0,326 0,317 0,182
Rato 9
MDEA
AM 0,130 0,408 1,604 1,241 0,704 0,557 0,466 0,663 0,146
Rato 10
MDEA 0,112
N AM 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
MDEA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Madi AM 0,000 0,060 0,303 0,881 0,824 0,725 0,536 0,415 0,425 0,231
édia
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,029 0,042 0,000 0,022 0,000
DP AM 0,000 0,083 0,089 0,489 0,312 0,301 0,155 0,080 0,144 0,087
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,066 0,058 0,000 0,050 0,000
o %) AM NC 138,9 29,3 55,5 37,9 41,5 29,0 19,4 34,0 37,4
V (%
MDEA NC NC NC NC NC 223,6 137,3 NC 223,6 NC

UE, unidade experimental; AM, amiodarona; MDEA, mono-N-desetilamiodarona; ALQ, abaixo do limite de quantificacdo (< 0,100 pg/mL); NC, nao calculado. *Os valores de
concentragao ALQ foram considerados zero para efeito de calculos.
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Nas figuras abaixo representadas, sdao demonstrados os perfis plasmaticos
correspondentes a amiodarona e MDEA, obtidos através do ensaio em DM. Na primeira,
visualizam-se os valores de concentracao plasmatica, em ug/mL, ao longo de 24 horas. Na

segunda figura, as concentracoes plasmaticas estao representadas numa escala logaritmica.
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Figura 8: Representacdo grafica dos valores plasmaticos médios de amiodarona (AM) e de
mono-N-dese-tilamiodarona (MDEA) correspondentes ao ensaio em DM, ao longo de 24 horas. Os desvios
padrao tém valores positivos e negativos iguais, em relacdo a cada um dos pontos do grafico.

GE/DM - grupo de estudo do ensaio em dose multipla; GC/DM - grupo controlo do ensaio em dose
multipla.
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Figura 9: Grafico com escala semi-logaritmica, que representa as concentracdes de amiodarona (AM) e
mono-N-desetilamiodarona (MDEA) recolhidas ao longo das 24h correspondentes ao estudo em DM.

GE/DM - grupo de estudo do ensaio em dose multipla; GC/DM - grupo controlo do ensaio em dose
multipla.
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Seguidamente, apresentam-se alguns parametros plasmaticos calculados,
correspondentes ao ensaio em DM. A analise destes parametros permitira comparar, entre o
GC/DM e o GE/DM, a quantidade de amiodarona circulante no plasma, os tempos aos quais
foram registadas as concentracdes plasmaticas maximas (Cmax), O ti2 € as constantes de

eliminacao que caracterizam cada grupo de estudo (GE/DM e GC/DM).
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Tabela 8: Parametros farmacocinéticos referentes ao GE/DM.

Parametros farmacocinéticos

= Analtos o (ug/mL) e (0) Wyl iy AUCa (0 Kat () tuzel ()
Rato 1 AM 0,624 1,000 10,030 12,026 16,600 0,0736 9,410
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
Rato 2 AM 1,084 1,000 11,340 13,724 17,400 0,071 9,780
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
AM 0,666 1,000 8,807 12,412 29,000 0,051 13,660
Rato 3 MDEA 0,106 6,000 0,212 NC NC NC NC
Rato 4 AM 1,884 1,000 12,738 16,915 24,700 0,053 13,100
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
AM ND ND NC NC NC NC NC
Rato > MDEA ND ND NC NC NC NC NC
N AM 4 4 4 4 4 4 4
Média AM 1,065 1,000 10,729 13,769 21,900 0,062 11,490
DP AM 0,584 0,000 1,692 2,219 5,960 0,012 2,202
Mediana AM 0,875 1,000 10,685 13,070 21,100 0,062 11,440
CV (%) AM 54,9 0,0 15,8 16,1 27,2 19,1 19,2

UE, unidade experimental; ND, nao determinado; NC, ndo calculado; Cx, concentracdo maxima; tmax, tempo ao qual foi registada a concentragdo maxima; AUCy.;, area
sob a curva entre as 0 horas e as 24 horas; AUC,.., area sob a curva entre as 0 horas e ; AUCrap, area sob a curva extrapolada; K., constante de eliminagao; ti,sel,
tempo de meia vida de eliminacao.
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Tabela 9: Parametros farmacocinéticos referentes ao GC/DM.

EU

Analitos

Parametros farmacocinéticos

Crax (Hg/mL) tmax (1) oy oy AUCkqm (%) Ket () tuze (h)
AM 1,241 4,000 12,988 19,543 33,500 0,057 12,180
Rato 6 MDEA 0,147 4,000 0,518 NC NC NC NC
AM 0,656 4,000 8,762 15,406 43,100 0,033 20,740
Rato 7 MDEA 0,100 6,000 0,200 NC NC NC NC
AM 0,682 1,000 9,656 15,230 36,600 0,042 16,500
Rato 8 MDEA ND ND NC NC NC NC NC
AM 0,718 2,000 8,129 12,485 34,900 0,042 16,590
Rato 3 MDEA ND ND NC NC NC NC NC
Rato 10 AM 1,604 1,000 13,350 14,969 10,800 0,090 7,690
MDEA 0,112 12,000 0,896 NC NC NC NC
N AM 5 5 5 5 5 5 5
Média AM 0,980 2,400 10,577 15,527 31,800 0,053 14,740
DP AM 0,424 1,517 2,431 2,539 12,290 0,0225 4,969
Mediana AM 0,718 2,000 9,656 15,230 34,900 0,042 16,500
CV (%) AM 43,3 63,2 23,0 16,4 38,7 42,6 33,7

UE, unidade experimental; ND, ndo determinado; NC, nao calculado; Cp.x, concentracdo maxima; tmax, tempo ao qual foi registada a concentracdo maxima; AUC,.;, area
sob a curva entre as 0 horas e as 24 horas; AUC,..., area sob a curva entre as 0 horas e «; AUCqap, area sob a curva extrapolada; K, constante de eliminacéo; ti,zei,

tempo de meia vida de eliminacao.
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Foi realizada a analise estatistica dos parametros farmacocinéticos calculados,
apresentados nas tabelas 8 e 9. Para tal, utilizou-se o teste t-student (p<0,05). Este permite
a comparacao dos valores obtidos para o GE/DM com os valores obtidos para o GC/DM. Se o
resultado do teste for p<0,05, podemos afirmar que a probabilidade de haver uma diferenca
entre os valores de GE/DM e GC/DM é de 95%. Nas tabelas abaixo estdo demonstrados os

resultados obtidos apos a realizacao do teste t-student.

Tabela 10: Analise estatistica dos parametros cinéticos da amiodarona correspondentes ao ensaio em
DM. Comparacao dos valores do GC e GE através de analise por t-student (p<0,05).

Grupo Parametro Resultado (p) Analise estatistica (p<0,05)
Crnax 0,568 S.S
tmax 0,102 S.S
Ensaio em
AUCq¢ 0,652 S.S
DM
AUG,... 0,496 S.S
Plasma
AUCextrapolado 0,334 S.S
Keliminag‘.éo 0,066 S.S
t1/z eliminacao 0,086 S.S

S.S. - sem significado estatistico

4.1.2 - Perfis e parametros farmacocinéticos plasmaticos da amiodarona
em ratos tratados concomitantemente com o extracto de Fucus

vesiculosus, em DU

Seguidamente sao apresentadas as concentracées de amiodarona e MDEA obtidas
através da analise, por HPLC, das amostras plasmaticas recolhidas durante as 24h do ensaio
em DU. Existem diferencas entre os perfis plasmaticos do GE/DU e do GC/DU, que serao
analisadas posteriormente, através do teste t-student, a fim de determinar o seu significado

estatistico.
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Tabela 11: Concentragdes plasmaticas de amiodarona e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) em ratos Wistar apoés administracao oral simultanea de uma dose Unica de
amiodarona (50 mg/kg) e extracto de Fucus vesiculosus (575 mg/kg). Ensaio correspondente ao GE/DU.

Tempo amostragem pos-dose (h)

UE Analitos (pg/mL)
0,00 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 8,00 12,0 24,0
R AM 0,107 0,192 0,330 0,390 0,381 0,373 0,432 0,427 0,271
ato 11
MDEA 0,100 0,110
AM 0,155 0,386 0,546 0,528 0,409 0,368 0,436 0,264
Rato 12
MDEA
AM 0,157 0,586 0,579 0,469 0,215 0,327 0,177 0,147
Rato 13
MDEA
R 4 AM 0,103 0,500 0,844 0,705 0,580 0,552 0,391 0,506 0,317
ato
MDEA 0,105 0,123 0,111
AM 0,324 0,480 0,664 0,694 0,726 0,656 0,516 0,358 0,194
Rato 15
MDEA 0,110
N AM 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
MDEA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Madi AM 0,000 0,107 0,297 0,562 0,583 0,537 0,441 0,407 0,381 0,239
édia
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.021 0,047 0,020 0,044 0,000
DP AM 0,000 0,132 0,177 0,209 0,128 0,129 0,170 0,072 0,125 0,067
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,047 0,064 0,045 0,060 0,000
v %) AM NC 124,0 59,7 37,2 22,0 24,0 38,5 17,7 32,9 28,2
V (%
MDEA NC NC NC NC NC 223,6 137,3 223,6 136,9 NC

UE, unidade experimental; AM, amiodarona; MDEA, mono-N-desetilamiodarona; ALQ, abaixo do limite de quantificacdo (< 0,100 pg/mL); ND, nao disponivel; NC, nao
calculado. *Os valores de concentracao ALQ foram considerados zero para efeito de calculos.
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Tabela 12: Concentragdes plasmaticas de amiodarona e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) em ratos Wistar apoés administracdo oral simultanea de uma dose Unica de
amiodarona (50 mg/kg) e veiculo do extracto Fucus vesiculosus (CMC 0,5%; per os). Valores correspondentes ao GC/DU.

Tempo amostragem pos-dose (h)

UE Analitos (pg/mL)
0,00 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 8,00 12,0 24,0
AM 0,161 0,245 1,487 0,853 0,553 0,410 0,385 0,359 0,305
Rato 16
MDEA 0,101
R . AM 0,113 0,374 0,868 1,270 0,758 0,608 0,519 0,515 0,306
ato
MDEA 0,108 0,109 0,113 0,102
R 18 AM 0,000 0,114 0,350 0,961 0,936 0,925 0,588 0,580 0,280
ato
MDEA 0,138 0,144 0,116 0,140
AM 0,125 0,291 2,197 1,126 0,721 0,522 0,433 0,420 0,250
Rato 19
MDEA
AM 0,105 0,271 1,012 1,189 1,258 1,027 0,945 0,452 0,283
Rato 20
MDEA 0,120 0,162 0,134 0,158
AM 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
n
MDEA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Madi AM 0,000 0,101 0,259 1,183 1,080 0,845 0,698 0,574 0,465 0,285
édia
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,024 0,060 0,077 0,097 0,051 0,020
DP AM 0,000 0,060 0,094 0,697 0,170 0,268 0,265 0,222 0,085 0,023
MDEA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,054 0,083 0,072 0,058 0,070 0,046
o %) AM NC 59,8 36,4 58,9 15,7 31,7 38,0 38,6 18,3 8,0
V (%
MDEA NC NC NC NC 223,6 137,7 92,9 60,3 138,2 223,6

UE, unidade experimental; AM, amiodarona; MDEA, nono-N-desetilamiodarona; ALQ, abaixo do limite de quantificacao (< 0,100 pg/mL); NC, ndo calculado. *Os valores de
concentragao ALQ foram considerados zero para efeito de calculos.
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Os valores plasmaticos médios de amiodarona e MDEA, explicitos nas tabelas

anteriores e correspondentes ao ensaio em DU, estao representados nas figuras seguintes.
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Figura 10: Representacdo grafica dos valores plasmaticos médios de amiodarona (AM) e de
mono-N-desetilamiodarona (MDEA), nos GE/DU e GC/DU, ao longo de 24 horas. Os desvios padrao tém
valores positivos e negativos iguais, em relacdao a cada um dos pontos do grafico. GE/DU - grupo de
estudo do ensaio em dose Unica; GC/DU - grupo controlo do ensaio em dose Unica.
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Figura 11: Grafico com escala semi-logaritmica, que representa as concentracées de amiodarona (AM) e

mono-N-desetilamiodarona (MDEA) recolhidas ao longo das 24h correspondentes ao estudo em DU.
GE/DU - grupo de estudo do ensaio em dose Unica; GC/DU - grupo controlo do ensaio em dose Unica.

Apresentam-se as tabelas com alguns parametros farmacocinéticos calculados a partir

dos valores de concentracdes plasmaticas, obtidos das amostras sanguineas recolhidas no
ensaio em DU.
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Tabela 13: Parametros farmacocinéticos referentes ao GE/DU.

EU Analitos

Parametros farmacocinéticos

Con (/L) tmax (h) o) ot AUCeum (%) Kot (W) tzer (M)
AM 0,432 8,000 8,777 17,474 49,800 0,031 22,240
Rato 11 MDEA 0,110 12,000 1,180 NC NC NC NC
Rato 12 AM 0,546 2,000 9,217 17,952 48,700 0,030 22,940
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
Rato 13 AM 0,586 1,000 6,014 8,390 28,300 0,062 11,200
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
Rato 14 AM 0,884 1,000 11,291 19,934 43,400 0,037 18,900
MDEA 0,123 6,000 1,344 NC NC NC NC
AM 0,726 4,000 10,140 13,055 22,300 0,067 10,410
Rato 15 MDEA 0,110 6,000 0,220 NC NC NC NC
N AM 5 5 5 5 5 5 5
Média AM 0,635 3,200 9,088 15,361 38,500 0,045 17,140
DP AM 0,174 2,950 1,970 4,637 12,470 0,0175 5,986
Mediana AM 0,586 2,000 9,217 17,47 43,400 0,037 18,900
CV (%) AM 27,5 92,2 21,7 30,2 32,4 38,7 34,9

UE, unidade experimental; ND, nao determinado; NC, nao calculado; Cnax, cONncentracdo maxima; tmax, tempo ao qual foi registada a concentracdo maxima; AUC.;, area
sob a curva entre as 0 horas e as 24 horas; AUC,.., area sob a curva entre as 0 horas e «; AUCerap, area sob a curva extrapolada; K, constante de eliminagao; tizei,

tempo de meia vida de eliminacao.
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Tabela 14: Parametros farmacocinéticos referentes ao GC/DU.

Parametros farmacocinéticos

- Analtos Coox (/L) tmax (h) o) ot AUCoum (%) Ket (W) tyzer (h)
AM 1,487 1,000 10,310 31,589 67,400 0,014 48,360
Rato 16 MDEA 0,101 8,000 0,303 NC NC NC NC
AM 1,270 2,000 12,97 21,373 39,300 0,036 19,040
Rato 17 MDEA 0,113 12,000 2,059 21,824 90,600 0,005 134,310
AM 0,961 2,000 13,553 18,353 26,200 0,058 11,880
Rato 18 MDEA 0,144 6,000 2,032 58,221 98,000 0,002 282,350
Rato 19 AM 2,197 1,000 12,122 18,608 34,800 0,038 17,980
MDEA ND ND NC NC NC NC NC
Rato 20 AM 1,258 4,000 15,389 19,271 20,100 0,073 9,510
MDEA 0,162 4,000 1,246 NC NC NC NC
N AM 5 5 5 5 5 5 5
Média AM 1,435 2,000 12,869 21,839 37,600 0,044 21,350
DP AM 0,465 1,225 1,8665 5,5782 18,270 0,022 15,621
Mediana AM 1,270 2,000 12,970 19,271 34,800 0,038 17,980
CV (%) AM 32,4 61,2 14,5 25,5 48,6 48,6 73,2

UE, unidade experimental; ND, nao determinado; NC, nao calculado; C.4, concentracdo maxima; tm.x, tempo ao qual foi registada a concentracdo maxima; AUC,., area
sob a curva entre as 0 horas e as 24 horas; AUC,.., area sob a curva entre as 0 horas e «; AUCerap, area sob a curva extrapolada; K, constante de eliminagao; tizei,
tempo de meia vida de eliminacao.
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Seguidamente apresentam-se os resultados da analise estatistica, a qual foram
submetidos os parametros farmacocinéticos das tabelas 13 e 14. O teste t-student (p<0,05)
permitiu determinar a significancia estatistica da diferenca entre os valores do GE/DU e do
GC/DU.

Tabela 15: Analise estatistica dos parametros cinéticos da amiodarona correspondentes ao ensaio em
DU. Comparacao dos valores do GC e GE através de analise por t-student (p<0,05).

Grupo Parametro Resultado (p) Andlise estatistica (p<0,05)

Crnax 0,009 Estatisticamente significativo
tmax 0,458 S.S

Ensaio em DU AUC,.; 0,037 Estatisticamente significativo
Plasma AUC,... 0,071 S.S
AUC xtrapolado 0,856 S.S
Ketiminacio 0,788 S.S
ty; eliminacao 0,488 S.S

S.S. - sem significado estatistico

4.1.3 - Analise estatistica dos valores das concentracées plasmaticas de

amiodarona dos ensaios em DM e em DU

A fim de verificar se existem diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de concentragdes plasmaticas do GE e do GC, para ambos os ensaios (em DM e em
DU), procedeu-se a analise destes através da aplicacao do teste t-student (p<0,05). A tabela

abaixo representa os resultados obtidos.

Tabela 16: Analise estatistica dos valores de concentracdo de amiodarona correspondentes aos ensaios
em DU e em DM. Comparacao dos valores do GC e GE através de analise por t-student (p<0,05).

Tempos (h) 0,25 0,5 1 2 4 6 8 12 24

p (DM) 0,924 0,876 0,424 0,880 0,394 0,719 0,612 0,105 0,281
t-student g g S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S.

p (DU) 0,622 0,667 0,097 0,001 0,018 0,124 0,116 0,390 0,239
t-student g S.S. S.S. E.S. E.S. S.S. S.S. S.S. S.S.

S.S. - sem significado estatistico; E.S. - estatisticamente significativo; h - hora(s); DM - ensaio em dose
multipla; DU - ensaio em dose Unica
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4.1.4 - Anadlise da razao entre alguns parametros farmacocinéticos do

ensaio em DM e do ensaio em DU

De modo a avaliar quais as diferencas entre o GE e o GC dos ensaios realizados
(estudo em DM e estudo em DU) procedeu-se a determinacao da razado entre GE e GC, para
ambos os ensaios. As figuras seguintes demonstram os resultados obtidos, e permitem uma

analise critica dos mesmos.
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Figura 12:Representacao das razdes entre os valores médios do GE e do GC, do ensaio em DM, para C,
AUCo_t e AUC 0-e.
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Figura 13: Representacdo das razdes entre os valores médios do GE e do GC, do ensaio em DU, para
Cmax, AUCo.re AUC o...

A razéo entre os parametros médios para a MDEA nao foi calculada devido a diminuta
quantidade de valores de concentracao, e a proximidade destes do limite de quantificacdao do
método de HPLC.
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4.2 - Concentracdes tecidulares de amiodarona e de

mono-N-desetilamiodarona, no rato

Foram recolhidos alguns 6rgaos dos ratos em estudo. O coracao € o érgdo-alvo da
amiodarona, o pulmao € um dos mais afectados pela toxicidade deste farmaco, e o figado é o
principal 6rgao metabolizador.

Seguidamente apresentam-se as tabelas com os valores de concentracao de
amiodarona e MDEA, determinados nos diversos 6rgaos (coracdo, pulmao e figado), 24 horas

apos a administracao de uma dose Unica de farmaco.

4.2.1 - Valores das concentracdoes de amiodarona e MDEA em tecidos de

orgaos de rato, pertencentes aos ensaios em DM e em DU

Tabela 17: Representacao dos valores de concentracao de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona
(MDEA) nos tecidos de 6rgaos de rato, pertencentes ao estudo GE/DM.

Coragao Pulmao Figado

AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Ratos (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Rato1 2,115 1,061 11,576 10,266 2,817 1,010
Rato2 2,358 1,144 19,618 15,640 2,780 0,880
Rato3 2,658 1,488 22,446 18,387 5,081 1,659
Rato4 3,245 1,466 18,626 13,549 5,023 1,546

GE/DM Ratob ND ND ND ND ND ND

N 4 4 4 4 4 4
Média 2,594 1,289 18,067 14,460 3,925 1,274
DP 0,487 0,219 4,620 3,427 1,301 0,386
Mediana 2,508 1,305 19,122 14,594 3,920 1,278
CV (%) 18,8 17,0 25,6 23,7 33,1 30,3

N, nimero de animais; DP, desvio padrao; CV(%), coeficiente de variacéo.

Tabela 18: Representacao dos valores de concentracao de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona
(MDEA) nos tecidos de drgaos de rato, pertencentes ao estudo GC/DM.

Coracao Pulmao Figado
AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Ratos (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Rato6 5,863 1,758 35,118 20,988 11,692 1,947
Rato7 3,589 1,470 27,222 20,730 6,516 1,698
Rato8 4,838 1,594 27,504 16,961 7,722 2,320
Rato9 3,102 1,028 20,937 15,742 6,204 1,343
GC/DM Rato10 1,345 0,702 17,173 14,351 2,276 0,698
5 5 5 5 5 5
Média 3,747 1,311 25,591 17,754 6,882 1,601
DP 1,723 0,435 6,885 2,982 3,378 0,618
Mediana 3,589 1,470 27,222 16,961 6,516 1,698
CV (%) 46,0 33,2 26,9 16,8 49,1 38,6

N, nimero de animais; DP, desvio padrao; CV(%), coeficiente de variacao.
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Tabela 19: Representacao dos valores de concentracao de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona

(MDEA) nos tecidos de drgaos de rato, pertencentes ao estudo GE/DU.

Coragao Pulmao Figado
AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Ratos (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Rato11 4,048 1,726 23,665 16,977 6,111 2,138
Rato12 3,946 1,699 32,451 22,752 4,875 1,569
Rato13 6,769 1,649 26,718 15,253 9,945 2,476
Rato14 4,707 2,230 39,593 26,536 6,464 2,272
GE/DU Rato15 2,663 1,463 22,438 19,697 4,117 1,343
N 5 5 5 5 5 5
Média 4,426 1,753 28,973 20,243 6,302 1,960
DP 1,504 0,286 7,086 4,521 2,244 0,482
Mediana 4,048 1,699 26,718 19,697 6,111 2,138
CV (%) 34,0 16,3 24,5 22,3 35,6 24,6

N, nimero de animais; DP, desvio padrao; CV(%), coeficiente de variacao.

Tabela 20: Representacao dos valores de concentracao de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona
(MDEA) nos tecidos de érgaos de rato, pertencentes ao estudo GC/DU.

Coracao Pulmao Figado
AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Ratos (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Rato16 4,342 1,870 32,686 22,618 6,812 2,235
Rato17 4,795 2,134 33,544 24,839 7,492 2,582
Rato18 4,105 1,541 26,987 16,980 5,952 1,880
Rato19 4,071 1,598 33,598 21,306 6,565 1,852
GC/Du Rat020 4,273 2,144 31,591 24,410 6,536 2,383
N 5 5 5 5 5 5
Média 4,317 1,857 31,681 22,031 6,671 2,186
DP 0,290 0,285 2,748 3,160 0,557 0,318
Mediana 4,273 1,870 32,686 22,618 6,565 2,235
CV (%) 6,7 15,4 8,7 14,3 8,3 14,5

N, nimero de animais; DP, desvio padrao; CV(%), coeficiente de variacéo.

Nos graficos seguintes comparam-se as concentracdes médias de amiodarona e MDEA,

nos diferentes orgaos analisados.
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Figura 14: Representacao das concentracdes de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) obtidas no ensaio em DM, em orgaos de rato. Comparacao da
concentracao dos compostos entre os varios orgaos. GE/DM - grupo de estudo do ensaio em dose multipla; GC/DM - grupo controlo do ensaio em dose multipla.
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Figura 15: Representacao das concentracoes de amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona (MDEA) obtidas no ensaio em DU, em 6rgaos de rato. Comparacao da
concentracao dos compostos entre os varios 6rgaos. GE/DU - grupo de estudo do ensaio em dose Unica; GC/DU - grupo controlo do ensaio em dose Unica.
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4.2.2 - Andlise estatistica dos valores das concentracdes de amiodarona e
MDEA em tecidos de 6rgaos de rato, pertencentes aos ensaios em DM e em
DU

Nas tabelas seguintes esta representada a analise estatistica dos valores de
concentracées de amiodarona e MDEA, obtidos das amostras de drgaos de rato. Utilizou-se,
para tal, o teste t-student (p<0,05) Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os valores do GC/DM e os do GE/DM, nem entre os valores do GC/DU e os
do GE/DU.

Tabela 21: Analise estatistica das concentracbes da amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona
(MDEA) correspondentes ao ensaio em DM. Comparacao dos valores do GC e GE através de analise por
t-student (p<0,05).

Grupo Coracao Pulmao Figado

Composto AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Resultado (p) 0,121 0,519 0,136 0,205 0,091 0,122
Sig. estatistico S.S S.S S.S S.S S.S S.S

S.S. - sem significado estatistico

Tabela 22: Analise estatistica das concentracdes da amiodarona (AM) e mono-N-desetilamiodarona
(MDEA) correspondentes ao ensaio em DU. Comparacao dos valores do GC e GE através de analise por
t-student (p<0,05).

Grupo Coracao Pulmao Figado

Composto AM MDEA AM MDEA AM MDEA
Resultado (p) 0,889 0,671 0,400 0,402 0,772 0,548
Sig. estatistico S.S S.S S.S S.S S.S S.S

S.S. - sem significado estatistico
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Capitulo 5 - Discussao

Os estudos que analisam as interac¢des planta-farmaco tém sido desenvolvidos ha
algumas décadas, com o intuito de evidenciar alteracdes farmacocinéticas e farmacodi-
namicas relevantes.

A descoberta de que o hipericao, um suplemento alimentar muito popular, estava
implicado em diversas interaccoes planta-farmaco foi um dos maiores alertas para a
necessidade de se proceder ao screening de inimeros produtos de origem botanica [77].
Investigacdes desenvolvidas nesta area tém demonstrado a existéncia de interaccoes
potencialmente graves que podem condicionar a salde dos doentes e a eficacia dos
medicamentos [34, 146].

O trabalho desenvolvido nesta dissertacao de mestrado pretendeu averiguar qual a
possibilidade de existir interaccao farmacocinética entre o extracto de uma alga denominada
de Fucus vesiculosus e a amiodarona, no rato, um animal usado frequentemente em estudos
pré-clinicos in vivo. Varios foram os farmacos ja testados nesta espécie animal, de modo a
estudar alguns parametros cinéticos que evidenciassem interaccdes. Contudo, a maioria dos
estudos neste ambito ainda se baseia em ensaios in vitro [77]. Apesar dos ensaios in vitro
serem mais rapidos, seguros e relativamente econdmicos, tém algumas limitacées. Uma delas
€ a incapacidade de saber quais os compostos que atingem a corrente sanguinea apos
absorcéo oral, e qual a concentracdo destes nos locais de accdo; a seleccao das moléculas a
estudar nos ensaios in vitro torna-se, deste modo, bastante complicada. A complexidade de
alguns extractos botanicos, em termos fitoquimicos, torna a tarefa de analisar cada
componente individualmente, virtualmente impraticavel. Outras limitagdes relacionam-se
com o facto de nao se saber, a priori, quais as enzimas metabolizadoras dos compostos e
quais os testes a efectuar in vitro [77]. Para além disso, os resultados obtidos in vitro nem
sempre podem ser extrapolados para o ser humano, necessitando de ensaios in vivo para
serem confirmados [77]. Neste trabalho, a inexisténcia de estudos que avaliem a interaccao
do Fucus vesiculosus com a amiodarona, e a falta de informacao acerca dos efeitos da alga no
organismo humano ou no rato, originou a necessidade de se realizar um estudo in vivo em
pequena escala, em detrimento um estudo in vitro. O rato é facilmente manuseavel, esta
bem estudado em termos fisioldgicos e anatomicos, e é usado em diversos estudos in vivo
envolvendo amiodarona. Como o grupo de trabalho tinha experiéncia adquirida com este
modelo animal e estava autorizado, pela Direccao Geral de Veterinaria, a proceder a ensaios
no rato, seleccionou-o consensualmente para o estudo. A possibilidade de recolher varias
amostras sanguineas do mesmo animal foi também um factor crucial nesta escolha.

O objectivo dos ensaios foi verificar qual a accao do Fucus vesiculosus sobre as
concentragdes plasmaticas de amiodarona e MDEA, tal como sobre a concentracao destes dois

elementos nalguns orgaos.
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Através da utilizacdo de métodos analiticos de alta precisdo aliados aos ensaios in
vivo, pretendeu-se obter resultados praticos e rigorosos, passiveis de serem extrapolados para
o ser humano. Para isso, recorreu-se a analise por HPLC, um método reconhecido pela sua
sensibilidade, alta resolucao, reprodutibilidade, precisao e capacidade para quantificar
simultaneamente diversas substancias presentes numa amostra biolégica [147, 148].
Utilizaram-se técnicas para determinacdo dos analitos, amiodarona e MDEA, que se adequam
as matrizes analisadas neste trabalho (plasma, coracdo, figado e pulmao), as quais
demonstram limites de quantificacdo e reprodutibilidade bastante aceitaveis.

Os valores de concentracdo obtidos para a amiodarona permitem tracar graficos
passiveis de serem interpretados do ponto de vista cinético, em que a variavel dependente é
a concentracdo de amiodarona ou de MDEA, e a variavel independente é o tempo. A analise
semi-logaritmica demonstrou que os valores de concentracdo plasmatica de amiodarona,
obtidos das amostras recolhidas, seguiram uma cinética que se aproxima de um processo de
primeira ordem, nas condicoes experimentais consideradas. Tal é evidenciado pela
linearidade encontrada no decréscimo das concentracdes plasmaticas representadas nos
graficos das figuras 9 e 11 [149].

A fase de distribuicao da amiodarona para os tecidos, tal como o metabolismo do
farmaco, deverdao ser os principais responsaveis pelo declinio de primeira ordem das
concentracdes plasmaticas, nas primeiras 8 horas. A difusao do farmaco por diversos tecidos
do organismo, principalmente o pulmonar, o hepatico, o musculo esquelético e o tecido
adiposo, faz com que a amiodarona possua um elevado Vp. A disposicdo do farmaco também
contempla processos de eliminacdo. Contudo, a fraccdo de farmaco administrado que é
eliminada nas primeiras horas devera ser pequena. O t;; da amiodarona, no rato, é
aproximadamente 32 horas [118], segundo a bibliografia. Nos ensaios realizados, variou entre
as 11.5 horas e as 21.3 horas.

A andlise dos dados obtidos experimentalmente foi baseada num modelo nao-
-compartimental. Teoricamente, varios modelos podem ser aplicados para descrever os
processos cinéticos do farmaco, dependendo da informacdo que se pretende obter. Para
analisar a cinética da amiodarona foram ja usados diferentes modelos farmacocinéticos,
nomeadamente, os bi e tricompartimental. As vantagens do modelo nao-compartimental sao
a simplicidade, e ndo ser necessario forcar a integracdo dos dados obtidos num modelo de
analise compartimental, mesmo que estes nao se adaptem ao modelo escolhido [150]. O
modelo nao-compartimental foi utilizado neste trabalho, para que se pudesse avaliar a
concentracdo plasmatica do farmaco no rato ao longo de 24h, sem individualizar
compartimentos especificos, que poderiam corresponder a 6rgaos ou tecidos.

A opcdo da administracao do farmaco e do extracto por via oral deveu-se a diversos
motivos, nomeadamente, a possibilidade de interaccao do Fucus vesiculosus e da amiodarona
no tracto gastrointestinal. A via oral é, também, a mais utilizada pelos doentes, devido a
possibilidade de auto-administracdo e a diversas comodidades inerentes a forma

farmacéutica, tais como, a facilidade de transporte. Contudo esta sujeita a diversas
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condicionantes. A taxa de absorcao dos farmacos varia inter e intraindividualmente,
dependendo de varios factores, tais como a velocidade de esvaziamento gastrico, o transito
intestinal, a presenca de alimentos e a formulacdo per se. Os niveis plasmaticos de
amiodarona, neste trabalho, ndo pareceram ser afectados pela presenca de Fucus vesiculosus
no tracto gastrointestinal. Aos 15 minutos pos-dose registam-se quantidades de amiodarona
no plasma de ratos, tanto no GE como no GC de ambos os estudos (tabelas 6, 7, 11 e 12;
figuras 8 e 10).

A administracao de uma dose de 575 mg/kg de extracto de Fucus vesiculosus, durante
14 dias, aos ratos, poderia provocar algumas alteracdes a nivel enzimatico e proteico,
passiveis de influenciar os perfis cinéticos de amiodarona e MDEA. Os dois mecanismos major,
envolvidos em interaccdes com enzimas ou transportadores, sao a inducdo e a inibicao. A
inibicdo pode ter como consequéncia a elevacdo dos niveis plasmaticos do farmaco, e é
passivel de ocorrer logo apds a administracao das primeiras doses do composto inibidor. Mas a
inducao demora algum tempo a desenvolver-se, devido a necessidade de sintese de proteinas
ou enzimas. Assim, a inducdo apenas pode ser verificada no ensaio em dose multipla, ja que é
o Unico em que o extracto de Fucus vesiculosus ¢ administrado regularmente, durante um
periodo de 14 dias. A observacao de alteracdes cinéticas entre o grupo de estudo e o grupo
controlo, do ensaio em dose multipla, pode indicar, deste modo, tanto alteracdes cinéticas
devido a inducdo, como a inibicdo. A analise dos resultados do estudo de dose mudltipla
demonstrou semelhancas entre as concentracdes plasmaticas do grupo de estudo e do grupo
controlo, como se verifica nas figuras 8 e 9. Posteriormente procedeu-se a verificacdo dos
valores obtidos para a razao entre GE e GC, apresentados na figura 12. O valor
correspondente a unidade determina que os parametros para GC sejam iguais aos do GE. A
obtencao de uma razao entre GE e GC menor que 1 indica que os valores obtidos para GC sao
maiores que os de GE. Através do teste t-student (p<0,05) nao foram registadas diferencas
estatisticamente significativas entre os valores plasmaticos obtidos para os grupos GC/DM e
GE/DM (tabela 10). A analise das razdes GE/GC para o estudo de dose multipla demonstrou
que tanto a AUCy.. como a AUC,.. para a amiodarona nao foram significativamente alteradas
pela administracao do extracto. Os valores de C. registados também sao idénticos, o que
indica a possivel auséncia de mecanismos indutores que diminuam os valores destes
parametros. Tais factos poderdo indicar que o Fucus vesiculosus nao altera expressivamente
as concentragoes plasmaticas de amiodarona, ao longo das 24 horas do estudo. Sugere-se,
entao, uma fraca capacidade por parte dos componentes da alga, para modificar processos
enzimaticos ou a quantidade e eficiéncia de transportadores.

A hipotese de o extracto de Fucus vesiculosus, administrado em dose Unica, provocar
efeitos inibitorios enzimaticos, passiveis de afectar as concentracdoes plasmaticas de
amiodarona, foi considerada nao s6 no ensaio em DM, mas também no de DU. A accao directa
sobre as enzimas e transportadores, através de um mecanismo competitivo é plausivel e
desenvolver-se-ia rapidamente, traduzindo-se em valores plasmaticos mais elevados de

amiodarona e MDEA. Tal nao acontece no estudo em dose Unica, que contempla a
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administracao concomitante de extracto de Fucus vesiculosus e amiodarona. Os resultados do
ensaio em DU demonstram alteracoes significativas nos perfis plasmaticos do farmaco, entre o
GC e o respectivo GE, com ocorréncia de diminuicao da concentracdo de amiodarona no
plasma (figuras 10 e 11). De modo a averiguar qual o significado estatistico das diferencas
registadas entre o GC e o GE, sujeitaram-se os valores de concentracao plasmatica de
amiodarona do estudo em DU (tabelas 11 e 12) a um teste t-student (p<0,05) (tabela 16).
Assim, verificou-se que, aos tempos t=2,0h e t=4,0h, a probabilidade de os valores das
concentracdes plasmaticas de amiodarona serem diferentes é de 95%. Para além de se
registarem alteracdes pontuais nas concentracdes plasmaticas de farmaco, foram também
analisadas as alteragdes provocadas noutros parametros farmacocinéticos. As figuras 12 e 13
demonstram as razoes calculadas para os valores médios de Ca, AUC,.c € AUC,... , entre os GC
e GE de ambos os estudos. Através da analise do grafico, considera-se que o extracto de
Fucus vesiculosus provocou maiores alteragdes nos parametros farmacocinéticos do ensaio em
DU do que nos do ensaio em DM; os valores obtidos para o GC sao sempre superiores aos do
GE. De modo a validar tais afirmacdes, submeteram-se os valores em analise a um teste t-
student (p<0,05). Pode-se, através dos resultados obtidos no teste, afirmar que a
probabilidade de os valores de Ca € AUC,.; do GC e GE serem diferentes é de 95% (tabelas 10
e 15). Assim, é possivel assegurar que, para além do extracto de Fucus vesiculosus poder
alterar pontualmente as concentracdes plasmaticas de amiodarona, nomeadamente nas
primeiras horas pos-dose, também altera a quantidade de amiodarona presente no organismo,
ja que modifica significativamente os valores de AUC_;.

Estando afastada a possibilidade da alteracao nos valores plasmaticos de amiodarona,
provocada pelo Fucus vesiculosus, ser derivada de uma accao sobre enzimas ou
transportadores, procurou-se justificar tais alteracdes nos perfis cinéticos. Estas poderao
advir de interacgdes fisico-quimicas a nivel do tracto gastrointestinal. Uma hipotese provavel
sera baseada na accdo das fibras dietéticas de Fucus vesiculosus sobre a amiodarona. O
conteldo em fibras dietéticas desta alga demonstrou ser elevado. Diaz-Rubio et al [74] refere
valores de 59% no extracto seco bruto de Fucus vesiculosus. Estas fibras sao responsaveis por
diversos efeitos fisiologicos, nomeadamente a nivel do metabolismo do colesterol, devido a
capacidade dos polissacaridos o reterem no tracto gastrointestinal. Outros efeitos sao a
retencdo de agua no intestino, inerente a capacidade retentiva de agua das fibras, e o
aumento do volume fecal [95]. Alguns destes efeitos ndo sdo especificos das fibras do Fucus
vesiculosus, e podem ser observados apos a ingestdao de trigo, cevada e maca, contudo
nenhum possui uma percentagem de fibras tao elevada como o Fucus vesiculosus [74]. As
alteracdes que podem provocar nos processos absortivos ja foram alvo de estudo por diversas
ocasides. Alguns casos demonstraram que as fibras diminuem a absorcao de medicamentos,
tais como o litio, antidepressivos triciclicos e carbamazepina [73]. Os resultados obtidos no
GE/DU demonstram alteracdes nos perfis cinéticos de amiodarona que poderao também estar
relacionadas com o elevado contetdo em fibras da alga. Uma analise das tabelas 11 e 12

demonstra que, para todos os ratos do GE/DU, aos quais foi administrado Fucus vesiculosus
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concomitantemente com amiodarona, houve uma diminuicdo da absorcao do farmaco em
comparacao com o GC/DU. Alguns estudos indicam que as fibras vegetais nao alteram a
velocidade do transito gastrointestinal, mais um facto que reforca a possibilidade de serem
estas as interactuantes e responsaveis pela alteracdo nos perfis cinéticos de amiodarona
[151].

Na bibliografia ainda ndao foram descritas interaccées entre o Fucus vesiculosus e
outros farmacos, pelo que o mecanismo apresentado € hipotético e necessita de ser
comprovado através de mais estudos.

As concentracbes de MDEA situaram-se proximas do limite de quantificacdo do
método de HPLC, durante o periodo de 24 horas, tanto para o ensaio em DM como em DU.
N&o é possivel, assim, avaliar a ocorréncia de variacoes cinéticas entre o GC/DM e o GE/DM
ou o GC/DU e o GE/DU. Contudo, verifica-se que a amiodarona foi metabolizada ao seu

principal metabolito, MDEA, tal como é descrito na bibliografia [104, 105, 112].

Apés a analise dos valores de concentracao plasmatica, discutir-se-dao os de
amiodarona e MDEA em 6rgaos de rato.

Varios estudos indicam o pulmao como o local onde a amiodarona se acumula em
maior extensdao [107, 115, 117, 122]. Esta afirmacdo é concordante com o obtido
experimentalmente neste trabalho (figuras 14 e 15). A média das concentracbes de
amiodarona no pulmao, tanto no estudo em DM como em DU foram bastante superiores
aquelas obtidas tanto para plasma, como para o coracdo ou o figado. Nao foram registadas
diferencas significativas através do teste t-student (p<0,05) entre os GE/DM e GC/DM ou os
GC/DU e GE/DU, quando foram consideradas as concentra¢ées de amiodarona e MDEA no
pulmao (tabelas 21 e 22).

Camus et al [132], através de estudos realizados em pulmédo de rato, registou a
auséncia de metabolismo de amiodarona neste 6rgdao. O aumento das concentracdes de
amiodarona a que o pulmao é exposto, nao limita o processo de captura do farmaco pelo
tecido pulmonar. Seki et al [152] refere que a acumulagao de MDEA no pulméao é maior do que
a de amiodarona, podendo atingir valores cinco vezes superiores ao do farmaco. O pulméao
tem uma capacidade captativa de MDEA, a partir do meio circundante ao tecido pulmonar,
ainda maior que para a amiodarona [132]. Para além deste facto, a MDEA é mais citotoxica
que a amiodarona, sobre as células pulmonares, e também nao é metabolizada [132, 152].

E possivel que o extracto de Fucus vesiculosus nao afecte os niveis de amiodarona ou
MDEA no pulméao, mas tal devera ser confirmado através de um estudo com maior nimero de
unidades experimentais, e mais amostras recolhidas. Aconselha-se também a realizacdo de
testes histologicos de modo a averiguar qual a influéncia dos componentes do extracto de
Fucus vesiculosus sobre a toxicidade celular da amiodarona.

A hepatotoxicidade decorrente da administracao de amiodarona ocorre em cerca de 6
por cada 1000 doentes. Apesar da percentagem ser diminuta, este fenomeno pode provocar a

morte. O Fucus vesiculosus nao demonstrou afectar as concentracées de amiodarona ou MDEA
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no tecido hepatico (tabelas 21 e 22; figuras 15 e 16). Poder-se-a avaliar a accdo do extracto
de Fucus vesiculosus sobre a capacidade metabolizadora do figado (transformacao de
amiodarona e MDEA) mas, para atingir tal objectivo, sera necessario desenhar um estudo de
algumas semanas, com recolha de amostras sanguineas durante varios dias consecutivos.

O coracéo € o 6rgdo-alvo da amiodarona e da MDEA. Alteracdes, nos niveis de farmaco
ou do seu metabolito activo nos tecidos cardiacos, poderao comprometer as propriedades
farmacoldgicas da amiodarona. A analise estatistica das concentracdes de amiodarona e MDEA
no coracao nao identificou diferencas significativas, através do teste t-student (p<0,05),
entre os GC e GE de ambos os estudos (tabelas 21 e 22). Assim, apesar de haver uma
diminuicdo da concentracao plasmatica de amiodarona, devido a administracao concomitante
de Fucus vesiculosus com o farmaco, este procedimento nao parece afectar os niveis
cardiacos de amiodarona, e podera ndo comprometer a accao farmacologica do farmaco.

Adicionalmente, analisou-se a variacao da massa corporal dos ratos pertencentes ao
ensaio em DM. Esta ndo parece demonstrar alteracoes significativas entre o GC e o GE desse
mesmo ensaio (figura 18 - anexos). Contudo, o intervalo de tempo considerado (15 dias) nao é
o mais indicado para percepcionar alteracdes na massa corporal dos ratos, ja que tal medicao
nao foi um objectivo do estudo. Um procedimento experimental que contemplasse varias
semanas seria o ideal se se pretendesse medir o efeito do extracto de Fucus vesiculosus sobre

a massa corporal do rato.

O estudo realizado teve diversas limitacoes:

e O nimero de animais em cada grupo de estudo foi reduzido e, deste modo, a
variabilidade interindividual afectou bastante os resultados, com elevados
desvios-padrao registados. Contudo, este trabalho pretendeu ser um screening, pelo

que néo se justificou sacrificar um maior nimero de animais nesta fase inicial.

Os estudos foram realizados apenas com uma dose de extracto. A comparacao do
efeito de diversas doses de extracto sobre as concentracoes de amiodarona, a nivel

plasmatico e dos tecidos, também poderia ser analisada, nos ratos.

O rato é um modelo animal usado regularmente em estudos pré-clinicos in vivo mas
nao possui um organismo totalmente idéntico ao humano. Assim, apesar de os
resultados obtidos demonstrarem alteracbes nos perfis farmacocinéticos de

amiodarona no rato, tal nao devera ser extrapolado directamente para o ser humano.

A amiodarona possui um t,, elevado, que podera ultrapassar as 24 h. Um estudo
limitado a 1 dia ndo permite analisar todo o perfil cinético da amiodarona no

organismo do rato.

Um estudo em dose mdltipla, cuja administracdo de amiodarona fosse concomitante
com a de extracto de Fucus vesiculosus, permitiria averiguar qual o efeito do
extracto nas concentracées de amiodarona, plasmaticas e a nivel dos tecidos, ao
longo de um determinado periodo de tempo. Tal é sugerido porque a amiodarona é

um farmaco que pode ser administrado durante varios meses a um doente, que
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podera também ingerir Fucus vesiculosus no mesmo periodo de tempo. Devido ao seu
elevado V, e ao ty;, apenas atinge concentracdoes de steady state apds varias
semanas de administracdo, altura favoravel para analisar as alteracdes provocadas

pelo extracto nas concentracdes plasmaticas e teciduais de amiodarona e MDEA.

De forma a averiguar qual o mecanismo implicado nas alteracdes registadas nos perfis
farmacocinéticos plasmaticos de amiodarona, sera necessario proceder a novos estudos,
direccionados para os processos de absorcao. A investigacao do efeito das fibras de Fucus
vesiculosus sobre a amiodarona permitira perceber se sdao estas as responsaveis pelas
alteracdes registadas na quantidade de amiodarona circulante no plasma. Se tal ocorrer, a
amiodarona podera nao ser a Unica a ser afectada, e estudos com outros farmacos deverdo

ser realizados.
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Capitulo 6 - Conclusao

0 trabalho desenvolvido no ambito desta dissertacdo de mestrado enquadra-se numa
linha de investigacdo que se tem desenvolvido no Centro de Investigacdo em Ciéncias da
Salde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI), em parceria com o Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra, com a finalidade de evidenciar
potenciais interaccées farmacocinéticas entre algumas plantas e farmacos de margem
terapéutica estreita. Durante a execucao do trabalho experimental foi possivel aplicar e
testar técnicas desenvolvidas pelo grupo de trabalho, facto que demonstrou ser uma mais-
valia para o desenvolvimento da dissertacao.

Varios autores tém referido que é necessario estudar cautelosamente as
propriedades das plantas utilizadas em suplementos alimentares, de modo a evitar que estas
causem toxicidade ou efeitos indesejados no ser humano. O tema abordado na dissertacao
pretende contribuir para o aumento do conhecimento cientifico acerca dos suplementos
alimentares a base de plantas e os seus efeitos sobre outros medicamentos de margem
terapéutica estreita, estudando as interaccées farmacocinéticas entre o extracto de Fucus
vesiculosus e a amiodarona.

Os resultados obtidos demonstraram que o Fucus vesiculosus altera alguns
parametros cinéticos da amiodarona, quando administrado concomitantemente com o
farmaco, por via oral. Regista-se um decréscimo estatisticamente significativo na C.. € da
AUC, para a amiodarona, em plasma de rato, quando o Fucus vesiculosus é administrado
concomitantemente com este farmaco. Hipotetiza-se que tal ocorréncia podera decorrer do
grande conteldo em fibras que o Fucus vesiculosus apresenta, e que impedem a absorcdo de
uma parte do farmaco a partir do tracto gastrointestinal, mas estudos posteriores sao
necessarios para confirmar o mecanismo associado a diminuicdo das concentracoes
plasmaticas. Contudo, a diminuicdo das concentracdes plasmaticas de farmaco ndo parece

afectar a concentracao de amiodarona no local de accao, os tecidos cardiacos.
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Anexos

Anexo 1 - Cromatogramas obtidos através da analise por HPLC

(exemplo).
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Figura 16: Cromatograma obtido através da analise das amostras de plasma de rato (correspondente a
colheita da amostra, 6 horas pos-dose de amiodarona), por HPLC (exemplo). A segunda imagem
corresponde a diminuicdo da escala de unidades de absorvancia; tal permite verificar a presenca de
MDEA no plasma, correspondente ao pico de absorvancia aos 3 minutos. TMX - tamoxifeno;
AM - amiodarona; MDEA - mono-N-desetilamiodarona.
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Coracao
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Figura 17: Cromatogramas obtidos através da analise das amostras de tecidos de rato, por HPLC
(exemplo). Verifica-se que o padrao interno (TMX) é eluido, aproximadamente, aos 2 minutos. A MDEA,
metabolito principal da amiodarona, é eluida, aproximadamente, aos 2 minutos e 40 segundos. A
amiodarona corresponde ao Ultimo pico de absorvancia

(aproximadamente aos 4 minutos).
TMX - tamoxifeno; AM - amiodarona; MDEA - mono-N-desetilamiodarona.
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Anexo 2 - Grafico com a representacao da variacdo da massa dos

ratos em estudo (ensaio em DM)
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Figura 18: Grafico representando a variacao de massa, dos animais do ensaio em DM (GE e GC), durante
os 15 dias em que decorreu o estudo. Os ratos que pertenceram ao GE (Rato r.yes.) do ensaio em DM tém
a variacdo da massa corporal representada a M. A variacdo de massa corporal dos animais que
integraram o GC (Rato cyc o,5%) do ensaio em DM estd representada a W.
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