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RESUMO

CROSIGNANI, N. Estudo Farmacocinético e Farmacodindmico do cloridrato
metadona por via oral, intramuscular e intravenosa e carreadores lipidicos
nanoparticulados de metadona via oral em equinos. 2013. 85f. Tese (doutorado)
em Anestesiologia. Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2013.

Justificativa e Objetivo: Estudos para desenvolver técnicas mais aperfeicoadas na
abordagem da dor merecem atencdo. As nanoparticulas sdo carreadores de
farmacos, que podem aumentar sua eficacia terapéutica e diminuir os efeitos
adversos. Ao considerar a possivel excitacdo causada pelo uso de opioides por via
IV, objetivou-se estudar opgdes alternativas a esta via para administrar metadona
em equinos. Método: seis éguas, de 2 a 4 anos, com peso medio de 354 + 34 kg
receberam com intervalo de sete dias e de forma aleatéria 0,5 mg/kg de cloridrato de
metadona O, IM e IV e nanopatrticulas lipidicas solidas O. O avaliador ndo ciente do
tratamento registrou a presséao arterial sistolica (PAS), a distancia do labio inferior ao
chéo, as frequéncias cardiaca e respiratéria, a motilidade intestinal e os limiares
nociceptivos térmico, mecanico e elétrico durante 4 horas. Colheu-se sangue
durante 6 horas para posterior analise da concentracéo plasmatica de metadona por
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). Avaliaram-se os perfis plasmaticos de
metadona por abordagem ndo compartimental e compartimental. Analisou-se 0s
dados paramétricos por modelos de medidas repetidas para avaliar diferencas entre
os tratamentos e momentos. Usou-se o teste de Tukey para ajustar os valores-P
resultantes das comparacdes multiplas. Para dados ndo paramétricos, utilizou-se o
teste Wilcoxon para comparar os tratamentos em cada momento e o de Bonferroni
para ajustar o valor-P resultante das comparacfes multiplas (p < 0,05). Resultados:
Em relacdo ao valor basal, nos animais tratados por via IV, a PAS aumentou por 80
minutos, 0s movimentos intestinais diminuiram entre 45 e 80 minutos e o limiar
nociceptivo mecanico aumentou por 45 minutos. O limiar nociceptivo térmico
aumentou em relacdo ao basal aos 60 e 80 minutos nos grupos IM e IV
respectivamente e elétrico aumentou ap6s o valor basal por 140 minutos apds
metadona IM e de 45 até 240 minutos apds metadona IV. A metadona apresentou

eliminacéo rapida (0,92 + 0,32 L/h/kg para 1V) e meia vida curta (0,63 + 0,11 h para



IV) com tempo de retencdo média (TRM) para a via IV de 0,97 £ 0,17 h. O modelo
de um compartimento aberto, com eliminagcdo de primeira ordem, descreveu
adequadamente os dados plasmaticos ap6s administracdo de metadona em todos
0s grupos. Escolheu-se o modelo com esquema de peso dois, por apresentar o
melhor ajuste dos pontos. Conclusdes: Independente da via de administracdo, a
metadona apresenta um perfil farmacocinético de eliminacdo de primeira ordem e
curta meia-vida, adaptando-se a um modelo de um compartimento. Tanto a
metadona administrada por via oral na forma injetavel de cloridrato e
nanoparticulada, apresentam perfil farmacocinético similar, entretanto sem efeito
antinociceptivo. A metadona administrada pelas vias IM e IV desencadeou efeito
antinociceptivo predominantemente para estimulo térmico e elétrico. Dada a
excitacdo, ativacdo simpatica e hipomotilidade intestinal observadas apenas apos
administracdo de metadona IV, a via IM € aparentemente mais segura para a

espécie equina.

Palavras chave: Metadona, cavalo, farmacocinética, nocicepcgao.



ABSTRACT

CROSIGNANI, N. Pharmacokinetic and Pharmakodynamic study of orally, in-
tramuscular and intravenous methadone hydrochloride and orally nanostruc-
tured lipid carriers of methadone in horses. Botucatu, 2013. Doctorate in Anes-
thesiology. Medicine College of Botucatu. Paulista State University “Julio de

Mesquita Filho”.

Introduction: Studies for the development of improved techniques for pain
management deserve attention. Nanoparticles are carriers of drugs used to increase
therapeutic efficacy and decrease adverse effects. Excitement is usually observed
when opioids are administered intravenously. This study aimed to investigate new
options, besides the intravenous route, for methadone administration in horses. The
antinociceptive effect, physiologic parameters and pharmacokinetics (PK) were
evaluated. Method: Six mares (354 + 34 kg; 2 - 4 years) received 0.5 mg/kg of oral,
intramuscular and intravenous methadone or orally methadone nanoparticles
formulation prepared in-house, at one week interval. A blinded observer registered
non invasive systolic arterial blood pressure (SAP), heart and respiratory rates,
distance from the floor to animal’s muzzle, intestinal motility, and mechanical, thermal
and electrical nociceptive thresholds for four hours. Blood samples were collected for
up to six hours for measurement of plasma methadone concentration. Methadone PK
was evaluated by non-compartmental and compartmental modeling. Two way
ANOVA followed by Tukey or Wilcoxon test was used to compare differences among
groups, followed by Bonferroni correction for multiple comparisons (P < 0.05).
Results: Compared to basal values, IV methadone increase SAP for 80 minutes,
reduced intestinal motility between 45 and 80 minutes and increased mechanical
threshold for 45 minutes. Thermal nociceptive thresholds increased for 60 and 80
minutes after IM and IV methadone and electrical nociceptive thresholds increased
for 140 minute after IM methadone and from 45 to 240 minutes after IV methadone.
After IV methadone, elimination was rapid (0.92 + 0.32 L/h/kg for 1V), half life was
short (0.63 £ 0.11 h for IV) and mean retention time was 0.97 + .0.17 h. One open
compartmental model with first order elimination best described the plasma PK in all
groups. Conclusions: Methadone PK profile was of first order elimination and based

in one compartment model. Both O and NO methadone showed a similar PK profile,



but none produce antinociception. Thermal and electrical antinociception were
observed after both IM and IV methadone, however considering that IV methadone
produced excitement, sympathetic activation and reduced intestinal motility, IM
methadone is apparently safer than IV methadone to be used in horses.

Key words: Methadone, horse, pharmacokinetic, nociception.
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1. INTRODUCAO

A prevencédo e terapéutica da dor apresentam importancia clinica em seres
humanos e em animais, pois a dor compromete diversas fun¢des organicas. Embora
se reconheca a importancia de se tratar a dor nos dias atuais, estudos para o
desenvolvimento de técnicas mais aperfeicoadas e modernas na abordagem da dor
merecem atencdo. A morfina é tradicionalmente a base para o tratamento da dor e,
embora eficiente, causa analgesia de curta duracdo e efeitos adversos em equinos
(1), e estes poderiam ser minimizados por meio de novas técnicas de administracdo

de farmacos do mesmo grupo.

Embora os opioides sejam considerados as substancias analgésicas mais
potentes para equinos, seu uso € limitado nesta espécie devido ao risco de efeitos
adversos, como excitacdo, aumento da atividade locomotora e tonus muscular,
hipomotilidade intestinal e estimulagdo cardiovascular. Estes efeitos vao ser
influenciados pelo opioide utilizado, via de administracdo, dose e TRM do farmaco
(2-4). Apesar do uso de opioide pela via epidural ser promissor para analgesia em
equinos, este procedimento apresenta limitagcdes técnicas, possibilidade de
analgesia segmentar e necessidade de administracdo do agente por injecdo no
espaco epidural com riscos inerentes a via (5-7). Em seres humanos a administracéo
oral de opioides apresenta uma boa relacdo custo-beneficio, desta forma, esta via
poderia ser uma alternativa efetiva a outras vias e também apresentar eficacia em

equinos (8).

De forma diversa dos opioides agonistas totais, a metadona além de ser um
agonista Y, € um antagonista de receptor N-metil D-aspartato (NMDA), e inibe a
recaptacdo de norepinefrina, o que poderia contribuir para uma analgesia mais
eficiente, tendo em vista que tem sido utilizada com sucesso em seres humanos

com dor crbnica refrataria ao uso de morfina (9).

As nanoparticulas tem atraido intenso interesse nos Ultimos anos, pois esses
sistemas podem prover vetorizacdo de forma sustentada, controlada e atuar como
carreadores de farmacos, o que aumenta a eficacia terapéutica e diminui os efeitos
adversos (10). O tratamento da dor com o uso de opioides em equinos tem
apresentado limitacbes pela curta meia-vida quando administrados por via

parenteral, assim como pelos efeitos colaterais. Uma formulacdo que permita o
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efeito terapéutico com menor quantidade de metadona pode, potencialmente, pelo
fato de utilizar doses menores, diminuir o custo do tratamento antélgico nos equinos,
com uma possivel maior eficdcia analgésica e menores efeitos adversos, como
aumento da atividade locomotora, excitacdo do SNC e simpético e hipomotilidade
intestinal. Desta forma, a hipotese geral deste estudo foi que metadona sob a forma
nanoencapsulada promoveria analgesia com doses menores de farmaco e
consequentemente com menor risco de efeitos adversos, além de um efeito mais
prolongado. Também se propds a investigar uma alternativa a via intravenosa pelo
estudo da via intramuscular, no intuito de diminuir os efeitos adversos do farmaco
mantendo o efeito analgésico. Neste contexto, este estudo pretende avaliar a
farmacodinamica e farmacocinética do tratamento com metadona em nanocapsulas
por via oral em equinos, assim como do cloridrato de metadona por vias oral,

intramuscular e intravenosa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os opioides sao farmacos que atuam em receptores opioides e, por
conseguinte, induzem a uma analgesia intensa, acompanhada de efeitos adversos
significativos. A partir desta premissa, procurou-se desenvolver congéneres
sintéticos potentes com menos efeitos colaterais, quando sintetizou-se agonistas
totais e parciais, agonistas/antagonistas e até mesmo antagonistas opioides no
sentido de estender as opc¢des terapéuticas (11).

Diante do exposto em epigrafe, pode-se afirmar que a metadona € um opioide
sintético agonista , que foi sintetizado em 1943 pelos alemées, durante a segunda
guerra mundial, como alternativa ao uso de morfina. Além de ser um agonista H,
atua como antagonista de receptores NMDA, bem como inibe a recaptacdo da
serotonina e norepinefrina no SNC (9, 12-15). E comercializada como uma mistura
racémica de dois enantidmeros: as formas R e S. A primeira forma possui poténcia e
afinidade com receptores opioides dez vezes maior do que a segunda; a forma S é
responsavel pela acdo nos receptores NMDA, serotonina e norepinefrina (9). Essas
acOes fazem com que a metadona seja um farmaco potencialmente vantajoso em
dores neuropaticas severas e refratarias a outros opioides. Além disso, a inibicdo da
recaptacdo de neuropeptideos pode ser interessante para o tratamento de dor
cronica e hiperalgesia (16, 17). Aléem do efeito benéfico da analgesia, sdo descritos
em humanos efeitos indesejaveis como euforia, depressao respiratdria e arritmias
cardiacas (18, 19).

A metadona apresenta pH alcalino e pKa de 9,2, é lipofilica e possui alta
ligacdo as proteinas plasmaticas inclusive a albumina, lipoproteinas e glicoproteinas
(20). Seu TRM em equinos submetidos a 0,4 mg/kg foi de 122.4 min, o que é
considerado curto quando se pretende um tratamento antalgico pds-cirargico
prolongado (8). Este farmaco possui caracteristicas que contribuem com uma alta
solubilidade e permeabilidade, como peso molecular baixo (< 500 Da) e alta
lipossolubilidade (21).

2.1 Farmacodinamica e Farmacocinética
Farmacodinadmica € a ciéncia que estuda a a¢do de um farmaco sobre o
organismo, microrganismos ou parasitas. Utiliza modelos tanto in vitro (células ou

tecidos), ex vivo (tecidos ou células previamente expostos a um farmaco no animal),
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como in vivo (medindo o efeito antinociceptivo de um analgésico), podendo

empregar uma grande gama de metodologias (22).

Farmacocinética é a ciéncia que estuda a cinética da absorcdo da droga,
distribuicdo e eliminacdo (metabolismo e excre¢ao). A descricéo sobre a distribuicao
e eliminacdo geralmente € denominada disposicdo do farmaco. O estudo da
farmacocinética envolve aproximacfes experimentais (técnicas de amostragem,
métodos analiticos para a mensuracdo de concentracbes plasmaticas) e tedricas
(modelos farmacocinéticos para predizer a disposicdo do farmaco apds sua

administracao) (23).

Em uma analise ndo compartimental dos dados é feita a descricdo das
concentragfes plasmaticas ao longo do tempo, comecando com o calculo da area
sob a curva, e a estimacdo do final da mesma (inclinacéo). Neste tipo de analise,
nao se assumem formas na curva. A area sob a curva (ASCy.) pode ser calculada
pela soma dos trapezoides (linear ou logaritmica), tomando os valores entre 0 tempo
zero e o ultimo tempo. Para ter a concentracdo no tempo zero (Co), extrapolamos o
logaritmo da concentracdo ao longo do tempo até o tempo zero. O logaritmo
extrapolado até o eixo do tempo dara o valor da area sob a curva extrapolada
(ASCex), que somada a ASCy.; € denominada ASCo. (24).

Dentre os parametros farmacocinéticos que podem se estudados, a
depuracéo € um dos que tém maior relevancia, ja que este sera o que determinara a
exposicao total do paciente ao farmaco e a dosagem a ser utilizada para manter a
concentracdo plasmatica dentro da janela terapéutica (junto com a concentragcao
plasmatica terapéutica, se a administracdo for extravascular, a biodisponibilidade).
Ira medir a habilidade total do organismo para eliminar o farmaco, utilizando-se de
modo geral o termo depuracdo plasmatica, jA que o plasma € a matriz mais
comumente utilizada para medir as concentracdes circulantes do farmaco (25).
Define-se a depuracdo plasmatica como a relacdo entre a taxa de eliminacdo do
farmaco e a concentracdo plasmatica do farmaco, que vem a suprir 0 processo

eliminatério. Matematicamente é a razao da dose com a ASCo.. (24).

Se pensarmos em uma interpretacdo fisiolégica da depuragdo, devemos
considera-la como uma relagdo entre a quantidade de farmaco que é eliminado
durante a passagem pelo 6rgdo de eliminacdo (no caso da metadona, figado com

principal via de eliminagéo nas fezes) e o débito cardiaco. (9, 25).
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Meia-vida plasmética é o tempo necessario para diminuir a concentracao no
plasma do farmaco pela metade apoOs alcancar um pseudoequilibrio. Para seu
calculo se utiliza o valor da inclinacdo final da curva, que expressa quanto do
farmaco € eliminado por hora. Meia-vida € um parametro dependente de variaveis
fisiologicas, como extensdo do volume de distribuicdo e a somatoéria da depuracdo
de vérios ¢6rgdos (figado, rim, e outros, como pulmdo), 0os quais por sua vez
dependem de outros fatores (como perfusdo tecidual, fracdo livre em plasma,
afinidade do farmaco pelo sistema enziméatico e pelas proteinas plasmaticas, volume
plasmético). Ao depender destas varidveis, se categoriza a meia-vida como um
parametro farmacocinético hibrido, o que faz dela um parametro pobre para avaliar a
influéncia de parametros fisiolégicos ou patolégicos na disposicdo dos farmacos
(26). Um exemplo disto poderia ser o acontecido na pesquisa de Riviere et al. (27).
Nesta, estudaram a farmacocinética da gentamicina em equinos antes e apos
nefrotoxicidade, e os equinos afetados tiveram uma diminuicdo na depuracdo de
40%. No entanto, a meia-vida permaneceu inalterada, pois o volume de distribuicédo
diminuiu na mesma proporcao. A importancia do calculo do tempo de meia-vida
reside em poder determinar a persisténcia do farmaco no organismo na fase terminal
— 0 que sera importante para indicar os intervalos para a administracdo de uma
medicacdo em um paciente —, e, se pensarmos em um regime multidose, em

prevenir uma possivel acumulacéo (26).

Para expressar o tempo de persisténcia do farmaco no organismo € melhor
utilizar outro parametro farmacocinético, o TRM. Seu calculo é feito com a relagéo
entre ASCy.. € ASMCy.., € expressa o tempo em que uma molécula do farmaco

permanece no organismo (23).

O volume aparente de distribuicdo expressa a relacdo entre a quantidade de
uma droga no organismo e a concentracdo plasmatica em um momento
determinado. Este parametro farmacocinético vai determinar a dose a ser utilizada
de um farmaco, assim como a meia-vida (a maior Vd, maior sera a meia-vida) (28).
Para seu calculo iremos utilizar a dose administrada dividida sob o valor da Co,

utilizando os parametros da area sob a curva em tempo zero e a extrapolada (24).

Quando o farmaco é administrado por via extravascular, ocorre um processo
de absorcdo antes que a droga atinja a circulacdo sistémica, o qual vai depender

das propriedades farmacéuticas do produto assim como da via de administracéo.
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Este processo pode ser quantificado pelo parametro de biodisponibilidade (F), e &
geralmente expresso em porcentagem. Devemos distingui-lo do termo absorcao, ja
que, por exemplo, um farmaco pode ter 100% de absor¢cdo e uma baixa
disponibilidade a causa de uma metabolizacdo pulmonar rapida, como é o caso da
PgF2a, a qual apresenta 90% de metabolizagdo pulmonar (29). Estratégias para
aumentar a biodisponibilidade de um farmaco sdo novas vias de administracdo e

formulacdo com maior penetragao.

2.1.1 Farmacométrica
Farmacométrica € a ciéncia que desenvolve e aplica modelos matematicos e
estatisticos para biologia, farmacologia, doencas e fisiologia no intuito de descrever,

compreender e quantificar as interacdes entre xenobidticos e animais (30).

Ao longo da historia a medicina veterinaria tem investigado os dados
farmacodinamicos e farmacocinéticos de forma nao integrada, ja que, na maior parte
dos estudos, primeiro se determina a dosagem para posteriormente realizar o estudo
clinico do farmaco, e as vezes nao se registram estudos farmacocinéticos para os

farmacos utilizados (31, 32).

Em trabalhos em que se pesquisa a farmacodinamica do farmaco, teremos
somente o dado da massa administrada (mg/kg), e em estudos com farmacocinética
e farmacodinamica, estudaremos o perfil de concentracdo no tempo, ou seja, tanto
os efeitos da dose administrada como a influéncia do animal sobre o farmaco

(depuracao, distribuicdo, etc.).

A andlise ndo compartimental dos dados é mais facil de executar e menos
subjetiva, o que leva a ter resultados mais robustos que na analise compartimental.
No entanto, informa pouco sobre a disposi¢do do farmaco e pouco se pode predizer
dos seus dados, mas é o0 passo prévio para uma posterior analise compartimental
dos dados (23, 30).

Um modelo farmacocinético basicamente € uma equacao determinada por
parametros em que se escolhe aquela que melhor se adapta aos dados, e que vai
predizer o perfil das concentragfes plasmaticas (urina, fezes, liquido cerebrospinal,
etc.) ao longo do tempo. A equacgdo escolhida podera ser ajustada para predizer

diferentes condi¢gbes, como diferentes doses, efeitos de tratamentos multidose e
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diferentes vias de administracdo. Entre as desvantagens dos modelos
farmacocinéticos se incluem a complexidade inerente, as assuncdes que o
pesquisador faz sobre o modelo para a escolha do mesmo, como sobre a forma da
curva, o que leva a possibilidade de falha para encontrar a melhor solugéo para o
modelo. Devido a isso, para poder fazer uma boa modelagem, é essencial a boa
escolha dos pontos a serem coletados no delineamento experimental, calculando a
quantidade de amostras, o tempo da primeira colheita e do Ultimo ponto (30).

Ap6s uma injecdo em bolus, podemos predizer a relacdo da concentracdo ao
longo do tempo em modelos de um, dois ou trés compartimentos. Quanto maior for o
namero de compartimentos aos que se adapte o modelo, mais valores serao
estimados, levando a diminuicdo do poder estatistico dos dados, ja que a quantidade
de dados para as assun¢fes ndo muda. Por isso, deve-se escolher sempre o

modelo mais simples que se adapte aos dados (23, 30).

Bioequivaléncia se refere ao estudo do efeito de um farmaco, quando comparado
um produto em teste com um segundo farmaco de referéncia. Estes testes podem

ser feitos tanto em forma in vitro como in vivo (23).

2.2 Opioides e analgesia em medicina veterinaria

O uso de analgésicos opioides em cavalos € justificado quando os beneficios
da analgesia sdo maiores que 0s possiveis efeitos adversos. No entanto, condi¢cdes
experimentais demonstraram que a acéo analgésica dos opioides pela via parenteral
nesta espécie ainda ndo esta bem definida. Resultados inconsistentes do efeito
antinociceptivo de opioides podem advir da variabilidade individual entre os animais
usados nos estudos, da inconsisténcia dos efeitos dos farmacos usados, ou das

falhas nos modelos de dor adotados (2).

Reporta-se que a administracdo sistémica de opioides em cavalos tem o
potencial de produzir excitacdo do SNC em contraste com a sedacdo no homem e
no cao, o que limita o uso deste grupo farmacoldgico nesta espécie por parte dos
médicos veterinarios. Tanto a excitagdo do SNC como do sistema nervoso simpético
tém sido citadas com diferentes opioides derivados da morfina. Doses que produzem

analgesia cutanea no cavalo aumentam a frequéncia cardiaca e respiratoria,
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produzem midriase e hipertermia, além de aumentarem a atividade locomotora

espontanea (33).

Os opioides agonistas como a morfina e o fentanila aumentam a atividade
dopaminérgica da substancia nigrans e do centro de atividade locomotora no SNC,
que pode ser reduzida com um antagonista de receptor dopaminérgico como a

acepromazina (33).

Em pesquisa, Figueiredo et al. (3) injetaram via intramuscular e intravenosa
morfina em 6 equinos, no entanto ndo observaram aumento no limiar nociceptivo

térmico ou elétrico nas doses de 0,05 e 0,1 mg/kg.

A administracao espinhal de opioides, comparada ao uso IM ou IV, apresenta
vantagens como efeito prolongado e reducdo na incidéncia de excitacdo ou na
severidade da sedacéao (5, 6, 34).

A injecdo subaracnoide de 0,01 mg/kg de morfina ou metadona hiperbaricas
produz intensa analgesia por um periodo de 120 minutos nos dermatomos das
regides perineal, sacral, lombar e toracica, sem induzir efeitos de depresséo

cardiorrespiratoria, ataxia ou excitacdo do SNC em cavalos (34).

2.2.1 Limiares nociceptivos

Para o estudo de limiares nociceptivos séo aplicados estimulos quantificaveis
em uma parte do organismo até que uma resposta fisioldgica seja observada, ponto
em que a aplicacdo do estimulo € interrompida. Podem ser utilizados experimental-
mente para estudar a eficacia analgésica de analgésicos: um aumento do limiar no-

ciceptivo é interpretado como efeito antinociceptivo por parte do farmaco (35).

Um modelo para estudo de limiares nociceptivos deve manter determinados
critérios, como ser identificavel, qualitativamente similar entre individuos, estavel
durante o tempo e reproduzivel. Nao deve produzir danos teciduais nem estados de
hiperalgesia, sendo efetivo em detectar efeitos antinociceptivos dos farmacos
estudados (3, 35).

Os limiares térmicos podem ser aplicados em uma temperatura constante e

medir o tempo que o animal se demora em retirar 0 membro, ou avaliar em uma
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temperatura em rampa, a qual valor em °C o animal reage. Em equinos tem-se
utilizado um aquecimento lento quando é utilizado o método de estimulo em rampa,

0 que estimula fibras do tipo C (35).

Estimulos mecénicos podem ser aplicados mediante dispositivos
pneumaticos, que irdo aplicar uma forca sobre uma area da pele, registrando em
unidades de forca, como joules, o valor que o equipamento aplicou para que o
animal tenha o reflexo de retirada do membro. A regido dorsal dos metacarpianos
nos cavalos tem pouca variagdo anatdmica entre individuos, por isso tem

preferéncia para a aplicacdo do estimulo mecéanico nesta espécie (35).

Limiares nociceptivos elétricos sdo um método efetivo para estudar efeitos
farmacologicos de analgésicos em equinos. Ja foi utilizado tanto para opioides como

para outras familia de farmacos, como os agonistas de receptores a2 (3, 12).

2.3 Opioides e barreira hemato encefalica

Para ultrapassar as barreiras biologicas e chegar ao tecido alvo, o0s
analgésicos de acdo central e outros xenobioticos biologicamente ativos
compartilham a caracteristica comum de lipossolubilidade e se apresentam, na
maioria das ocasides, ionizados no pH fisiologico. A maior parte dos farmacos e de
seus metabolitos penetra as células por difusdo passiva, no entanto, alguns
farmacos séao difundidos ativamente por proteinas transportadoras de membrana,
gue atuam como bombas de efluxo para remover xenobidticos da célula. Um desses
transportadores é a glicoproteina-P (GpP), produto do gene de multirresisténcia a
multiplas drogas (MDR1), é uma proteina transmembrana que atua exportando
ativamente substratos do espaco intracelular para o extracelular ((36-38). A funcéo
da GpP é a de reduzir o acumulo intracelular de xenobiéticos mediante efluxo ativo,
para diminuir a concentracéo efetiva do farmaco no tecido alvo (36). A expresséo da
GpP no figado, rins, intestino e células endoteliais das barreiras hematoencefélica e
placentaria resulta em uma reduzida absorcdo no trato gastrintestinal, aumento da
eliminacéo pela bile e pela urina e interrupgédo da entrada de certas substancias no

SNC (39).

Véarios sdo os substratos da GpP em medicina veterinaria e muitos

permanecem inexplorados. Entre eles encontram-se alguns agentes terapéuticos,
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tais como antagonistas de receptores H2 da histamina (cimetidina, ranitidina),
antagonistas de receptor B-adrenérgico (reserpina), immunosupresores (ciclosporina
A), antibiéticos (tetraciclina, rifampicina, levofloxacina), antieméticos (ondasentrona),
agentes antitumorais (doxorrubicina, vincristina), bloqueadores dos canais de calcio
(verapamil, diltiazem), antiarritmicos (digotoxina, digoxina), antagonistas de receptor
H1 (fexofenadina, terfenadina), opioides (morfina, metadona, fentanila), esteroides
(dexametasona, metilprednisolona), e outros (fenotiazinas, ivermectina, vecuronio,
amitriptilina). Por outro lado, alguns farmacos sao inibidores da GpP, por exemplo, o
verapamil, a quinidina, a ciclosporina e o cetoconazol, entre outros (37, 38).

2.4 Vias de administracao

As vias oral, retal, intravenosa (IV), IM e subcutanea (SC) podem ser
utiizadas para a administragio de metadona, entretanto a dltima ndo é
recomendada em medicina humana pela alta frequéncia de reacdes adversas locais
(18).

A aplicacdo de opioides por via epidural e subaracndidea tem sido
amplamente usada em medicina veterinaria, com o propoésito de evitar os efeitos
indesejaveis observados quando administrados por outras vias (5). A metadona
injetada por via extradural apresenta um inicio de acdo rapido, causando menor
depressao respiratéria em cdes quando comparada a via IV na dose de 0,3 mg/kg
(40). Estes autores observaram que durante a cirurgia o requerimento de isoflurano

foi significativamente menor no grupo que usou a metadona extradural.

A Organizacdo Mundial da Saude indica a via oral como via de administracao
preferencial de medicamentos devido a seguranca, ndo invasibilidade, custo,
praticidade e efetividade (41). A administracdo sublingual de opioides proporciona
uma absorcdo rapida pela mucosa oral, o que evita o metabolismo hepatico de
primeira passagem. No homem, a cavidade oral oferece uma pléiade de locais para
absorcdo de farmacos: a mucosa bucal, gengival e sublingual, sendo a udltima a
regido mais permeavel pela menor espessura, alta irrigacdo e por ndo ser
gueratinizada (41, 42). Dentre os fatores que influenciam a absorgcéo transmucosa

de um farmaco, o mais importante é a caracteristica lipofilica, que é fundamental

para facilitar a passagem pela membrana da célula epitelial rica em lipideos. O pH
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salivar tem um papel determinante na absorcéo e é influenciado por vérios fatores
como respiracdo oral, estado nutricional, idade, recente ingestdo de agua, vomito,

guimioterapia, estomatite e secrecéo salivar (41, 42).

Linardi et al. (8) estudaram a administracdo oral da formulac&o parenteral de
metadona em equinos com doses de 0,1, 0,2 e 0,4 mg/kg, e a analise sérica
demonstrou que o farmaco foi detectado nas trés doses, com um perfil bifasico,
rapida absorcdo e concentracdes consistentes para analgesia quando comparado
com humanos. Porém foi observada variabilidade entre os animais nos parametros
farmacocinéticos e uma curta meia-vida de 1,5 h para a maior dose (8, 43). Em caes

a meia-vida também é curta (1,75 h) com alta depuracdo, no entanto, a
biodisponibilidade via oral é pobre (44).

Little et al. (45) compararam em cées a administracdo de fentanila por via
gengival em uma preparagcdo com carboximetilcelulose, com a via IV, e observaram
gue 0s animais apresentaram niveis seéricos detectaveis pela via transmucosa apos
5 minutos, sem diferencas farmacocinéticas entre 0s grupos, a nao ser por um
tempo maior na deteccdo sérica de fentanila em niveis terapéuticos, quando

administrado na forma de gel, mas sem aumento no TRM.

Compostos bioadesivos de fentanila foram testados ex vivo em membrana
esofagica suina, e os resultados demonstraram que esta € também uma possivel via

de administracao (46).

2.5 Nanoparticulas

O SNC se apresenta como um desafio particular pelos varios obstaculos que
impedem os farmacos de atingir o tecido cerebral e medular (47). O SNC possui
capilares estruturalmente diferentes dos capilares em outros tecidos, e tais
diferencas resultam em uma barreira para a permeabilidade entre o sangue e o
fluido extracelular cerebral e medular. Em vertebrados os capilares do cérebro e
medula bloqueiam os pequenos poros que permitem o movimento rapido de solutos
desde a circulacdo. Estes capilares estdo alinhados com uma capa especial de
células endoteliais que obstruem as fenestragfes e possuem juncgdes estreitas (tight
junctions). Esta barreira que compromete a permeabilidade nos capilares centrais é

conhecida como barreira hematoencefalica. Algumas regides do SNC n&o possuem
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a barreira hematoencefalica classica, e em seu lugar apresentam microvasos
similares aos periféricos, 0s quais sdo mais permeaveis aos solutos. Estas regides

sdo adjacentes aos ventriculos cerebrais e 6rgéos circunventriculares (47).

A nanobiotecnologia, do grego nano (ando), relacionado ao fator 10, refere-
se a fusdo de duas abordagens tecnoldgicas recentes, a biotecnologia e a
nanotecnologia, apresentando enormes inovacdes e potencialidades. A
nanobiotecnologia € definida como o estudo, processamento, fabricacdo e desenho
de dispositivos organicos (nanomateriais para atuacdo bioldgica ou biomateriais) nos
quais pelo menos um componente funcional possui tamanho nanométrico. Areas
importantes da nanobiotecnologia incluem a nanomedicina (biologia molecular e
genética), a fisica media (diagndstico) e o desenvolvimento de nanofarmacos

(farmacos encapsulados).

As nanoparticulas apresentam uma nova opgado como carreadores
terapéuticos quando se objetiva atingir o SNC, por reforcar a eficacia e reduzir os
efeitos adversos de uma grande variedade de farmacos. Elas medem de 10 a 1000
nm e levam na sua superficie farmacos que atravessam a barreira hematoencefalica
por endocitose e atingem o SNC. O termo nanoparticulas refere-se a dois tipos de
estruturas, as nanoesferas e as nanocapsulas, as quais se distinguem por possuir
ou ndo um nucleo diferenciado. As nanocapsulas sdo formadas por um nucleo, que
pode ser solido ou liquido, e a substancia encontra-se isolada do meio externo por
uma membrana (48). De modo geral, estes sistemas nanométricos apresentam
elevada é&rea superficial, sdo considerados vetores para a administracdo de
substancias lipofilicas, possibilitam uma liberacdo homogénea e, muitas vezes,
controlada de farmacos e aumentam a resposta terapéutica no local de agédo por

tempo prolongado (10).

As nanoparticulas lipidicas soélidas se mostram como uma alternativa
interessante as nhanoparticulas produzidas com outros materiais (como as
poliméricas), ja que os lipideos, em linhas gerais, sdo bem tolerados pelo paciente,
podem ser produzidas em grande escala com um custo conveniente e de uma forma

simples, utilizando homogeneizacao de alta pressao (49).

No final dos anos 90, surgiu um novo tipo de nanoparticulas lipidicas soélidas,
os carreadores lipidicos nanoestruturados. Eles melhoraram a eficiéncia de

encapsulamento do farmaco pela distinta disposi¢ao dos lipideos utilizados (50).
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Para obter-se carreadores lipidicos nanoestruturados podem utilizar-se varios
processos, um deles o de homogeneizacdo a quente. Consiste em aumentar a
temperatura da fase lipidica acima do seu ponto de fusdo, para dispersa-la na fase
aguosa pré-aquecida a mesma temperatura, contendo o tensoativo. Por meio de
agitacdo a alta velocidade é produzida uma pré-emulséo, a qual € homogeneizada a
alta pressao (100-2000 bar) através de uma cavidade de poucos micrémetros, que

formara nanoparticulas pela colisao (49, 50).

Alyautdin et al. (51) compararam em camundongos a formulagdo de
loperamida nanoparticulada com o composto livre e observaram que a primeira
opcéo terapéutica foi a Unica que atingiu 0 SNC e permaneceu no local por 24 horas,

promovendo também efeito antinociceptivo, ndo observado com a formulacgao livre.

Betbeder et al. (52) observaram que a administracdo intranasal de morfina
nanoparticulada em camundongos, proporcionou analgesia mais prolongada e com

menores doses, revertida pela administracdo de naloxona.

Wang et al. manipularam duas formulacbes de nanoparticulas para a
buprenorfina injetavel em camundongo, obtendo efeito antinociceptivo por oito horas
com nanoparticulas de fase sdlida, sendo que a emulséo lipidica da droga mostrou

este efeito por somente 3 horas (53).

Na literatura consultada ndo se encontraram dados referentes a metadona
nanoparticulada. Tal sistema de disponibilidade oral de metadona nanoparticulada
incorpora novas tecnologias para o transporte, tanto por transmucosa oral, como

através da barreira hematoencefalica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito antinociceptivo e perfil farmacocinético de uma formulacao
nanoparticulada de metadona administrada por via oral em equinos e investigar a via

IM como alternativa a IV para o uso da metadona em equinos.

3.2 HipGteses e objetivos especificos

Hipotese 1

A metadona NO apresenta maior absorcdo oral, TRM e passagem pela
barreira hematoencefalica, em relacdo a metadona O e, por conseguinte, maior

efeito antinociceptivo.
Objetivo 1

Estudar o perfil farmacocinético e farmacodinamico da metadona NO, da

metadona livre O e V.
Hipotese 2

A metadona IM causa efeito antinociceptivo comparavel e menos efeitos

cardiovasculares e gastrointestinais adversos em relacdo a via IV.
Objetivo 2

Estudar e comparar o perfil farmacocinético e farmacodinamico da metadona
IM e IV.
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4. MATERIAL E METODO

O Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootécnica aprovou este projeto sob o protocolo 55/2011.

4.1 Preparacdo do carreador lipidico nanoestruturado com metadona

4.1.1 Obtencao de metadona sal a partir de cloridrato de metadona

Solubilizou-se o cloridrato de metadona (Cristalia®) em agua e adicionou-se
carbonato de sodio em excesso, sob agitacdo magnética. Manteve-se a agitacdo
durante 1 hora, o que resultou em uma suspensao de particulas brancas. Extraiu-se
a suspensao com acetato de etila em funil de decantacdo e este foi evaporado em
baixa presséo e rotacdo. O produto resultante foi um cristal branco que foi avaliado
por espectrometria infravermelho (FT — IR SPECTRUM BX, Perkinelmer®). O

rendimento foi superior a 80%.

4.1.2 Carreador Lipidico Nanoestruturado (CLN)

As dispersbes aquosas de CLN foram preparadas segundo metodologia
adaptada descrita por Miuller e colaboradores (2000). A manteiga de coco
(Cosmetrate®), manteiga de cupuacu (Cosmetrate®) e Span 80 (Sigma®) e metadona
base foram dissolvidos em banho-maria na temperatura 37°C. A mistura foi dispersa
sob alta agitacdo (5 min) usando um Ultra-Turrax (T25, 1ka®) em uma solucéo
aquosa (agua MiliQ®) contendo Tween 80 (Sigma®), mantida a mesma temperatura
da fase lipidica (tabela 1). A pré-emulsdo obtida foi homogeneizada a alta pressao
(Panda 2K NS1001L, Niro Saovi®) aplicando-se 5 ciclos de 300 bar.
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Tabela 1 - Componentes utilizados nas fases organica ou lipidica e aquosa para preparo dos
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN).

Formulacdes
Componentes

CLN-Branco CLN-metadona

Fase Organica ou Lipidica

Manteiga de coco 59 59

Manteiga de cupuacu 59 59

Span 80 39 30
Metadona base - 0,69

Fase Aquosa

Agua MilliQ (g.s.p) 200 m¢ 200 m¢
Tween 80 1,549 1,549

Preparacao do gel

Depois de preparadas as dispersdes aquosas de CLN, adicionou-se 0,5% de
carboximetilcelulose e a mistura foi homogeneizada sob alta agitacdo (2 min) usando
um Ultra-Turrax (T25, 1ka).

Caracterizacao fisico-quimica da formulacdo: Difratometria a LASER

O diametro médio e a distribuicdo de tamanho de particula (Span) foram
determinados por difratometria a LASER (Malvern Mastersizer®) (49). O Span é
definido pela equacéo:

D(90)—D(10)
D(50)

Span =

onde Do), Doy € Do) representam os diametros cumulativos das particulas de 10
%, 50 % e 90 %, respectivamente. Utilizou-se essa técnica pela capacidade de
analisar uma ampla faixa de tamanhos e verificar a presenca de particulas

micrométricas.

4.2 Farmacocinética e farmacodinamica da metadona nanoencapsulada e livre

Animais — Determinou-se o tamanho amostral de seis animais por grupo de

acordo com a diferenca média esperada entre 0s grupos, para a area sob a curva
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em torno de 7100 ng, com desvio-padréo igual a 6000 ng, poder do teste de 80% e
nivel de 5% de significancia. A selecdo dos equinos se baseou em exames clinico,
laboratorial (hemograma, perfil bioquimico — ureia e creatinina, perfil hepéatico — TGO
e GGT) e comportamental (animais calmos, que aceitassem 0s equipamentos sem
ansiedade durante o periodo de treinamento). As éguas foram treinadas durante um
més para se acostumarem com o ambiente, 0s pesquisadores e 0s equipamentos.

Selecionaram-se seis éguas, entre dois e quatro anos, com peso de 354 + 34 kg.

Delineamento experimental — Os animais participaram de quatro sessdes de
trabalho, cada uma correspondendo a um grupo experimental. Cada animal recebeu
um dos quatro diferentes tratamentos por via IV, IM ou O, com intervalo minimo de
uma semana entre cada tratamento mediante sorteio aleatorio:

v" NO: 0,5 mg/Kg de metadona nanoencapsulada por via oral;

v 0: 0,5 mg/Kg de cloridrato metadona (Cristalia®) por via oral, diluida em car-
boximetilcelulose;

v' IV: 0,5 mg/kg de cloridrato metadona (Cristalia®) via intravenosa jugular direi-
ta;

v IM: 0,5 mg/kg de cloridrato metadona (Cristalia®) por via intramuscular na re-

gido cervical.

Colheram-se amostras de sangue (8m¢) para farmacocinética em tempos

determinados pelo perfil farmacocinético de Linardi et al. (8), como base no tempo
total 4,5 meias-vidas. Os tempos foram em minutos: 0, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360. Para cada tempo de

colheita sanguinea, descartavam-se os primeiros 5 m¢ de sangue retirados do
cateter.

Realizou-se tricotomia nas regides das veias jugular direita e esquerda e
antissepsia com alcool iodado. Na veia jugular esquerda introduziu-se um cateter
14G (Mila®) para colheita das amostras sanguineas e introduziu-se outro cateter na
jugular direita (BD®), por onde realizou-se a administracdo dos farmacos do grupo
IV. Centrifugou-se o sangue colhido em tubos com anticoagulante (BD®) e congelou-
se o0 plasma em duas aliquotas para cada momento a -70°C, até o processamento.

Aferiu-se o pH oral dos equinos (Merck®).
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4.3 Avaliacdo farmacocinética

Para avaliar o perfil farmacocinético das concentracbes plasmaticas de
metadona, mediante analise ndo compartimental e compartimental, utilizaram-se os
programas Excel® 2003 (Microsoft®) e Scientist® versdo 2.0 (MicroMath®),

respectivamente.

Metodologia Analitica

Todas as amostras foram processadas no Centro Bioanalitico de
Medicamentos da Faculdade de Farmacia da Universidade do Rio Grande do Sul.
Realizou-se a metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) descrita por Musshoff et al. (54) e validada por Kukanich et al. (55), com um
cromatégrafo liquido de alta performance (Shimadzu®, USA), em tandem com
espectrometro de massas Quatro LC Micromass® (Waters Corportaion, USA).

Utilizou-se a coluna cromatografica C8 de 3 x 150 mm, 5 ym (XDB-C8

Agilent® Eclipse) e pré-coluna Agilent C8. A fase mével foi composta por 70:30 de
MeOH:H20 (Omnisolv®) e acido férmico 0,1% (Merck®), com de fluxo de 0,5 mémin,
temperatura de forno de 30 °C, temperatura de fonte de 130 °C e temperatura de

dessolvatacdo de 350 °C. Os fluxos de gas de nebulizacdo e dessolvatacdo foram

de 75 e 750 L/h, respectivamente.

Usou-se o espectrémetro de massas no modo eletroespray positivo de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros do espectrdmero de massas para deteccdo de metadona em plasma

de equinos, usando-se o fentanila como padréo interno.

Composto fon molecular Fragmento Voltagem do Energia de

P (m/z) Filho (m/z) cone (V) colisdo (eV)
Metadona 310,1 265 25 35
Fentanila (PI) 337,1 188 25 35

Para a quantificacdo dos niveis de metadona, monitorou-se a transicdo m/z

310,1 a 104,7 e para a quantificacdo dos niveis de fentanila, m/z 337,1 a 188.
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Preparacdo das amostras para injecao

Submeteram-se as amostras de 100 pl de plasma com 10 pL de solugéao de

padrdo interno (Fentanil, 200 ng/m¢, Cristalia®) ao processamento de precipitacdo de

protefnas com adicéo de 1,2 mé de acetato de etila (Nuclear®) e mistura no agitador

de tubos por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 8000 rpm a 4 °C (MR-
23, Jouan®)por 10 min, colocadas a -80 °C por 5 minutos ou até o congelamento do
precipitado, para transferéncia do sobrenadante para tubos de centrifuga a vacuo
(RC 10.10 — RCT 90, Jouan®). Evaporou-se o contetdo dos tubos (2 horas), para
finalmente ressuspender em 100 pyL de MeOH:H20. As amostras foram injetadas no
LC-MS/MS no volume de 20 pL.

Calibracao

Realizaram-se curvas de calibracéo intradia. A metodologia foi validada em

plasma, contemplando a faixa de concentracdo de 5 a 1000 ng/m¢ (5, 10, 25, 50,

100, 250, 500, 1000 ng/mé) com controles de qualidade de 7.5, 375 e 750 ng/m¢. A

validacéo parcial compreendeu trés curvas injetadas consecutivamente, avaliando-

se linearidade e limite inferior de quantificacao.

Avaliacdo ndo compartimental do perfil plasmatico da metadona

Avaliou-se o0s perfis plasmaticos de metadona por abordagem nao
compartimental e determinou-se os parametros de biodisponibilidade absoluta,
depuracéo, tempo de meia-vida, volume de distribuicdo e tempo de residéncia

médio, a partir das equacdes listadas abaixo (24).

Calculou-se a constante de velocidade de eliminacao (A) pela inclinagao da
fase terminal da curva log-linear dos perfis de concentracdo por tempo de cada
animal, empregando-se os Uultimos trés pontos dos perfis. A partir do valor de A,

determinou-se o tempo de meia-vida (t12) da metadona pela equagéo 1:

0,693
by, = 1 (1)
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Calculou-se a area sob a curva pelo método trapezoidal dos tempos 0 a t
(ASCy.), em que t é o ultimo tempo de colheita. Essa area acrescida da area sob a
curva extrapolada (ASCex) € denominada ASC.., conforme equacdes 2 e 3.

ASC(H :(CO—-Z’_Cl)X(tl _to)+Cl+TCZ)X(t1 _t2)+----+(Ctl—2+Ct)x(tt _tt—l) (2)
C
ASC., =7t 3)

Estimou-se a depuracao pela equacao 4, em que D é a dose administrada.

Cl = y (4)

A area sob a curva do primeiro momento (ASMCy..) foi determinada pelo
método trapezoidal (equacdes 5 e 6):

ASMC, , = ((CO XtO); G th)jx (t, —t0)+....+((Ct—l Xtt-lZ)Jr(Ct Xt)j 5)

ASMC,, = (Ct a t] + (&j (6)
P

Calculou-se o tempo de residéncia médio (TRM) a partir dos valores de ASCy.
- € ASMC.. (equacao 7).

ASMC,

MRT,, =
v ASC,,

(7)

A biodisponibilidade absoluta (F) foi determinada pela relacdo entre ASCy..
apo6s dose nao IV e ASCo. IV.
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Anélise compartimental do perfil sérico da metadona

A andlise compartimental baseou-se no modelo farmacocinético que mais se
ajustou aos dados experimentais. Avaliou-se a qualidade da modelagem pelo ajuste
visual do perfil das curvas dos modelos empregados, comparado aos pontos
experimentais referentes a escala logaritmica das concentracdes plasmaticas ao
longo do tempo, adicionado de ajustes que utilizam o coeficiente de correlagéo (r) e
o critério de selecdo do modelo (MSC), calculado pelo Programa Scientist®. O MSC
representa a adequacdo do modelo proposto para descrever o0s dados
experimentais. Assim, quanto maior seu valor, mais adequado € o modelo para

descrever os pontos obtidos experimentalmente.

4.4 Avaliagéo farmacodinamica

Estudaram-se os seguintes parametros farmacodinamicos sempre na mesma
ordem pelo avaliador ndo ciente do tratamento, em sequéncia: distancia do labio
inferior ao chéo, pressao arterial ndo invasiva (Doppler), motilidade intestinal por
escores de auscultacdo, frequéncia cardiaca e respiratéria e limiares nociceptivo

apos estimulo térmico, mecanico e elétrico.

Para a avaliacdo nociceptiva considerou-se o reflexo de retirada do membro
apos o estimulo. Para determinar os valores nociceptivos basais intradia, antes da
administracdo de qualquer tratamento, realizaram-se trés mensuracdes com
intervalo de 10 minutos entre cada uma. Considerou-se o valor intermediario como
limiar nociceptivo basal (LNB). Os tempos para as avaliagdes nociceptivas e
fisiolégicas foram 0, 10, 20, 45, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 210 e 240 minutos.

A avaliacao do reflexo de retirada do membro apds o estimulo elétrico foi rea-
lizada por estimulador de nervos de corrente continua (GRASS S-48, Astro-Med®),
por meio de dois eletrodos adesivos colocados a oito cm de distancia, sobre a banda
coronaria do membro toracico esquerdo (Figura 1). Para tal realizou-se previamente
tricotomia e limpeza com agua e sabdo da regido, secou-se a mesma e aplicou-se

alcool, no intuito de eliminar sujidades que interferissem com a impedancia da pele.

O estimulo elétrico seriado iniciou-se com 1 V e incrementou-se 1 V para
cada 5 segundos, até o reflexo de retirada. Utilizou-se corrente alternada, quadrada,
de 50 Hz e 10 ms de duracéo, de forma crescente. As respostas nociceptivas foram

consideradas positivas apds movimentos intencionais de retirada dos membros
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frente ao estimulo. Para evitar dano tissular, o estimulo maximo aplicado limitou-se a
20 V. Antes do inicio do estudo testou-se o estimulador elétrico para garantir que as
caracteristicas selecionadas para a onda fossem conduzidas até os eletrodos

adesivos.

Figura 1 - Demonstracdo do posicionamento dos eletrodos adesivos na banda coronaria do
membro toracico esquerdo dos equinos.

A estimulacdo nociceptiva de natureza térmica e mecanica foi realizada com
equipamentos produzidos pela empresa Topcat Metrology Ltd®. Para o estimulo
térmico foi utilizado um equipamento sem fio, que possui um dispositivo que
aumenta a temperatura local e € registrada no visor digital. Desta forma registrou-se
tanto a temperatura inicial da pele, como a temperatura de retirada do membro por
parte do animal (°C), considerando-se a diferenca entre ambas para a avaliacao
nociceptiva térmica. O dispositivo foi colocado no metacarpo direito do animal e foi
trocado de lugar, da regido distal a proximal a cada trés estimulos, ou quando se

atingia o valor maximo de 60°C, a fim de evitar queimaduras dérmicas.

Avaliou-se o estimulo mecanico na superficie da pele do metacarpo esquerdo
por meio de um dispositivo de acdo pneumatica, que exerceu pressao por meio de
um pino com superficie de 1 mm a uma velocidade de 0,8 N/s. O ponto de corte foi

20 N para evitar danos tissulares.
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Figura 2 - Equipamentos para estimulo nociceptivo térmico (metacarpo direito) e mecanico
(metacarpo esquerdo) posicionados em um cavalo.

Os escores de auscultacdo abdominal foram obtidos por estetoscopia
abdominal segundo Teixeira Neto et al. (56, 57). Dividiu-se o flanco lateral direito em
duas porcdes e avaliou-se a abertura da valvula ileocecal na fossa paralombar
(porcao dorsal) e no célon ventral direito, proximo ao rebordo das ultimas trés
costelas. No flanco esquerdo, avaliou-se a motilidade do célon dorsal, na porcéo

caudal da fossa paralombar e o célon ventral, na porcao ventral do abdome.

Auscultou-se cada quadrante por um minuto, com um intervalo de poucos
segundos entre eles. Uma pontuacdo subjetiva foi designada para cada quadrante:
O-auséncia de som; 1-sons tipo crepitacdo, pouco audiveis e abafados, com
frequéncia de uma vez por minuto; 2- sons tipo crepitacdo, pouco audiveis e
abafados, com frequéncia de duas vezes por minuto; 3-sons tipo borborigmo, bem
audiveis, com frequéncia de uma vez por minuto; 4- sons tipo borborigmo, bem
audiveis, com frequéncia de duas vezes por minuto. Registrou-se o resultado de

todos quadrantes em conjunto para os calculos estatisticos.

Aferiu-se a frequéncia cardiaca por auscultacdo pelo estetoscopio e a

respiratoria por observacdo dos movimentos toracicos. Mediu-se a pressao arterial
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ndo invasiva com transdutor Doppler na artéria coccigea e manguito na cauda, cuja

extremidade caudal foi posicionada 4 cm proximal ao sensor.

4.5 Metodologia estatistica

Parametros Farmacodinamicos

Inicialmente a distribuicdo das varaveis foi analisada e estatisticas descritivas
produzidas para construir curvas de variacdo longitudinal nas variadveis-resposta
para cada tratamento. Usaram-se modelos de medidas repetidas (PROC MIXED,
SAS Institute, 2009) para comparar a PA (mmHg), frequéncia cardiaca (bpm),
frequéncia respiratoria (mov. min.), limiar nociceptivo mecéanico e altura da cabeca
ao chdo (cms) entre os tratamentos e momentos. Um termo de interacdo entre
tratamento e momento foi incluido em todos os modelos para testar a hipétese de
gue a diferenca entre tratamentos foi dependente do momento analisado. Uma
estrutura de covariancia autorregressiva foi usada para modelar a correlacdo entre
as medidas repetidas dentro da mesma égua. O teste de Tukey foi usado para
ajustar os valores-P resultantes de comparacfes multiplas. O nivel de significancia

estatistica foi definido como 0.05.

Devido a presenca de graus variados de assimetria e desvios de um padrao
Gaussiano de distribuicdo, usou-se o teste de Wilcoxon (58) para comparar os
tratamentos dentro de cada momento e o método de Bonferroni (59) para ajustar o
valor-P resultante das comparac¢des multiplas. Rrealizou-se a analise estatistica com
o procedimento PROC NPAR1IWAY (60) e definiu-se a significancia estatistica como
P <0.05.

Utilizou-se o teste de postos de sinais de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank
test) para amostras pareadas para comparar as variaveis motilidade intestinal, limiar
nociceptivo elétrico e limiar nociceptivo térmico entre cada momento e 0 momento

inicial.
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Parametros Farmacocinéticos

Realizou-se o teste-t para comparar os parametros calculados na abordagem
nao-compartimental e estimados na abordagem compartimental, assim como para

comparar os parametros entre grupos, como pos teste da ANOVA.
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5 RESULTADOS

No inicio do estudo, a formula¢do nanoparticulada também seria injetada pela
via IV, no entanto teve que ser suspensa apds a injecdo em quatro animais, pela
ocorréncia de um 6bito no quarto animal durante o estudo piloto. Um equino, macho,
saudavel, ap6s receber a formulacdo em NLS por IV apresentou decubito,
movimentos de membros e parada cardiorrespiratéria. O laboratério da UFRGS
confirmou o estado nanoparticulado da formulagdo no dia, e o laudo
anatomopatoldgico do paciente foi de choque anafilatico. Nesse mesmo dia, injetou-
se a formulacdo em ratos e observou-se queda brusca da pressao arterial e parada
cardiada ap6s administracéo IV, o que ndo ocorreu com a administracéo O. Apés o
lamentavel episodio, decidiu-se utilizar apenas a preparacao nanoparticulada por via
0.

A formulacéo nanoparticulada apresentou uma concentracao final de 3 mg/m¢,

0 que levou a um grande volume administrado nos equinos de aproximadamente 60

m¢ por animal. Foram realizadas 23 tentativas para se produzir as nanoparticulas

com polimeros, no entanto todas as formulagdes precipitavam no final da fase de
evaporacdo. Quando decidiu-se fazer a formulacdo lipidica, ndo foi possivel
solubilizar maior quantidade de metadona nas manteigas de cacau e cupuacgu,
mesmo apods tentativas com temperaturas altas e uso de ultrassom por 30 minutos.
A formulacdo do estudo era estavel somente por uma semana e antes de cada
aplicacdo confirmou-se o estado nanoparticulado da metadona por difratometria a

LASER na aliquota que o laboratério da UFRGS reservava.

A metadona livre injetavel administrada por via O, também foi diluida em
carboximetilcelulose 0,5%. Nos estudos pilotos, a formulacdo de nanoparticulas nao
apresentava nenhum espessante, o que fazia com que parte do liquido fosse perdido
da cavidade oral no momento da administracdo. Posteriormente testaram-se
formulacbes espessas com carboximetilcelulose, o que diminuiu a perda.
Administrou-se as formulacdes O e NO no espaco entre 0s incisivos e premolares do
lado da arcada dentaria direita, de forma lenta para que ndo houvesse perda do
contetdo pelo movimento da lingua e facilitando-se que a metadona tomasse

contato com o espaco sublingual.



39

5.1 Parametros farmacodinamicos

O pH da boca apresentou valores entre 8 e 9 em todos os animais, antes de

receberem metadona por via oral.

Nos animais tratados com metadona IV observou-se excitacdo nos primeiros
45 minutos, o que impediu a afericdo de alguns parametros das primeiras avaliacoes

nao pudessem ser.
Dados Paramétricos

Houve diferenca estatistica entre grupos para os parametros FC, f, PAS e altura da
cabeca, mas esta diferenca dependeu do momento analisado. Parametro e seu valor

p correspondente:

e PAS (<.0001)

e FC (<.0001)

e f(<.0001)

e Altura Cabeca 0,0081

Tabela 3 - Média e desvios padrao da distancia entre labio inferior e o chdo em centimetros
em seis equinos tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Altura do labio inferior ao chdo (cm)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240

IM 89 89 88 8% 87 89 90 88 90 90 88 88 88
DP 8 7 8 7 12 11 5 4 7 3 6 7 6
v 87 115 110 102% 102 97 98 88 93 95 91 93 90
DP 8 5 5 8 10 9 4 9 6 9 3 6
NO 80 84 84 89% 85 86 84 84 82 84 83 83 86
DP 5 11 10 2 8 4 11 6 3 4 7 6 6
@) 88 81 83 80" 84 88 83 83 83 88 91 88 90
DP 4 13 12 16 13 5 7 5 15 8 6 6 5

Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Figura 3 - Média e desvios padréao da altura do labio inferior ao chdo (cm) ao longo do tempo
para os grupos IM, IV, NO e O.

A distancia entre labio inferior e o chéo foi registrada em apenas um animal

aos 10 e trés animais aos 20 minutos apés metadona IV, devido a excitacao e

locomocdo dos animais. Desta forma eliminaram-se estes momentos da analise

estatistica. A Unica diferenca entre os grupos foi aos 45 minutos em que os valores

do grupo IV foram superiores a O.



Pressao arterial sistélica

41

Tabela 4 - Média e desvios padrdo da PAS ndo invasiva em mmHg, em seis equinos
tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Pressao Arterial Sistolica (mmHgQ)

0O 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240
IM 124 142Db 139° 140° 1483 139 141 131 137 134 129 120 120
DP 16 15 5 11 18 14 213 13 16 15 9 8 12
IV 117 2242 237*2204*%179*2 163* 149 138 132 134 120 122 118
DP 8 20 28 23 28 19 16 21 15 16 14 16 15
NO 119 129° 127° 119" 120° 125 124 118 123 120 122 116 116
DPp 9 17 13 14 9 12 12 8 9 7 8 8 5
O 122 128° 128" 131P 138° 131 135 130 133 132 132 127 131
DP 15 24 18 22 28 30 22 29 29 26 29 22 20

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Figura 4 - Média e desvios padrdo da PAS (mmHg) ao longo do tempo para 0s grupos IM,
IV, NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao
momento basal (p < 0,05).

A pressdo arterial sistdlica aumentou significativamente por 80 minutos

apenas no grupo IV. No que se refere as diferencas entre 0s grupos, 0s animais que
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receberam as formulacdes por via oral e IM apresentaram menores valores de PA

que os animais tratados via IV até 60 e 45 minutos respectivamente.

Frequéncia Cardiaca

Tabela 5 - Média e desvios padrao da FC em batimentos por minutos (bpm) em seis equinos
tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Frequéncia Cardiaca (bpm)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240

IM 42 46° 45%® 48 48 50 47 A7 49 49 48 46 47
DP 4 9 8 9 11 10 11 11 14 11 11 13 12
IV 45 69*2 61** 57+ 57 54 53 50 48 49 46 47 47
DP 3 10 3 6 4 5 6 7 7 8 8 7 8
NO 49 48" 47 47 47 46 47 48 48 47 47 48 49
DP 8 9 10 11 11 10 9 10 10 10 11 11 12
O 43 43" 41" 43 43 42 44 43 41 43 44 41 43
DP 3 6 3 7 7 3 8 6 5 5 6 6 9

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Figura 5 - Média e desvios padrdo da FC (bpm) ao longo do tempo para os grupos IM, IV,
NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagéo ao
momento basal (p < 0,05).
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A frequéncia cardiaca foi maior quando comparado ao basal no grupo IV por
45 minutos. O resto dos grupos manteve os batimentos cardiacos sem variacdo com

relacdo ao inicio.

Frequéncia Respiratoria

Tabela 6 - Média e desvios padrao da f, em movimentos por minutos (mpm) em seis equinos
tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Frequéncia Respiratdria (mpm)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240

IM 16 12 12 13 12 13" 14° 15 13° 14 13 14 14
DP 3 1 3 3 2 3 3 30 2 2 3 2 3
IV 15 21 18 21 20 26** 25*® 21 25¢** 17 15 15 16
DP 4 8 5 9 7 6 12 6 7 2 3 3 4
NO 14 15 14 13 13 11° 13" 12 12° 12 13 13 12
DP 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 3 2 2
O 16 15 16 14 14 14 13° 13 14° 15 15 14 14
DP 4 5 5 4 6 6 5 4 4 5 5 2 4

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Figura 6 - Média e desvio padrédo da f (mpm) ao longo do tempo para os grupos IM, IV, NO e
O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relacdo ao
momento basal (p < 0,05).
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No que se refere a frequéncia respiratoria, encontrou-se que o grupo IV teve
valores significativamente superiores ao basal e aos outros grupos nos tempo 80,
100 e 140. Deve-se ter em consideracdo que ndo foi possivel aferir a frequéncia
respiratéria em todos os animais no grupo IV (tempo 10 minutos aferido em 1
animal, tempo 20 minutos aferido em 3 animais, tempo 45 e 60 minutos aferido em 5
animais), o que pode ter levado a nao ter diferencas estatisticas na primeira hora do
estudo.

Limiar Nociceptivo Mecanico

Tabela 7 - Média e desvios padréo do limiar nociceptivo mecanico (Joules) em seis equinos
tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Limiar Nociceptivo Mecénico (Joules)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240

IM 42 84® 111 104 100 66 62 50 64 41 53 30 46
DP 2,7 51 73 78 75 70 59 35 76 35 52 21 28
\Y 45 17.6** 17,4* 16,4* 152 13,3 12,1 108 115 12,7 78 2,6 4,0
DP 41 49 39 57 66 75 80 99 60 87 86 23 19
NO 38 35° 64 72 81 68 57 54 78 66 52 54 28
bp 21 21 50 24 27 78 60 74 63 60 51 38 23
O 62 54* 89 96 70 74 60 64 58 59 38 33 44
DP 1,0 27 64 66 70 47 50 46 33 38 19 15 25

Asterisco expressa diferengas ao longo do tempo em cada grupo em relacdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Figura 7 - Média e desvios padrao do limiar nociceptivo mecanico (Joules) ao longo do
tempo para os grupos IM, IV, NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em

cada grupo em relacdo ao momento basal (p < 0,05).

O limiar nociceptivo mecanico teve aumento com relacdo ao basal no grupo

IV até os 45 minutos, mostrando-se diferente do grupo NO aos 10 minutos.

Motilidade Intestinal (escala 0 a 16)

Tabela 8 - Média e desvios padréo referentes aos movimentos intestinais (escala 0-16) em

seis equinos tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Motilidade Intestinal (escala 0-16)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240
IM 15 132 122 11® 12° 13 13 14 14 14 14*® 15 14
DP 2 2 2 2 1 2 1 2 2 1 1 1 1
v 14 0b 03" 8*® 10*® 12r 13 13 14 14 15* 15 15
DP 1 0 9 4 2 2 2 2 2 1 1 2 1
NO 14 13% 14® 13% 14® 14 14 13 13 14 13% 14 14
DP 1 2 2 2 1 1 1 2 2 1 1 1 1
O 14 14® 15% 14?* 15* 14 14 14 15 14 15b 15 15
DP 1 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1 1

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo

tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).

em relagdo ao momento



46

Score

Motilidade Intestinal

e |\

== |\/

NO

80 100 120 140 160 180 210 240
Tempo (min)

Figura 8 - Média e desvios padrao da motilidade intestinal em escala de 0 a 16 ao longo do
tempo para os grupos IM, IV, NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em
cada grupo em relagdo ao momento basal (p < 0,05).

Os escores de ausculagédo intestinal diminuiram no grupo IV entre os

momentos 45 e 80 minutos com relagcdo ao basal. Nos primeiros dois tempos de

avaliacdo nao foi possivel avaliar 3 animais aos 10 minutos e 4 animais aos 20

minutos. A partir dos 45 minutos todos os animais puderam ser avaliados em todos

0s grupos. Os grupos que receberam a metadona por via extravascular nao tiveram

hipomotilidade intestinal com relagéo ao basal.
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Limiar Nocicepivo Térmico
Tabela 9 - Média e desvios padrdo do limiar nociceptivo térmico aferido na regido

metacarpiana, registrando-se a diferenca entre a temperatura da pele e a reacdo aversiva
ao estimulo (°C) em seis equinos tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Limiar Nociceptivo Térmico (°C)
0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240

IM 16 16° 19° 19 22%P 21%3 pp3 18 18%* 16 16 18 17
DP 3 5 4 5 4 4 5 5 5 6 7 7 8
IV 18 287 292 262 26%% 24** 222 22 23% 15 17 14 15
DP 4 1 3 5 1 5 5 3 5 10 10 9 9
NO 14 13° 16° 15° 15b 14° 15° 16 16° 14 14 14 14
DP 2 4 4 4 2 2 4 4 4 6 3 2 3
O 22 21® 22% 20 19° 17" 18* 20 21* 19 19 16 13
DP 101 79 96 75 67 66 78 84 72 77 68 56 62

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).

Limiar NociceptivoTérmico

35,0
30,0
25,0
20,0 A
Diferenca - v
basal/retirada (C°) 150 - N
NO
10,0 ©
5,0
0,0

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240
Tempo (min)

Figura 9 - Média e desvio padréo do limiar nociceptivo térmico, registro da diferenca entre a
temperatura da pele e da retirada do membro (°C) ao longo do tempo para o0s grupos IM, 1V,
NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagéo ao
momento basal (p < 0,05).
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No que se refere ao estimulo nociceptivo térmico foram registrados aumentos
significativos nos limiares aos 60 e 80 minutos nos grupos IM e IV. J4 os grupos que

receberam o farmaco por via oral ndo tiveram diferencas com relagédo ao basal.

Limiar nociceptivo elétrico

Tabela 10 - Média e desvios padrao referentes ao limiar nociceptivo elétrico (Volts) em seis
equinos tratados com metadona IM, IV, NO e O.

Limiar Nociceptivo Elétrico (V)

0 10 20 45 60 80 100 120 140 160 180 210 240
IM 3 6 7xd gxad gxad 7 7* 6 6* 5 5 5 5
DP 2 4 4 4 3 4 4 3 4 3 3 3 3
\Y; 4 11® 12% 14** 9%3 10 9 7x 7x 7 g* 5 5*
DP 2 7 8 10 6 7 5 4 5 4 4 2 2
NO 3 3P 3¢ 4% 3% 4 5 4 5 5 5 5 5
DP 2 2 1 2 1 3 4 3 4 4 3 3 4
0 3 4P 4P 4P g4 5 4 4 5 5 4 4 4
DP 1 3 3 2 2 3 2 3 2 4 2 2 1

Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada grupo em relagdo ao momento
tempo basal. Letras comparam médias entre grupos (p < 0,05).
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Limiar Nociceptivo Elétrico
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Figura 10 - Média e desvio padrao do limiar nociceptivo elétrico (volts) ao longo do tempo
para os grupos IM, IV, NO e O. Asterisco expressa diferencas ao longo do tempo em cada
grupo em relacdo ao momento basal (p < 0,05).

O grupo IM teve valores significativamente maiores no limiar nociceptivo
elétrico quando comparado ao valor basal até 140 minutos, excluindo os tempos 10,
80 e 120. Aos 10 minutos no grupo IV somente foi possivel avaliar o limiar elétrico
em 3 animais, o que levou a néo ter diferenca significativa com o basal. O grupo IV
foi 0 que teve mais tempo de aumento de limiar nociceptivo elétrico ja que foi maior
ao basal desde o tempo 45 até a ultima avaliagdo (240 minutos), excluindo o tempo

210 minutos.

5.2 Parametros farmacocinéticos

Reduziram-se os numeros de pontos para os calculos farmacocinéticos nao
compartimentais e compartimentais, pois havia pontos muito proximos
desnecessarios para caracterizar o perfil. As concentracdes plasmaticas individuais

para todos os tempos se apresenta nos Apéndices V a VIII.

Apesar do modelo de um compartimento com peso dois descrever
adequadamente os dados plasmaticos, ao se observar o perfil percebe-se que ha

uma saturacdo. Como a biodisponibilidade (F) foi maior que um, os parametros
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depuracéo (Cl) e volume de distribuicdo (Vd) das vias extravasculares foram

calculados sem utilizar o valor de F para n&do gerar valores incorretos.

O modelo de um compartimento aberto com eliminagdo de primeira ordem
descreveu adequadamente os dados plasmaticos ap6s administracao IV, IM, O e
NO. Para todas as vias escolheu-se 0 modelo com esquema de peso dois, por
apresentar o melhor ajuste dos pontos, de acordo com os perfis individuais e o
critério de selecdo de modelo do programa.

Cloridrato de Metadona: Intravenoso

Abordagem N&o-Compartimental

Tabela 11 - Concentragdes plasmaticas individuais, média e DP (ng/mé) de cloridrato de
metadona em equinos tratados por via IV (0,5 mg/kg) ao longo do tempo (n=6).

Tempo Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira  Media DP
Co 404,0 4457 468,8 487,9 706,7 442.8 492,8 108,4
3 387,7 400,2 457,8 463,5 661,9 425,8 466,1 100,5
10 350,3 311,12 433,0 411,3 568,0 388,5 410,4 88,7
15 309,7 250,7 418,9 380,5 523,9 367,9 375,3 93,7
20 274,6 302,5 395,9 423,8 494,9 287,2 363,2 88,8
30 276,2 305,9 381,6 405,3 470,9 293,6 355,6 76,2
45 201,4 182,1 314,1 399,4 433,4 316,8 307,9 101,4
60 169,6 109,4 278,6 266,6 359,9 267,3 241,9 88,7
120 55,8 26,6 77,1 107,1 107,0 111,6 80,9 34,4
180 16,5 ILQ 31,1 50,3 36,0 32,1 33,2 12,1

ILQ: Inferior ao limite de quantificacéo
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Figura 11 — Concentracdo plasmatica do cloridrato de metadona (ng/mé) apés administrag&o
de 0,5 mg/kg IV (n=6) ao longo do tempo (media = DP).

Tabela 12 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) obtidos por analise ndo
compartimental do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via IV (0,5 mg/kg).

Parametros PK  Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP

A (h-1) 1,2 1,4 11 0,8 1,2 11 11 0,2
t1z (M) 0,6 0,5 0,6 0,8 0,6 0,7 0,6 0,1
ASC 0-t (ng*h/mé) 415,5 325,3 602,3 659,7 791,6 587 563,6 168,5
ASC extr (ng*h/mé) 14,1 18,8 28,4 60,4 31,3 30,4 30,5 16,1

ASC O-= (ng*h/mf) 4297 3441 630,7 7201 8229 6174 5941 1787

% EXTRAPOL 3,3 5,5 4,5 8,4 3,8 4,9 5,1 1,8
Cl (L/h/kg) 1,7 1,5 0,8 0,7 0,6 0,8 0,9 0,3
ASMC 0-t 3342 1857 5079  607.7 667  556,3 4765 182
ASMC extr 54,4 50,9 1110 2534 1211  119,7 1184 734
ASMC 0-% 388,7 2365 6189 8611 7881 676 5949 2393
TRM (h) 0,9 0,7 1,0 1,2 1,0 1,1 1,0 0,2
vd (L/Kg) 1,1 1,0 0,8 0,8 0,6 0,9 0,9 0,2

Os tempos de colheita foram acima do necessario, dai a eliminagdo de alguns

momentos para melhor caracterizacéo do perfil plasmatico.
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A ty, foi curta dada a inclinagdo pronunciada da curva. A Cl apresentou um
valor alto, o que produz um TRM curto, neste caso uma hora. Considera-se que no
TRM quando 63% do farmaco € eliminado do organismo.

Para saber se a depuracao é alta ou ndo, deve-se calcular a taxa maxima de
depuracdo para nosso modelo, avaliando-se primeiramente o débito cardiaco pela

formula:
Débito cardiaco = 180 x Peso Corporal™%°
Ao se calcular o débito cardiaco para as éguas de peso médio de 354 kg

desse estudo, chega-se a um valor de 59 mékg/min. A metade do débito cardiaco

dirige-se aos dois principais orgaos de eliminacédo de farmacos do sistema: figado e

rim e, portanto, esta € a cifra que corresponde a maior taxa de depuracéo possivel,

ou seja, para o presente estudo, o valor de 29,5 mé/kg/min ou 1.77 L/h/kg.

Abordagem compartimental

O modelo se baseou na seguinte equagio: C=Co*e™®"

10° 3

M g .

Metadona (ng/mL)
3
I | |
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Figura 12 - Perfil plasmético do cloridrato de metadona apos administragdo de 0,5 mg/kg IV
em equinos, baseado em modelo de um compartimento (n=6) (media = DP) ao longo do
tempo.
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Tabela 13 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) em modelo de um
compartimento do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via IV (0,5 mg/kg).

Parametros PK Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA  DP
vd (L/kg) 1,2 1,2 0,9 1,0 0,7 1,1 1,0 0,2
ke (h-1) 1,1 1,4 0,9 0,8 0,97 0,8 1,0 0,2
tiz (h) 0,7 0,5 0,7 0,9 0,71 0,8 0,7 0,1
CI (L/h/kg) 1,2 1,6 0,9 0,7 0,67 0,9 1,0 0,3
TRM (h) 1,0 0,7 11 1,3 1,03 1,2 1,1 0,2
ASC 0-inf (ng*h/mé) 407 316,6 580,1 677,4 749,54 549,4 546,7 1624

Cloridrato de Metadona: IM

Abordagem N&o compartimental

Tabela 14 - Concentragbes plasmaticas individuais, média e DP (ng/m{) de cloridrato de

metadona em equinos tratados por via IM (0,5 mg/kg) ao longo do tempo (n=6).

Tempo Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira Media DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 208,5 226,1 215,4 421,8 326,7 286,8  280,8 83,1
5 235,1 260,9 228,1 377,6 336,3 288,4  287,7 59,1
10 2349 262,2 250,4 418 374,6 317,3  309,6 73,9
15 225,8 246,8 282,6 476,5 407,2 280,9 319 99,3
20 230,6 207,2 233 361,7 439,6 306,9 296,5 90,8
30 191,3 2114 223,6 368,4 353,5 261,9 268,4 75,5
45 194,6 202,7 139 275,2 311,9 2447 228,0 62
60 2139 191,8 161,4 202,1 264,7 253,6 214,6 38,8
120 156,9 109,8 134,8 107,8 143,8 152,0 134,2 211
240 48,7 40,3 45,6 7,6 4.8 41,1 47,1 19,7
360 12,8 ILQ 14,7 ILQ ILQ 7,3 11,7 3.6

ILQ: Inferior ao limite de quantificacéo
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Figura 13 - Concentrac&o plasmatica do cloridrato de metadona (ng/mé) apés administragéo

de 0,5 mg/kg IM (n=6) ao longo do tempo (media + DP).

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) obtidos por analise ndo
compartimental do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via IM (0,5 mg/kg).

Parametros PK  Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
A (h-1) 0,6 0,5 0,6 1,3 1,7 0,7 0,9 0,5
tip () 1,1 1,4 1,3 0,5 0,4 0,9 0,9 0,4
ASC 0-t (ng*h/mé) 657,3 512,5 586,1 600,5 690,8 709,1 626,1 73,8
ASC extr (ng*h/mé) 20,3 80,3 26,5 5,8 2,8 10,4 24,4 28,8
ASC 0- (ng*h/mé) 677,7 592,8 612,6 606,3 693,6 719,5 650,4 53,1
% EXTRAPOL 3,0 13,6 4,3 1,0 0,4 1,4 4,0 4,9
Cl/F (L/h/kg) 0,7 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 0,8 0,1
ASMC 0-t 1145,9 689,5 1028,3 603,6 745,5 1087,7 8834 230,9
ASMC extr 154,4 481,6 206,7 27,5 12,9 76,2 159,9 174,3
ASMC 0-« 1300,4 1171,1 1234,9 631,1 758,4 1164,0 1043,3 2774
TRM (h) 1,9 2,0 2,0 1,0 1,1 1,6 1,6 0,4
Vd/F (L/kg) 0,7 0,6 0,8 1,0 0,7 0,8 0,7 0,1
F 1,6 1,7 1,0 0,8 0,8 1,2 1,2 0,4

Da mesma forma que no grupo IV, a A foi acentuada para a via IM, 0 que

caracteriza um rapido desaparecimento do farmaco do primeiro compartimento. A A
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também caracteriza a rapida ti;,. A porcentagem de extrapolacao foi inferior a 20%
em todos os animais, 0 que demonstra que os tempos de colheita foram suficientes

para caracterizar a farmacocinética do farmaco.

Abordagem compartimental

D-F-ka

Tal abordagem se baseou na seguinte equagéo: c=—— "¢
Vd - (ka—ke)

. (e—kelt _ e—ka~t)

10° 3

Metadona (ng/mL)

o+t

Tempo (h)

Figura 14 - Perfil plasmético do cloridrato de metadona apés administracdo de 0,5 mg/kg IM
em equinos, baseado em modelo de um compartimento (n=6) (media + DP) ao longo do
tempo.

Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) em modelo de um
compartimento do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via IM (0,5 mg/kg).

Parametros PK Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP

vd (L/kg) 1,8 0,6 1,9 0,5 0,8 1,1 11 06
Ke (h-1) 0,5 1,8 0,5 0,9 1,2 1,3 1,0 05
ka (h-1) 283 384 353 218 99 255 265 102
tyz (h) 1,4 0,4 1,5 0,8 0,6 05 09 05
Cl (L/h/kg) 0,9 1,1 0,9 0,4 1,0 1,4 10 0,3

ASC 0-» (ng*h/m¢) 559,9 439,3 554,8 1176,56 518,8 3554 600,8 292,7




56

Neste caso, além dos pardmetros calculados para a via IV, ha também o valor
de ka, o qual se refere a absorcédo do farmaco proveniente da via extravascular. Da
mesa forma que para IV, o Vd foi préximo de um, e dada a rapida depuracao, o ti;
foi somente de 0,86 horas.

Cloridrato de Metadona: Oral

Abordagem Nao compartimental

Tabela 17 - Concentragbes plasmaticas individuais, média e DP (ng/m{) de cloridrato de

metadona em equinos tratados por via O (0,5 mg/kg) ao longo do tempo (n=6).

Tempo Esquecida Marjori Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP

0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 268,1 49,9 56,3 63,3 38,4 114,7 98,5 87,2
5 346,6 133,7 91,5 118,8 41,6 159,9 148,7 105
10 390,3 185,3 96,1 115,2 122,3 176,3 180,9 108,5
15 372,3 196,2 117,3 102,4 139,5 221,1 191,5 99,7
20 499,2 155,3 194 264,5 160,6 238,9 252,1 128,4
30 387 128,8 155,9 390,6 309,2 354,1 287,6 116,6
45 370,3 113,4 258,2 156,5 202,9 333,6 239,2 100,4
60 322,7 129 211,9 155,1 103 209,3 188,5 78,7
120 198,1 134 123,9 79,8 110,5 170,5 136,1 42,4
240 73,9 61,2 54,1 32,2 29,1 73,5 51,3 19,6
360 14,7 ILQ 10,8 ILQ 10,7 17,3 13,4 3,3

ILQ: Inferior ao limite de quantificacéo
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Figura 15 - Concentracdo plasmatica do cloridrato de metadona (ng/mé) apos administragéo

de 0,5 mg/kg O (n=6) ao longo do tempo (media + DP).

Tabela 18 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) obtidos por analise ndo

compartimental do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via O (0,5 mg/kg).

Parametros PK oral Esquecida Marjori Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
A (h-1) 0,7 0,4 0,6 0,5 0,6 0,6 0,5 0,1
tz (h) 1,1 1,8 1,1 1,5 1,2 1,2 1,3 0,3
ASC 0-t (ng*h/mé) 991,9 459,0 583,9 430,0 460,2 785,1 618,4 225,6
ASC extr (ng*h/mé) 22,6 156,2 17,7 70,9 18,3 30,4 52,7 54,5
ASC 0-« (ng*h/mé) 1014,5 615,2 6015 501,0 478,5 8155 6710 206,3
% EXTRAPOL 2,2 25,4 2,9 14,2 3,8 3,7 8,7 9,3
Cl/F (L/h/kg) 0,5 0,8 0,8 1,0 1,0 0,6 0,8 0,2
ASMC 0-t 775,0 14519 679,3 1078,3 1020,6 1621,6 1104,4 370,2
ASMC extr 140,8 235,2  156,3 134,9 398,7 170,6 206,1 101,0
ASMC 0-« 915,6 1687,1 8356 12132 1419,2 1792,2 1310,0 394,11
TRM (h) 1,9 2,1 1,7 2,0 2,3 1,8 2,0 0,2
Vd/F(L/kg) 0,5 0,6 0,8 1,2 1,0 0,7 0,8 0,3
F 2,4 19 1,0 0,8 0,6 1,4 14 0,7
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Figura 16 - Perfil plasmético do cloridrato de metadona apés administracéo de 0,5 mg/kg O
em equinos, baseado em modelo de um compartimento (n=6) (media + DP) ao longo do

tempo.

Tabela 19 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) em modelo de um
compartimento do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via O (0,5 mg/kg).

Parametros PK Esquecida Marjori Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
Vd (L/kg) 1,0 3,1 1,3 2,4 2,3 14 1,9 0,8
Ke (h-1) 0,6 0,2 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1
ka (h-1) 13,2 10,0 2,6 6,0 3,6 55 6,8 4,0
ty2 (h) 1,2 2,9 1,2 1,4 1,3 1,4 1,6 0,7
Cl (L/h/kQ) 0,6 0,7 0,9 1,2 1,2 0,7 0,9 0,3

ASC 0-« (ng*h/m¢)

902,0 680,8 549,2 432,4 4135 7295 617,99 188,7
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Tabela 20 - Concentracbes plasmaticas individuais, média e DP (ng/m{) de cloridrato de

metadona em equinos tratados por via NO (0,5 mg/kg) ao longo do tempo (n=6).

Tempo Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 123,5 102,4 49,6 151,6 29,4 85,6 90,3 45,6
5 138,7 152,7 49,6 152,8 46,6 120,6 110,2 49,5
10 146,5 168,7 83,8 182,6 50,7 152,0 130,7 51,9
15 205,8 170,3 118,3 189,3 88,2 197,2 161,5 47,6
20 187,0 142.,9 112,3 207,2 124,9 232,1 167,7 48,2
30 185,5 180,0 99,1 184,4 103,6 212,2 160,8 47,4
45 182,2 160,7 210,7 169,2 95,6 262,1 180,1 55,3
60 269,0 86,8 188,7 153,6 98,5 280,5 179,5 82,6
120 110,3 41,8 104,3 97,2 114,1 176,7 107,4 43,1
240 59,9 23,5 32,9 49,2 35,2 75,3 54,6 19,3
360 25,5 ILQ 13,6 21,5 ILQ 15,19 19 5,5

ILQ: Inferior ao limite de quantificacao
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Figura 17 - Concentracdo plasmatica do cloridrato de metadona (ng/mé) ap6s administragéo

de 0,5 mg/kg NO (n=6) ao longo do tempo (media + DP).

Tabela 21 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média) obtidos por analise néo
compartimental do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via NO (0,5 mg/kg).

Parametros PK Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
A (h-1) 0,4 0,3 0,5 0,4 0,6 0,6 0,5 0,1
tz (h) 1,9 2,4 1,4 1,8 1,2 1,1 1,6 0,5
ASC 0-t (ng*h/mé) 629,1 277,4 462,9 514,7 344,5 784,7 5022 186,0
ASC extr (ng*h/mé) 69,6 81,2 26,8 57,8 60,0 24,8 53,3 22,9
ASC 0-« (ng*h/mé) 698,7 358,6 489,7 571,8 404,5 809,4 5555 1739
% EXTRAPOL 10,0 22,6 5,5 10,0 14,8 3,1 11,0 7,0
Cl (L/h/kg) 0,7 1,39 1,0 0,9 1,2 0,6 1,0 0,3
ASMC 0-t 1199,6 335,3 834,1 977,8 581,4 1487,1 902,6 416,0
ASMC extr 607,9 605,7 213,4 494.,8 342,0 188,9 408,8 188,0
ASMC 0-« 1807,6 941,0 1047,6 1472,6 923,4 1676,0 1311,4 390,5
TRM (h) 2,6 2,6 2,1 2,6 2,3 2,1 2,4 0,3
Vvd (L/kg) 0,7 1,0 1,0 1,0 1,2 0,7 0,9 0,2
F 1,7 1,1 0,8 0,9 0,5 1,4 1,1 0,4
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Abordagem Compartimental

D-F .ka

X (e—ke~t _ e—ka»t)
Vd - (ka—ke)

Utilizou-se a seguinte equacdo: C =

Metadona (ng/mL)

10+ ]
0] 1 2 3 4 5 6

Tempo (h)

Figura 18 - Perfil plasmatico do cloridrato de metadona apds administracao de 0,5 mg/kg NO
em equinos, baseado em modelo de um compartimento (n=6) (media + DP) ao longo do
tempo.

Tabela 22 - Parémetros farmacocinéticos (individuais e média) em modelo de um
compartimento do cloridrato de metadona em seis equinos tratados por via NO (0,5 mg/kg).

Parametros PK Esquecida Marjory Mogiana Planeta Turquesa Zaira MEDIA DP
Vd (L/kg) 2,3 2,8 2,5 2,4 3,8 1,3 2,5 0,8
Ke (h-1) 0,4 0,6 0,5 0,4 0,3 0,5 0,5 0,1
ka (h-1) 12,3 19,2 3,5 20,3 4,3 3,8 105 7,8
ty2 (h) 2,0 1,2 15 1,8 2,1 1,3 1,6 0,4
Cl (L/h/kQ) 0,8 1,7 1,2 0,9 1,3 0,7 11 0,4

ASC 0-« (ng*h/m¢)  634,9 300,8 4259 5606 389,4 701,1 502,1 154,7

O grupo NO foi o que teve menor ASC 0-~, 0 que caracteriza uma depuragao
mais rapida. Comparado aos outros grupos, as nanoparticulas apresentaram maior
ka e Vd. A t1» foi mais longa neste caso, pois a inclinagao da curva foi menor. Nao

houveram diferencas, no entanto, entre as ASC 0-« dos grupos O e NO.
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6. DISCUSSAO

Contrariamente a hip6tese 1 alvo do estudo, a metadona NO apresentou o
mesmo perfil farmacocinético e farmacodinamico que a metadona O e, portanto, a
hip6tese foi negada pelo fato da via NO n&o incrementar a antinocicepcdo, nem a
biodisponibilidade.

A hipétese 2 foi parcialmente confirmada, jA que apesar da metadona IM
apresentar efeito antinociceptivo inferior a IV, ndo ocorreram os efeitos adversos

presentes nos animais tratados com metadona IV.

Baseado na relagéo custo-beneficio do uso de opioides em equinos, em que
considera-se como custo os efeitos indesejaveis e o beneficio a analgesia, podeOse

dizer que a via IM apresentou resultados promissores, contrariamente a IV.
Farmacodinamica

Provavelmente ndo se observaram diferencas mais marcantes entre 0s
grupos nos dados farmacodinamicos pela variabilidade dos dados e pequeno
numero de animais utilizados, ja que o calculo do nimero de animais para um poder

do teste em 80% foi baseado na farmacocinética e ndo na farmacodinamica.

A excitagcdo, com consequente aumento na atividade locomotora, ja foi
amplamente relatada em equinos que recebem opioides em pesquisa experimental.
Tal fendmeno interfere sobejamente na avaliacdo dos estimulos nociceptivos
aplicados nos membros (2, 4, 12). Atribuem-se tais mudancas comportamentais a
liberacdo de catecolaminas enddgenas, ativacdo de receptores dopaminérgicos e
distribuicbes diferentes dos receptores opioides entre as espécies (3, 54). Por outro
lado optou-se em utilizar a dose de 0,5 mg/kg de metadona neste estudo, por ser a

minima que desencadeia antinocicepc¢do no cavalo (12).

A excitacdo e aumento da atividade locomotora pode explicar pelo menos
parcialmente a ativacdo do sistema nervoso simpatico, assinalada por aumento da
PAS, FC e f, nos animais do grupo IV (4, 12) no entanto a PAS supera os valores
observados em equinos apds exercicio, ja que Giudice et al. (55) registraram médias
para PAS ap6s 60 minutos de galope e trote de 41.52 + 11.32 mmHg. Neste estudo

os valores médios de PAS chegaram a 236 mmHg, o que se deveria a algum outro
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fator além da excitacdo, explicacdo esta além do escopo deste estudo. Bovinos
tratados com 0,6 mg/kg de metadona subcutdnea, exibiram aumento da PAS por
130 minutos sem variagcdes na FC e no que se refere ao comportamento, a atividade

locomotora ndo aumentou, apesar do aumento de movimentos de cauda (56).

A mensuracdo da distancia do labio inferior ao solo foi prejudicado no grupo
IV, dada a excitacdo e locomoc¢édo dos animais e, portanto ndo tem significado para
este grupo. No que concerne aos outros grupos observa-se que aparentemente a

metadona ndo apresenta efeito sedativo independente da via administrada (12).

A hipomotilidade intestinal € um sinal classico em equinos que recebem
opioides e apresenta duracdo de duas horas apdés administracdo de morfina IM e IV
(3) e metadona IV (12) e quatro horas apés buprenorfina IV (57). No homem a
metadona apresenta menor impacto na motilidade intestinal, 0 que esta de acordo
com o presente trabalho, em que somente a via IV apresentou hipomotilidade por
um periodo de 100 minutos, sem nenhuma demonstracédo de sinais de desconforto
abdominal (9).

No que concerne a antinocicepcdo, a metadona aumentou o limiar para
estimulo mecéanico apenas quando administrada por via IV. Os limiares médios
maximos foram de 17,6 e 11,1 apds a administracdo de metadona IV e IM, aos 10 e
20 minutos respectivamente, valores estes acima do reportado por (58) com o uso IV

de butorfanol e buprenorfina.

Para o estimulo térmico o aumento do limiar foi mais pronunciado que para o
mecanico, entretanto mais curto, que o observado com o0 uso da associacdo de
acepromazina com butorfanol ou buprenorfina em equinos, que aumentaram o limiar
nociceptivo térmico por 2,9 e 9,4 horas respectivamente (58). A duracdo da
antinocicepcao para o estimulo térmico foi mais prolongada que o reportado com o
uso da lampada de calor (12). Tal achado pode ser justificado pelo fato que a
lampada mantém uma alta temperatura constante até o reflexo de retirada do
membro, diferentemente deste estudo, onde a temperatura é aumentada
progressivamente. Para estimular as fibras C deve-se aumentar lentamente a
temperatura, o que vem de encontro as caracteristicas farmacolégicas da metadona,

gque como opioide em altas doses atua predominantemente em fibras C.
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Alteracbes da temperatura cutanea basal interferem nas mensuracbes de
limiar térmico. Neste estudo ndo ocorreu alteracdo da temperatura cutanea basal ao
longo do tempo.

Quanto ao estimulo elétrico o aumento do limiar se prolongou por 140 e 240
minutos apos o uso de metadona IM e IV respectivamente, contrariamente ao que se
observou com dose de 0,2 mg/kg de metadona IV (12) e 2 mg/kg de tramadol IV
(59).

Pode-se justificar o efeito antinociceptivo limitado dos opoides em situacdes
experimentais pelo uso de modelos nociceptivos superficiais, ja que a analgesia dos
opioides ocorre principalmente em nivel profundo. Esta seria uma possivel limitagao
do modelo experimental adotado neste e em outros estudos, o que dificulta a
aplicacdo dos resultados em situagdes de dor clinica (3). Modelos que estimulem as
fiboras C poderiam ser mais apropriados para estudar os efeitos analgésicos de
opioides (60), o que foi confirmado neste estudo, dada a maior evidencia de
antinocicepcao observada para o estimulo térmico em relacdo ao mecanico. Esta
consideracao é ratificada pelo fato que baixas doses de morfina em ratos agem
apenas sobre as fibras A-delta e para acdo em fibras C, se requer altas doses do
farmaco (60, 61).

Ja o estimulo elétrico ativa as fibras periféricas de forma inespecifica, mas
basicamente, apresenta dois componentes que deflagram a dor, o primeiro por
estimulo das fibras A-delta e o segundo por estimulo das fibras C. Como somente
em doses altas os opioides inibem a transmissao da dor em fibras C (60, 61), além
das fibras A delta, isto corrobora os resultados de nosso estudo, ja que se observou
um efeito antinoceptivo para o limiar elétrico na dose de 0,5 mg/kg de metadona IM

e IV, mas nao para a dose de 0,2 mg/kg (12).

Farmacocinética

As variaveis farmacocinéticas obtidas para a metadona estdo de acordo com
publicacdo prévia (8). No entanto, ndo observamos o perfil bifasico previamente
relatado. Sabe-se que diferentes padrbes de esvaziamento gastrico e motilidade

intestinal afetam a concentracdo plasmatica de farmacos, o que pode provocar
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duplos picos (62). Em nosso estudo os animais ndo se alimentaram durante as seis

horas de analise, mas néo ha informacao no estudo anterior a este respeito.

A metadona é transportada pela GpP e biotransformada pelo sistema CYP
intestinal, atribuindo-se a esses fatores a grande variabilidade na biodisponibilidade
desse farmaco quando administrado por via oral (63, 64). Neste estudo observou-se
grande variabilidade nas concentracbes plasmaticas em todas as vias de
administracdo, o que pode ser explicado por varidveis de transporte,
biotransformacao e genéticas (19).

Utilizaram-se menor numero de pontos da curva em relacdo aos colhidos,
para a escolha do modelo, o que nao prejudicou os célculos. Destaca-se que,
mesmo ao se retirar momentos de amostragem, a porcentagem de extrapolacéao,
gue reflete 0 quanto a curva de eliminacdo teve que ser extrapolada até se obter o
valor zero, foi menor que 20% em todos os casos, 0 que demonstra que a
guantidade de amostras e tempo de amostragem foram suficientes para os calculos

farmacocinéticos.

Uma das vantagens da absorcdo na cavidade oral € prevenir a
biotransformacdo de primeira passagem, além disso, o pH alcalino favorece a
absorcao da metadona, que € uma base fraca com um pK aproximado de 9,2. Os
equinos apresentaram o pH oral entre oito e nove. Pode-se considerar que pelo
menos parte da metadona foi absorvida na cavidade oral antes de alcancar a
mucosa esofagica ou intestinal devido a intensa vascularizacao local (23, 43). Ja o
ambiente enteral possui varios fatores que diminuem a biodisponibilidade da
metadona por esta via, que € de 30%, dentre eles: pH acido em relacdo a cavidade
oral, enzimas dos enterdcitos e proteinas de membrana, como a GpP (8, 21, 43).
Por esses fatores mesmo que tenha havido degluticdo de uma porcéo consideravel
do conteudo, a absorcdo entérica provavelmente foi pouco significativa para a

biodisponibilidade do farmaco.
A concentracdo plasmatica analgésica de metadona em seres humanos € em
torno de 33 a 59 ng/m¢ (65). Em equinos Linardi et al. especulou que a doses de 0,1,

0,2 e 0,4 mg/kg por via O produziram Cmax maiores que as concentracoes

reportadas em humanos e que, desta forma, esperaria-se efeito antinociceptivo (43),
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especulacdo ndo confirmada em nosso estudo, j& que ndo houve efeito

antinociceptivo quando a metadona foi administrada por via O.

Os altos valores de biodisponibilidade aqui reportados apds administracdo de
metadona ON (106%) e O (135%) provavelmente se relacionam a absor¢do local. A
veia jugular drena a via linguofacial proveniente da cavidade oral e desta forma, a
concentracdo plasmatica pode ser superestimada (66, 67). Apesar das amostras
terem sido colhidas da veia jugular, tomou-se cuidado de se colher amostras da veia
contralateral a administracdo de metadona O. Considerou-se colher amostras da
veia toracica lateral, no entanto com a instrumentacao necessaria para obtencéo dos
dados farmacocinéticos e farmacodinadmicos, necessitou-se cobrir a regido lateral do
torax do animal, o que impossibilitou a colocacdo de um cateter nessa regiao. Os
membros também ndo seriam uma possibilidade, pois apdés a administracéo 1V,
ocorreu aumento de atividade locomotora, que impediria a colheita das primeiras

amostras, essenciais para a determinacao do perfil farmacocinético da metadona.

A veia jugular é o lugar mais comum de amostragem sanguinea para estudos
de farmacocinética em equinos (68-74), entretanto mais recentemente questiona-se
esta via. Linardi et al. (43) também obtiveram valores de biodisponibilidade maior a
100% apos a dose de 0,15 mg/kg de metadona O e os autores também se referem a
possibilidade de absorcdo simultdnea tanto na via transmucosa oral, quanto na

enteral, mas dado aoo baixo volume utilizado no estudo em discusséo e no presente

estudo (60 mé), parece improvavel que este fenbmeno seja possivel. Messenger et

al. (66) compararam as concentracdes da buprenorfina administrada por via
sublingual em equinos, em amostras sanguineas das veias jugular e toracica lateral.
Concluiram que a colheita da veia jugular ndo € apropriada para estudar a
farmacocinética quando um farmaco apresenta absor¢éo transmucosa oral, ja que a

biodisponibilidade foi maior que 100%, no entanto as concentracdes ficaram abaixo

do limite inferior de quantificacdo (10 ng/mé) quando utilizada a veia toracica lateral.

Sohlberg et al. (75) compararam a absor¢cdo de um farmaco liquido via oral, quando
colhidas amostras da veia jugular e safena. Observaram que os valores da veia
jugular apresentavam maior variagdo, com o dobro da biodisponibilidade e
concentragbes maximas quatro vezes maiores aos encontrados na safena.

Pypendop et al. compararam as concentracdes plasmaticas da buprenorfina liquida
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administrada por via oral em gatos (20 pg/kg), com colheitas na veia jugular, safena

e artéria carétida. As maiores concentracdes foram detectadas na jugular (6,3 ng/m¢)

comparado com a carétida (3,4 ng/mé) e a safena (2,5 ng/mé). A biodisponibilidade

também foi superestimada quando medida na jugular (47%), se comparada com a
carotida (32%) e safena (23%). Os pesquisadores concluiram que a veia jugular ndo
€ aceitavel para estudos farmacocinéticos quando a absor¢do do farmaco é a
transmucosa oral. No equino uma possivel artéria a se acessar € a facial, no entanto
se requer préatica para canulagcdo com o animal em posicdo quadrupedal, além do
fato que neste estudo as colheitas eram realizadas a cada sete dias durante um més
(76).

Em ambas as formulacdes por via O ndo houve efeito antinociceptivo, mesmo
com concentracbes quase dez vezes superiores as concentracbes de metadona
consideradas analgésicas no homem (65). Outro fato intrigante é que se observou
antinocicep¢ao nos animais tratados com metadona IM em concentragcdes similares
as atingidas ap6s metadona O, onde ndo se observou antinocicep¢ao. Deste achado
surgem duas possiveis explicacdes: uma ja abordada anteriormente se relaciona a
inadequacéo da via de colheita das amostras sanguineas apdés administracao O,
onde as concentracfes plasmaticas estavam relacionadas ao local (jugular) e ndo
espelhavam concentracdes sistémicas e outra € que no caso da administracdo IV e
IM, atinge-se a concentracdo maxima rapidamente, jA que apdés metadona IM o
Tmax foi aos 12,6 minutos e apdés metadona O, 28,6 minutos. A metadona atua
sobre a GpP da BHE e além de ser substrato, inibe a glicoproteina de membrana,
podendo altas concentracdes, bloquear a proteina e viabilizar a passagem do

farmaco ao SNC, para atingir os receptores OP3 (38).

Contrariamente a hipoétese inicial, a formulacdo nanoparticulada apresentou
perfil farmacocinético similar & injetavel. As areas sob a curva sdo parecidas e
apesar da auséncia de diferenca estatistica, o grupo que recebeu o cloridrato
apresentou uma Cmax maior e mais rapida, que o que recebeu a formulagéo
nanoparticulada e a meia-vida tendeu a ser maior no grupo nanoparticulado dada a
menor inclinagdo da curva. Estes resultados s&o opostos aos previamente relatados
em gque as nanoparticulas aumentaram o efeito antinociceptivo de opioides (51-53).

A formulacdo usada neste estudo diferia da injtavel e inclusive tornou a molécula de



68

metadona mais lipossolavel, o que em teoria também melhoraria sua passagem
pelas membranas, aumentaria sua biodisponibilidade e presenca em biofase, efeitos
gue nao foram observados (41).

Uma possivel explicagdo para os resultados discutidos anteriormente seria a
possibilidade de haver uma concentracdo de metadona na solu¢cdo nanoparticulada
abaixo da prevista. Entretanto obteve-se a metadona base pela precipitacdo com
bicarbonato de sddio, com posterior filtracdo e evaporacao. Confirmou-se a auséncia
do cloridrato mediante espectrometria infravermelha. O p6 obtido continha desta
forma, somente metadona base, composto mais lipossollvel que a injetavel, a partir
do qual prepararam-se as nanoparticulas. Para a preparacdo da metadona
nanoparticulada, pesou-se previamente em balanca analitica, para solubilizacéo nas
manteigas de cacau e cupuagu, passo onde em teoria ndo haveria perda do
farmaco. No processo ndo parece ter havido alteracdo da molécula de metadona, ja
que o ponto de fusdo da metadona € de 235 °C e a temperatura maxima atingida foi
de 45 °C (77). A concentracéao final da formulacédo nanoparticulada néo foi analizada,
mas confia-se que a metodologia, a qual é utilizada no laboratorio ha anos, inclusive

em escala industrial, € segura e que, a concentracdo final da formulacdo foi de 3

mg/mé.

Também avaliaram-se os parametros farmacocinéticos por céalculos para
bioequivalencia (WinNonlin®), onde o limite de confianca inferior foi abaixo do
esperado, o que confirma que ndo eram bioequivalentes, no entanto, o limite
superior de confianca ficou dentro do limite da bioequivaléncia e desta forma néo se
pode afirmar se as formulacfes foram ou ndo bioequivalentes. Estatisticamente néo
houve diferenca entre os parametros farmacocinéticos, no entanto houve uma
tendéncia das concentracdes concentracdes plasmaticas apds a administracdo da
formulacdo nanoparticulada serem menores que a formulacao injetavel administrada
por via O. As concentracbes de metadona apresentaram uma grande variabilidade
inter-individual, j& relatada anteriormente (8, 43), o que poderia prejudicar as
analises estatisticas de bioequivalencia e farmacocinética, na comparacao entre as

duas formulagdes.

Todos os parametros farmacocinéticos das diferentes vias se adaptaram ao

modelo de um compartimento aberto, com eliminagéo de primeira ordem e de peso
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dois. O modelo de um compartimento € o mais simples de todos e considera o
organismo como homogéneo, ou seja, assume que o organismo elimina toda a dose
do farmaco sempre com a mesma taxa (ke). Neste modelo, o volume de distribuicdo
seria 0 compartimento onde a dose se distribuiria instantaneamente. Assim, o Vd
como estes se transforma em um fator proporcional entre a dose administrada e a

concentragéo observada.

A metadona IV apresentou o mesmo perfil que o descrito na literatura,
adaptando-se a um modelo de um compartimento com t;, curta, rapida eliminacao e
distribuicdo restrita evidenciada por um pequeno Vd (8, 43). Como o volume de
distribuicdo foi préximo de um, a meia-vida depende basicamente da depuracéo e
como esta foi alta, a meia-vida foi curta e menor que uma hora em todos os

individuos.

Observa-se que nos primeiros momentos de todos os grupos ha um pequeno
plateau, seguido por eliminacdo néo linear. Este fenbmeno poderia se relacionar a
um perfil farmacocinético que se encaixa no modelo de Michaelis-Menten, com uma
saturacao do sistema. As causas para este fenbmeno em animais sadios podem ser
pela saturacdo da ligacdo as proteinas plasmaticas e sistemas de carreadores e
enzimaticos (23). Nao se descreveu este fendbmeno em equinos na literatura
consultada, no entanto a dose maxima que ha disponibilidade de dados

farmacocinéticos € de 0,4 mg/kg (8).

Quando se utiliza modelos lineares para analise farmacocinética, assume-se
gue os parametros farmacocinéticos ndo se alterardo quando se utilizam diferentes
doses. O aumento da dose ou uso prolongado de alguns farmacos podem desviar o
perfil linear para um néo linear. Em geral, nestes casos a biotransformacao se satura
e ocorre secrecdo ativa pelos tubulos hepaticos. Para determinar se um farmaco
segue um perfil ndo linear, também chamado de farmacocinética dose-dependente,
o farmaco deve ser estudado em varias doses e deve-se obter uma curva plasmatica
para cada dose. A formula de Michaelis-Menten descreve estes perfis e inclui os
valores de velocidade de eliminagdo maxima e a constante de Michaelis que reflete
a capacidade do sistema enzimatico (23). O presente estudo foi feito somente com

uma dose, pois ndo havia a hipétese de se trabalhar com um farmaco de perfil ndo
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linear e desta forma néo é possivel de se utilizar a formula de modelos nao lineares.

J& se planeja estudos futuros de nosso grupo para esclarecer este questionamento.
O maior TRM da metadona pela via IM em relacdo a IV pode-se relacionar a

uma sobreposicado da absor¢do com a eliminagdo, por conta de um depdsito local do

farmaco, provavelmente em consequéncia do alto volume injetado pela via IM, o

qual foi de em torno de 17,5 m¢. Isto amplia o tempo de circulagdo das moléculas do

farmaco, porém do ponto de vista pratico, pode-se considerar o TRM como curto. A
administracdo IM de metadona causou efeito antinociceptivo, sem desencadear
efeitos cardiovasculares ou gastrintestinais adversos, o0 que aparentemente torna
esta via uma opcao viavel para equinos com quadros de dor e hipomotilidade

intestinal, situagdo comum no periodo pds-operatorio da espécie.
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7. CONCLUSAO

Independente da via de administragdo, a metadona apresenta um perfil
farmacocinético de eliminacéo de primeira ordem e curta meia-vida, adaptando-se a

um modelo de um compartimento.

Tanto a metadona administrada por via oral na forma injetavel de cloridrato e
nanoparticulada, apresentam perfil farmacocinético similar, entretanto sem efeito

antinociceptivo.

A metadona administrada pelas vias IM e [V desencadeou efeito

antinociceptivo predominantemente para estimulo térmico e elétrico.

Dada a excitacdo, ativacdo simpatica e hipomotilidade intestinal observadas
apenas apos administracdo de metadona IV, a via IM & aparentemente mais segura

para a espécie equina.
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APENDICE | - Valores no grupo IV para todos os animais em todos os tempos dos parametros farmacocinéticos:
pressao arterial sistélica (PAS), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), escala de 0 a 16 para os
movimentos intestinais (MI), limiar mecanico em joules, diferenca entre a temperatura da pele e de retirada do

membro para o limiar térmico em °C e limiar elétrico (volts).

Identificac&o | Grupo | Momento (min) | PAS FC fr Mi Mlc_eicrgirﬁgo Tl_éiiran]iiE::ro Limiar Elétrico
Esquecida \% basal 118 44 12 13 2,8 20,2 6
Esquecida v 10 192 80 16 0 20 28
Esquecida \% 20
Esquecida v 45 186 64 32 0 20 20,3 28
Esquecida \% 60 162 52 28 20 26,6 11
Esquecida \% 80 138 52 28 20 26,5 12
Esquecida \% 100 158 48 32 10 20 26,7 16
Esquecida [\ 120 126 42 18 11 20 23,9 11
Esquecida [\ 140 124 44 24 12 20 27,4 10
Esquecida \% 160 120 44 16 13 20 27,4 9
Esquecida [\ 180 112 40 16 14 17,4 26,9 9
Esquecida [\ 210 122 44 12 12 2,3 24,1 5
Esquecida v 240 110 42 16 13 5,5 26,4 7

Marjory \Y% basal 128 46 12 14 1,5 14,4 2
Marjory v 10 240 68 0 20 26,7 10
Marjory v 20 216 64 14 0 20 26,8 10
Marjory v 45 188 60 16 11 20 26,9 10
Marjory v 60 192 60 20 13 20 26,1 6
Marjory v 80 188 52 32 13 20 18,7 6
Marjory v 100 166 52 24 14 6 17 6
Marjory v 120 152 52 24 11 0,8 18,6 4
Marjory v 140 136 52 30 12 8,6 21,1 4
Marjory v 160 156 52 20 13 13,8 12,7 4
Marjory \Y, 180 100 48 20 14 1,1 13,8 7
Marjory [\ 210 95 50 20 14 1,1 11,1 4
Marjory v 240 100 52 20 15 3,1 12,6 3
Mogiana v basal 104 40 20 15 7,7 23,8 5
Mogiana IV 10 68

Mogiana IV 20 280 56 20 22
Mogiana IV 45 240 56 11 20 22
Mogiana v 60 150 60 9 20 23,8 14
Mogiana v 80 154 56 12 19,5 25,1 20
Mogiana [\ 100 130 52 44 13 17,7 14
Mogiana \% 120 128 44 30 13 20 12
Mogiana \Y] 140 120 40 36 15 10,9 12
Mogiana \Y% 160 126 40 18 16 20 0 12
Mogiana v 180 120 40 16 15 55 0 12
Mogiana v 210 132 40 16 16 1,6 0 9
Mogiana v 240 124 40 16 16 4.1 0
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Limiar Limiar
Identifica¢do | Grupo [ Momento (min) | PAS FC fr MI | Mecanico | Térmico | Limiar Elétrico
Planeta [\ basal 122 48 16 14 1 21,7 1
Planeta I\ 10 240 52
Planeta v 20 210 60 15,9 33,8 5
Planeta v 45 210 56 7,7 33,8 4
Planeta v 60 164 60 5,5 26,5 4
Planeta [\ 80 148 64 13 4,2 27,7 3
Planeta [\ 100 128 64 16 15 2,8 24,4 3
Planeta [\ 120 118 60 22 15 1,6 25 3
Planeta [\ 140 122 60 24 15 2,6 24,3 2
Planeta \% 160 116 64 16 15 1,7 22,8 2
Planeta v 180 114 60 16 15 0,6 23 3
Planeta v 210 118 60 16 15 1,9 20,6 3
Planeta [\ 240 124 60 16 15 0,7 18,2 2
Turquesa \Y% basal 112 48 18 16 2,7 13,5 2
Turquesa [\ 10 230 67 30 10,2 28,6 4
Turqguesa v 20 240 60 24 11,3 28,3 5
Turqguesa 1\ 45 180 48 10 10,5 23,4 5
Turqguesa 1\ 60 178 52 18 9 8,2 27,3 3
Turqguesa 1\ 80 168 48 24 15 5,2 27,3 3
Turqguesa 1\ 100 160 48 18 14 6 27 5
Turqguesa v 120 128 48 16 13 3,2 17,6 4
Turqguesa 1\ 140 132 44 16 15 11,4 26,6 3
Turqguesa 1\ 160 136 48 14 14 2,1 13,7 6
Turqguesa 1\ 180 138 44 14 15 2,3 22 3
Turqguesa 1\ 210 122 44 16 16 1,5 12,8 3
Turquesa \Y} 240 108 42 20 16 4,6 12 5
Zaira v basal 116 46 12 14 11,3 15 6
Zaira v 10 220 80 16 0 20 28,3 18
Zaira v 20 238 64 16 12 20 27,5 20
Zaira v 45 218 60 16 9 20 27,3 16
Zaira v 60 228 60 12 12 17,3 27 18
Zaira v 80 180 54 18 12 11,1 16,1 16
Zaira v 100 154 52 14 13 20 17,1 12
Zaira v 120 174 52 16 15 19,4 23,7 10
Zaira v 140 160 48 18 13 15,7 16,2 12
Zaira v 160 150 48 16 14 18,7 14 7
Zaira v 180 134 44 10 15 19,7 16,5 12
Zaira [\ 210 142 46 12 15 7,3 16,7 7
Zaira [\ 240 142 44 10 14 5,9 18,2 7
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APENDICE Il - Valores no grupo IM para todos os animais em todos os tempos dos pardmetros

farmacocinéticos: presséo arterial sistolica (PAS), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), escala

de 0 a 16 para os movimentos intestinais (Ml), limiar mecanico em joules, diferenga entre a temperatura da pele

e de retirada do membro para o limiar térmico em °C e limiar elétrico (volts).

Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS | FC fr MI | Limiar Mecénico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Esquecida M basal 110 44 10 12 6,3 15,9 4
Esquecida IM 10 136 38 12 12 6,9 14,3 3
Esquecida IM 20 138 40 12 10 12,4 19,6 8
Esquecida IM 45 130 52 12 10 11,5 23,4 8
Esquecida IM 60 140 44 12 12 11,6 25,9 7
Esquecida IM 80 140 46 13 11 52 26,5 8
Esquecida IM 100 134 | 42 16 12 53 26,09 8
Esquecida M 120 120 36 16 10 5,6 18,5 7
Esquecida IM 140 140 40 12 10 34 17,2 6
Esquecida IM 160 118 42 12 12 7,9 19,9 5
Esquecida IM 180 122 40 10 12 59 21 6
Esquecida IM 210 118 38 14 13 2,6 21,8 4
Esquecida IM 240 110 38 16 13 59 20,8 4

Marjory IM basal 140 44 16 16 2,1 18,8 2
Marjory IM 10 138 48 12 12 8 21,1 6
Marjory IM 20 140 40 8 11 11,4 22,7 7
Marjory IM 45 140 42 8 12 15,5 20,8 5
Marjory IM 60 158 50 12 12 9,4 23,8 6
Marjory IM 80 136 50 12 13 7 24,8 6
Marjory IM 100 148 42 12 14 58 23,7 5
Marjory IM 120 140 | 48 10 16 5,9 22,7 6
Marjory IM 140 138 | 48 12 15 2,5 22,3 8
Marjory IM 160 146 50 12 14 1,3 21,6 5
Marjory IM 180 134 52 12 14 2,6 24,4 5
Marjory IM 210 126 52 16 15 5,8 22,6 4
Marjory IM 240 124 48 16 15 6,6 22,8 5
Mogiana IM basal 120 36 16 15 4,1 12 5
Mogiana IM 10 124 38 14 15 7,8 14,6 7
Mogiana IM 20 134 38 12 14 17,3 16,1 10
Mogiana IM 45 134 40 12 15 13,5 12 8
Mogiana IM 60 134 38 10 14 16 16,5 9
Mogiana IM 80 138 40 14 15 4,9 18,5 12
Mogiana IM 100 132 40 12 15 1,7 17,2 12
Mogiana IM 120 140 38 12 14 4,3 19,3 11
Mogiana IM 140 130 38 12 14 12,4 20,8 11
Mogiana IM 160 138 40 14 14 6 12,5 9
Mogiana IM 180 138 38 12 13 8 13,2 9
Mogiana IM 210 130 38 10 15 4,8 10,4 8
Mogiana IM 240 128 38 12 14 6,6 16,8 10
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Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS | FC fr Ml Limiar Mecanico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Planeta IM basal 118 42 16 15 0,8 12,3 1
Planeta IM 10 152 60 10 12 6,3 7,2 2
Planeta IM 20 136 60 12 11 1 24,9 2
Planeta IM 45 132 64 12 9 1,1 24,6 2
Planeta IM 60 132 68 12 11 0,9 22,4 2
Planeta IM 80 120 68 10 14 1 15,2 2
Planeta IM 100 120 68 12 13 5,7 11,9 2
Planeta 1M 120 116 68 16 14 1 9,6 2
Planeta 1M 140 128 76 14 13 0,6 9,9 2
Planeta 1M 160 126 70 14 14 0,8 8,9 2
Planeta 1M 180 122 68 14 15 0,8 9,1 2
Planeta IM 210 112 70 14 15 0,6 8,7 2
Planeta IM 240 108 70 12 14 1 7,5 2

Turquesa IM basal 110 40 18 13 3,5 15,5 8
Turguesa IM 10 136 40 12 15 3,4 16,4 3
Turguesa IM 20 136 46 18 13 4,5 18,5 5)
Turquesa IM 45 140 42 16 10 1 12,7 4
Turguesa IM 60 142 44 16 12 2,2 16,3 5
Turguesa IM 80 138 42 18 12 1,2 20,3 3
Turguesa IM 100 130 40 20 14 1,3 17,6 4
Turquesa IM 120 122 44 18 14 2,1 15 3
Turquesa IM 140 118 40 16 15 0,4 17,8 4
Turguesa IM 160 122 42 16 13 0,7 12,1 3
Turguesa IM 180 118 40 18 14 0,4 7,9 1
Turguesa IM 210 112 40 14 14 0,7 19,2 3
Turquesa IM 240 110 42 18 14 0,9 7,4 2
Zaira IM basal 148 46 20 16 8,2 18,9 5
Zaira IM 10 166 52 12 11 18,2 22 12
Zaira IM 20 148 48 12 12 20 14,3 12
Zaira IM 45 160 48 16 12 20 21 12
Zaira IM 60 180 44 12 12 20 19,8 10
Zaira IM 80 164 54 12 14 20 20,4 12
Zaira IM 100 180 52 12 12 17,5 22,8 9
Zaira IM 120 148 48 16 16 11 22,3 9
Zaira IM 140 166 52 12 15 19 22,2 9
Zaira IM 160 156 48 16 15 7,88 22,8 8
Zaira IM 180 140 48 14 14 14,1 19,8 9
Zaira IM 210 124 40 14 15 3,5 23,7 9
Zaira IM 240 138 44 12 16 6,6 27,5 8
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APENDICE Il - Valores no grupo metadona oral para todos os animais em todos os tempos dos parametros

farmacocinéticos: presséo arterial sistolica (PAS), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), escala

de 0 a 16 para os movimentos intestinais (Ml), limiar mecanico em joules, diferenga entre a temperatura da pele

e de retirada do membro para o limiar térmico em °C e limiar elétrico (volts).

Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS | FC fr MI | Limiar Mecénico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Esquecida | ORAL basal 108 | 40 16 14 7,6 35,8 3
Esquecida | ORAL 10 106 36 12 16 3,6 28,5 3
Esquecida ORAL 20 108 36 12 16 52 34,4 4
Esquecida ORAL 45 110 34 12 15 9,1 31 3
Esquecida ORAL 60 114 36 10 15 7,5 26 4
Esquecida | ORAL 80 110 | 40 12 13 6.6 24,9 3
Esquecida ORAL 100 122 34 10 14 4,9 26,5 3
Esquecida ORAL 120 120 36 12 16 7,2 29,3 3
Esquecida | ORAL 140 128 36 12 15 10,2 28,8 5
Esquecida | ORAL 160 118 34 12 15 9,7 25,9 4
Esquecida ORAL 180 114 38 12 15 4.8 27,7 4
Esquecida | ORAL 210 108 34 12 15 2 22,4 3
Esquecida ORAL 240 126 36 12 15 4,8 24,8 5

Marjory ORAL basal 150 48 12 15 6,7 26,7 3
Marjory ORAL 10 146 | 52 16 16 5,6 25 3
Marjory ORAL 20 140 | 44 16 16 6,1 26,6 8
Marjory ORAL 45 146 48 16 15 11,3 24 3
Marjory ORAL 60 168 | 46 16 15 8,4 26,7 5
Marjory ORAL 80 154 44 16 13 8,6 12,8 5
Marjory ORAL 100 148 | 48 18 11 6,9 26,8 5
Marjory ORAL 120 154 52 16 14 4,2 26,6 4
Marjory ORAL 140 152 44 18 15 4,8 27 5
Marjory ORAL 160 148 48 16 14 4,1 26,7 4
Marjory ORAL 180 156 52 16 14 3,8 25,4 5
Marjory ORAL 210 150 48 16 15 2,8 22,2 2
Marjory ORAL 240 144 52 18 16 6 11,6 3
Mogiana ORAL basal 118 40 16 14 6,6 18,7 6
Mogiana ORAL 10 136 40 12 14 8,5 16,8 9
Mogiana ORAL 20 126 40 16 15 20 18,8 10
Mogiana ORAL 45 138 38 12 15 20 21,2 7
Mogiana ORAL 60 150 40 12 15 20 22,7 6
Mogiana ORAL 80 136 38 12 15 12 24,9 10
Mogiana ORAL 100 144 40 12 15 7 16,1 6
Mogiana ORAL 120 150 38 12 15 14,7 23,5 10
Mogiana ORAL 140 132 36 16 15 9,7 24,5 7
Mogiana ORAL 160 152 42 14 13 10,8 22,4 12
Mogiana ORAL 180 148 40 14 15 1,2 18,3 5
Mogiana ORAL 210 138 36 16 15 51 12,7 8
Mogiana ORAL 240 144 36 10 15 3,9 14,9 6
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Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS | FC fr Ml Limiar Mecanico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Planeta ORAL basal 112 42 14 14 5,7 28,4 2
Planeta ORAL 10 106 48 12 11 7,3 29,4 2
Planeta ORAL 20 112 40 14 12 3,3 29,7 3
Planeta ORAL 45 106 52 10 12 5,3 21,5 3
Planeta ORAL 60 96 56 10 12 3,8 16,5 3
Planeta ORAL 80 92 48 8 12 4,1 14,8 4
Planeta ORAL 100 102 56 10 11 1,6 16,3 3
Planeta ORAL 120 88 44 10 11 5,9 19,6 3
Planeta ORAL 140 92 48 10 12 2,7 19,1 3
Planeta ORAL 160 96 48 12 13 3,3 18,8 3
Planeta ORAL 180 90 52 10 15 3 20,9 4
Planeta ORAL 210 100 48 12 14 1,9 13,7 2
Planeta ORAL 240 98 56 12 13 3,3 9,6 4

Turguesa ORAL basal 116 44 24 15 5,6 10,3 3
Turguesa ORAL 10 112 40 24 15 0,9 15,2 3
Turguesa ORAL 20 128 42 24 15 55 12,9 3
Turquesa ORAL 45 124 40 20 12 0,4 11,2 3
Turguesa ORAL 60 140 40 24 15 0,7 10,7 2
Turguesa ORAL 80 118 42 24 15 0,5 9,1 2
Turguesa ORAL 100 130 40 20 15 1 7,2 2
Turquesa ORAL 120 106 42 20 14 1,1 7,1 1
Turquesa ORAL 140 120 40 20 15 4,1 10,2 2
Turguesa ORAL 160 116 42 24 15 1,1 9,3 2
Turguesa ORAL 180 120 42 24 14 3,3 14,1 3
Turguesa ORAL 210 118 42 16 14 2,7 13,5 2
Turquesa ORAL 240 122 40 20 15 0,7 10,6 2
Zaira ORAL basal 128 44 14 14 4,8 11,8 3
Zaira ORAL 10 162 40 12 14 6,2 10,3 2
Zaira ORAL 20 156 42 12 14 13,3 10,3 3
Zaira ORAL 45 162 44 12 14 11,5 12,2 5
Zaira ORAL 60 158 40 10 15 1,8 13,8 3
Zaira ORAL 80 174 42 10 14 12,6 13,7 4
Zaira ORAL 100 164 44 8 15 14,7 12,4 4
Zaira ORAL 120 160 44 10 14 51 13,6 4
Zaira ORAL 140 176 42 10 15 3,1 15,7 5
Zaira ORAL 160 164 42 10 14 6,6 9,7 6
Zaira ORAL 180 164 42 12 14 6,8 9,6 4
Zaira ORAL 210 150 40 12 14 5,3 8,6 4
Zaira ORAL 240 152 40 10 13 7,9 7,4 4
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APENDICE IV - Valores no grupo metadona nanoparticulada oral para todos os animais em todos os tempos

dos pardmetros farmacocinéticos: pressao arterial sistélica (PAS), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia

respiratoria (FR), escala de 0 a 16 para os movimentos intestinais (MI), limiar mecanico em joules, diferenca

entre a temperatura da pele e de retirada do membro para o limiar térmico em °C e limiar elétrico (volts).

Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS | FC fr MI | Limiar Mecéanico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Esquecida NANO basal 128 44 14 12 3,9 14,8 4
Esquecida NANO 10 108 44 14 13 57 13 3
Esquecida NANO 20 116 42 12 12 9,6 18,8 3
Esquecida NANO 45 122 40 10 12 7,9 12,9 5
Esquecida NANO 60 118 40 10 13 10,5 14,3 5
Esquecida NANO 80 118 42 12 14 6,1 12,5 6
Esquecida NANO 100 122 40 10 13 8,3 16,4 5
Esquecida | NANO 120 120 44 12 13 4,2 18,4 4
Esquecida | NANO 140 118 42 14 12 9 20,7 4
Esquecida | NANO 160 116 40 12 13 6,9 22,2 5
Esquecida | NANO 180 124 36 8 13 4,1 18,5 4
Esquecida | NANO 210 118 38 10 12 7,1 16,4 5
Esquecida | NANO 240 118 38 10 12 3,3 18,7 4

Marjory NANO basal 128 48 12 15 2,2 14,3 2
Marjory NANO 10 146 52 16 15 24 16,6 2
Marjory NANO 20 132 50 16 14 0,5 21 2
Marjory NANO 45 138 56 14 14 5 21,2 2
Marjory NANO 60 128 | 52 16 15 5,6 13,4 2
Marjory NANO 80 146 52 12 15 1 11,3 2
Marjory NANO 100 142 | 52 12 15 1 9,8 2
Marjory NANO 120 128 52 14 15 0,6 10,7 1
Marjory NANO 140 132 56 12 15 6,6 13,6 1
Marjory NANO 160 126 56 12 15 2,7 15,2 2
Marjory NANO 180 128 54 13 14 4,5 14,3 2
Marjory NANO 210 122 58 12 14 3,7 12,7 2
Marjory NANO 240 114 62 12 15 2 9,9 2
Mogiana NANO basal 118 44 14 14 13 15 7
Mogiana NANO 10 126 40 16 13 3 17,8 6
Mogiana NANO 20 122 38 14 14 14,5 15,2 5
Mogiana NANO 45 132 38 12 12 11 15,3 6
Mogiana NANO 60 132 38 14 14 54 16,7 5
Mogiana NANO 80 134 40 12 14 12,7 15,3 7
Mogiana NANO 100 128 40 12 14 8,7 21,4 11
Mogiana NANO 120 124 36 12 12 4,5 19,8 8
Mogiana NANO 140 132 38 12 12 16,3 18,6 11
Mogiana NANO 160 124 40 10 14 14,6 19,8 11
Mogiana NANO 180 126 38 12 13 5,6 17 11
Mogiana NANO 210 124 38 14 14 10,6 16,8 11
Mogiana NANO 240 122 38 12 14 6,3 13,7 11




83

Identificacdo | Grupo | Momento (min) | PAS FC fr Ml Limiar Mecanico | Limiar Térmico | Limiar Elétrico
Planeta NANO basal 104 64 12 14 3 14,5 1
Planeta NANO 10 116 64 12 11 6,4 11,7 2
Planeta NANO 20 120 66 16 11 2,8 11,5 2
Planeta NANO 45 108 66 16 10 4,9 10,1 2
Planeta NANO 60 106 66 12 12 6,7 11,9 2
Planeta NANO 80 120 64 14 11 0,8 11,7 1
Planeta NANO 100 116 62 14 12 0,6 11,7 2
Planeta NANO 120 106 64 10 11 2,4 12 2
Planeta NANO 140 110 64 12 11 0,7 12,1 2
Planeta NANO 160 108 64 12 15 1,7 11,7 1
Planeta NANO 180 106 64 16 14 1 11,7 2
Planeta NANO 210 104 64 16 14 0,9 12 2
Planeta NANO 240 108 64 16 15 0,2 11,3 2

Turguesa NANO basal 118 48 16 15 6,8 10,8 2
Turguesa NANO 10 124 42 18 13 1,9 7,6 3
Turguesa NANO 20 120 44 16 15 5,2 13,6 2
Turquesa NANO 45 102 42 14 13 5,7 13,2 3
Turguesa NANO 60 116 42 16 15 8,6 16,8 3
Turguesa NANO 80 116 40 12 14 0,6 14,8 1
Turguesa NANO 100 108 42 16 14 0,7 14,8 3
Turquesa NANO 120 112 40 12 14 0,4 15,2 3
Turquesa NANO 140 116 40 12 13 1 11,9 2
Turguesa NANO 160 118 40 16 13 0,6 5,6 2
Turguesa NANO 180 120 40 16 13 1,2 13,1 3
Turguesa NANO 210 116 40 14 15 2 12,4 3
Turquesa NANO 240 114 40 14 14 0,6 16,7 2
Zaira NANO basal 118 44 16 13 5,8 15,7 2
Zaira NANO 10 152 44 12 15 1,3 12,8 3
Zaira NANO 20 152 44 12 15 5,7 13,9 2
Zaira NANO 45 114 42 10 14 8,6 15,7 3
Zaira NANO 60 118 44 12 13 11,8 16,6 3
Zaira NANO 80 118 40 8 13 19,4 17 7
Zaira NANO 100 126 48 14 13 15,1 16,6 7
Zaira NANO 120 116 50 12 14 20 18 7
Zaira NANO 140 128 48 12 14 12,9 19,8 7
Zaira NANO 160 126 44 12 13 13,1 11,9 6
Zaira NANO 180 128 52 14 13 14,8 11,9 6
Zaira NANO 210 110 48 12 13 8,2 15,9 6
Zaira NANO 240 120 52 10 14 4,3 12,8 6
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APENDICE V - Concentracdes plasmaticas individuais (ng/mé) para o grupo IV ao longo do

tempo.
Tempo | Esquecida | Marjory | Mogiana | Planeta | Turquesa Zaira Média DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 463,5 425,8 661,9 457,8 400,2 387,7 466,1 100,5
5 462,9 397,1 616,5 356,7 332,9 324,2 415,1 111,0
10 411,3 388,5 568,0 433,0 250,7 350,3 400,3 104,2
15 380,5 367,9 523,9 418,9 3111 309,7 385,3 79,9
20 423,8 287,2 494,9 396,0 302,5 274,6 363,2 88,8
30 405,3 293,6 470,9 381,6 306,0 276,2 355,6 76,2
45 3994 316,8 433,4 314,1 182,1 201,4 307,9 101,4
60 266,6 267,3 359,9 278,6 109,4 169,6 2419 88,6
80 234,9 219,1 340,8 198,3 71,7 180,4 207,5 87,1
100 167,1 147,1 227,0 137,7 52,7 168,6 150,0 56,9
120 107,1 111,6 107,0 77,1 26,6 55,8 80,9 34,4
140 63,6 100,5 92,3 55,2 12,3 41,9 60,9 32,6
160 51,0 53,7 77,0 39,9 12,1 31,9 44,3 22,0
180 50,3 32,1 36,0 31,1 ILQ 16,5 33,2 12,1
210 11,5 15,9 ILQ ILQ ILQ ILQ 10,7 5,6
240 6,4 7,9 ILQ ILQ ILQ ILQ 7,2 ILQ
270 ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ
300 ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ
330 ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ
360 ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ ILQ
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APENDICE VI - Concentrac¢bes plasmaticas individuais (ng/mé) para o grupo IM ao longo do

tempo.

Tempo | Esquecida | Marjory | Mogiana | Planeta | Turquesa Zaira Media DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 208,5 2154 421,8 286,8 226,1 326,7 280,9 83,1
5 235,1 228,1 377,6 288,4 260,9 336,3 287,7 59,1

10 234,9 250,4 418,0 317,2 262,2 374,6 309,6 74,0
15 225,8 282,6 476,5 280,9 246,8 407,2 320,0 99,3
20 230,6 233,0 361,7 306,9 207,2 439,6 296,5 90,8
30 191,3 223,6 368,4 261,9 211,4 353,5 268,3 75,5
45 194,6 139,0 275,2 244,7 202,7 3119 228,0 62,0
60 2139 161,4 202,1 253,6 191,8 264,7 214,6 38,8
80 186,2 176,9 197,9 275,8 212,4 234,5 2139 36,5
100 148,3 135,4 117,1 166,6 151,8 174,8 149,0 20,9
120 157,0 134,8 107,8 152,0 109,8 143,8 134,2 21,1
140 112,1 104,0 93,6 99,9 81,3 86,5 96,2 11,4
160 93,6 104,3 73,2 107,2 72,7 64,5 85,9 18,1
180 76,5 101,7 50,8 102,1 50,3 38,5 70,0 27,7
210 39,8 69,1 23,6 72,9 46,0 38,0 44,2 19,1
240 48,7 45,6 7,6 41,1 40,3 ILQ 47,1 19,7
270 39,4 40,0 ILQ 21,2 32,4 ILQ 33,3 8,7
300 15,9 21,5 ILQ 19,9 14,1 ILQ 17,8 ILQ
330 14,0 17,6 ILQ 20,6 12,7 ILQ 16,2 ILQ
360 12,8 14,7 ILQ 7,7 ILQ ILQ 11,7 ILQ
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APENDICE VII - Concentracdes plasmaticas individuais (ng/mé) para o grupo Oral ao longo

do tempo.
Tempo | Esquecida | Marjory | Mogiana | Planeta | Turquesa Zaira Media DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 38,4 114,7 63,3 56,3 49,9 268,1 98,5 87,2
5 41,6 159,9 118,8 91,5 133,7 346,6 148,7 105,0
10 122,3 176,3 115,2 96,1 185,3 390,3 180,9 108,5
15 139,5 221,1 102,4 117,3 196,2 372,3 191,5 99,7
20 160,6 238,9 264,5 194,0 155,3 499,2 252,1 128,4
30 309,2 354,1 390,6 155,9 128,8 387,0 287,6 116,6
45 202,9 333,6 156,5 258,2 113,4 370,3 239,1 100,4
60 103,0 209,3 155,1 2119 129,0 322,7 188,5 78,7
80 131,2 235,3 124,8 149,7 327,3 267,2 205,9 83,3
100 102,7 152,9 132,1 169,4 204,0 2232 164,1 44,8
120 110,5 170,5 79,8 123,9 134,0 198,1 136,1 42,4
140 74,9 162,7 79,0 101,9 154,3 146,8 119,9 39,4
160 73,9 105,1 58,2 107,1 179,9 69,8 99,0 44,3
180 81,2 103,1 49,4 83,8 122,0 113,1 92,1 26,4
210 82,0 81,2 46,2 67,4 125,3 100,6 69,8 27,2
240 29,1 73,5 32,2 54,1 61,2 73,9 51,3 19,6
270 23,9 46,8 15,8 35,0 56,4 55,7 38,9 16,9
300 19,3 47,3 10,8 31,1 44,6 31,0 30,7 14,1
330 17,2 36,9 ILQ 22,0 39,9 27,7 28,7 9,6
360 10,7 17,3 ILQ 10,8 ILQ 14,7 13,4 ILQ




APENDICE VI -

Concentracdes plasmaticas

Nanoparticulas ao longo do tempo
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individuais (ng/mé) para o grupo

Tempo | Esquecida | Marjory | Mogiana | Planeta | Turquesa Zaira Media DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 151,6 123,5 85,6 29,4 102,4 49,6 90,3 45,6
5 152,8 138,7 120,6 46,6 152,7 49,6 110,1 49,5

10 182,6 146,5 152,0 50,7 168,7 83,8 130,7 51,9
15 189,3 205,8 197,2 88,2 170,3 118,3 161,5 47,6
20 207,2 187,0 232,1 124,9 142,9 112,3 167,7 48,2
30 184,4 185,5 212,2 103,6 180,0 99,1 160,8 47,4
45 169,2 182,2 262,1 95,6 160,7 210,7 180,1 55,3
60 153,6 269,0 280,5 98,5 86,8 188,7 179,5 82,6
80 132,0 202,9 240,4 82,4 60,2 144,1 143,7 68,9
100 107,2 126,8 202,3 97,2 81,5 96,1 118,5 43,7
120 97,2 110,3 176,7 114,1 41,8 104,3 107,4 43,1
140 113,4 145,2 176,2 72,4 36,2 109,6 108,8 50,0
160 118,6 90,0 146,9 51,4 34,2 80,8 87,0 41,7
180 58,1 96,9 152,9 75,7 27,0 62,2 78,8 42,9
210 60,4 89,4 83,6 72,8 30,9 50,2 77,8 21,9
240 49,2 59,9 75,3 35,2 23,5 32,9 54,5 19,3
270 48,4 44,7 79,1 23,5 10,8 39,4 41,0 23,4
300 30,4 39,3 45,3 13,4 9,7 21,0 26,5 14,3
330 26,0 26,2 21,1 5,7 5,2 14,4 16,4 9,6
360 21,5 25,5 15,2 ILQ ILQ 13,6 19,0 5,5




