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Introdugiio

A administrag¢iio de farmacos, via intramuscular, € um
método bem consolidado e de utilizagdo muito freqgiiente para a
obten¢iio de concentragdes terapéuticas, em curto espago de
tempo. Em comparagiio com a via oral, existe a vantagem de
evitar a primeira passagem pelo figado e certos efeitos secun-
dédrios. Com relagdio a4 via intravenosa, a administragio
intramuscular é mais comoda, mais segura e pode permitir a
modulagio velocidade de liberacdo do farmaco.

Entretanto, dependendo do farmaco, existe a possibili-
dade do aparecimento de lesdes tissulares, acompanhadas de
dor [Kadir et al, 1992], as quais podem evoluir até necrose dos
tecidos locais [Miiller-Vahl, 1983]. A administragio parenteral
de antiinflamatérios nao esteréides é bastante fregiiente, sendo
indicada para vdrias situacdes, particularmente na dor pés-ope-
ratéria. Embora reagdes gastrintestinais, renais, nervosas e de
hipersensibilidade sejam comuns na prética médica com os
AINESs, outras complicagoes podem nio ser devidamente con-
sideradas, como a trombose venosa e necrose tecidual, ap6s
administragdo intramuscular [Campbell & Watters, 1989; 1991].

Miiller-Vahl [1983] descreveu um estudo de 1384 ca-
sos suspeitos de impericia médica, dos quais 90 casos envolve-
ram reagoes adversas ocorridas ap6s injegdo intramuscular. Na
maioria deles o resultado foi uma deficiéncia severa e perma-
nente, com alta incidéncia de necrose asséptica.

A necrose tissular € uma rea¢ao bem documentada como
complicagiio de injeciio intramuscular de certos farmacos, prin-
cipalmente antiinflamatérios ndo esteréides. A patogenia ndo
estd bem esclarecida, mas a evolugio do quadro clinico inicia-
se com dor intensa e desenvolvimento de uma drea inflamat6-
ria. Em seguida, a regido torna-se livida, ocorrendo infarto e
necrose, resultando em tlceragio local.

Diversos casos de severas reagdes locais associadas a
inje¢iio intramuscular de diclofenaco foram descritos [Pillans
& Connor 1995]. Em alguns pacientes, a reagio desenvolveu-
se, apds a administragio de dose tinica de 75 mg. Em outros,
foram isolados microorganismos contaminantes da regido
necrosada. Outro paciente desenvolveu septicemia. Fascite
necrotizante tornou-se evidente, apos o 3¢ dia da inje¢@o, a qual
foi caracterizada por infecgfio, que se espalhou rapidamente,
com necrose e edema da camada lipidica subcutinea e fascia
adjacente geralmente € fatal.

As dreas de necrose eram extensas (de 10 x 10 cm até
28 x 10 cm), sendo necessdrios vérios debridamentos cirtirgi-
cos. Em um dos pacientes, a necrose se estendeu por todo o
gliteo e pelas costas até o nivel da escdpula, comprometendo
também toda a parede abdominal e a metade superior da coxa.
Trés pacientes desenvolveram septicemia, coagulagio
intravascular disseminada e necrose tubular aguda.

O diclofenaco sddico estd disponivel no mercado mun-
dial, desde 1974. Estima-se que o niimero de usudrios, nos pri-
meiros quatro anos, tenha sido de dez milhGes de pessoas. Eo
primeiro AINE derivado do dcido fenil acético a ser aprovado
para uso. Projetado com base nas propriedades fisico-quimicas
da fenilbutazona, indometacina e dcido mefenimico [Sallmann,
1986]. O fato de o diclofenaco sédico ser um potente analgési-
co, fez com que seu uso se difundisse em quase todos os cam-
pos da medicina, tornando mais comum o registro de efeitos
colaterais associados ao uso deste medicamento. Por exemplo,
os pacientes descritos no trabalho acima receberam injegdes
intramusculares de diclofenaco para o tratamento das mais di-
versas condi¢des, como: hemorroidectomia, célica renal,
influenza, pancreatite, dor de cabega, mialgia pds esporte.

Giovannetti ef al [1993] relataram sete casos de paci-
entes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina - USP,
apresentando necrose tecidual decorrente da injegio
intramuscular do diclofenaco sédico. A maioria destes pacien-
tes recebeu o diclofenaco sédico para analgesia, havendo situa-
¢oes de pos operatdrio, doenga reumdtica e carcinoma de pleura
em um portador da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida.
Estes pacientes apresentaram dor, durante a aplicag¢do do
farmaco, sem que esta fosse descontinuada. Tardiamente, vie-
ram a desenvolver necrose tecidual que eventualmente se es-
tendia até o plano muscular, necessitando de debridamento ci-
rirgico e ocasionalmente enxertia de pele.

Figura 1- A.: G.M.L., 60 anos. Necrose de pele e tecido celular subcutineo do brago 20 dias
apds injegio de diclofenaco sddico para analgesia. Paciente foi submetida a limpeza cinirgica
com retirada de tecido necrdtico e fechamento por segunda intenglio. B.: AMP.G., 30 anos.
Paciente havia recebido no local, cerca de um més antes, uma ampola IM de diclofenaco sddico,
tendo evoluido com intensa dor local, hiperemia e aparecimento de bolhas. Formou-se extensa
firea necritica na nidega com continuidade na regifio lombar esquerda, com drenagem purulen-
ta. A paciente foi submetida a debridamento cinirgico. J Fotografias gentilmente cedidas pelo
Dr. Nivaldo Alonso, do Depto. de Cirurgia Plistica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo
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O desenvolvimento de formulagdes injetiveis exige a
avaliagio da toxicidade local do produto final [Burnet et al,
1981], assim também a avaliac@o da irritag@io local que se se-
gue, ap6s uma administra¢do intramuscular, constitui um crité-
rio importante. A toxicidade de uma formulagdo depende de
vdrios parimetros: o pH, a pressio osmética, bem como da
toxicidade intrinseca do farmaco, do veiculo e dos adjuvantes
utilizados.

Virios métodos in vitro e in vivo podem ser utilizados
para determinar a toxicidade local de um medicamento.

Os métodos in vive avaliam a miotoxicidade, seja atra-
vés da observagido das alteragdes visiveis ou histol6gicas, em
nivel do misculo, seja através do doseamento da atividade da
enzima intracelular creatina fosfoquinase (CPK) [Diness, 1985].
O principio geral destes métodos consiste na inje¢do
intramuscular do produto teste em cobaias e posterior andlise
do plasma ou do miisculo no qual foi efetuada a inje¢do
|Svendsen er al, 1985].

A CPK ¢ a enzima chave nos processos energéticos ce-
lulares, gerando ATP a partir da fosfocreatina em tecidos com
alta demanda de energia [Wallimann er al, 1992; Wyss et al,
1992; Soboll et al, 1997].

Entre os métodos in vitro, os mais utilizados siio aque-
les que empregam os efeitos biolégicos, como o efeito hemolitico
ou citolégico sobre as células cultivadas [Svendsen et al, 1985].
Estes modelos podem ser utilizados para prever a toxicidade in
vivo e para a realizagio de uma selecdo rdpida e econdmica,
durante o desenvolvimento galénico de um novo produto.

Métodos in vive para a avaliacdo da tolerdncia
local de farmacos

Os primeiros métodos propostos foram descritos por
Benitz & Dambach [1966] e Shintani er al [1967]. Com base
nas andlises macroscépicas, morfolégicas e histologicas das
lesoes encontradas em coelhos, eles avaliaram a miotoxicidade
em funcdo das intensidades das alteragdes observadas. Uma
outra técnica fundamentada sobre os mesmos principios foi
desenvolvida por Kienel [1973]. Neste caso, o animal utilizado
foi o rato e a observagdo das lesoes foi feita, apos o corte trans-
versal das fibras musculares.

Em geral, em um estudo macroscépico, os parimetros
observados sdo a presenga de necrose com diferentes graus de
edema e de hemorragia [Diness, 1985]. Surber & Sucker [1987]
estipularam os parimetros utilizados para avaliar as lesoes
musculares, segundo seu aspecto macroscépico, conforme pode
ser observado pelo quadro que se segue:

Pardmetros utilizados para a avaliagao das lesées musculares

& ™\
Grau de
irritagtio Nivel Observagio
auséncia 0 nenhuma alterago visivel
discreta 1 ligeira alteragdo de cor
moderada s, Alterag@o de cor importante
comparada aos tecidos circundantes
grave 3 coloragdo parda com pequenas

lesdes necroticas

necrose avangada e abcessos
englobando todo o misculo

muito grave | 4

N it

Com relagdo as andlises histolégicas, uma inspecio di-
reta do sitio de inje¢cdo deve ser feita. A observagdo dos
parimetros descritos, como a presenca de infiltragoes de célu-
las polimorfonucleares, macréfagos, linfécitos, células
plasméticas ou apari¢do de edema, hemorragia, necrose ou o
desenvolvimento de fibrose, deve ser realizada para descrever
as alteragdes patolGgicas provocadas pela injegdo. Os parimetros
utilizados por Kadir er al [1992] para a avaliagio histolégica
foram os seguintes: necrose celular, hemorragia, fibrose, infil-
tragio por granuldcitos, infiltragiio por macréfagos.

A determinagiio da atividade plasmdtica da Creatina
Fosfoquinase (CPK) parece ser o método mais preciso para a
avaliagdo da tolerincia local de firmacos administrados, via
intramuscular [Steiness et al, 1978]. Normalmente, um aumen-
to da atividade da CPK traduz o dano muscular no sitio de inje-
¢do [Surber & Dubach, 1989]. Nio apenas as fibras musculares
necrdticas, mas também as fibras que estdo ligeiramente afeta-
das, podem liberar a CPK [Diness, 1985]. A quantidade de CPK
liberada depende de virios fatores, como a toxicidade do pro-
duto, por si préprio, o volume de miisculo atingido, a atividade
normal da CPK no sitio de inje¢dio e a vascularizagio do mis-
culo acometido [Steiness ef al, 1978]. ApGs um episédio de
infarto do miocérdio, a atividade sérica da CPK fica alterada,
de forma significativa, nas primeiras 24 horas [Wilkinson, 1970].

Um dos primeiros estudos que associaram as lesdes
musculares com o aumento do nivel plasmatico da CPK foi
realizado por Warnock & Ellman, em 1969. Eles demonstra-
ram que o aumento da atividade plasmatica da CPK em pacien-
tes psicoticos estava associado aos efeitos locais provocados
pela clorpromazina. Para reforgar sua hipétese, eles demons-
traram que a inje¢do intramuscular de clorpromazina no coelho
provocava um aumento significativo da atividade desta enzima.

Em 1978, um estudo comparativo da atividade da CPK,
no coelho, no porco e no homemm, foi desenvolvido por Steiness
et al, antes e depois de injegdes intramusculares contendo sem-
pre o mesmo volume de lidocaina, diazepam, digoxina e soro
fisiol6gico. Os autores concluiram que um ligeiro aumento na
atividade da CPK, no homem, pode indicar severas lesdes mus-
culares. Além disso, foi demonstrado que a utilizagio de mode-
los animais para prever a extensido dos danos musculares, no
homem, exclui a possibilidade da utiliza¢do dos mesmos volu-
mes de produtos. Por outro lado, no coelho, mesmo pequenos
volumes de substincias ativas téxicas podem conduzir a im-
portantes aumentos da atividade enzimitica, o que comprova a
adequagio deste método, quando esta espécie animal € escolhi-
da.

Apesar dos bons resultados obtidos com a utilizagdo da
dosagem plasmética da CPK para a avaliagdo da toxicidade
tissular, utilizando-se animais de laboratério, vérios problemas
foram descritos. Varia¢des importantes na atividade da CPK
foram observadas, no coelho, devido a rea¢des de fuga apre-
sentadas pelos animais, antes e depois do tratamento [Steiness
et al, 1978]. Para evitar estes problemas, foi proposta a
familiarizagfio dos animais com o local de manipulagiio. A de-
terminacdo da diminuigdio da atividade da CPK, em nivel do
sitio de inje¢do, também, foi utilizada [Svendsen er al, 1985].
A influéncia do espécime animal escolhido foi posta em evi-
déncia por Diness [1985], que demonstrou que as preparagdes
miotdxicas provocam maiores danos tissulares no coelho do que
no porco.

Burnett et al [1981] propuseram um método, utilizando
ratos, no qual a avaliagiio da toxicidade é feita pela determina-
¢do da quantidade de tinta liberada no sitio de injecdo. Este
método apresenta a vantagem de localizar mais facilmente o
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sitio de injegdo do que aqueles onde a atividade da CPK ¢ me-
dida por diferenga entre a concentra¢io normal no misculo e
aquela medida, apés a inje¢io no mesmo animal [Svendsen et
al, 1979].

O principio deste método € o seguinte: antes do experi-
mento, realiza-se uma inje¢dio intravenosa de tinta. A tinta se
liga as proteinas plasmdticas e delimita as regides onde os pro-
cessos inflamatérios agudos estdo presentes, Na verdade, a in-
flamagdo provoca um aumento na permeabilidade capilar, com
liberagdo da tinta ligada as proteinas. Na maior parte dos ca-
sos, pode ser observada uma correlagiio entre a quantidade de
tinta liberada e a intensidade da inflamacao resultante do dano
muscular. Entretanto, € possivel que uma formulagio provoque
um aumento da permeabilidade vascular, sem que haja lesdo
muscular, Esta € a razdo pela qual também se sugere uma ca-
racterizagdo histoldgica para determinar a natureza das altera-
¢oes no sitio de injegdo.

Diness [1985] utilizou a determinagio da CPK, no coe-
lho e no porco, para avaliar a toxicidade tissular. O estudo foi
baseado nas diferencas de atividade da CPK no sitio de inje¢do
e em um musculo controle quando diferentes quantidades de
produtos sdo injetadas. Este método se mostrou adequado, os
resultados obtidos foram coerentes com aqueles obtidos por
andlises macro e microscépicas das lesdes musculares.

Foi também remarcado que a extensio do acometimen-
to muscular € proporcional ao volume injetado. Cingolani et al
[1985] realizaram um estudo, no coelho, associando a libera-
¢do da CPK e a observagiio visual e histoldgica das lesdes. Fi-
cou demonstrado que os dois métodos sdo complementares: as
perdas musculares em CPK assinalam o fenémeno, logo apés a
administragio, enquanto que as avaliagdes visuais e histolégicas
traduzem a evolugdo das lesdes com o tempo.

Mais tarde, Surber e Sucker [1987] realizaram um es-

tudo com ratos, efetuando a determinagéo de viérias enzimas no
sitio de inje¢do e no plasma. As enzimas estudadas foram a
CPK, a aspartato amino transferase e a desidrogenase litica,
todas presentes no misculo. Foi relatado que a elevagdo
plasmdtica da CPK estd associada & toxicidade muscular, en-
quanto que a diminui¢do da concentra¢@o desta no local de in-
je¢idio ndo pode ser correlacionada ao comprometimento mus-
cular. Os aumentos das taxas plasmdticas de aspartato amino
transferase e da desidrogenase ldtica foram menos indicativos
das diferengas entre as preparacoes estudadas.
Finalmente, foi evidenciada a influéncia das injecdes
intraperitoneais sobre o aumento das taxas plasmdticas de CPK,
mas sem correlagio com o comprometimento muscular, o que
pode entdo, levar a falsos resultados.

Em 1986, Comereski ef al realizaram um estudo sobre
a correlagao entre dor e irritagdo muscular causados por vdrios
antibiéticos associados ou ndo a anestésicos locais. Para avali-
ar a irritacio muscular, foi utilizado o método de determinagdo
da CPK plasmitica, no coelho. A presenca de um agente anes-
tésico eliminou a dor, mas nio impediu a corréncia de lesdes
tissulares.

Métodos combinados in vitro e in vivo para avaliacao
da tolerincia local de firmacos

Em 1989, Surber & Dubach também demonstraram que
o aumento da CPK no rato € 1til para quantificar um acometi-
mento muscular. Neste estudo, foi evidenciada uma boa corre-
lagdo entre o potencial hemolitico (método in vitro) de uma
substincia ativa e de um excipiente e a taxa plasmitica da CPK,

ap6s inje¢do no rato. Entretanto, esta mesma correlagio nio
pode ser encontrada no homem.

Svendsen er al [1985] realizaram um estudo comparati-
vo, utilizando vérias substincias ativas e métodos in vivo e in
vitro para a determinagdo da toxicidade tissular. Dentre os
métodos in vivo, no coelho, foram avaliados a determinacgdo da
alteracido do peso do miisculo isolado, trés dias apds a inje¢io e
a perda em CPK do miisculo atingido, em comparagdo com o
musculo contralateral ndo tratado. No que se refere aos méto-
dos in vitro, foram empregados o potencial hemolitico sobre os
eritréeitos humanos e a citotoxicidade, em cultura celular, uti-
lizando-se um modelo contendo fibroblastos MRC-5.

Estes autores concluiram que a utiliza¢io dos métodos
in vitro é possivel para uma pesquisa preliminar da toxicidade
local dos produtos destinados & administragio, via intramuscular,
e que este tipo de ensaio, sobretudo o de hemdlise, apresenta as
seguintes vantagens: sdo menos onerosos e de ficil realizagdo.

Brown et al [1989] utilizaram o método de determina-
¢do da hemdlise in vitro para prever a toxicidade muscular.
Segundo estes autores, as formulagdes capazes de provocar a
hemdlise sdo também capazes de provocar lesoes tissulares e,
consequentemente, a determinagio do grau de hemdlise pode
ser 1itil para a avaliagio da toxicidade. De fato, os resultados
confirmaram esta hipotese, uma vez que foram obtidas boas
correlagbes entre os resultados in vive e in vitro.

Uma excelente correlagio entre um método in vitro e
outro in vive foi obtida, utilizando-se a determinacdo da ativi-
dade da CPK. Brazeau & Fung [1989] realizaram um estudo
com misturas bindrias de solventes utilizados em preparacgdes
injetdveis, determinando in vivo das taxas plasmaticas da CPK,
apds inje¢do intramuscular, no coelho e in vitro a liberagdo cu-
mulativa da CPK de masculos isolados de ratos.

Laska er al [1990], realizaram um trabalho, utilizando
uma técnica in vitro anteriormente descrita por Williams er al
[1987]. empregando células L6 de misculo de rato para avaliar
a toxicidade provocada pela administrag@o parenteral. Neste
estudo, foi possivel estabelecer uma boa correlagio entre a
morfologia ultraestrutural (determinada por microscopia ele-
trénica) e a liberacdo de CPK das células L6 ap6s a adminis-
tragdo de vérios antibiticos. Em 1991, Laska et al desenvolve-
ram um outro trabalho utilizando também a liberagdo de CPK
de células L6 para avaliar a irritagdo provocada por vdrios pro-
dutos injetdveis.

Apesar desta técnica ser adequada durante a formula-
¢iio de um novo produto injetivel, a utilizagdo de um modelo
animal para a avaliagdo posterior da toxicidade no homem nio
pode ser excluida. A relag@o entre formulagdes irritantes e lise
celular também foi analisada por Evans et al [1996], utilizando
o modelo celular L6.

Atenuaciio da toxicidade local de farmacos pela
encapsulagio em transportadores coloidais.

Estudos com o objetivo da utilizagio de transportadores
coloidais para contornar os problemas de efeitos téxicos produzi-
dos por farmacos administrados pela via intramuscular ainda sio
limitados.

Entre os sistemas de transporte de férmacos, os lipossomas
merecem a atengio em razdo de que eles tém sido usados eficien-
temente na liberagio de vdrios grupos de substincias ativas [Lasic
1997, Oliveira & Scarpa 1997, Oliveira, Scarpa & Leite 1997,
Lasic 1998, Canto, Dalmora & Oliveira 1999,

Na decada de 80, Litterst et al [1982], Forssen & Tokes
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[1983], e Axelsson [1989] estudaram indiretamente as proprie-
dades protetoras da encapsulagio em em lipossomas em rela-
¢do ao farmaco livre. Kadir er al [1992] utilizaram avalia¢tes
histol6gicas para explicar os efeitos irritantes das injegoes
intramusculares de lipossomas. De acordo com estes autores, &
medida que a se atinge a libera¢fo prolongada do medicamen-
to, a administra¢do intramuscular, através de lipossomas, pode
ser vantajosa, em particular, para substincias miot6xicas, em
razdo de que lipossomas vazios nio demonstram serem
miotoxicos [Kadir et al 1992, Lima 1998]

O fenémeno de toxicidade tissular provocada pela ad-
ministracdo intramuscular de diclofenaco contido em
nanocdpsulas como sistema transportador foi estudado [Guterres
1995, Guterres et al 1995]. Para isso, foram preparadas
nanocédpsulas poliméricas de dcido poli-litico, e a tolerdncia
muscular local foi avaliada, através da atividade da enzima CPK
(creatina fosfoquinase) e, também, através de andlise
histopatolégica dos tecidos. Entretanto, também houve signifi-
cativa elevagido da atividade da CPK provocada pela a injegéo
das nanocdpsulas vazias. Isto provavelmente se deve a prépria
natureza das nanocdpsulas, cuja composigio (benzoato de
benzila ou miglyol e polimero) poderia provocar uma irritagdo
no local da administracio. Lalla & Sapna [1993] também utili-
zaram microsferas de dcido poli-ldtico para a liberagdo contro-
lada do piroxicam ap6s administragiio parenteral.

Utilizando lipossomas como modelos de membranas,
Jullien er al [1990] relataram que a afinidade da anfotericina B
pela fosfatidilcolina das vesiculas é um fator determinante de
sua toxicidade celular.

Virios outros pesquisadores tém concentrado seus es-
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tudos na tentativa de monitorar os efeitos irritantes de firmacos
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