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Resumo

MONTEIRO, T.F. Desenvolvimento de novo método ex vivo para estudo da
permeabilidade de farmacos utilizando epitélio intestinal de ra-touro
(Rana catesbeiana). 146 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2012.

Este trabalho teve como objetivo propor novo método para estudar a
permeabilidade de farmacos, utilizando epitélio intestinal de ra-touro (Rana
catesbeiana) em método ex vivo, empregando células de Franz. Por utilizar
epitélio intestinal, um material de descarte proveniente de um animal utilizado
como alimento humano, pode ser considerado um método alternativo, pois ndo
implica no sacrificio de animais. A quantidade de farmaco permeada foi
determinada por método de eletroforese capilar com deteccdo ultravioleta e
validado para os antivirais lamivudina, zidovudina e aciclovir, ha presenca de
metoprolol e floridizina. O farmaco escolhido como modelo nos ensaios de
permeabilidade foi a lamivudina. Para estabelecimento do protocolo
experimental dos estudos de permeabilidade, foi proposta uma andlise de
variancia three-way para verificar a influéncia na permeabilidade dos farmacos,
das seguintes variaveis: seccdo intestinal, pH da solucdo de Ringer e
temperatura. Foram determinados a quantidade total de farmaco permeado
(Qy), o coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) € a constante de absorgéao
de primeira ordem (k;). A partir da analise do planejamento experimental, os
efeitos das variaveis ndo foram significativos, exceto para a seccao intestinal.
Os resultados de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) obtidos foram
de 0,09 x 10™* cm/s para lamivudina e de 0,22 x 10™ cm/s para o metoprolol. O
valor de Py, Obtido de para o metoprolol é proximo dos valores encontrados na
literatura para outras técnicas. Para a lamivudina, entretanto, a diferenca
encontrada em comparacado as células Caco-2 pode ser devida as diferentes

técnicas empregadas.

Palavras-chave: permeabilidade, epitélio intestinal, rd, célula de Franz,

lamivudina
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Abstract

MONTEIRO, T.F. Development of a new ex vivo method to study drugs
permeability using intestinal epithelium of frog (Rana catesbeiana) 146 p.
Dissertation (Masters degree) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2012.

This work aimed to propose a new method for studying drug permeability using
frog intestinal epithelium (Rana catesbeiana) in ex vivo method, using Franz
cells. By using intestinal epithelium, a disposal material from an animal used as
human food, can be considered an alternative method, because it doesn'’t
involve the sacrifice of animals. The amount of permeated drug was determined
by capillary electrophoresis method with UV detection and validated for antiviral
drugs lamivudine, zidovudine and acyclovir in the presence of metoprolol and
floridizina. The drug chosen as a model in permeability studies was lamivudine.
To establish the experimental protocol for the permeability studies, a three-way
analysis of variance was proposed to check the influence of intestinal section,
pH of Ringer's solution and the temperature on the permeability. Total amount
of drug permeated (Qy), apparent permeability coefficient (Papp) and first-order
constant absorption (ka) were determined. By the analysis of experimental
design, the effects of the variables were not significant, except for intestinal
section. The results of apparent permeability coefficient (Pap,) oObtained were
0.09 x 10™ cm/s for lamivudine and 0.22 x 10 cm/s for metoprolol. The value of
Papp Obtained for metoprolol is quite close to the values found in literature for
other methods. For lamivudine, however, the difference found in comparison to

Caco-2 cells may be due to different techniques.

Key words: permeability, intestinal epithelium, frog, Franz cell, lamivudine
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1 - INTRODUCAO



Um dos principais desafios da indastria farmacéutica € introduzir, no
mercado, novos medicamentos com boa biodisponibilidade oral, o que implica
no desenvolvimento de uma grande variedade de produtos tendo em vista
diferentes formas farmacéuticas, adequacdes de doses e outras modificacdes
da formulacdo para aumentar a eficacia e seguranca e, portanto, obter melhor
adeséao do paciente ao tratamento.

A eficacia terapéutica depende diretamente da biodisponibilidade dos
farmacos, caracteristica esta relacionada as propriedades de permeabilidade e
solubilidade. Dessa forma, o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB),
proposto por AMIDON e colaboradores (1995), representa uma das
ferramentas mais importantes para a predicdo desses parametros. Esse
sistema € fundamentado no principio de que o controle da extensdo e
velocidade de absorcdo de um farmaco, administrado por via oral, depende
basicamente de dois aspectos: a solubilidade do préprio farmaco nos liquidos
do trato gastrintestinal e sua permeabilidade através das membranas bioldgicas
(LOBENBERG; AMIDON, 2000; LINDENBERG et al., 2004).

Nesse sentido, 0 SCB pode auxiliar na substituicdo dos estudos in vivo
de biodisponibilidade e bioequivaléncia, por ensaios in vitro/ex vivo, que
permitam conclusdes sobre a solubilidade e a permeabilidade dos farmacos. A
expectativa dessa medida é a reducdo da exposicao de voluntarios sadios aos
farmacos candidatos a bioisencdo, bem como a diminuicdo do custo e do
tempo necessario para o desenvolvimento dos medicamentos (LOBENBERG;
AMIDON, 2000; POLLI et al., 2004; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

Uma boa disponibilidade oral ocorre quando o farmaco tem maxima
permeabilidade e méaxima solubilidade no sitio de absorcdo, portanto, a
guantidade absorvida de farmaco pode ser estimada com base nas suas
caracteristicas de permeabilidade e solubilidade (EGAN; LAURI, 2002). Dessa
forma, a avaliagdo da permeabilidade intestinal € essencial na estimativa da
biodisponibilidade oral de candidatos a novos farmacos, em estudos de pré-
formulagdo e no desenvolvimento farmacotécnico para avaliacdo dos efeitos
dos varios excipientes e na eleicdo de adjuvantes para atuar como co-
solventes ou promotores da absorcdo na permeabilidade intestinal (SAHA;
KOU, 2000).



A grande vantagem dos métodos in vitro/ex vivo para a determinagdo da
permeabilidade € que estes permitem uma avaliagdo mais direta da interacdo
do farmaco com a respectiva membrana. Os estudos podem ser realizados por
meio de diferentes técnicas, entre elas, destacam-se 0s métodos que
empregam tecido intestinal de diferentes animais, as membranas artificiais e as
monocamadas de células obtidas por cultura celular. Além desses métodos, a
permeabilidade pode ser determinada por modelos que utilizam membranas
sintéticas, métodos cromatograficos com membranas artificiais imobilizadas e
modelos computacionais (FDA, 2000; TUKKER, 2000; YU et al., 2002;
ESCUDER-GILABERT et al., 2003; KATAOKA et al., 2003; LEGEN; KRISTL,
2003; RINAKI et al., 2003; LEGEN et al., 2005; FLATEN et al., 2006; ZAKELJ
et al., 2006).

O uso de monocamadas de células Caco-2 ganhou popularidade como
ferramenta de avaliacdo in vitro da absorcdo primaria em varias companhias
farmacéuticas e diversos exemplos de sucesso na correlacdo com estudos de
biodisponibilidade foram obtidos (ARTURSSON; KARLSSON, 1991;
LENNERNAS et al., 1996; LENTZ et al., 2000; CHENG et al., 2006).
Entretanto, a realizacdo dos ensaios em membranas de cultura celular Caco-2
apresenta algumas desvantagens, tais como, um maior tempo necessario, alto
custo por ensaio, além de requerer um periodo de mais de 21 dias para o
crescimento celular e cuidados regulares durante o preparo de monocamadas
estaveis (TUKKER, 2000).

Varios trabalhos demonstram os esforcos para diminuir o tempo e o
custo do método de cultura celular, com a aplicagcdo de protocolos com
menores periodos de tempo para o estudo (YAMASHITA et al., 2002; ALSENZ;
HAENEL, 2003). Ainda, pelo fato das culturas celulares Caco-2 serem
conhecidas por aumentar o efluxo de glicoproteina-P, o que pode levar a
diminuicdo da estimativa da absor¢cdo de alguns compostos, novos modelos
para prever a permeabilidade intestinal em humanos passaram a ser objeto de
interesse deste tipo de estudo (TRAPANI et al., 2004). Aléem das células Caco-
2, as células TC-7, as 2/4/A1 e as MDCK (Madin-Darby canine kidney) também
podem ser usadas na avaliacdo da permeabilidade intestinal de farmacos
(BALIMANE et al., 2000).



Dentre as alternativas para o uso de culturas celulares, estdo os
procedimentos baseados na perfusdo in situ e 0 uso de sacos intestinais
isolados de animais e humanos. Um dos obstaculos desses métodos, no
entanto, é o fato de serem inadequados para a avaliacdo de um grande numero
de compostos. Os estudos de permeabilidade deste tipo sdo rotineiramente
realizados em diferentes espécies de animais, incluindo: ratos, coelhos, porcos,
cachorros e macacos (TUKKER, 2000).

No entanto, os dispositivos mais empregados nos ensaios de
permeabilidade com membrana intestinal animal incluem cubas de difusdo
verticais, separadas pela membrana em estudo (ZAKELJ et al., 2004; ZAKELJ
et al., 2006) e saco intestinal invertido (TUKKER, 2000) ou ndo (TRAPANI et
al., 2004, FRANCO et al., 2008). Todavia, modelos que incluem células de
Franz sdo frequentemente usados em estudos de permeacéo cutanea (LOPEZ
et al., 2000; ROPKE et al., 2002; HERAI et al., 2007).

N&o obstante, é importante ressaltar que ha caréncia de protocolos
padronizados para os estudos de permeabilidade. Assim, muitos dos dados
disponiveis na literatura sobre essa importante propriedade podem néo ser
confiaveis ou conclusivos.

O uso de membrana intestinal de rd (Rana esculenta) tem sido
estudado, recentemente, por TRAPANI e colaboradores (2004) e FRANCO e
colaboradores (2008), como alternativa aos demais modelos de membranas
animais, demonstrando que o coeficiente de permeabilidade obtido a partir dos
experimentos com intestinos delgados isolados de ras apresenta uma boa
correlagdo com estudos in vivo da absorcdo peroral em humanos para
compostos que sao passivamente ou ativamente  absorvidos.
Consequentemente, os autores também demonstraram que os modelos de
permeabilidade empregando intestino de rads podem ser usados como
ferramenta de classificacdo biofarmacéutica (TRAPANI et al., 2004; FRANCO
et al., 2008).

Como o intestino delgado da ra possui a composicdo de suas
membranas e vilosidades igual as dos demais vertebrados, assim como os
mesmos mecanismos de transporte, ele demonstrou ser adequado para 0s
estudos de absorcdo intestinal (SAIDANE et al., 1997; TUKKER, 2000;
TRAPANI et al., 2004; FRANCO et al.,, 2008). Considerando que ha
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pouquissimos estudos sobre o emprego do epitélio intestinal de rd nos estudos
da permeabilidade de farmacos e, frente aos promissores resultados
apresentados por TRAPANI e colaboradores (2004) e FRANCO e
colaboradores (2008), é de grande importancia o desenvolvimento de novos
protocolos de ensaios de permeabilidade intestinal considerando essa
membrana (TRAPANI et al., 2004; FRANCO et al., 2008).



2 - REVISAO DA LITERATURA



2.1. Biodisponibilidade e bioequivaléncia

As formas farmacéuticas soélidas sdo as mais prescritas na pratica
meédica, pois nesse caso, h4 maior adesdo do paciente uma vez que a
administracdo é segura e pratica (GILMAN, 2006). Em uma pesquisa feita nos
Estados Unidos e na Europa em 2001, 84% dos 50 tipos de medicamentos
mais vendidos sado de administracdo oral, 0 que mostra a necessidade de uma
atencdo maior aos processos que ocorrem com o esse tipo de medicamento no
organismo apds sua administracdo (LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

Apenas a correta ingestdo do medicamento ao paciente ndo garante sua
eficcia terapéutica; € necesséario que a forma farmacéutica se desintegre,
liberando o farmaco para ser absorvido através do trato gastrintestinal e assim,
estar biodisponivel na corrente sanguinea (ASHFORD, 2005a). A
biodisponibilidade pode ser definida como a velocidade e a extensao com que
um farmaco é absorvido a partir do medicamento, tornando-se disponivel no
local de acdo (SHARGEL et al.,, 2005). Segundo a agéncia regulatéria
americana “Food and Drug Administration” (FDA), é definida como a
quantidade de farmaco absorvida a partir de uma forma farmacéutica e a
velocidade com que isso ocorre (FDA, 2003). Diante dessa definicéo, verifica-
se que a biodisponibilidade é decorrente da administracdo do farmaco no
organismo e que, por citar a forma farmacéutica, torna explicito que a mesma
pode influencia-la (STORPIRTIS et al., 1999).

O “Note for Guidance on the Investigation of Bioavailability and
Bioequivalence” do “Committee for Proprietary Medicinal Products” (CPMP) traz
uma definicho mais abrangente: “biodisponibilidade é a extensdo e a
velocidade com a qual a substancia ativa é absorvida a partir de uma forma
farmacéutica e se torna disponivel na circulagéo sistémica” (EMA, 2001).

Um farmaco administrado por via intravenosa, isto €, quando colocado
diretamente no sangue, apresenta 100% de biodisponibilidade, entretanto,
guando outra via for utilizada, como, por exemplo, a oral, ndo existe garantia de
que toda a dose administrada alcancara a circulacdo sistémica de maneira
intacta. Essa quantidade de farmaco administrada e que alcanca a circulacéo
sanguinea de forma inalterada € chamada de dose biodisponivel e a
velocidade com que isso ocorre € a biodisponibilidade. Portanto, esta tem uma
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importancia peculiar, pois determina se o farmaco se encontra em seu sitio de
acao numa quantidade terapeuticamente adequada (ASHFORD, 2005a).

Novas formulacdes contendo substéncias farmacologicamente ativas,
para serem aprovadas pela FDA, devem passar pelos estudos de
biodisponibilidade, antes de entrarem no mercado. Esses estudos definem o
efeito causado pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco e pela forma
farmacéutica na farmacocinética do farmaco e, além disso, determinam a
seguranca e a eficacia do medicamento (SHARGEL et al., 2005).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
bioequivaléncia € a demonstracdo de equivaléncia farmacéutica entre produtos
apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo a mesma
composicdo qualitativa e quantitativa de principio (s) ativo (s) e que tenham
comparavel biodisponibilidade quando estudados sob um mesmo desenho
experimental (BRASIL, 1999).

A FDA define bioequivaléncia como a auséncia de diferenca significativa
na velocidade e extensdo pelas quais o farmaco presente em equivalentes
farmacéuticos (ou alternativas farmacéuticas) torna-se disponivel no local de
acado, quando administrado na mesma dose molar e nas mesmas condicdes,
em um estudo planejado adequadamente (FDA, 2003). Conforme a definicdo
dada pela “European Agency for the Evaluation of Medicinal Products” (EMEA),
dois produtos farmacéuticos sdo bioequivalentes se forem equivalentes
farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas e, quando administrados na
mesma dose molar, apresentem biodisponibilidades semelhantes garantindo os
mesmos efeitos relacionados a eficacia e a seguranca (EMA, 2001).

Com o aparecimento de casos de intoxicagao por alguns medicamentos
ou de ineficacia clinica pelo uso de outros, a biodisponibilidade dos produtos
farmacéuticos passou a ser investigada. Aléem disso, a falta da bioequivaléncia
entre produtos comercializados como genéricos ou similares também
demonstrou que, possiveis varia¢cdes na formulacdo ou na técnica de producgéo
poderiam alterar, significativamente, a absor¢cdo do farmaco. Diante disso, a
FDA buscou a regulamentacao dos critérios relativos a biodisponibilidade e a
bioequivaléncia de medicamentos (STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995;
CONSIGLIERI et al., 2000).



Os estudos de biodisponibilidade sao exigidos em situacdes tais como:
estudos de bioequivaléncia entre medicamentos, aprovacdo de medicamentos
que contenham farmacos novos na terapéutica, desenvolvimento de novas
formulacbes contendo farmacos terapeuticamente ja utilizados, estudo de
formulacbes ja utilizadas na terapéutica, mas que sofreram alteracOes
significativas, desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagéo
controlada e de formulagcbes que contem mais de um principio ativo
(STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995).

Nos estudos de biodisponibilidade, parametros, como a ASC (area sob a
curva de concentracdo plasmatica versus tempo), Cmnax (concentracéo
plasmatica méaxima atingida ap0s a administracdo da dose de farmaco) e Tmax
(tempo em que Chax € alcancada) sdo determinados, pois refletem o perfil de
absorcdo do farmaco, outros parametros como a concentragdo maxima
tolerada (CMT) e a concentracdo minima eficaz (CME) podem ser
determinados e refletem a seguranca e a eficacia do medicamento

(STORPIRTIS, 1999), respectivamente, conforme 0 esquema na Figura 1.

A
¢ concentragdo maxima tolerada
Cp max (CMT)
faixa terapéutica (FT)
concentracao minima eficaz
(CME)
ASC
: >
Trmax tempo

Figura 1. Parametros relacionados a eficacia e seguranca de um medicamento
(STORPIRTIS, 1999).

Na determinacdo da biodisponibilidade de um medicamento, devem-se
usar organismos vivos. Para substancias administradas por via oral, altamente

solaveis, altamente permeéveis e de rapida dissolucédo, a biodisponibilidade e a
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bioequivaléncia podem ser avaliadas utilizando-se modelos in vitro, baseados
no Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (FDA, 2003).

A biodisponibilidade sistémica pode ser determinada a partir de
amostras de sangue ou de urina do paciente que recebeu uma dose do
farmaco por via oral, comparando-se esses valores com 0s obtidos a partir da
administracao intravenosa (GIBALDI, 1991).

O planejamento de um estudo de biodisponibilidade depende de seus
objetivos, da capacidade de analisar a substancia e seus metabdlitos nos
fluidos bioldgicos, da farmacodinamica do farmaco, da via de administracéo e
ainda, do tipo de forma farmacéutica. Parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos, assim como estudos in vitro e observacgdes clinicas podem
ser usados para determinar a biodisponibilidade de um farmaco a partir da
forma farmacéutica (SHARGEL et al., 2005).

Varios fatores podem influenciar a biodisponibilidade do farmaco
(STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995; STORPIRTIS et al., 1999; CONSIGLIERI
et al., 2000; KARALIS et al, 2008), podendo estar relacionados:

- ao paciente: idade, fisiologia da membrana biolégica, pH e fluxo sanguineo
do trato gastrintestinal, tempo de esvaziamento gastrico, alimentacdo, entre
outros.

- ao farmaco: tamanho de particula, polimorfismo, estado fisico, pKa,
coeficiente de particdo Oleo-agua (log P), quiralidade, metabolismo pré-
sistémico.

- a natureza dos excipientes presentes na formulacdo: natureza quimica,
capacidade de adsorc¢ao, quantidade utilizada.

- ao processo de fabricacdo do medicamento: técnica de produgéo (mistura,
agitacdo, secagem), forca de compressao, entre outros.

Para a maioria dos farmacos, quando uma dose é administrada por via
oral, ndo ha completa absorcdo. Alguns apresentam baixa permeabilidade e
sao lentamente absorvidos, ainda que administrados em solugédo. Outros
possuem baixa solubilidade aquosa, apresentando um perfil de dissolugao
deficiente no momento em que deveriam estar disponiveis para serem
absorvidos. E ainda, ha aqueles que apresentam baixa biodisponibilidade por
sofrerem degradacdo quimica ou bacteriana no trato gastrintestinal (GIBALDI,
1991).
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2.2. Fatores que afetam a biodisponibilidade dos farmacos

O tréansito do farmaco pelo organismo € algo complexo, devido a
diversidade de interacdes que ocorrem entre a substancia e os mecanismos
fisiologicos ou com fatores externos, que acabam afetando a resposta
terapéutica esperada (KARALIS et al., 2008).

O desenvolvimento de um medicamento adequado requer o
entendimento dos fatores que afetam a absorcdo do farmaco, para garantir sua
eficacia terapéutica e evitar possiveis interacdes (SHARGEL et al., 2005).

Os fatores que afetam a absorcdo dos farmacos podem estar
relacionados as suas caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade,
polimorfismo, tamanho de particula, coeficiente de particdo), as caracteristicas
farmacéuticas (tipo de forma farmacéutica, adjuvantes farmacotécnicos,
tecnologia envolvida na producdo), e as caracteristicas fisiolégicas (anatomia
do trato gastrintestinal, esvaziamento gastrico, transito intestinal, fluxo
sanguineo intestinal) (ASHFORD, 2005b; STORPIRTIS et al., 1999).

2.2.1. Propriedades fisico-quimicas do farmaco

2.2.1.1. Solubilidade

A passagem de moléculas de uma substancia do seu estado solido para
a solucdo é chamada de dissolucdo e a extensdo em que iSso ocorre, sob
determinadas condi¢cdes experimentais, € denominada solubilidade (AULTON,
2005). Essa propriedade pode ser estimada pela habilidade da substancia
partir de um ambiente lipidico para outro aquoso. Esse comportamento se da
em funcdo do pH do solvente, uma vez que esse influencia a ionizagado do
farmaco (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

A grande maioria das moléculas de farmacos sdo acidos ou bases
fracas, cujo grau de ionizacdo depende do pH do meio e do pKj (constante de
ionizacao) da substéancia. A ionizacdo tem grande importancia na absorcdo dos
farmacos, pois a forma ionizada apresenta maior solubilidade aquosa que a
forma né&o-ionizada. Portanto, a velocidade de dissolugédo do soluto num meio
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aguoso € bastante afetada pelo pH desse meio (MARTINEZ; AMIDON, 2002;
MAYERSOHN, 1996).

Substancias com solubilidade aquosa menor que 100 pg/mL
apresentam, frequentemente, a dissolucdo limitando sua absor¢do (HORTER,;
DRESSMAN, 2001).

Para determinar o efeito do pH do meio no grau de ionizac&o, pode-se
usar a equacao de Henderson-Hasselback (MARTINEZ; AMIDON, 2002):

Para acido fraco:
100
[1+ antilog (pH — pKa)]

(Equacéo 1)

U4 ndo ionizada =

Para base fraca:
100
[1+ antilog (pKa — pH)]

(Equacéo 2)

04 nido ionizada =

Substéancias fracamente basicas se dissolvem lentamente em pH bésico,
pois, nesse caso, a maioria das moléculas esta na forma néo ionizada, porém,
substancias fracamente acidas se dissolvem rapidamente em pH elevado, ja
gue, a maioria das moléculas esta na forma ionizada (MARTINEZ; AMIDON,
2002). Dessa forma, a solubilidade de farmacos fracamente &cidos vai
aumentando a medida que vai avancando ao longo do trato gastrintestinal, do
estbmago para o intestino; porém, no caso de bases fracas, diminui a medida
gue o farmaco desce o trato gastrintestinal. Sendo assim, € importante que
farmacos de carater basico se dissolvam no estdbmago, ja que no intestino isso
acontecera de modo mais lento (ASHFORD, 2005c).

Geralmente, a solubilidade aquosa de um farmaco é diretamente
proporcional a sua capacidade de fazer ligacdes de hidrogénio com a agua.
Uma elevada solubilidade aquosa facilita a dissolucdo do farmaco em meios
aguosos, porém dificulta a permeacdo do farmaco devido a sua elevada
polaridade e & sua baixa lipofilicidade. Quando se comparam a porcentagem
absorvida versus a solubilidade do farmaco ou a porcentagem absorvida versus
a capacidade da molécula do farmaco em fazer ligacdes de hidrogénio, verifica-
se uma correlacdo negativa (MARTINEZ; AMIDON, 2002).
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A proporcao do farmaco na sua forma nao-ionizada ndo é o unico fator
que determina a sua absorgdo a partir do trato gastrintestinal. Acidos fracos,
apesar de estarem ionizados, também sao bem absorvidos no intestino
delgado, podendo apresentar, muitas vezes, velocidade de absorcao intestinal
maior do que sua velocidade de absorcdo no estbmago. Isso acontece, pois a
superficie de absorcao intestinal € maior, o0 que compensa o elevado grau de
ionizagao no intestino. E ainda, o tempo de residéncia mais prolongado no
intestino delgado e o fato do pH da superficie da mucosa do intestino delgado
ser menor que o pH do lumen intestinal sdo elementos que também favorecem

a absorcgédo de acidos fracos no intestino delgado (ASHFORD, 2005c).

2.2.1.2. Polimorfismo

Polimorfismo € a capacidade que muitos farmacos tém de existirem em
mais de uma forma cristalina. Essas formas sdo, quimicamente, idénticas,
porém apresentam diferentes propriedades fisicas tais como, densidade,
ponto de fusao, solubilidade e velocidade de dissolucédo. A uma determinada
temperatura e pressdo, somente um cristal sera estavel, enquanto os demais,
metaestaveis. Estas formas apresentam a maior energia, 0 menor ponto de
fusdo, a maior solubilidade e a maior velocidade de dissolugcédo, no entanto,
elas podem se converter nas formas mais estaveis ainda que lentamente
(GIBALDI, 1991).

Existem ainda, as formas amorfas que ocorrem com alguns farmacos,
essas sao, pelo menos, dez vezes mais solluveis que a forma cristalina. Outras
substancias podem se associar com moléculas de solvente formando um
solvato e, quando o solvente é a agua, € chamado hidrato. Varios estudos
sugerem que a forma solvatada com solventes organicos deve dissolver-se
mais rapidamente que a forma anidra (GIBALDI, 1991).

As formas polimorficas podem ser caracterizadas pela aparéncia externa
do cristal e pelas estruturas internas. A forma do cristal varia de tabular,
laminar, prismatica, acicular a cubica, enquanto que a estrutura interna possui
arranjos moleculares detectaveis por espectros obtidos por difracdo de raios-X
(STORPIRTIS et al., 1999).
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O polimorfismo de alguns farmacos pode influenciar sua solubilidade e,
consequentemente a velocidade de dissolu¢do. Porém nem sempre, o aumento
dessa velocidade por meio da escolha do polimorfo apropriado significa uma
melhora na biodisponibilidade. Para o analgésico diflunisal, a solubilidade da
sua forma metaestavel € duas vezes maior que a da forma mais estavel,
contudo, nao se observa diferenca estatisticamente significativa na
concentragdo plasmatica do farmaco. Existem casos em que o aumento da
biodisponibilidade se da também pela escolha do polimorfo apropriado, mas
nao, necessariamente, pelo aumento da solubilidade do farmaco. Para o
palmitato de cloranfenicol, por exemplo, a velocidade das reac¢des de hidrdlise
enzimaticas sao diferentes entre seus polimorfos e, diante do fato que a base
livre € melhor absorvida, o controle da velocidade de absorcdo se d4, nesse
caso, pela velocidade de converséo do éster em base (HORTER; DRESSMAN,
2001).

Durante o desenvolvimento de novas formulagdes, prefere-se formular
utilizando-se o polimorfo termodinamicamente mais estavel, a fim de garantir a
estabilidade do medicamento além do tempo em que ele permanece
armazenado na prateleira do estabelecimento de saude, embora em condi¢cdes
reais de armazenamento. Porém, em alguns casos, o uso do polimorfo
metaestavel ou do amorfo € justificavel quando algum beneficio clinico é
alcancado (SINGHAL; CURATOLO, 2004).

O desenvolvimento de um produto farmacéutico bioequivalente contendo
um polimorfo metaestavel € uma tarefa dificil, no entanto, as vezes, é possivel.
Embora ndo seja facil, o elevado valor de Cax Obtido pela alta velocidade de
dissolugdo apresentada pelo polimorfo metaestavel pode ser reduzido
(SINGHAL; CURATOLO, 2004).

O grande problema em utilizar um polimorfo metaestavel, que resulta na
melhora da velocidade de dissolugéo, é a eventual conversao dessa forma com
a maior energia e maior solubilidade em outra forma cristalina com a menor
energia. A utilizagdo comercial de formas metaestaveis € limitada pela
possibilidade de conversdo entre os polimorfos durante a producédo e,
posteriormente, durante o armazenamento do medicamento (HORTER;
DRESSMAN, 2001).
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O maior efeito sobre a velocidade de dissolucdo entre polimorfos é
esperado para substadncias que apresentam alta permeabilidade e baixa
solubilidade (classificadas como Classe Il, segundo o SCB), pois nesse caso, a
solubilidade estara limitando a absorcdo oral da substancia. Ja, para
substancias que apresentam alta solubilidade no trato gastrintestinal, a
diferenca na biodisponibilidade dos polimorfos serd minima ou poder4d nem
existir, pois nesse caso, a solubilidade nédo estara limitando a absorcéo oral da
substancia (SINGHAL; CURATOLO, 2004).

As formas metaestaveis, assim como as amorfas, podem ser
estabilizadas, utilizando-se, durante a formulacdo, excipientes adequados, a
fim de garantir estabilidade quimica e fisica durante seu armazenamento e sem
comprometer a absorcao oral da substancia. Porém, é um desafio, pois 0 uso
de aditivos para aumentar a estabilidade envolve um sistema de duas fases
(polimorfo e estabilizante) em que o farmaco ndo esta em contato intimo com o
estabilizante. Além disso, todo cuidado deve ser tomado para garantir que 0s
estudos de estabilidade englobem todas as condicbes reais que o0
medicamento encontrara durante sua producao e armazenamento (SINGHAL,;
CURATOLO, 2004).

Portanto, a ndo ser que sejam tomadas as devidas precaucdes no
sentido de assegurar a incorporacdo de um polimorfo menos estavel e
terapeuticamente mais efetivo a uma forma farmacéutica, poderdo surgir
variaveis inaceitaveis na eficicia terapéutica do medicamento (ASHFORD,
2005c¢).

2.2.1.3. Tamanho de particula e area superficial

A reducéo do tamanho de particula aumenta, consideravelmente, a area
superficial do farmaco. Como a dissolucdo da substancia depende da sua area
superficial exposta para o0 solvente, quanto maior a area, maior sera a
velocidade de dissolugédo do farmaco. Dessa forma, o conhecimento e o estudo
do tamanho das particulas sdo importantes, principalmente, para substancias
gue apresentam baixa solubilidade aquosa (SHARGEL et al., 2005).

Noyes e Whitney (1991) afirmaram que a velocidade de dissolugao de

um sélido é diretamente proporcional a sua area superficial exposta ao meio de
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dissolugdo (STORPIRTIS et al.,, 1999), conforme mostra a equagao a seguir
(ASHFORD, 2005c):

dc _D.a (Cs —C) (Equacéo 3)
dt h
Onde:

dC / dt: velocidade de dissolucao das particulas de farmaco

D: coeficiente de difusdo farmaco em solucao nos fluidos gastrintestinais

A: superficie efetiva das particulas de farmaco em contato com as particulas
gastrintestinais

h: espessura da camada difusional ao redor de cada particula de farmaco

Cs: solubilidade de saturacdo do farmaco em solucdo na camada difusional

C: concentracao de farmaco nos fluidos gastrintestinais

A reducdo do tamanho de particula para 3-5 um €, frequentemente, uma
excelente estratégia para o aumento da dissolucao de farmacos pouco sollveis
(HORTER; DRESSMAN, 2001).

Quando a substancia ndo é suficientemente absorvida para ser
terapeuticamente eficaz e também néo € sollvel o bastante para uma acao
intestinal local, a reducdo do tamanho de particula pode melhorar a eficacia
terapéutica. Para uma acao local no trato gastrintestinal, pode ser necessario
utilizar particula com tamanho maior (STORPIRTIS et al., 1999).

A area superficial esta relacionada com a capacidade do solvente em
penetrar e molhar as particulas de farmaco. Quando o meio de dissolugao tem
baixa capacidade de molhar, a micronizagcédo das particulas do farmaco pode,
algumas vezes, diminuir a velocidade de dissolucao devido a aglomeragéo das
mesmas (HORTER; DRESSMAN, 2001). Ou, a diminuicdo do tamanho de
particula pode ndo exercer influéncia alguma sobre a absorcdo do farmaco
guando este for suficientemente soltuvel (STORPIRTIS et al., 1999).

Para alguns farmacos, principalmente os de natureza hidrofdbica, a
micronizacao e outras técnicas de reducdo de tamanho de particula a seco
podem aumentar a tendéncia de aglomeracéao das particulas de po, acabando

por diminuir a area superficial em contato com os liquidos gastrintestinais,
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reduzindo a velocidade de dissolugdo e, consequentemente, a
biodisponibilidade do farmaco (ASHFORD, 2005c; GIBALDI, 1991).

A aglomeragdo pode, no entanto, ser evitada com a adicdo de um
agente molhante a formulacdo. Ou ainda, pode-se misturar o farmaco
hidrofébico a um excesso de carreador hidrofilico, como a lactose (GIBALDI,
1991).

A melhora na absor¢éo, como resultado da diminuicdo do tamanho de
particula, pode gerar efeitos toxicos (STORPIRTIS et al., 1999). Além disso, a
reducdo de tamanho de particula pode favorecer a degradacdo quimica do
farmaco e, assim, reduzir sua quantidade, na forma intacta, disponivel para ser
absorvida (ASHFORD, 2005c).

2.2.2. Caracteristicas fisiologicas

2.2.2.1. Fisiologia da membrana biologica

A barreira que separa o lumen do trato gastrintestinal da circulacéo
sisttmica € uma estrutura complexa composta por lipidios, proteinas,
lipoproteinas e polissacarideos distribuidos em uma bicamada, (ASHFORD,
2005b). Essa barreira gastrintestinal é semipermeavel, permitindo e facilitando
a rapida passagem de algumas substancias, enquanto dificulta e lentifica a de
outras. Como a maioria dos medicamentos € administrada por via oral, eles
devem atravessar essa barreira para que alcancem a circulagdo sanguinea e
por isso, 0 conhecimento das caracteristicas da membrana do trato
gastrintestinal € de extrema importancia para a biofarméacia (GIBALDI, 1991).

Pelo fato do farmaco ter que, primeiramente, atravessar membranas
bioldgicas, os estudos recentes de pré-formulacéo incluem também a avaliacao
inicial da passagem das moléculas de farmaco através dessas membranas
(ANSEL et al., 2007).

A membrana biolégica contém numerosos poros ou canais aquosos €
uma seérie de moléculas carreadoras que a atravessam. Substancias
hidrofébicas penetram a membrana diretamente pela porcéo lipidica, enquanto
gue 0S poros sao permedveis a agua, aos ions monovalentes, aos solutos

hidrofilicos com tamanho molecular pequeno, pois 0s poros da regido proximal
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do intestino tém um raio de 7.5 A (7.5 x 10”7 mm) e os da regido distal sdo de
3.5 A (3.5 x 107 mm). Pelo tamanho molecular da maioria das substancias,
sugere-se gue esse tipo de transporte seja o de menor importancia para a
absorcdo do farmaco. As substancias hidrofilicas com um tamanho que as
impossibilita de atravessar os poros sao transportadas por carreadores também
presentes na membrana (GIBALDI, 1991).

O transporte atraves da membrana pode acontecer de diferentes
maneiras: transporte passivo (difusdo) transcelular, ou seja, pelas células;
transporte passivo (difusdo) paracelular, por entre as células; transporte
mediado por carreadores no sentido absortivo ou secretdrio; e transporte por
vesiculas (LOBENBERG; AMIDON, 2000; ESCUDER-GILABERT et al., 2003;
GONCALVES et al., 2009).

A difusdo passiva € o tipo mais comum de transporte de farmacos
através das membranas biologicas. Esse transporte se d4, espontaneamente,
de uma regido mais concentrada do farmaco para outra de menor
concentracdo do farmaco e, por ir a favor de uma gradiente de concentracao,
nao envolve gasto energético (GIBALDI, 1991). O transporte passivo pode ser
descrito pela Lei de difusdo de Fick, conforme a equacédo abaixo (SHARGEL et
al., 2005):

d_‘?_ D.A.K F_ (Equacéo 4)
dt_[ h }X(Cm cp)
Onde:

dQ / dt = velocidade de difusao;

D = coeficiente de difusao;

K = coeficiente de particdo 6leo/agua do farmaco na membrana biologica;

A = area superficial da membrana;

h = espessura da membrana;

Cqi — Cp = diferenga entre as concentragdes do farmaco no trato gastrintestinal

e no plasma.

Segundo a Lei de Fick, varios fatores podem influenciar a velocidade de
absorcdo de substéncias absorvidas passivamente, dentre eles podem ser
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citados: (i) o grau de solubilidade lipidica da substancia, representado por K,
uma vez que quanto maior for a hidrofobicidade das substancias, maior sera o
valor de K e (ii) a area superficial da membrana, representada por A: as
substancias podem ser absorvidas pela maior parte do trato gastrintestinal,
porém, o duodeno apresenta maior absorcdo, devido a presenca das
microvilosidades que aumentam, efetivamente, a area superficial (SHARGEL et
al., 2005).

O processo de difusdo passiva indica que a transferéncia de uma
substancia a partir de uma fase aquosa para a membrana pode ser descrito
pelos principios fisico-quimicos e pelas propriedades da membrana bioldgica, a
qual ndo participa do processo de transferéncia, apenas age como uma
simples barreira para a difusdo (MAYERSOHN, 1996; NELSON e COX, 2006).

O transporte passivo pode ocorrer de maneira paracelular ou
transcelular, entretanto, para farmacos com peso molecular acima de 200 Da, a
rota paracelular tem menor importancia (PELKONEN et al., 2001). Essa rota se
d4, principalmente, para os farmacos catiénicos (KARLSSON et al., 1993),
além disso, farmacos de pequeno tamanho e hidrofilicos podem permear,
significativamente, o epitélio intestinal por essa via, principalmente, na porcao
inicial do intestino delgado em que esse transporte € mais marcante
(ARTURSSON et al., 1993).

O transporte mediado por carreadores € o tipo de transporte que se da
contra um gradiente de concentracdo, isto é, a substancia é transportada de
um local de baixa concentracdo para outro de alta concentracdo e, por isso,
envolve gasto energético (ASHFORD, 2005b). Ha uma série de proteinas
transportadoras envolvidas no processo de absorgéo intestinal e a quantidade
delas no intestino € limitada e ainda, conforme aumenta a concentracdo do
farmaco, a quantidade de carreadores livres diminui, diminuindo-se assim, a
guantidade de farmaco que atravessa, efetivamente, a membrana, até atingir a
saturacdo desse sistema. Isso sugere que a biodisponibilidade de um farmaco
absorvido desse modo deve diminuir conforme aumenta a dose administrada
(GIBALDI, 1991).

As proteinas transportadoras estdo envolvidas em processos de influxo
e efluxo de substancias nos diversos tecidos (MARTINEZ; AMIDON, 2002). Os
transportadores de captacédo facilitam a translocacdo dos farmacos através das
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células. Dentro desta classe estdo os polipeptideos aniénicos organicos e 0s
cations organicos, além da familia dos transportadores peptidicos (PEPT). Os
transportadores de efluxo agem expulsando o farmaco do ambiente
intracelular, a maioria deles pertencem a familia das proteinas
transmembréanicas de ATP e usam a energia derivada da hidrélise do ATP para
transportar o substrato através da membrana biologica. Dentro desta classe de
transportadores, esté a familia das glicoproteinas-P (BONAMICI, 2009).

Como exemplo de transportadores e seus substratos, podem-se citar 0s
monocarboxilatos que transportam o acido salicilico e a pravastatina e,
também, o dipeptideo intestinal (PepTl) que transporta andlogos de
nucleosideos, antibioticos p-lactamicos, inibidores da enzima conversora de
angiotensina, entre outros (LEE, 2000).

Os sistemas transportadores mais estudados sdo: transportador
dipeptideo (PepTl1) e glicoproteina P (P-gp), devido a grande quantidade de
substratos especificos que transportam (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

Outra caracteristica do transporte mediado por carreadores € a
competicdo entre substéncias similares pelo mesmo mecanismo de
translocacao e, consequentemente, a inibicdo da absorcdo de uma delas ou de
ambas (GIBALDI, 1991).

O transporte vesicular, conhecido também como endocitose, é o
processo em que as substancias sdo absorvidas pelas células da membrana
por meio da formacdo de vesiculas. Existem trés principais formas desse tipo
de transporte: a fagocitose, em que as células emitem os pseuddpodos na
ingestao de particulas grandes; a pinocitose, em que os fluidos séo ingeridos
por pequenas vesiculas; e a endocitose mediada por um receptor, em que uma
molécula do meio extracelular se liga a membrana, formando nela uma
depressdo, que aumenta até formar um vacuolo e entra na célula
(GONCALVES et al., 2009).
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2.2.2.2. Anatomia e fisiologia do trato gastrintestinal

O trato gastrintestinal (TGI) € uma regido corpdérea altamente
especializada. Suas principais funcbes sdo: secrecdo, digestdo e absorcao.
Dentre as secrecoes, tém-se os eletrélitos, as secrecdes enzimaticas da saliva
e do pancreas e o muco, cada uma com sua funcdo especifica. As enzimas,
por exemplo, estdo envolvidas no processo de digestdo (SHARGEL et al.,
2005).

O TGI é composto pela cavidade oral, es6fago, estbmago, intestino
delgado (duodeno, jejuno, ileo), intestino grosso (célon, reto), o pancreas, o
figado e a vesicula biliar (MAYERSOHN, 1996). Seus principais segmentos,
estbmago, intestino delgado e grosso, diferem-se entre si anatbmica e
morfologicamente e, também, com relacdo as secrecbes e ao pH local
(GIBALDI, 1991).

A absorcédo de acidos fracos e de certas bases fracas pode ocorrer no
estbmago, porém, sob condicBes normais de esvaziamento gastrico, o papel
absortivo do estbmago € moderado. Ja o intestino delgado é o principal local
para a absorcdo de farmacos no trato gastrintestinal (GIBALDI, 1991).

O intestino delgado é a maior por¢cdo do TGl e a responsavel pela
maior absorcdo de compostos ingeridos. A area superficial dessa regido, onde
ocorre a absorcdo das substancias €, significativamente, maior devido a
presenca de projecdes da mucosa em direcdo ao lumen, sendo essas
conhecidas como vilosidades e ainda, projetando-se a partir dessas, tém-se as
microvilosidades que aumentam, ainda mais, a area superficial efetiva do
intestino. As microvilosidades possuem a borda estriada, sendo nesse local o
inicio do processo absortivo. Além de aumentarem a area superficial,
apresentam também, importante atividade bioquimica (MAYERSOHN, 1996).

O intestino grosso, de acordo com suas funcdes, pode ser dividido em
duas partes. A primeira, que inclui o ceco, o colon ascendente e por¢des do
cOlon transverso, € responsavel pela absorcdo de agua e eletrolitos, enquanto
a segunda parte, constituida pelo célon descendente, o reto e as regides anais,
€ responsavel pelo armazenamento da massa fecal (MAYERSOHN, 1996).

Essa porcao final do TGI, apesar de ndo possuir enzimas, apresenta uma
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marcante flora bacteriana que pode conter diferentes microrganismos capazes
de realizar reacbes de reducdo ou de produzir enzimas que degradem
alimentos ou farmacos ingeridos (BEAUMONT, 2003).

2.2.2.2.1. Esvaziamento gastrico

O tempo que uma forma farmacéutica leva para atravessar o estbmago
pode ser denominado como tempo de residéncia gastrica ou tempo de
esvaziamento gastrico. Os tempos de residéncia gastrica normais variam de
cinco minutos a duas horas, mas, no caso de formas farmacéuticas unitérias
com tamanhos maiores podem ser registrados tempos superiores a 12 horas
(ASHFORD, 2005b).

Visto que a maior parte da absorcdo ocorre no intestino, a velocidade
com que o farmaco deixa 0 estbmago e alcanca o intestino delgado pode afetar
significativamente sua velocidade de absor¢cdo (HOENER; BENET, 1996).
Portanto, os fatores que promovem o0 esvaziamento gastrico tendem a
aumentar a velocidade de absorcdo do farmaco. Um esvaziamento gastrico
rapido € importante, principalmente, para farmacos que séo instaveis no fluido
estomacal, pelo pH baixo ou pela acdo de enzimas nesse local (GIBALDI,
1991).

O esvaziamento gastrico € um dos principais fatores que contribuem
para a alta variabilidade na absor¢cdo de comprimidos com revestimento
entérico, assim como de formas farmacéuticas convencionais (GIBALDI, 1991).

A atividade fisica moderada pode estimular o esvaziamento gastrico,
enquanto uma atividade fisica pesada pode retarda-lo. O estado emocional do
paciente também pode aumentar ou retardar a velocidade de esvaziamento
géastrico (HOENER; BENET, 1996).

Dietas ricas em gorduras, altas concentracdes de eletrdlitos, paciente
deitado e voltado para o seu lado esquerdo, gastrenterites, Ulceras gastricas,
refluxos, hipotireoidismo, dentre outros fatores, retardam o0 esvaziamento
gastrico. J4, o estado de jejum, solucdes alcalinas, ansiedade, paciente deitado
e voltado para o seu lado direito, doencas como o hipertireoidismo, dentre
outros fatores, aumentam a velocidade de esvaziamento gastrico (GIBALDI,
1991).
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Se o pH, a temperatura, a osmolaridade ou a viscosidade do contetudo
estomacal diferirem consideravelmente das condigbes esperadas pelo
intestino, 0 esvaziamento gastrico tornar-se-a mais lento até que as condicdes
do conteudo estomacal se tornem mais semelhantes aquelas esperadas pelo
intestino. Dessa forma, de acordo com a composi¢do e volume do alimento, a
velocidade de esvaziamento géstrico pode variar e, portanto, o horario das
refeicdes em relacdo ao horario de administragdo do medicamento também
influencia na biodisponibilidade do farmaco (HOENER; BENET, 1996).

O esvaziamento gastrico ndo € apenas um importante determinante da
absorcdo do farmaco, mas em alguns casos, pode ser seu fator limitante
(GIBALDI, 1991).

2.2.2.2.2. Motilidade gastrintestinal

Os movimentos peristalticos normais provocam a mistura do conteddo
do duodeno, permitindo que as particulas de farmaco entrem em contato intimo
com as células da mucosa intestinal e num tempo suficiente para que ocorra a
absorcdo. Esses movimentos intestinais melhoram a absorcdo do farmaco por
duas razdes: aumento da velocidade de dissolugdo principalmente de
substancias com baixa solubilidade em agua e pelo aumento da area de
contato entre o farmaco e a membrana intestinal (MAYERSOHN, 1996).
Entretanto, se a motilidade intestinal estiver muito elevada, como ocorre nos
casos de diarreia, o farmaco néo ficard em contato com as paredes intestinais
tempo suficiente para que a sua absorcédo seja adequada (SHARGEL et al.,
2005).

O grau de atividade fisica, a idade, doencas e as condicbes emocionais
podem aumentar ou diminuir a motilidade gastrintestinal. Outros farmacos,
guando administrados concomitantemente, também podem afetar a motilidade
gastrintestinal, alterando-se assim, a velocidade com que o farmaco alcanga
seu sitio de absorcdo. Mudangas na motilidade gastrintestinal podem
aumentar, diminuir ou provocar nenhum efeito na biodisponibilidade de um
farmaco a partir de uma forma farmacéutica oral (HOENER; BENET, 1996).

Dessa forma, é necessario conhecer o efeito de um farmaco sobre a

motilidade gastrintestinal, para prever corretamente seu possivel efeito sobre a
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biodisponibilidade de outro farmaco administrado concomitantemente, mas isso
somente se a motilidade for o fator determinante da velocidade de absorcéo
(HOENER; BENET, 1996).

O movimento propulsivo determina a velocidade do transito intestinal e,
portanto, o tempo de permanéncia do farmaco no intestino e, esse tempo é
importante, pois ele indica o tempo que a forma farmacéutica tem para liberar o
farmaco, de modo que a dissolugdo aconteca e finalmente a absor¢cédo. Dessa
forma, quanto maior a motilidade intestinal, menor sera o tempo de residéncia.
Essa motilidade é importante, principalmente, para formas farmacéuticas que
liberam o farmaco lentamente (MAYERSOHN, 1996).

2.2.2.2.3. Fluxo sanguineo do trato gastrintestinal

Todo o trato gastrintestinal € altamente vascularizado e por isso bem
irrigado pela corrente sanguinea. Uma grande quantidade de capilares e vasos
linfaticos perfundem a regido do duodeno e do peritbnio. A circulacédo
esplancnica recebe 28% do total de sangue bombeado pelo coracdo. Uma vez
gue o farmaco é absorvido, entra através do mesentério, na veia porta-hepatica
e alcanca o figado, antes da circulacéo sistémica. Este é o primeiro sitio em
que o farmaco sofre metabolizagcdo e nisso, ele pode ser metabolizado
extensivamente, isto € denominado de efeito de primeira passagem e tem
importantes efeitos sobre a biodisponibilidade da substancia (MAYERSOHN,
1996; SHARGEL et al., 2005).

O fluxo sanguineo do trato gastrintestinal tem importante papel no
processo de absor¢cdo por manter o gradiente de concentragcdo ao redor da
membrana biolégica (STORPIRTIS et al., 1999).

Moléculas polares que sao absorvidas com maior dificuldade néo
demonstram dependéncia do fluxo sanguineo, ja moléculas lipofilicas e outras
bastante pequenas e capazes de penetrar 0s poros presentes na membrana
sdo altamente dependentes do fluxo sanguineo para alcancar a circulacédo
sistémica (GIBALDI, 1991).

Normalmente, a velocidade de absorcédo nao € afetada por uma variacao

normal no fluxo sanguineo do mesentério. Entretanto, € necessaria uma grande
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reducdo no fluxo para que a absorcdo do farmaco seja afetada (GIBALDI,
1991).

2.2.2.3. Alimentacéo

A presenca de alimento no trato gastrintestinal pode afetar a
biodisponibilidade de um farmaco a partir de sua forma farmacéutica. Dentre os
efeitos do alimento que podem alterar a biodisponibilidade do farmaco, podem-
se citar: retardo no esvaziamento gastrico, aumento do fluxo biliar, mudancas
no pH gastrintestinal, aumento do fluxo sanguineo esplancnico, mudanc¢as no
metabolismo do farmaco, interacdo fisica ou quimica do alimento com o
medicamento ou mesmo com o farmaco (SHARGEL et al., 2005).

Os nutrientes podem influenciar a absorcédo dos farmacos, dependendo
do tipo de alimento, da formulagé&o farmacéutica, do intervalo de tempo entre a
ingestdo do alimento e a administragdo do medicamento, além do volume de
liquido com o qual ele é administrado (MOURA; REYES, 2002).

A alimentacdo pode modificar de maneira marcante, porém o efeito &
imprevisivel sobre a biodisponibilidade do farmaco. O alimento pode diminuir a
velocidade de esvaziamento gastrico, atrasando, frequentemente, a absorcao
do farmaco, tende a aumentar o pH gastrico, aumentando ou diminuindo a
dissolucdo ou ainda, provocando a degradacdo quimica de algumas
substancias. Além disso, o alimento pode interagir com algumas substancias,
aumentando ou reduzindo sua biodisponibilidade e também estimulando a
liberacdo de secrecado gastrintestinal, o que facilita a dissolugdo de substancias
pouco soluveis em meio aquoso (GIBALDI, 1991).

Certos farmacos apresentam problemas na absor¢cdo quando em
presenca de alimentos especificos (MAYERSOHN, 1996). Sendo assim, na
maioria das vezes, os farmacos apresentam melhor biodisponibilidade a partir
de uma forma farmacéutica quando administrados com um grande volume de
agua em pacientes em jejum (SHARGEL et al., 2005).

Um maior conhecimento da interacéo entre farmaco e alimento conduz a
um controle mais efetivo da administracdo do medicamento e da ingestao de

alimentos levando a terapias mais eficazes (MOURA; REYES, 2002).
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2.3. O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

A maioria dos farmacos, quando administrados por via oral, deve estar
biodisponivel para gerar resposta terapéutica eficaz. Sabe-se que a
biodisponibilidade de um farmaco depende de sua absorcdo, isto €, da
quantidade que alcanga a corrente sanguinea e essa absor¢cdo depende
diretamente das propriedades biofarmacéuticas da substancia, como a
solubilidade nos fluidos gastrintestinais e a permeabilidade no epitélio
gastrintestinal (LOBENBERG; AMIDON, 2000; LINDENBERG et al., 2004).

Os estudos de biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia devem
garantir que um medicamento de referéncia e um em andlise apresentem o
mesmo perfil farmacoldgico in vivo. S&o testes que vem sendo muito utilizados
nos ultimos anos, porém, inUmeros estudos tém sido feitos para estabelecer
novas metodologias in vitro que substituam os ensaios de biodisponibilidade e
bioequivaléncia de novos produtos, baseando-se nas propriedades
biofarmacéuticas dos farmacos (LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

Nesse sentido, o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) foi
proposto, em 1995, por AMIDON e colaboradores, como uma ferramenta
cientifica para auxiliar a previsdo da disponibilidade humana de farmacos por
métodos in vitro. O SCB prop6e uma classificacdo dos farmacos segundo sua
solubilidade e sua permeabilidade e, juntamente com os estudos de dissolucéo
da forma farmacéutica sélida de liberacdo imediata que contém o farmaco, leva
em conta os trés principais fatores que governam a velocidade e a extensao da
absorcao dos farmacos: dissolucao, solubilidade e permeabilidade (AMIDON et
al., 1995; FDA, 2000; WU; BENET, 2005; BREDA et al., 2009).

O objetivo principal do SCB € predizer o desempenho farmacocinético in
vivo de um medicamento a partir de valores de permeabilidade e solubilidade,
podendo assim, auxiliar na decisédo dos casos de isencdo dos estudos de
biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia (KARALIS et al., 2008)

Com o0 uso e a aplicagcdo adequados do SCB, os estudos de
biodisponibilidade para farmacos contidos em formas farmacéuticas sélidas de
uso oral e liberacdo imediata poderédo ser eliminados, diminuindo-se assim, a

exposicdo de voluntérios sadios a riscos, 0s custos e o tempo envolvidos no
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desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (LINDENBERG, 2004;
LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

Segundo o sistema, um farmaco é considerado altamente sollvel,
guando a maior dose do produto referéncia disponivel € solavel em 250 mL ou
menos de solucdo aquosa, com pH variando de 1,0 a 7,5, a temperatura de 37
+ 0,5 °C. Considera-se o volume de 250 mL, pois equivale a um copo de 4gua,
que também é a quantidade prevista nos estudos de biodisponibilidade. A
classificacdo da permeabilidade é baseada, indiretamente, na extensdo da
absorcao intestinal do farmaco em humanos ou, diretamente, pela medida da
sua velocidade de transferéncia atravées da membrana intestinal humana.
Modelos de estudo in vitro ou ex vivo capazes de predizer a extensdo de
absorcao intestinal também podem ser usados alternativamente. Um farmaco &
considerado altamente permeavel quando 90% ou mais é absorvido (FDA,
2000; YU et al.,, 2002), mas segundo a EMEA, para um farmaco ser
considerado altamente permedavel, ele deve ser completamente absorvido
(LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

Ainda, com relacdo a permeabilidade, um farmaco é considerado pouco
absorvido quando seu coeficiente de permeabilidade aparente (Payp) € menor
que 1x10° cm.s™, com absorcdo moderada, quando o Papp €sta compreendido
entre 1 a 10x10° cm.s™ e bem absorvido quando P, € maior que 10x10° cm.s’
1 (YEE, 1997).

Com o emprego do SCB pode-se, claramente, conhecer o fator limitante
do processo de absorcdo implicando-se assim, em predizer possiveis
interacbes com alimentos, escolha da formulacdo, além de possibilitar a
correlacéo in vitro / in vivo nos testes de dissolucdo de formulacdes solidas
(FLEISHER et al., 1999; POLLI et al., 2004).

O SCB estabelece trés numeros adimensionais que demonstram 0s
parametros que controlam a absorcdo dos farmacos: niumero de dose (Do),
namero de dissolucdo (Dn) e numero de absorcdo (An), os quais sao
combinacdes de parametros fisico-quimicos e fisioloégicos e representam a
visdo mais fundamental da absorcdo do farmaco no trato gastrintestinal
(LOBENBERG; AMIDON, 2000; OLIVEIRA; MANZO, 2009).

O numero de absor¢cdo (An) € a razdo entre o coeficiente de
permeabilidade (Pe) € 0 raio intestinal (R), multiplicado pelo tempo de
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residéncia (Tsj) do farmaco no intestino, ou ainda pode ser representado como
a razao entre o tempo de residéncia (Ts) e o tempo de absorcdo (Taps),
conforme mostra a equacgéo a seguir (LOBENBERG; AMIDON, 2000):

Tabs

An

O namero de dissolucéo (Dn) € a razao entre o tempo de residéncia (Ts)
do farmaco no intestino e o tempo de dissolucdo (Tgss), € contempla a
solubilidade (Cs), a difusividade (D), a densidade (p), o raio inicial da particula
(r) e o tempo de transito intestinal (Ts;)), conforme mostra a equacéo a seguir
(LOBENBERG; AMIDON, 2000):

Tsi 3D C «
Dn o X —= % Tsi (Equacéo 6)

 Tdiss 12 o

Finalmente, o niumero de dose (D,) € a razéo entre a massa de farmaco
(M) e a solubilidade (Cs) do farmaco, conforme mostra a equagdo a seguir
(LOBENBERG; AMIDON, 2000):

M{;
V ~
D, = - 0 (Equacéo 7)

g

Onde:
V,o: Volume de agua tomado com a dose administrada (geralmente 250 mL)

A fracdo absorvida da dose (F) pode ser calculada pela seguinte
equacdo (LOBENBERG; AMIDON, 2000):

F=1_g24n (Equacéo 8)

Onde:

An: Numero de absor¢éo
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Para a permeabilidade, de acordo com a Primeira Lei de Fick, a
absorcdo de substancias a partir de uma membrana pode ser descrita pela
seguinte equacio (LOBENBERG; AMIDON, 2000):

dM
J,=PB, XC,=—X

W L t

(Equacéao 9)

e |

Onde:

Jw: Fluxo do farmaco através da parede intestinal
Pw: Permeabilidade efetiva

Cw: Concentracdo do farmaco

A: Area superficial

dM / dt = velocidade de absorcao passiva do farmaco (concentracéo / tempo)

De acordo com a equagao acima, tanto a permeabilidade quanto a
solubilidade s&o parametros importantes na descricdo do fendmeno de
absorcao através de uma membrana (LOBENBERG; AMIDON, 2000).

A Figura 2, a seguir, referente ao trabalho publicado por AMIDON e
colaboradores (1995), mostra uma relacao entre a permeabilidade efetiva (Pes)
em humanos e a fracdo absorvida da dose (F) (AMIDON et al., 1995). Segundo
a curva mostrada na figura, farmacos que apresentam valores de P menores
que 2 x 10* cm/s terdo absorcdo incompleta, porém, farmacos que
apresentam valores de Pet maiores que 2 x 10“ cm/s poderdo ter absorcdo
completa, isto €, superior a 95% (OLIVEIRA; MANZO, 2009).
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Figura 2. Relacdo entre a permeabilidade humana e a fragcdo absorvida da
dose (LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Baseando-se nas equacdes anteriores que demonstram a relacao
existente entre a dissolucédo, a solubilidade, a permeabilidade e a absorcao
gastrintestinal de farmacos, o SCB divide os farmacos em quatro classes e
explica a possibilidade de néo ocorrer correlagéo in vitro — in vivo:

Classe . contém farmacos que apresentam alta solubilidade e alta
permeabilidade; neste caso, o farmaco € bem absorvido e o que pode limitar
sua absorcdo é a sua dissolucdo ou o esvaziamento gastrico. Para formas
farmacéuticas de liberagdo imediata que se dissolvem rapidamente, a absor¢cao
serd controlada pela velocidade de esvaziamento géstrico e nenhuma
correlacdo com a taxa de dissolucdo é esperada. Sugere-se entdo, uma
especificacdo de dissolucdo para formas farmacéuticas de liberagdo imediata
que, se 85% do farmaco se dissolver em menos que quinze minutos, pode-se
assegurar bioequivaléncia (AMIDON et al., 1995).

Classe IlI: contém farmacos que apresentam baixa solubilidade e alta
permeabilidade; neste caso o numero de absor¢cédo (An) é elevado e, 0 nimero
de dissolugéo (Dn) é baixo. A absor¢éo serd, geralmente, menor que na Classe
| e a dissolucdo do farmaco in vivo € que serd a etapa limitante da sua
absorcéo. Devido as alteracdes no conteudo e na membrana intestinal ao longo
do intestino, o perfil de dissolucdo do farmaco € que determinard sua
concentracéo pelo intestino e assim, a absor¢cdo ocorrera por um periodo maior

de tempo. Farmacos que pertencem a esta classe devem apresentar absorgao
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variavel, em funcdo da formulacdo e de parametros in vivo que podem afetar a
dissolucéo e, por isso, necessitam que os perfis de dissolugdo sejam mais bem
definidos. Devido a isso, o perfil de dissolugdo deve ser determinado por, pelo
menos, 4-6 pontos e, no minimo, 85% de dissolu¢cdo em varios valores de pH
fisiologicos. Os meios de dissolucao utilizados devem refletir a situacéo in vivo,
como a adicdo de tensoativo, além disso, os métodos empregados também
devem refletir as condicbes in vivo necessarias para se obter uma boa
correlacgao in vitro - in vivo (AMIDON et al., 1995).

Classe Illl: contém farmacos que apresentam alta solubilidade e baixa
permeabilidade; nesse caso, a permeabilidade é que controla a absor¢cao dos
farmacos. Como o perfil de dissolucao pode ser bem definido, assim como na
Classe I, uma simplificacdo na especificacdo de dissolucdo é aplicavel para
formas farmacéuticas de liberacdo imediata, ja& que a entrada do farmaco no
intestino depende da velocidade de esvaziamento gastrico. Para essa classe
de farmacos, tanto a velocidade como a quantidade de farmaco absorvida
podem ser muito variaveis. Mas, se 85% do farmaco é dissolvido em menos de
quinze minutos, essa variacdo na absorcdo pode ser devida ao transito
gastrintestinal, ao conteddo luminal e a permeabilidade da membrana e nédo a
fatores relacionados a forma farmacéutica (AMIDON et al., 1995).

Classe IV: contém farmacos que apresentam baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. Farmacos presentes nesta classe apresentam problemas
significativos de biodisponibilidade quando administrados por via oral.
Dificilmente & possivel obter uma correlag&o in vitro — in vivo (AMIDON et al.,
1995).

A industria farmacéutica tem tido vantagens ao usar o SCB e os testes de
dissolugéo, em vez dos estudos in vivo, mas esses principios também vém
sendo usados ao longo de toda fase de desenvolvimento e varios estudos de
casos demonstram seu uso na fase de desenvolvimento clinico (COOK et al.,
2008). A possibilidade da aplicacdo do SCB para a isencdo dos testes de
biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia para farmacos das Classes Il, Ill e
IV ainda estd sendo discutida (LINDENBERG et al.,, 2004). Segundo a
“‘European Medicines Agency” (EMEA), a bioisencao baseada no SCB pode ser
aplicada a uma forma farmacéutica de liberagdo imediata que contenha um

farmaco com alta solubilidade e limitada absorcédo - Classe Ill do SCB (EMA,
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2008). Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), produtos de
liberacdo imediata que contenham farmacos com baixa solubilidade e alta
permeabilidade — Classe Il do SCB - podem ser considerados para a
bioisencdo desde que sejam acidos fracos com uma relacdo dose:solubilidade,
em pH 6,8, de 250 mL ou menos. Além disso, para considerar a bioisencéo,
tanto o produto de liberagdo imediata contendo farmaco Classe Il em teste,
como o referéncia devem apresentar velocidade de dissolugdo muito rapida
(WHO, 2005).

2.4. Avaliacdo da solubilidade dos farmacos

A solubilidade aquosa é uma importante propriedade fisico-quimica do
farmaco, pois, para ser terapeuticamente eficaz, ele deve ter alguma
solubilidade aquosa para, em solucéo, alcancar a corrente sanguinea (ANSEL
et al., 2007).

A determinacdo da solubilidade de um farmaco depende das condicdes
de pH. Para isso, deve ser determinada, em meio aquoso, em pH variando 1-
7,5 a 37+1 °C. Para determinar os valores de pH que serdo estudados,
verificam-se as caracteristicas de ionizacdo da substancia em questao.
Recomenda-se, no minimo, trés determinacdes, em triplicata, da solubilidade
do farmaco em cada pH escolhido. A Farmacopéia Americana fornece a
descricéo das solugdes tampéo apropriadas para os estudos de solubilidade. O
método, tradicionalmente, usado é o shake-flask, porém, outros métodos
podem ser usados, desde que a habilidade de preverem a solubilidade da

substancia seja comprovada (FDA, 2000).

2.5. Avaliagdo da permeabilidade dos farmacos

Para a avaliacdo da permeabilidade, diversos modelos de baixo custo e
altamente capazes de predizer a permeabilidade e a absor¢éo in vivo tém sido
desenvolvidos. No entanto, devido aos varios processos que envolvem a
absorcdao intestinal dos farmacos, frequentemente, ha grande dificuldade de um
anico modelo in vitro determinar precisamente a permeabilidade in vivo da
substancia (BALIMANE et al., 2000).
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Existem varios métodos recomendaveis para avaliacdo da
permeabilidade intestinal sem a utilizagdo de seres humanos. Na maioria dos
casos, 0 uso de apenas um desses meétodos ja é suficiente, mas quando esse
nao permite uma classificacdo conclusiva a respeito da permeabilidade do
farmaco, aconselha-se usar dois diferentes métodos para o estudo da
permeabilidade. A estrutura quimica e o conhecimento das propriedades fisico-
quimicas da substancia séo indicativos das caracteristicas de permeabilidade
da mesma (FDA, 2000).

Devido a fatores como a possibilidade dos liquidos fisiol6gicos alterarem
as caracteristicas de solubilidade do farmaco, a precipitacdo no local de
absorcdo, a adsorcdo do farmaco a outros compostos presentes no trato
gastrintestinal, possivel degradacdo quimica ou bacteriana, diversos
mecanismos de absorcdo presentes na membrana biologica, entre outros,
torna-se bastante desafiador a correta determinacéo da permeabilidade de um
farmaco por meio de técnicas in vitro. Até 0 momento, nenhuma dessas
técnicas demonstrou a capacidade de aliar todos os fatores citados acima e
determinar, de forma confiavel, a permeabilidade de uma substancia, pois para
gue um modelo in vitro seja reprodutivel, ele deve agir simulando todas as
caracteristicas da membrana biolégica (GONCALVES et al., 2009).

A avaliacdo da permeabilidade utilizando modelos in vivo, in vitro ou ex
vivo € considerada apropriada apenas para substancias absorvidas
passivamente, ja que algumas substancias podem ser substratos de
transportadores de efluxo, como a glicoproteina-p (P-gp) e, dessa forma,
apresentardo baixa permeabilidade e, se esses modelos ndo expressam esse
tipo de transportador, existira uma grande probabilidade de se obter um
resultado errado a respeito da permeabilidade do farmaco em questdo (FDA,
2000).

Os estudos para a determinacéo da permeabilidade intestinal podem ser
realizados por diversas técnicas, dentre elas: emprego de tecido intestinal de
diferentes animais, membranas sintéticas, monocamadas de células obtidas
por cultura celular, modelos computacionais e ainda, podem ser utilizados
métodos cromatograficos com membranas artificiais imobilizadas (FDA
GUIDANCE, 2000; TUKKER, 2000; EGAN; LAURI, 2002; YU et al.,, 2002;
ESCUDER-GILABERT et al., 2003; KATAOKA et al., 2003; LEGEN; KRISTL,
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2003; RINAKI et al., 2003; LEGEN et al., 2005; FLATEN et al., 2006; ZAKELJ
et al., 2006).

O transporte através da membrana biol6gica pode ser considerado,
experimentalmente, de dois diferentes modos: o primeiro diz respeito a
captacdo da substancia permeante pelo sistema e, o segundo refere-se ao
transporte da substancia permeante ao longo do sistema, conforme
apresentado na Figura 3. O primeiro modo inclui modelos, como os anéis
intestinais invertidos, as células intestinais isoladas, ja o segundo modo inclui
modelos, como o saco intestinal invertido, as células de difuséo, os estudos de
perfusdo in situ / in vivo. O método que utiliza as culturas de células pode ser

incluido em ambos os modos citados (TUKKER, 2000).
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Figura 3. Subdivisdo entre os métodos de estudo da permeabilidade intestinal
de farmacos baseada no modo de avaliacdo: captacdo ou sistemas de

transporte (TUKKER, 2000).

Para que um método de estudo da permeabilidade intestinal de
farmacos seja adequado para utilizacdo no SCB, deve ser feita uma
comparacao entre os coeficientes de permeabilidade obtidos com dados sobre
a fracdo absorvida da dose em humanos para uma quantidade suficiente de
farmacos modelos e, essa quantidade dependera da variabilidade do estudo
(FDA, 2000).

Além disso, para que o farmaco seja classificado corretamente, devem-
se utilizar padrdes internos de alta e baixa permeabilidade, adicionados
juntamente com as substancias em estudo no compartimento doador ou no
fluido de perfusdo. Os padrbes internos escolhidos ndo devem apresentar
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interacdes fisicas, quimicas ou, ainda, com relacédo a permeacao dos farmacos
em avaliagdo. Se isso nao for possivel, a permeabilidade dos padrfes internos
escolhidos devera ser determinada no mesmo individuo ou animal ou camada
de células ou tecido intestinal e, seguidamente, devera ser avaliada a
permeabilidade dos farmacos em estudo (FDA, 2000).

Sabe-se que, durante o processo absortivo, forma-se uma camada de
adgua estacionéaria adjacente a membrana intestinal e isso € um fator limitante
da absorcdo de farmacos altamente lipofilicos. Contudo, estudos in vivo
demonstram que, devido ao constante movimento dos fluidos gastrintestinais,
essa camada torna-se bem mais fina do que o previsto. Por isso, € necessario
reduzir essa camada e para tanto, € importante a presenca de um sistema de
agitagcédo nos estudos in vitro / ex vivo (HIDALGO et al., 1991; HIDALGO, 1996;
LENNERNAS, 2007).

2.5.1. Métodos de estudo in vitro

2.5.1.1. Baseados em culturas de células

Nos estudos de permeabilidade a partir de culturas celulares, podem-se
utilizar as células Caco-2, pois os resultados permitem uma boa correlacdo
com dados obtidos de absorcédo oral (KATAOKA et al., 2003). Essas células
sdo oriundas de adenocarcinoma de célon humano e diferenciam-se,
espontaneamente in vitro, tornando-se muito semelhantes as células
intestinais, pois apresentam microvilosidades na borda apical, jungbes
oclusivas entre células adjacentes, além de apresentar semelhante atividade
enzimatica de hidrolases (SAMBUY et al., 2005).

A integridade das células pode ser verificada através da medida da
resisténcia elétrica transepitelial (RET) (LEGEN et al., 2005; LI et al, 2006).
Substancias com permeabilidade conhecida também podem ser utilizadas na
avaliagcdo da integridade da membrana (WANG et al., 2008).

O uso de cultura de células apresenta como vantagens, em relacdo a
outros métodos que utilizam intestino in vivo ou in vitro, a simplicidade da

camada celular utilizada, sem apresentar muco, camada submucosa e
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muscular e a facil manutencédo da viabilidade do tecido com origem humana
(AZENHA et al., 2004).

As células Caco-2 permitem estudar os mecanismos de transporte do
farmaco, seu metabolismo durante o processo de absorcdo, a acdo dos
carreadores, a toxicidade da mucosa e, além disso, permitem que a
permeabilidade obtida para diversos compostos possa correlacionar-se com a
fracdo absorvida da dose em humanos. Porém, essas células apresentam
algumas desvantagens, tais como o uso de um meio tamponado em pH 7,4,
pois, sendo o pH intestinal por volta de 6,5, o resultado obtido com relacédo a
permeacdo podera estar errado, uma vez que ele influencia o grau de
ionizacdo da substancia. Além disso, os tampdes, geralmente utilizados nos
experimentos com as células Caco-2, oferecem baixa solubilidade para muitos
dos compostos estudados, visto que esses meios sdo bastante hidrofébicos e
apresentam contra ions que podem influenciar negativamente a solubilidade
dos farmacos (INGELS et al., 2002).

Outros inconvenientes do uso das células Caco-2 sdo: (i) grande
variabilidade existente entre resultados de permeacéo obtidos em laboratorios
diferentes dificultando a comparacéo entre os coeficientes de permeabilidade
apresentados na literatura; (ii) importantes transportadores S&80 expressos
pelas células Caco-2 em baixa quantidade quando comparados com a
expressdo dos mesmos in vivo e por isso é possivel obter resultado falso
negativo para algumas substancias transportadas ativamente; (iii) o0 uso de co-
solventes organicos € limitado, pois pode comprometer as juncdes entre as
células e aderéncia do farmaco ao material plastico do filtro, acarretando perda
significativa e subestimar os resultados de permeabilidade; (iv) elevado periodo
de tempo necessario para obtencdo das células que é de cerca de 3 semanas
(BALIMANE et al., 2000).

Outros tipos de célula também podem ser utilizados nos estudos de
permeabilidade, tais como as células TC-7 que sao subclones das células
Caco-2 e apresentam borda em “escova”, microvilosidades e jungdes entre as
células adjacentes (BALIMANE et al., 2000). Quando comparadas as células
Caco-2, apresentam menor tempo de crescimento, borda em “escova” mais
desenvolvida e a secrecao de glicoproteinas é mais semelhante as das células
intestinais (GONCALVES et al., 2009).
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As células 2/4/A1, originadas de intestino fetal de rato, permitem o
estudo do transporte intestinal passivo pela rota paracelular, assim como, pela
rota transcelular. Apresentam junc¢des intercelulares, membrana com borda em
escova, enzimas e proteinas transportadoras. Esse tipo de células € mais
adequado que as células Caco-2 para o estudo do transporte passivo de
substancias pela via paracelular, pois é comparavel ao transporte que acontece
no intestino humano (BALIMANE et al., 2000).

As células Madin-Darby, originadas de rim canino e representadas pela
sigla MDCK também sé&o utilizadas nos ensaios de permeacdao intestinal bem
como a sua variacdo, MDCK-MDR1, que possuem, adicionalmente, o gene
humano MDR1 e, por isso, apresentam alta expressao dos transportadores
envolvidos no processo secretdrio, como a glicoproteina-P (GONCALVES et
al., 2009).

As ceélulas MDCK, quando cultivadas em membranas semipermeaveis,
se diferenciam em células epiteliais colunares e com jung¢des intercelulares. O
coeficiente de permeabilidade obtido a partir dessas células apresenta boa
correlagdo com aqueles obtidos em humanos, porém, por apresentarem
origens diferentes, os transportadores expressos pelas células MDCK sao
diferentes daqueles expressos pelas células Caco-2 (BALIMANE et al., 2000;
SOUZA et al., 2007). Por outro lado, um menor tempo de cultivo (trés dias) traz
as células MDCK uma grande vantagem em relacdo as células Caco-2, ja que

isso implica em menos trabalho e tempo dispendidos (BALIMANE et al., 2000).

2.5.1.2. Baseados em tecido intestinal animal

2.5.1.2.1. Células intestinais isoladas

Células intestinais isoladas da mucosa, com origem animal ou humana,
podem ser utilizadas em experimentos de permeacéo. Essas células devem ser
adequadamente removidas, tratadas e armazenadas para que a viabilidade
seja mantida (TUKKER, 2000). As células intestinais isoladas podem ser
obtidas praticamente de qualquer espécie animal. Esses animais sédo deixados
em jejum por 12 a 24 horas. A maioria dos tampdes fisiologicos podem ser

usados nessa técnica. Essas células podem ser isoladas por dois modos: por
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tratamento ex vivo do intestino utilizando agentes quelantes, forga mecéanica ou
enzimas ou ainda, pela perfusdo in situ de enzimas na vasculatura intestinal,
ambos a fim de dissociar o epitélio celular (FIX, 1996).

A verificacdo da viabilidade celular, nesse caso, se d4 com o uso de
corante azul de Trypan. As células, apos ficarem em contato com o corante a
25 °C, séo observadas em microscopio: células com algum dano na membrana
plasmética apresentardo coloracdo azul ou roxa. Pelo menos, sdo necessarios
80% de viabilidade celular, contudo, alguns consideram o valor de 90-95%
como o minimo aceitavel para posterior aplicacdo da técnica. A manutencao da
morfologia também é verificada por microscopia e essa se mostra alterada
quando se observam perda da coloracdo, aumento do ndcleo e espacos
extracelulares maiores que o normal (edema) (FIX, 1996).

Embora seja essencial a integridade morfolégica das células, estudos
bioquimicos do transporte celular sdo melhores para indicar a viabilidade
celular, além da integridade da membrana, nesse sentido, a captacdo da
glicose e seu metabolismo tém sido usados na avaliacdo da viabilidade celular
(FIX, 1996).

2.5.1.2.2. Anéis intestinais invertidos

O uso dos anéis intestinais invertidos nos estudos de permeacéo,
apesar de ser bastante simples, € pouco empregado. Pelo fato do segmento
intestinal estar invertido, ha maior contato entre a substancia em estudo e a
superficie absortiva intestinal. As vantagens deste método sao a facil
preparacao e que, a partir de um segmento intestinal, diversos anéis podem ser
obtidos. E um método relativamente barato e que emprega equipamentos
comuns presentes num laboratorio de pesquisa. Esse método é capaz de
demonstrar o transporte passivo e aquele mediado por carreadores, que
podem ser avaliados pela adicdo de agentes inibidores dos transportadores
conhecidos. Adicionalmente, as influéncias ibnicas podem ser estudadas por
variacfes na composicao do tampao (FIX, 1996; TUKKER, 2000).

Porém, o método que utiliza anéis intestinais invertidos também
apresenta a desvantagem de impossibilitar a distingdo entre o transporte

através da rota paracelular e aquele pela rota transcelular. Outra desvantagem
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€ que o transporte do farmaco ocorre por toda a area exposta a solucéo, ou
seja, a membrana intestinal, tecido conjuntivo e muscular, que devem ser
incluidos nos célculos de absorcao (TUKKER, 2000).

Devido a simplicidade do método in vitro que utiliza anéis intestinais
invertidos, ele serve, principalmente, para os estudos iniciais relacionados a
absorcdo de farmacos e na identificacdo dos possiveis fatores que podem ser
modificados para melhorar a absor¢ao (FIX, 1996).

2.5.1.2.3. Saco intestinal invertido

O método que utiliza o saco intestinal invertido é rapido, facil, barato e
bastante reprodutivel. Todo o intestino animal é retirado e lavado com solucao
salina a temperatura ambiente e invertido com o auxilio de um bastédo de vidro,
posteriormente é preenchido com meio de cultura oxigenado e dividido em
fragmentos de 2 -4 cm, sendo cada um costurado resultando em varios sacos.
Estes sdo entdo mergulhados num recipiente contendo uma solucdo de
farmaco com concentracdo conhecida e, sob agitacdo, o que assegura a
mistura que, normalmente, ocorreria devido ao peristaltismo. Em intervalos de
tempo pré-determinados, o saco intestinal é removido e o seu contetdo interior
é analisado (BARTHE et al., 1999; AVADI et al., 2004; CHAN et al., 2006).

Este método permite o estudo da absorcdo de farmacos pelas vias
passiva e ativa e pode ser utilizado tanto na analise do papel das proteinas
transportadoras, como também para testar o efeito de promotores da absor¢éo
e para verificar os melhores sitios de absorcdo intestinal. Permite ainda, a
discriminagdo entre os transportes paracelular e transcelular e pode ser
utilizado na investigacdo do metabolismo do farmaco pelas células intestinais
(BARTHE et al., 1999; BALIMANE et al., 2000; TUKKER, 2000; LI et al., 2011 ).

No entanto, como as demais técnicas in vitro, também apresenta
algumas desvantagens, tais como: a falta de irrigagdo sanguinea e de
inervacao o que acelera a diminuicdo da viabilidade e, devido ao procedimento
para inverter o intestino, pode ser provocado algum dano na morfologia da
superficie absortiva, podendo dessa forma, gerar resultados equivocados
(BALIMANE et al., 2000).
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2.5.1.2.4. Células de difusao

As células de difusdo tém sido utilizadas na determinagéo do transporte
de substancias em tecidos vivos. O sistema apresenta dois compartimentos,
um doador e outro receptor, sendo a membrana intestinal colocada entre os
dois compartimentos. A substéncia em estudo € adicionada ao compartimento
doador e a permeabilidade é baseada no aparecimento da substancia no
compartimento receptor (BARTHE et al., 1999; BALIMANE et al., 2000; LEGEN
et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

A viabilidade do tecido é verificada através da medida da diferenca de
potencial ou da corrente de curto-circuito, enquanto a integridade do tecido é
verificada pela medida da resisténcia elétrica transepitelial antes e durante o
experimento (SMITH, 1996; ZAKELJ et al., 2004). Além disso, um marcador da
integridade também pode ser usado, geralmente, uma substancia com baixa
permeabilidade, como manitol ou fluoresceina (TUKKER, 2000). Quando o
tecido intestinal fica mantido a 37 °C em meios de culturas adequados, a
integridade e a viabilidade podem ser mantidas por cerca de 2 horas (SOUZA
et al., 2007).

Este método permite o estudo da permeabilidade de farmacos em
diferentes regifes intestinais, assim como a influéncia do metabolismo
intestinal sobre a absorcdo de farmacos. Porém, a falta de inervacdo e de
irrigacdo sanguinea, diminui mais rapidamente a viabilidade do tecido,
alterando a morfologia e a funcionalidade das proteinas transportadoras
durante o experimento (BALIMANE et al., 2000).

Desde 1950, essa técnica vem sendo usada e um dos primeiros
modelos foi a camara de difusdo de Ussing. Nesse método, os segmentos de
intestino sdo colocados adequadamente entre os dois compartimentos que
estdo cheios de solugdo tampéo contendo glicose a 37 °C. Continuamente, é
borbulhado uma corrente com a mistura de gases contendo 95 % de 0,/ 5 %
de CO, em ambos os compartimentos, aumentando a viabilidade do tecido e
garantindo uma boa mistura. Assim, a substancia em estudo é adicionada na
camara doadora e, em intervalos de tempos pré-determinados, a coleta é

realizada na camara receptora. Os parametros elétricos sao avaliados para a
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determinacdo da viabilidade, durante e ao final do experimento (TUKKER,
2000).

No entanto, camaras de difusdo vertical, também conhecidas como
células de Franz sao, principalmente, utilizadas nos estudos de permeacao
cutanea. Nao se encontram, na literatura, estudos de permeacédo intestinal
envolvendo esse sistema. Elas funcionam de modo semelhante as camaras de
Ussing, possuindo, da mesma forma, um compartimento doador e outro
receptor, a membrana € acoplada entre os dois compartimentos e existe um
sistema de agitacdo (SHAH et al., 1994; LOPEZ et al., 2000; ROPKE, 2002;
HERAI et al., 2007; SONAVANE et al., 2008).

2.5.1.2.5. Saco intestinal ndo invertido

A técnica do saco intestinal ndo invertido € importante na determinacgéo
da biodisponibilidade de compostos com possiveis acfes terapéuticas e que
apresentam baixa solubilidade em agua, baixa permeabilidade e baixa
estabilidade (RUAN et al., 2006; SHISHU, 2010).

Esse método foi usado, recentemente, por TRAPANI e colaboradores
(2004), que utilizaram saco intestinal de rd (Rana esculenta) na avaliacdo da
permeabilidade intestinal de alguns farmacos. Os resultados obtidos pelos
autores demonstraram boa correlagdo com resultados de absorcao oral in vivo
para substancias absorvidas passivamente. Porém, verificaram que esse
meétodo ndo é adequado para o estudo de um elevado numero de substancias
(TRAPANI et al., 2004). E como os demais métodos in vitro que utilizam tecido
animal, pela auséncia do fluxo sanguineo e da inervacédo, o tecido apresenta
reduzida viabilidade (SOUZA et al., 2007).

Diferentes espécies de animais, incluindo rato, coelho, r&, cachorro e

macaco podem ser utilizadas nesses estudos (TRAPANI et al., 2004).

2.5.2. Membranas artificiais - PAMPA

O ensaio conhecido como PAMPA (parallel artificial membrane
permeability assay) € empregado na avaliacdo de candidatos a novos farmacos

(MASUNGI et al.,, 2008). Diversas industrias farmacéuticas aplicam esse
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método na selecdo de compostos com baixa permeabilidade durante os
estudos de desenvolvimento (KERNS, 2001; ZHU et al., 2002).

Esse método utiliza uma membrana ndo biologica e, por isso € (util
apenas no estudo do transporte passivo transcelular de farmacos (KERNS,
2001; MASUNGI et al., 2008). Uma mistura contendo lecitina (fosfolipidio) e
solvente organico é adicionada para cobrir o suporte do filtro formando a
membrana artificial lipidica (BALIMANE et al., 2000).

Dentre as vantagens desse método, podem-se citar: o baixo custo, a
possibilidade de automacdo (MASUNGI et al., 2008), a andlise de um grande
namero de substancias, o fato de ser uma técnica menos trabalhosa que as
culturas de células e os estudos in vivo e ainda, apresenta uma boa correlacéo
com os resultados obtidos a partir de estudos in vivo (BALIMANE et al., 2000).

Porém, pode-se citar como desvantagem, o fato do método subestimar a
absorcdo de alguns compostos que sdo absorvidos ativamente ou de
compostos hidrofilicos com baixo peso molecular (BALIMANE et al., 2000),
além de permitir o estudo da permeabilidade apenas de compostos absorvidos
pela via transcelular passiva uma vez que envolve o uso de membrana nao
biol6gica (KERNS, 2001; MASUNGI et al., 2008).

2.5.3. Perfusao in situ

Os ensaios de permeacao que envolvem a técnica de perfusdo in situ
em segmentos intestinais sdo utilizados, frequentemente, no estudo da
cinética de absorcao de farmacos (BALIMANE et al., 2000).

Nesse método, os animais, principalmente roedores (ratos e coelhos),
sdo anestesiados e tém o intestino canulado. A regido proximal em que a
canula foi inserida recebe a solucdo de perfusdo que contém o farmaco em
estudo e a coleta das amostras € realizada na regido distal; posteriormente, as
amostras séo analisadas por método analitico pré-validado (BALIMANE et al.,
2000; JAIN et al., 2007).

Dentre as vantagens desse método, tem-se a presenca de nervos e
fluxo sanguineo durante o experimento, aproximando-o dos estudos in vivo
(BARTHE et al., 1999; BALIMANE et al., 2000; ZHANG et al., 2012). Além
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disso, o método permite o estudo dos efeitos dos promotores de absorcao
(BALIMANE et al., 2000).

No entanto, a medida da quantidade de substancia que desaparece do
[imen intestinal pode, nem sempre, representar a quantidade que alcancou a
circulacdo sanguinea, principalmente, se ocorre metabolismo pré-sistémico ou
metabolismo intracelular intestinal (BARTHE et al.,, 1999; BALIMANE et al.,
2000). Além disso, para que um resultado significativo seja obtido, é necessario
um elevado namero de animais, assim como uma grande quantidade do
composto em estudo, o que nem sempre esta disponivel na fase inicial de
descoberta de farmacos. E ainda, a manipulacdo do intestino, assim como o
fato do animal receber anestesia, altera, significativamente, o fluxo sanguineo

intestinal, afetando-se assim, a absor¢do do farmaco (BALIMANE et al., 2000).
2.6. Farmaco antiretroviral em estudo

2.6.1. Lamivudina
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Figura 4. Estrutura quimica da lamivudina (3 TC) (MOFFAT et al., 2004).

O farmaco lamivudina (3TC) é um antiretroviral pertencente a classe dos
analogos nucleosidicos e age inibindo, seletivamente, o0s virus da
imunodeficiéncia humana tipos | e Il (FERNANDES et al., 2006).

A forma ativa € o composto trifosforilado e essas reactes de fosforilagédo
ocorrem dentro da célula. A 3TC atua inibindo a enzima transcriptase reversa
viral, ja que se ligam ao DNA viral, acarretando a terminagdo da cadeia de
aminoacidos (SOUZA; STORPIRTIS, 2004).

A dose recomendada de lamivudina, por via oral e em combinacdo com
outros antirretrovirais, € de 300 mg por dia em adultos, sendo administrada

uma unica vez, ou entdo, 150 mg, duas vezes ao dia. Para criangas, até doze
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anos de idade, recomenda-se a dose oral de 4 mg/kg duas vezes ao dia. Em
neonatos, a dose oral recomendada é de 2 mg/kg duas vezes ao dia
(STRAUCH et al., 2011)

A lamivudina pode apresentar polimorfismo, isto €, duas diferentes
formas cristalinas: acicular e bipiramidal (STRAUCH et al., 2011). Embora, a
literatura ndo traga dados sobre diferencas na solubilidade ou
biodisponibilidade dessas formas, a forma bipiramidal € a mais apropriada para
0 uso na fabricacdo de comprimidos, devido as suas melhores propriedades de
fluxo e maior estabilidade (JOZWIAKOWSKI et al., 1996; FERNANDES et al.,
2006).

Esse farmaco é uma base fraca e apresenta constante de ionizacao
(pKa) de 4,3 e, quando dissolvido em &gua, encontra-se primariamente na
forma néo-ionizada. A lamivudina, no estado sdélido ou em solucdo aquosa, é
estavel a luz e a temperatura (FERNANDES et al., 2006). Apresenta coeficiente
de particdo octanol / 4gua (logP) de 0,06 e solubilidade em &gua de 70 mg/mL
(KASIM et al., 2004).

A 3TC apresenta meia-vida de 5 a 7 horas e biodisponibilidade de 80 a
87 %. (MOFFAT et al., 2004). Em geral, € um farmaco que apresenta baixa
toxicidade. Os efeitos adversos mais comuns sdo relacionados aos disturbios
gastrintestinais, assim como dores de cabeca, dores abdominais, nausea e
fadiga. E improvavel a inducdo de efeitos adversos, clinicamente importantes,
como neuropatias e miopatias pela 3TC (SOUZA; STORPIRTIS, 2004).

Quanto as suas propriedades biofarmacéuticas, € um farmaco que
apresenta alta solubilidade e alta permeabilidade, além de rapida velocidade de
dissolucéo, sendo classificada pelo SCB como classe |. No entanto, existe uma
variacao interpacientes (SOUZA; STORPIRTIS, 2004). E ainda, segundo
LINDENBERG e colaboradores (2004), a classificacdo da lamivudina segundo
o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica € incloncusiva, pois apesar de
apresentar alta solubilidade, os dados relativos a permeabilidade sédo incertos
e, dessa forma, ela poderia ser classificada como classe | ou Il (LINDENBERG
et al., 2004). KASIM e colaboradores (2004) classificam-na como Classe I,
concordando com LINDENBERG e colaboradores (2004) (KASIM et al., 2004).

Segundo STRAUCH e colaboradores (2011), ela é altamente soltvel, porém,
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as caracteristicas de permeabilidade ndo estdo bem definidas (STRAUCH et
al., 2011).

2.7. Marcadores internos de permeacao

A “Food and Drug Administration” (FDA) sugere o uso de varios
farmacos modelos de alta ou baixa permeabilidade como padrdes internos para
estabelecer a adequacédo do método, por exemplo, atenolol, manitol, metoprolol
e PEG 4000, dentre outros (OLIVEIRA; MANZO, 2009).

O metoprolol € um farmaco que apresenta coeficiente de particdo
octanol/agua (logP) de 1,72, 95 % é absorvido a partir do trato gastrintestinal e
por isso, pode ser utilizado como um padrdo interno de alta permeabilidade
(KIM et al., 2006; DAHAN et al., 2009), o que também é recomendado pela
FDA. Para padrdo interno de baixa permeabilidade, a FDA recomenda o
manitol (FDA, 2000). No entanto, a quantificacdo desse composto apresenta
algumas limitacBes analiticas, pois € um aclUcar e apresenta baixa
permeabilidade, utiliza-se o manitol radio marcado (SAHA; KOU, 2000) e por
isso sua utilizagcdo se torna, as vezes, inviavel diante da infra-estrutura
necessaria. Contudo, em estudos de permeabilidade intestinal usando ras, foi
utilizada a floridizina como padrédo interno de baixa permeacao, apresentando
nenhuma permeacdo (TRAPANI et al., 2004; TRAPANI et al., 2007; FRANCO
et al., 2008). A literatura traz pouca informacao sobre a floridizina, somente que
€ proveniente da macieira, podendo ser encontrada também nas arvores de
péra, ameixa e cereja e, experimentalmente, é também usada para produzir
glicosuria em animais (MERCK INDEX, 2006).

2.8. Métodos analiticos para determinagdo da lamivudina

A literatura traz diversos trabalhos sobre a determinacéo da lamivudina
no plasma sanguineo de animais na presenca de outros antirretrovirais
utilizando a técnica da cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) em
estudos farmacocinéticos, caracterizando essas metodologias como altamente
sensiveis, especificas e rapidas (FAN; STEWART, 2002; SINGH et al., 2011;
BAHRAMI et al., 2005). Alguns trabalhos utilizam a deteccao ultravioleta (UV),
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outros a espectrometria de massa ou imunoensaios (FAN; STEWART, 2002).
Por outro lado, a técnica da eletroforese capilar, conhecida pelas suas
vantagens de utilizar baixa quantidade de solvente, necessitar de uma pequena
quantidade de amostra, ter alta eficiéncia de separacdo e curtos tempos de
analise, além do facil manuseio do capilar, também pode ser utilizada, embora
a literatura ndo traga muitos trabalhos a respeito disso (PEREIRA et al., 2005).
GUTLEBEN e colaboradores (2002) trabalharam, pela primeira vez, utilizando a
técnica da eletroforese capilar, especificamente, a eletroforese capilar de zona
co-eletroosmaotica, na separacao e na determinacdo de todos os antirretrovirais
inibidores de protease e para seis antirretrovirais inibidores da transcriptase
reversa, incluindo a lamivudina, e demonstraram que a versatilidade da técnica,
juntamente com a sua rapidez, permitem que seja bastante (til para as analises
clinicas (GUTLEBEN et al., 2002). SEKAR e AZHAGUVEL (2005) utilizaram,
pela primeira vez, a técnica da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)
para a simultanea determinagdo da lamivudina e da zidovudina presentes em
uma formulacao farmacéutica, definindo o método como simples e preciso, sem
qualquer interferéncia dos excipientes presentes (SEKAR; AZHAGUVEL,
2005).

Em estudos de permeacéo intestinal ou de bioequivaléncia envolvendo a
lamivudina, a técnica da cromatografia liquida (CL) e a da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) sao as mais difundidas (KANO et al., 2005; SOUZA et
al., 2009), ndo havendo, na literatura, nenhum trabalho sobre permeacao
intestinal que utilize como metodologia analitica a técnica da eletroforese

capilar.

2.9. Planejamento Experimental

Segundo Neto e colaboradores, o planejamento estatistico é a atividade
estatistica mais importante, pois quando isso ndo acontece, o experimentador
pode obter, como resultado, muitos numeros estéreis, dentre os quais, o
estatistico ndo chegaria a concluséo alguma (NETO et al., 1995).

O planejamento experimental tem seu grande valor, pois, baseado em
fundamentos estatisticos, € uma importante ferramenta para a descoberta das

melhores condi¢des de um processo, desenvolvimento de formulagdo ou ainda,
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para avaliar os efeitos das variaveis sobre as respostas esperadas durante o
desenvolvimento de um novo produto ou processo (RODRIGUES; IEMMA,
2005).

A utilizacdo de um planejamento experimental diminui o numero de
experimentos a serem realizados, além de melhorar a qualidade das
informagdes obtidas como resultados, acarretando na diminuigdo do custo e do
tempo envolvidos na realizacdo dos experimentos. Além disso, o planejamento
experimental permite que diferentes fatores sejam  analisados
simultaneamente, verificando, dessa forma, a influéncia de um sobre o outro. E
ainda, permite o célculo do erro experimental (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

A literatura traz sete etapas para o planejamento de experimentos,
arrolados a seguir (COLEMAN; MONTEGOMERY, 1993):

1. Reconhecimento do problema;
Escolha dos fatores de influéncia e niveis;
Selec¢éo das variaveis de resposta;
Determinacédo de um modelo experimental,
Conducédo do experimento;

Analise dos resultados obtidos;

N o o b~ WD

Conclusdes e recomendagoes.
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O presente trabalho teve como objetivo propor um novo método para
estudar a permeabilidade intestinal de farmacos, utilizando epitélio intestinal de
ra-touro (Rana catesbeiana) em modelo ex vivo empregando células de Franz.

O farmaco selecionado como modelo foi a lamivudina.

Objetivos especificos:

- Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo simultanea

dos farmacos permeados;

- Caracterizar morfoldgica e histologicamente o epitélio intestinal da ra-

touro (Rana catesbeiana) por meio da observacao de laminas ao microscépio;

- Verificar a influéncia de varidveis como seccao intestinal, temperatura e
pH da solucdo de Ringer na permeabilidade dos farmacos estudados pelo

método proposto;

- Aplicar o método de estudo da permeabilidade proposto para avaliar a

permeabilidade intestinal da lamivudina,

- Calcular os principais parametros de permeacdo da lamivudina e do
metoprolol - quantidade total de farmaco permeada (Q:), coeficiente de
permeabilidade aparente (Papp) € constante de absorgéo de primeira ordem (ka)
- e comparar os coeficientes de permeabilidade aparente (Papp) com dados da

literatura.
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4 - MATERIAL E METODOS
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4.1. Materiais, solvente, reagentes

- lamivudina matéria-prima de grau farmacéutico de pureza (Farmanguinhos,
Rio de Janeiro - RJ);

- zidovudina, lamivudina substéancias quimicas de referéncia, grau de pureza >
99 % (Farmanguinhos, Rio de Janeiro — RJ);

- aciclovir, substancia quimica de referéncia, grau de pureza > 99%
(Biosintética Farmacéutica, Sao Paulo — SP);

- floridizina, substancia quimica de referéncia, grau de pureza > 99% (Sigma
Chemical Company St Louis, MO, EUA);

- metoprolol, matéria-prima de grau farmacéutico de pureza (Medley, Campinas
- SP);

- solucdo de Ringer preparada de acordo com a seguinte composi¢cdo: NacCl
283 mmol, KCI 5,0 mmol, CaCl, 1,0 mmol, NaHCO3; 2,5 mmol (STEVENS,
1992);

- NaCl, KCI, CaCl,, NaHCO3 (Synth, Sao Paulo — SP);

- dodecilssulfato de sddio, reagente de grau analitico de pureza (Merck,
Darmstadt, Germany);

- tetraborato de sddio, reagente de grau analitico de pureza (Merck, Darmstadt,
Germany);

- metanol, solvente de grau analitico de pureza (Merck, Darmstadt, Germany);

- agua purificada Milli-Q (Millipore, MA, EUA).

4.2. Equipamentos e dispositivos diversos

- sistema de eletroforese capilar (MDQ PROTEOME LAB PA 800, Beckman
Coulter) equipado com um sistema de detecgédo UV/VIS e software,;

- capilares de silica fundida revestidos internamente com poliimida, diametro
interno de 75 um (ISB, Brasil).

- micropipeta monocanal 20 a 100 pL (Pipetman P100) — Gilson;

- micropipeta monocanal 100 a 1.000 pL (4500) — Gilson;

- micropipeta monocanal 500 a 5.000 pL (Série 2.100) — Gilson;

- microscépio (Olympus® BX50) e software Image Pro-Plus®, versdo 4.5.1.29;
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- minivoltimetro Millicell ERS® - Millipore

- plataforma manual para testes de topicos e transdérmicos Start Up 6 Cells —
Variomag/Hanson Research;

- seringa de precisao para amostragem manual de volume igual a 1,0 mL;

- células de difusao vertical (58-001-455) adaptadas, orificio de 0,5 cm, volume
de 7,0 mL e area de exposicdo de 0,20 cm?~ Hanson Research, conforme

esquema da Figura 5.
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Figura 5. Representacdo esquematica da célula de difusdo vertical e seus
acessorios (HANSON RESEARCH, 2004).

4.3. Membranas
Segmentos intestinais de, aproximadamente, 5,0 cm de comprimento

(comecando imediatamente ap0s o estdmago), de ras-touro adultas (Rana

catesbeiana) (Figura 6) foram fornecidos pelo Ranario Atibaia - Sdo Paulo - SP.
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Figura 6. Ras-touro (Rana catesbeiana), no tanque de criacdo e preparadas

para o abate.

4.4. Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo dos

farmacos permeados

4.4.1. Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese
capilar (MDQ PROTEOME LAB PA 800, Beckman Coulter) equipado com um
sistema de deteccdo UV/VIS e software. O equipamento possui sistema de
refrigeragao do capilar através da circulagao do liquido refrigerante “cooler”.

Capilares de silica fundida (ISB, Brasil) com 75 um de diametro interno e
50,2 cm de comprimento total (comprimento efetivo de 40 cm), revestidos
externamente com poliimida, foram utilizados na realizagdo dos experimentos.

As lavagens para o condicionamento dos capilares novos eram
realizadas por pressdo de, aproximadamente, 20 psi, com passagem de
hidroxido de sédio 1 mol/L, por 30 minutos, seguida pela passagem de agua
deionizada, por mais 30 minutos e, por ultimo, seguia-se a passagem do
eletrdlito de corrida durante 30 minutos. No inicio do dia, o capilar era
condicionado com hidréxido de sédio 1 mol/L por 10 minutos, seguido por 10
minutos de agua deionizada e por 8 minutos do eletrélito de corrida . No

intervalo entre as corridas, o capilar era recondicionado com o eletrdlito por 2
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minutos e, no término das analises, o capilar era lavado com hidroxido de sédio

1 mol/L por 3 minutos e 4gua deionizada por mais 3 minutos para a limpeza.

4.4.2. Selecao do eletrélito de corrida e estabelecimento das condi¢cdes de

analise

Diversos eletrélitos foram ensaiados para verificar a separacdo dos
compostos:

- 10 mM fosfato (pH 2,5);

- 10 mM fosfato (pH 2,5) + 0,5% TEA (trietilamina);

- 20 mM tetraborato de sddio (pH 9,2) + 30 mM dodecil sulfato de sédio;

- 20 mM tetraborato de sédio (pH 9,2) + 30 mM dodecil sulfato de sédio
+ metanol;

- 20 mM tetraborato de sodio (pH 9,2) + 30 mM dodecil sulfato de sddio
+ 10 mM B-ciclodextrina;

- 20 mM tetraborato de sodio (pH 9,2) + 30 mM dodecil sulfato de sédio
+ acetonitrila + etanol;

- 20 mM tetraborato de sodio (pH 9,2) + 30 mM dodecil sulfato de sédio
+ 10% (v/v) etanol.

Durante as analises, utilizou-se uma corrente de 80 YA, a deteccao foi
realizada a 214 nm e a inje¢cdo da amostra foi de 0,5 psi por 10 segundos. A

temperatura do sistema foi mantida a 25 °C.

4.5. Validagcdo do método analitico desenvolvido

O método analitico foi estudado para a analise ndo apenas dos farmacos
envolvidos nesse trabalho - lamivudina, floridizina e metoprolol - mas também,
para outros dois antivirais estudados pelo grupo de pesquisa: zidovudina e
aciclovir.

Foram avaliados o0s seguintes parametros de validacao:
seletividade/especificidade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisao, exatidao e estudo de estabilidade (BRASIL, 2003;
ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2012).
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4.5.1. Seletividade/Especificidade

Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum componente da
solucdo de Ringer ou da membrana biolégica na capacidade do método
quantificar os farmacos que permeardo a membrana, a seletividade do método
foi verificada contaminando-se uma amostra contendo os farmacos em estudo
com uma solugéo resultante do contato da solu¢cdo de Ringer com a membrana
intestinal e comparando-se o resultado obtido com o de uma amostra ndo
contaminada.

A membrana intestinal de ra-touro foi lavada e, em seguida, colocada em
contato com solucdo de Ringer por, aproximadamente, duas horas
(GUIMARAES, 2001). Posteriormente, a membrana foi retirada da solucéo e a
mesma foi filtrada usando papel de filtro comum. Obtendo-se-assim, uma
solugcédo resultante que foi utilizada nesse ensaio. Para a determinacdo da
especificidade, uma solugdo contendo padrées de aciclovir, lamivudina,
zidovudina, metoprolol e floridizina a 1000 ug/mL em Ringer foi contaminada
com a solucdo descrita anteriormente, resultando em outra que foi analisada

posteriormente.

45.2. Linearidade

Com o objetivo de verificar a linearidade do método analitico, foram
preparadas e injetadas solugbes dos farmacos lamivudina, zidovudina,
aciclovir, floridizina e metoprolol nas concentra¢cdes de 5; 10; 20; 40; 80; 100
pg/mL, porém, buscando-se a menor faixa detectavel, foram também
preparadas e injetadas solu¢cdes dos farmacos lamivudina e zidovudina, nas
concentracbes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 pg/mL; do aciclovir, solucbes nas
concentracbes de 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4 pg/mL e para a floridizina, nas
concentracOes de 2; 4; 8; 15; 20 pg/mL. Essas solugdes foram analisadas, em
triplicata, por eletroforese capilar, utilizando-se o eletrélito selecionado e as
condicbes estabelecidas e, a partir dos resultados encontrados, foram
construidas curvas analiticas relacionando as areas dos picos versus a
concentracdo e posterior regressdo linear pelo método dos minimos

guadrados.
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4.5.3. Limite de Detecc¢éo e Limite de Quantificagao

O limite de deteccdo (LD) foi determinado baseando-se no desvio

padrdo (S) e na inclinacdo da curva analitica (o), conforme a equacéo a seguir:

LD (Equacéo 10)

Il
[#8 }
.

I

Onde:
S: desvio padrao

o inclinagéo da curva analitica

O limite de quantificagdo (LQ) foi determinado baseando-se no desvio

padrdo (S) e na inclinagéo da curva analitica (o), conforme a equagéo a seguir:
S (Equacéo 11)
LQ = — x 10 quag

Onde:
S: desvio padrao

o inclinacéo da curva analitica

O desvio padrao das respostas foi determinado pelo erro padréao

estimado na regressao linear.
4.5.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade ou precisao
intra-dia e, para isso, utilizaram-se solu¢cdes nas concentracdes de 0,5; 0,7 e
0,9 pg/mL para a lamivudina, de 0,6; 0,95 e 1,3 pg/mL para o aciclovir, de 0,3;
0,6 e 0,9 pg/mL para a zidovudina, de 4,5; 11,3 e 18 ug/mL para a floridizina e
de 26,7; 58,4 e 90 pg/mL para o metoprolol com trés réplicas cada, injetadas

em triplicata em um mesmo dia. Esse parametro também foi avaliado por meio

56



da precisdo intermediaria ou inter-dia. Para tanto, solucbes nas respectivas
concentracdes tratadas acima, também com trés réplicas cada, foram injetadas
em triplicata durante dois dias consecutivos. O resultado da precisao do
meétodo foi obtido com o célculo do coeficiente de variacdo (CV%) obtido a

partir dos resultados preliminares, conforme a seguinte equacgao:

(4

=ZmD >~ 100 (Equacao 12)

Onde:
DP: desvio padrao

CMD: concentracdo média determinada
4.5.5. Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método, solucbes nas concentracdes de
0,5; 0,7 e 0,9 pg/mL para a lamivudina, de 0,6; 0,95 e 1,3 yug/mL para o
aciclovir de 0,3; 0,6 e 0,9 pg/mL para a zidovudina, de 4,5; 11,3 e 18 pg/mL
para a floridizina e de 26,7; 58,4 e 90 ug/mL para o metoprolol com trés
réplicas cada, foram injetadas em triplicata em um mesmo dia (exatidao intra-
dia) e em dois dias consecutivos (exatidao inter-dia). Comparou-se entéo, o
resultado da injecdo dessas solu¢cdes com os tedricos, obtendo-se assim, a

porcentagem de exatiddo do método, pela seguinte equacao:

C
E% =X 100 (Equacdo 13)

Onde:
C = média das concentracdes determinadas experimentalmente;

Co = concentracgao tedrica inicial
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4.5.6. Estabilidade

A estabilidade de solucdes de lamivudina, aciclovir, zidovudina, e
floridizina, contendo 4 ou 12 pg/mL, foram avaliadas apds o armazenamento a
-20 °C por 30 dias (estabilidade de longa duracéo). Além disso, para esses
farmacos, solucdes nessas mesmas concentragfes foram também avaliadas,
apos seis horas a temperatura ambiente (estabilidade de curta duracdo). E
ainda, foi avaliada a estabilidade ap6s ciclos de congelamento e
descongelamento.

Para o metoprolol, solugdes contendo 7 ou 75 pg/mL foram avaliadas da
mesma forma, quanto a estabilidade de longa e curta duracdes e apos ciclos
de congelamento e descongelamento.

Em todos os casos, foram utlizadas trés amostras de cada
concentracdo para cada farmaco. Os resultados foram comparados com

agueles obtidos das analises de amostras recém-preparadas.

4.6. Caracterizacao morfoldgica e histolégica do epitélio intestinal da ra-
touro (Rana catesbeiana)

O estudo histolégico foi realizado utilizando o microscépio Optico
binocular Olympus BX50, pela analise das laminas contendo diferentes
secgOes de intestino delgado da ra-touro (Rana catesbeiana) coradas pelo
método Hematoxilina-Eosina (HE) (SANTANA, 1998).

4.7. Estudo da permeabilidade intestinal

4.7.1. Planejamento experimental

Diante da possibilidade de desenvolvimento de um novo método, foi
verificada a influéncia de algumas variaveis na permeabilidade intestinal de
substancias e séo elas: temperatura, pH da solucdo de Ringer e seccao
intestinal da ra. Para tanto, foi proposta uma analise de variancia three-way,

contemplando as variaveis citadas, apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz de ensaios codificada da Analise de Variancia three-way obtida
com o programa STATISTICA 7.0 for Windows e utilizada para os estudos de

permeabilidade intestinal.

pH da solugéo

Ordem dos : ~ Célula de

: Temperatura de Ringer Seccao e
experimentos difusdo

1 1 2 1 Célula 1
2 1 2 3 Célula 2
3 1 2 2 Célula 3
4 1 1 1 Célula 4
5 1 1 2 Célula 5
6 1 1 3 Célula 6
7 2 1 2 Célula 1
8 2 1 3 Célula 2
9 2 2 2 Célula 3
10 2 2 3 Célula 4
11 2 1 1 Célula s
12 2 2 1 Célula 6
13 1 2 3 Célula 1
14 1 1 2 Célula 2
15 1 1 3 Célula 3
16 1 1 1 Célula 4
17 1 2 2 Célula 5
18 1 2 1 Célula 6
19 2 2 3 Célula 1
20 2 1 2 Célula 2
21 2 1 3 Célula 3
22 2 1 1 Célula 4
23 2 2 2 Célula 5
24 2 2 1 Célula 6
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Tabela 2. Codificacdo das variaveis presentes no planejamento experimental

utilizado para o estudo de permeabilidade intestinal.

o Niveis reais
Variaveis

1 2 3

Temperatura (°C) 26 37 -

H da solucéo de
P _ ¢ 8,2 7,4 -
Ringer
Seccéo intestinal Inicial Mediana Final

* auséncia de nivel

4.7.2. Obtencéo e preparacao dos segmentos intestinais de ra

4.7.2.1. Obtencédo dos segmentos intestinais

Segmentos de intestino delgado foram obtidos de ras-touro (Rana
catesbeiana Shaw, 1802), com peso entre 300,0 g e 350,0 g, apos jejum de 48
horas, antes do experimento. As rds foram sacrificadas por decapitacdo e
extracdo da medula e os intestinos delgados foram retirados por laparotomia
(abertura cirdrgica da cavidade abdominal), tais procedimentos foram
realizados no Ranario Atibaia, Sdo Paulo-SP, que foi o fornecedor dos
intestinos, material esse de descarte. O sacrificio das rés foi realizado pelo
pessoal técnico do ranario, em conformidade com as normas éticas nacionais
para fornecimento da carne dos animais a restaurantes e comeércio em geral
(BRASIL, 1952). A seccdo dos intestinos e 0 preparo para usO nos
experimentos foi responsabilidade do pesquisador. Os intestinos foram,
imediatamente, lavados com solucéo de Ringer pH 8,2 (TRAPANI et al., 2004;
TRAPANI et al., 2007; FRANCO et al., 2008) ou 7,4 (ROZEHNAL et al., 2012),
em temperatura ambiente, para remover o conteddo dos mesmos e foram
mantidos em solucdo de Ringer até sua utilizagdo. Considerando que o
trabalho ndo envolveu a utilizagdo de organismos vivos, nao houve
necessidade de submissdo a comités de ética para experimentacdo animal ou
humana (CEUA ou CEP). O material utilizado como membrana de permeacao

foi o intestino de ras-touro (Rana catesbeiana) criadas para alimentacao
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humana e as visceras ndo sdo aproveitadas. Assim, esse material é

desprezado pelo ranério uma vez que nao é utilizado como alimento.

4.7.2.2. Preparacao dos segmentos intestinais

Em até 2 horas, os segmentos de intestino delgado foram abertos e
fragmentados em tamanho adequado para insercdo nas seis camaras de

difusao vertical.

4.7.3. Avaliacdo da integridade dos segmentos intestinais utilizados no

estudo

A integridade das membranas foi avaliada pela medida da resisténcia
elétrica transepitelial (RET), utilizando o equipamento Millicell®-ERS, no inicio e
no fim dos experimentos de permeabilidade, para isso, um eletrodo foi
colocado na porcéo apical e outro na por¢cdo basolateral em contato com a
solucdo de Ringer. E ainda, avaliou-se a integridade das membranas
intestinais, durante a realizacdo dos experimentos de permeabilidade usando
floridizina e metoprolol como padrdes internos de baixa e alta permeabilidade,

respectivamente.

4.7.4. Ensaios de permeabilidade para avaliacdo da influéncia das
variaveis em estudo — temperatura, pH da solucdo de Ringer e seccéo

intestinal - e selecdo das condi¢cbes do experimentais

Para a realizacdo dos ensaios de permeabilidade, o compartimento
receptor foi preenchido com 7,0 mL de solucdo de Ringer (pH 8,2 ou 7,4)
tamponada e foi mantido a 26 £ 0,1 ° C ou 37 + 0,1 ° C, sob constante agitacao,
a 200 rpm (SONAVANE et al., 2008) por 20 minutos antes dos experimentos de
permeacdo (DEZANI, 2010). Posteriormente, as secc¢les intestinais foram
inseridas adequadamente nas camaras de difusdo entre o compartimento
doador e o receptor. Os farmacos foram colocados no compartimento doador

dissolvidos em solugdo de Ringer (pH 8,2 ou 7,4) em uma concentracao

61



conhecida de 300 pg/mL para a lamivudina, 25 pg/mL para a floridizina e 200
pg/mL para o metoprolol, resultando num volume de 5,0 mL. Em intervalos de
30 minutos, foram realizadas as coletas das amostras, durante 120 minutos
(TRAPANI et al., 2004).

4.7.4.1. Quantificacdo dos farmacos permeados nos ensaios de
permeabilidade

A quantidade de farmaco permeada foi determinada pelo método de
eletroforese capilar, previamente desenvolvido e validado. Sendo que, para o
metoprolol, foi feita a adicdo de 10 pg/mL de padrdo nas amostras, pois a
guantidade presente nas mesmas estava abaixo do seu limite de deteccéo.
Dessa forma, foram obtidos os perfis de permeacédo do farmaco em funcéo dos

intervalos de amostragem.

4.7.4.2. Andlise dos resultados

A partir dos dados obtidos no item 4.7.4.1, foram calculados os principais

parametros de permeacdo (BARRY, 1983; SHAH, 1994, TRAPANI et al., 2004):

a) Quantidade total de farmaco permeada através das membranas no
periodo de 2 horas (Qy);

b) Os perfis de farmaco permeado versus tempo foram plotados e
obtiveram-se as constantes de absorcdo aparente de primeira ordem por meio
do calculo dos coeficientes angulares da por¢éo linear das curvas (ka);

c) Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp), calculado pela

seguinte equacao:

AQ 1 1 1 i

Papp = —< . — . —. - Equacao 14

"7 At 60 A C, (Fquagao 14)
AQ

Onde: At € o fluxo em ng/min ou a quantidade de farmaco permeado

pela membrana no tempo t, A é a area de exposi¢cdo da membrana (cerca de
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0,20 cm?) e Co é a concentracdo inicial do farmaco na solucéo colocada em

contato com a membrana em ng/cm?®,
4.7.4.3. Analise do planejamento experimental

Os resultados obtidos para o coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) foram analisados segundo a Andlise de Variancia three-way por meio do

programa STATISTICA 7.0 for Windows, para verificagao.

4.7.5. Ensaio de permeabilidade intestinal da lamivudina empregando as

condi¢cOes experimentais selecionadas

Foi realizado um ensaio de permeabilidade intestinal empregando as
condicdes experimentais selecionadas conforme as conclusdes do
planejamento experimental.

Esse ensaio se deu conforme descrito no item 4.7.4, exceto o tempo de
duracédo que foi de cinco horas e os seguintes intervalos de coleta: 30 min, 1 h,
2 h, 3 h e 5 h Os farmacos presentes nas amostras foram quantificados
conforme descrito no item 4.7.4.1.

A gquantidade total permeada (Qy), a constante de absor¢cédo aparente de
primeira ordem (ka) e o coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para a
lamivudina e para o metoprolol foram calculados conforme o item 4.7.4.2 e,
posteriormente, os coeficientes de permeabilidade aparente foram comparados
com outros valores de P4, presentes na literatura para os mesmos farmacos

utilizando outras técnicas no estudo da permeabilidade intestinal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo dos

farmacos permeados

5.1.1. Selecao do eletrdlito de corrida e estabelecimento das condi¢cdes de

analise

Nos ensaios de permeabilidade, cada amostra pode conter um dos
antivirais, o padrao interno de alta permeabilidade (metoprolol), em alguns
casos, 0 padrao interno de baixa permeabilidade (floridizina) e os sais
presentes na solucdo de Ringer, assim, o eletrélito de corrida deve separar,
simultaneamente, esses farmacos para que sejam detectados e quantificados.

A literatura traz poucos métodos eletroforéticos aplicados as analises
dessas substancias, porém ndo em misturas complexas. LOREGIAN e
colaboradores (2001) analisaram o aciclovir presente em amostra de plasma,
pela técnica de eletroforese capilar, empregando eletrdlito com tampéo acetato
pH 4,2. FAN e STEWART (2002) desenvolveram e validaram o método de
cromatografia eletrocinética micelar para a separacdo de duas misturas de
antiretrovirais em plasma, uma delas contendo zidovudina, didanosina e
nevirapina e a outra contendo zidovudina, didanosina e ritonavir, utilizando um
eletrdlito contendo 18 mM de dodecil sulfato de sédio (SDS) e 15 mM de
tampdes fosfato e borato (pH9,0). SEKAR e AZHAGUVEL (2005) aplicaram a
técnica da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) para a simultanea
determinacdo da lamivudina e da zidovudina presentes em uma formulacdo
farmacéutica utilizando um eletrélito contendo 12,5 mM de tetraborato de sédio
decahidratado (TBS), 15 mM de acido bérico (pH 10,8), 90 mM de dodecil
sulfato de sodio (SDS) e 5% (v/v) de acetonitrila. PENG e colaboradores (2005)
desenvolveram um método de eletroforese capilar com detec¢éo eletroquimica
para a determinacdo simultanea de floridizina, epicaequina, acido clorogénico e
miricetina em suco de macd empregando como eletrélito uma solugdo
contendo 50 mM/L de tampéao borato (pH 8,7). WANG e colaboradores (2005)
também desenvolveram um método de eletroforese capilar com deteccéo
eletroquimica para a determinacdo de cinco farmacos B-agonistas, dentre eles

0 metoprolol, presentes em amostras de plasma tendo como eletrélito uma
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solucdo a 100 mM de H3BO3; — NaxB,O; (LOREGIAN et al.,, 2001 ; FAN,
STEWART, 2002 ; PENG et al., 2005 ; SEKAR, AZHAGUVEL, 2005 ; WANG et
al., 2005). Foi desenvolvido um eletrélito e foram empregadas determinadas
condicbes para que os analitos fossem separados, ao mesmo tempo, com a
melhor resolucdo e no menor tempo possiveis.

Foi utilizado um eletrélito contendo 10 mM de solug¢do tampao fosfato
(pH 2,5), porém, ndo se obteve a separagcdo dos analitos, como mostrado na
Figura 7, o mesmo também foi observado, quando se utilizou outro eletrolito
contendo 10 mM de solucéo tampéo fosfato (pH 2,5) e 0,5% TEA (trietilamina),
como pode ser verificado na Figura 8.

No entanto, quando a técnica de Cromatografia Eletrocinética Micelar
(MEKC) foi utilizada, tendo como eletrdlito tetraborato de soédio (TBS),
adicionando o tensoativo dodecil sulfato de sddio (SDS), os picos dos analitos
comecaram a aparecer, porém sem a separacao, o que pode ser observado na
Figura 9. A adigcdo do solvente organico metanol, também permitiu uma melhor
separacao, mas nao efetiva, conforme a Figura 10. Outra tentativa foi adicionar
10 mM B-ciclodextrina, com separacdo de alguns analitos, mas nao todos, o
que é verificado pela Figura 11. Optou-se entdo, pela adicdo de acetonitrila e
etanol ao eletrdlito, mas que também né&o resultou na separacao de todas as
substancias, conforme mostra a Figura 12. Por fim, foi ensaiado um eletrélito
contendo 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9,2) e 10% (v/v) etanol, em que se
observou a separacdo de todas as substancias, num tempo menor que oito
minutos, como observado na Figura 13. Verificou-se também que, aplicando
uma corrente de 80 YA, uma boa separacao foi obtida e os picos apresentaram
melhor resolugéo a 214 nm. O tempo de injecao de 10 s foi utilizado pela baixa

concentracdo de farmaco presente nas solugcdes analisadas.
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Figura 7. Eletroferograma de lamivudina,
aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol em
Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; eletrélito: 10 mM
tampéo fosfato (pH 2,5); corrente: 80 pA; 25 °C;
injecao hidrodindmica: 0,5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 8. Eletroferograma de lamivudina, aciclovir,
zidovudina, floridizina e metoprolol em Ringer.
Capilar: 75 pm, 40 cm; eletrélito: 10 mM tampéo
fosfato (pH 2,5) e 0,5% TEA (trietilamina); corrente:
80 pA; 25 °C; injecao hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.
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Figura 9. Eletroferograma de MEKC de lamivudina,
aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol em Ringer.
Capilar: 75 pm, 40 cm; tampé&o: 40 mM SDS, 10 mM
TBS (pH 9,2); corrente: 80 pA; 25 °C; injecao
hidrodinamica: 0,5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 10. Eletroferograma de MEKC de lamivudina,
aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol em
Ringer. Capilar: 75 pum, 40 cm; tampéao: 40 mM SDS,
10 mM TBS (pH 9,2), 20% (v/v) metanol; corrente: 80
MA; 25 °C; inje¢ao hidrodinamica: 0,5 psi/10 s; A=214

nm.
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Figura 11. Eletroferograma de MEKC de
lamivudina, aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 pm, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 10 mM TBS (pH 9,2), 10
mM B-ciclodextrina; corrente: 80 pA; 25 °C;
injecdo hidrodinamica: 0,5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 12. Eletroferograma de MEKC de
lamivudina, aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 pum, 40 cm;
tampdao: 20 mM SDS, 10 mM TBS (pH 9,2), 30%
acetonitrila (v/v) e 5% etanol (v/v); corrente: 80
MA; 25 °C; injecéo hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.
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Figura 13. Eletroferograma de MEKC de lamivudina,
aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol em Ringer.
Capilar: 75 pm, 40 cm; tampéao: 30 mM SDS, 20 mM TBS
(pH 9,2), 10% etanol (v/v); corrente: 80 PA; 25 °C; injecao
hidrodinamica: 0,5 psi/10 s; A=214 nm.

5.2. Validacdo do método analitico desenvolvido

Os procedimentos de validagdo foram realizados para garantir,
experimentalmente, que a metodologia proposta para a quantificacdo dos
farmacos que permearam a membrana intestinal nos estudos de permeacéo
atendesse as exigéncias preconizadas, a fim de garantir a confiabilidade dos
resultados obtidos pela aplicacdo do método (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2012).

5.2.1. Seletividade/Especificidade

Seletividade é a capacidade do método em determinar exatamente um
composto na presenca de outras substancias, tais como: impurezas,
componentes da membrana biologica e produtos de degradacdo. Para a
determinacao desse parametro de validacdo, pode-se analisar uma amostra de

farmacos contendo esses possiveis interferentes, determinando-se assim, a
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capacidade do método em gerar resultados confiaveis, embora na presenca
deles.

A membrana biolégica nado interferiu na separagdo dos analitos, apenas
alterou, um pouco, a linha de base e aumentou o tempo de separacdo dos
analitos e, por isso, a seletividade do método foi comprovada, conforme

mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Eletroferograma de MEKC de lamivudina (1),
aciclovir (2), zidovudina (3), floridizina (4) e metoprolol
(5) em Ringer, na presenca da membrana bioldgica.
Capilar: 75 pm, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM

TBS (pH 9.2), 10% (v/v) etanol; corrente: 80 YA ; 25°C;
injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.

5.2.2. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especifico de concentracao.

O método apresentou linearidade nas faixas de concentracdes

estudadas para a lamivudina, o aciclovir, a zidovudina, a floridizina e o
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metoprolol e as equacOes de reta foram calculadas, conforme resultados

apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 15 a 19.

A faixa de concentragdo escolhida foi a menor detectavel, visto que, em

alguns momentos dos ensaios de permeacdo era esperado que pouca oOu

nenhuma quantidade de farmaco permeasse a membrana.

Tabela 3. Resultados estatisticos obtidos por meio da regressdo linear a partir das

curvas analiticas para a quantificacdo de lamivudina, aciclovir, zidovudina, floridizina e

metoprolol em solucéo de Ringer.

A ~ Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Substancia Equacéao da reta . ~
angular (a) linear (b) correlacao (r)
Lamivudina y =1095,3x+2,133 1095,3 2,133 0,9982
Aciclovir y = 1793,7x-879,8 1793,7 879,8 0,9969
Zidovudina y = 1768,7x+909 1768,7 909 0,9993
I y = 638,48x+447,5 638,48 4475 0,9942
Floridizina
Metoprolol y =455,63x-1232,6 455,63 1232,6 0,9996
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Figura 15. Curva analitica da lamivudina em
solucdo de Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2),
10% (v/v) etanol; corrente: 80 pA ; 25 °C;
injecdo hidrodindmica: 0.5 psi/10 s; A=214

nm.
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Figura 16. Curva analitica do aciclovir em
solugcéo de Ringer. Capilar: 75 pum, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2),
10% (v/v) etanol; corrente: 80 YA ; 25 °C;
injecdo hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214

nm.

73



3000 -
2500 -
2000 -
o]
£ 1500 -
<
1000 -
500 -

0 0,5 1 15
Concentragao (ug/mL)

Figura 17. Curva analitica da zidovudina em
solugcdo de Ringer. Capilar: 75 pm, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2),
10% (v/v) etanol; corrente: 80 pA ; 25 °C;
injecdo hidrodindmica: 0.5 psi/10 s; A=214

nm.
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Figura 18. Curva analitica da floridizina em
solucédo de Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2),
10% (v/v) etanol; corrente: 80 pA ; 25 °C;
injecdo hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214

nm.
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Figura 19. Curva analitica do metoprolol em
solucdo de Ringer. Capilar: 75 pm, 40 cm;
tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2),
10% (v/v) etanol; corrente: 80 YA ; 25 °C;
injecdo hidrodindmica: 0.5 psi/10 s; A=214

nm.

Conforme a Tabela 3 e as Figuras 15 a 19, o método apresentou

linearidade para cada farmaco em estudo (r>0,99).

5.2.3. Limite de detec¢édo (LD) e Limite de quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente na
amostra e que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O
limite de quantificagdo € a menor quantidade de analito presente na amostra
gque pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condi¢cbes experimentais estabelecidas. Os limites de deteccao e quantificacéo

calculados para o método analitico proposto estéo apresentados na Tabela 4.

75



Tabela 4. Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos na validacéo
do método analitico para quantificacdo de lamivudina, aciclovir, zidovudina,
floridizina e metoprolol utilizando a técnica de cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC).

Limites . L . . .
Lamivudina  Aciclovir  Zidovudina  Floridizina  Metoprolol
(Hg/mL)
LD 0,051 0,067 0,033 2,010 2,940
LQ 0,156 0,203 0,100 6,690 8,910

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram adequados para o tipo de

ensaio e para as quantidades esperadas de farmacos permeadas.

5.2.4. Precisao

A precisdo de um método analitico mede a proximidade entre uma série
de medidas obtidos a partir de mdultiplas amostragens provenientes de uma
mesma amostra homogénea. Pode ser expressa como uma estimativa do
desvio padrao relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variacao
(CV%). A precisdo pode ser avaliada em trés diferentes niveis: repetibilidade
(precisdo intra-dia); precisdo intermediaria  (precisdo inter-dia) e
reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial)

Os resultados obtidos com relacdo a precisdo do método analitico

desenvolvido estédo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Precisdo obtida para lamivudina, aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol a partir da determinacédo de 3 diferentes concentragbes em um
mesmo dia (intra-dia) e em 2 dias consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica

de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

Concentracao CV%
Substéncia
(ug/mL) Intra-dia Inter-dia
0,5 1,276 1,296
Lamivudina 0,7 0,680 0,453
0,9 0,885 0,440
0,6 1,586 1,461
Aciclovir 1 2,115 1,642
1,3 2,146 1,326
0,3 0,495 1,317
Zidovudina 0,6 1,056 0,953
0,9 0,284 0,896
4,5 0,872 0,738
Floridizina 11,3 1,407 1,449
18 0,626 0,743
26,7 0,748 1,187
Metoprolol 58,4 0,882 0,659
90 1,008 0,900

Valores de coeficiente de variagdo (CV%) menores que 5% s&o
considerados aceitaveis (BRASIL, 2003; UNITED STATES PHARMACORPEIA,
2012). Dessa forma, os valores obtidos e apresentados na Tabela 5

demonstram a precisdo do método.
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5.2.5. Exatidao

A exatiddo do método analitico € a proximidade entre os resultados
obtidos pela aplicacdo do método e o resultado considerado verdadeiro.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Exatiddo obtida para lamivudina, aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol a partir da determinacdo de 3 diferentes concentracbes em um
mesmo dia (intra-dia) e em 2 dias consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica

de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

Concentragao E %
Substancia
(ug/mL) Intra-dia Inter-dia
0,5 100,12 100,07
Lamivudina 0,7 99,75 100,21
0,9 99,49 100,07
0,6 102,02 101,83
Aciclovir 1 99,37 99,98
1,3 99,18 100,23
0,3 97,00 98,10
Zidovudina 0,6 101,67 97,97
0,9 97,78 97,88
4,5 99,48 99,83
Floridizina 11,3 100,63 99,92
18 101,80 102,47
26,7 100,93 100,01
Metoprolol 58,4 102,13 102,64
90 103,30 101,45
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Os valores obtidos encontram-se préoximos de 100% e por isso

confirmam uma adequada exatiddo do método analitico.

5.2.6. Estabilidade

Para a obtencdo de resultados confiaveis, deve-se assegurar que 0s
padrbes utilizados apresentem estabilidade durante um periodo razoavel de
tempo no meio bioldgico utilizado (RIBANI et al., 2004).

A determinacao da estabilidade de um farmaco em uma matriz biologica
depende de diversos fatores, tais como: propriedades quimicas do farmaco,
condi¢Bes de armazenamento, caracteristicas da matriz biolégica e material de
acondicionamento (ANVISA, 2003; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2010).
A avaliacdo da estabilidade é necessaria por mostrar que nao existe variacao
na concentracdo de analito presente na amostra desde sua amostragem até
sua andlise (CAUSON, 1997).

Portanto, a estabilidade de curta duracdo, de longa duracao e de ciclos
de congelamento e descongelamento foi avaliada para a lamivudina, aciclovir,
zidovudina, floridizina e metoprolol com o proposito de garantir que o0s
farmacos permeados no meio receptor permaneceram estaveis desde o ensaio
de permeabilidade até a sua quantificacao.

Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 7 a 12.

Tabela 7. Ensaio de estabilidade para lamivudina, aciclovir, zidovudina,

floridizina em solug&o de Ringer pH 8,2, ap0s 6 horas a temperatura ambiente.

Concentragao
Razao%
(Hg/mL)
Lamivudina Aciclovir Zidovudina Floridizina
4 98,82 98,47 98,01 98,25
12 99,52 101,80 99,30 98,81

Razao: entre a amostra analisada e a recém-preparada
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Tabela 8. Estabilidade para lamivudina, aciclovir, zidovudina e floridizina em

solucdo de Ringer pH 8,2, apds 30 dias a -20°C.

Concentracao
Razado%
(Mg/mL)
Lamivudina Aciclovir Zidovudina Floridizina
4 97,87 98,25 103,71 95,16
12 97,83 100,12 102,64 98,45

Razdo: entre a amostra analisada e a recém-preparada

Tabela 9. Ensaio de estabilidade para lamivudina, aciclovir, zidovudina e
floridizina em solucdo de Ringer pH 8,2, apds ciclos de congelamento e

descongelamento.

Concentracao
Razdo0%
(Mg/mL)
Lamivudina Aciclovir Zidovudina Floridizina
4 99,49 100,48 100,00 100,71
12 100,06 98,93 100,23 98,97

Razdo: entre a amostra analisada e a recém-preparada

Tabela 10. Ensaio de estabilidade para o metoprolol em solu¢cédo de Ringer pH

8,2, ap0Os 6 horas a temperatura ambiente.

Concentragao .
Razao%
(Hg/mL)
Metoprolol
7 98,29
75 97,08

Razao: entre a amostra analisada e a recém-preparada
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Tabela 11. Ensaio de estabilidade para o metoprolol em solucdo de Ringer pH 8,2,
apos 30 dias a -20°C.

Concentracao
Razao%
(Mg/mL)
Metoprolol
7 101,36
75 95,47

Razdo: entre a amostra analisada e a recém-preparada

Tabela 12. Ensaio de estabilidade para o metoprolol em solucédo de Ringer pH 8,2,

apos ciclos de congelamento e descongelamento.

Concentracao
Razao%
(Mg/mL)
Metoprolol
7 99,51
75 99,53

Razdao: entre a amostra analisada e a recém-preparada

Conforme os resultados encontrados, as amostras foram consideradas
estaveis nas condi¢cdes experimentadas, pois apresentaram desvios inferiores
a 5%, estando de acordo com o preconizado no “Guia para Validacdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos” da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

que preconiza desvios inferiores a 15% (BRASIL, 2003).

5.3. Caracterizagcdo morfologica e histoldgica do epitélio intestinal da ra-

touro (Rana catesbeiana)

Com relagédo ao segmento intestinal, a literatura ndo traz, claramente, a
divisdo do intestino do anfibio, divide-o em intestino delgado e grosso, sendo a
porcado anterior chamada de duodeno (DUELLMAN; TRUEB, 1986; GEORGE
et al., 1998). Outros autores dividem o intestino do anfibio em regido anterior,
posterior e célon (SAIDANE et al., 1997), sendo assim, neste trabalho, com

relacdo ao intestino delgado, a porcdo logo abaixo do estémago foi
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denominada de inicial, a seguinte (com mais de 3 cm apds o estdbmago), de
mediana e a Ultima (retirada aproximadamente 5 cm apds o estdbmago) de final
para facilitar o estudo.

As Figuras 20 e 21 ilustram os diferentes segmentos de intestino
delgado da ra-touro (Rana catesbeiana) em cortes transversal e longitudinal

corados pelo método Hematoxilina-Eosina (HE).

Figura 20. Intestino delgado da ré-touro (Rana catesbeiana) em corte transversal, por¢cdes

inicial (1), mediana (2) e final (3) observados em microscopio optico (HE, aumento 12,5X).

82



Figura 21. Intestino delgado da ra-touro em corte longitudinal, porcdes inicial (1), mediana (2) e

final (3) observados em microscopio éptico (HE, aumento 12,5X).

Conforme o ilustrado nas Figuras 20 e 21 referentes ao intestino delgado
da ra-touro (Rana catesbeiana), a porcao inicial (1), também conhecida como
duodeno, apresenta maior area de absorcdo, pela maior quantidade de
vilosidades, sendo essas mais longas e, por isso, essa regido pode caracterizar
maior absorcao intestinal. A por¢cdo mediana (2), se comparada a porc¢éao inicial
(1), apresenta menor quantidade de vilosidades, sendo essas também mais
curtas. E ainda, a por¢éo final (3), se comparada as porc¢des inicial (1) e
mediana (2), apresenta poucas e curtas vilosidades, podendo caracterizar uma
regido de menor absorcdo. Devido a essas diferencas, diferentes valores de
coeficiente de permeabilidade aparente (Pa,p) podem ser obtidos para as

diversas secc¢des do intestino delgado.
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Em humanos, a maior parte da absorcéo intestinal de substancias deve
ocorrer no duodeno e na porcao proximal do jejuno (DESESSO; JACOBSON,
2001; SOUZA et al., 2007). Essas regibes podem corresponder a regido inicial
(1) e a regido mediana (2) do intestino delgado da rd apresentado nesse
trabalho. A presenca de vilosidades mais desenvolvidas na porc¢ao inicial, o
que aumenta sensivelmente a area superficial da membrana, além da presenca
nessa regido de uma estrutura mais frouxa, séo fatores que contribuem para
maior permeabilidade de substancias hidrofilicas (MASAOKA et al., 2006).

TRAPANI e colaboradores (2004), grupo que trabalhou com saco
intestinal ndo invertido de Rana esculenta, utilizaram em seus experimentos de
permeacao a porc¢ao integral de 5 cm de intestino delgado iniciando logo abaixo
do estdmago (TRAPANI et al., 2004), sem discriminar regides. Por outro lado,
algumas substancias também podem apresentar maior permeabilidade nas
porcBes posteriores do intestino delgado e no célon, embora a area superficial
seja menor e a estrutura da membrana menos frouxa, iSso acontece,
provavelmente, em virtude das caracteristicas fisico-quimicas das substancias
(THOMSON et al., 1986; MASAOKA et al., 2006).

5.4. Estudo de permeabilidade intestinal
5.4.1. Planejamento experimental

Segundo o planejamento experimental, foram gerados 24 experimentos
de permeacéao que foram realizados em quatro dias diferentes.

Tendo em vista as diferengas morfologicas e histoldgicas observadas
nas trés seccoes (inicial, mediana e final) estudadas do intestino delgado das
rds (Rana catesbeiana) e as possiveis diferencas quanto a permeacao de
substancias, o planejamento experimental contemplou essas regides a fim de
verificar a influéncia desse parametro na permeacao do farmaco em estudo.

O pH da solugdo de Ringer e a temperatura do experimento também
foram ensaiados para verificar suas possiveis influéncias na permeabilidade. A
variacdo da temperatura se deu pelo fato dos poucos trabalhos presentes na
literatura que empregam epitélio intestinal de ra utilizarem a temperatura de 26
°C em seus experimentos (TRAPANI et al.,, 2004; TRAPANI et al., 2007;
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FRANCO et al., 2008), enquanto que, trabalhos utilizando intestino humano, de
ratos ou de outro mamifero, assim como as células Caco-2, usam a
temperatura de 37 °C (GRASS; SWEETANA, 1989; LEGEN et al., 2005;
ESPINA et al., 2011; DIXIT et al., 2012). A variacdo do pH da solucdo de
Ringer utilizada nos experimentos se deu pois, da mesma forma como a
variagcdo da temperatura, os trabalhos presentes na literatura que utilizam
epitélio intestinal de ra para estudos de permeabilidade, utilizam o pH 8,2
(TRAPANI et al., 2004; TRAPANI et al.,, 2007; FRANCO et al., 2008) e nos
ensaios que empregam epitélio intestinal de outros animais € utilizado o pH de
7,4 (GRASS; SWEETANA, 1989; LEGEN et al.,, 2005; ROZEHNAL et al.,
2012).

5.4.2. Avaliacdo da integridade dos segmentos intestinais utilizados no

estudo

A medida da resisténcia elétrica transepitelial (RET) da membrana
intestinal é utilizada em estudos de permeabilidade para avaliar a viabilidade e
a integridade da mesma, assim como nos estudos que utilizam as
monocamadas de células Caco-2. Valores adequados de RET podem indicar a
integridade da membrana (LEGEN; KRISTL, 2003; LEGEN et al.,, 2005;
ZAKELJ et al., 2006; GONCALVES et al., 2009).

Nao existe dado na literatura sobre a resisténcia elétrica transepitelial
(RET) do intestino delgado de ra-touro (Rana catesbeiana), assim, foram feitas
medidas ap0s a retirada das secgdes intestinais obtendo valores variando entre
24 e 17 Q.cm®. Dessa forma, foram escolhidas as sec¢es que apresentaram
valores maiores que 20 Q.cm?.

ApoOs selecdo das secgbes, com base nesse parametro, os adaptadores
das células de difusdo foram montados e foi medida a resisténcia elétrica
transepitelial (RET) no inicio e fim dos experimentos. As médias entre 0s
resultados obtidos para a medida da resisténcia elétrica transepitelial (RET) no
inicio e no fim dos experimentos de permeabilidade estdo apresentadas na
Tabela 13.
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Tabela 13. Média dos valores de resisténcia elétrica transepitelial (RET)

medidos no inicio e no fim dos experimentos de permeabilidade intestinal.

Seccao intestinal RET (Q.cm?) + DP
Inicio Fim
Inicial
22 +2 21 +2
(n=28)
Mediana
23+2 21 +1
(n=28)
Final
24 +1 21 +1
(n=28)

DP: desvio padréo dos valores em relacdo a média

SAIDANE e colaboradores (1997) estudaram trés diferentes porcdes do
intestino de rd (Rana esculenta), as quais chamaram de anterior, posterior e
cllon e também verificaram que as porcdes anterior e posterior apresentam
menores valores de resisténcia elétrica transepitelial, sendo assim, também por
esse motivo, regibes de maior absorcdo de substancias. E ainda, observaram
gue o intestino da rd mantinha, nas condicdes experimentais, uma diferenca de
potencial positivo por diversas horas e também que a resisténcia elétrica
transepitelial (RET) ndo era afetada, significativamente, durante o periodo de
experimento. No entanto, o valor observado de RET pelos autores difere dos
verificados nesse trabalho, eles notaram um valor de 118 + 10,8 Q.cm? para a
regido anterior (SAIDANE et al., 1997). Essa discrepancia pode ser devido as
diferentes espécies envolvidas. A auséncia, nas amostras permeadas, da
floridizina - padrdo interno de baixa permeabilidade e que ndo permeia a
membrana (TRAPANI et al., 2004) — reforca a comprovacdo de que a
membrana permaneceu integra e viavel durante os estudos de permeabilidade

intestinal.
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5.4.3. Ensaios de permeabilidade para avaliacdo da influéncia das
variaveis em estudo — temperatura, pH da solucdo de Ringer e seccdo

intestinal - e selecao das condi¢fes experimentais

O ensaio de permeabilidade foi realizado de acordo com o planejamento

experimental proposto.

5.4.3.1. Andlise dos resultados

A partir da determinacdo analitica das amostras provenientes do ensaio
de permeabilidade, foram calculados os principais parametros de permeacao:
guantidade total de farmaco permeada através da membrana intestinal durante
o periodo de duas horas (Qy), constante de absorcdo aparente de primeira
ordem (ki) e coeficiente de permeabilidade aparente (Pap, ) para os
experimentos 1, 2, 3 e 4 da Tabela 1 (BARRY, 1983; SHAH, 1994, TRAPANI et
al., 2004).

Como a floridizina ndo foi detectada, durante a quantificacdo, nas
amostras provenientes dos estudos de permeabilidade intestinal, os
parametros de permeacéao para essa substancia ndo foram calculados.

Nas Tabelas 14 a 19 sdo apresentados os resultados obtidos.
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Tabela 14. Resultados de quantidade total permeada (Q:) de lamivudina
durante o periodo de duas horas através da membrana intestinal de ra-touro

(Rana catesbeiana) obtidos com concentracdo de 300 pg/mL em solucéo de

Ringer.
Dia Temperatura pH Seccao Qt(ng)
Inicial 6850
7,4 Mediana 4907
Final <0,057"
1 26 Inicial <0057
8,2 Mediana 2398
Final 7097
Inicial 9750
7.4 Mediana 7378
Final 3318
2 37 Inicial 5037
8,2 Mediana 7326
Final <0,057"
Inicial 2974
7,4 Mediana <0,057"
Final <0,057"
3 26 Inicial <0,057"
8,2 Mediana 13692
Final 3010
Inicial <0,057"
7.4 Mediana <0,057"
Final 3526
4 37 Inicial <0,057"
8,2 Mediana 2824
Final 14046

* limite de deteccéo (ug/mL)
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Tabela 15. Resultados de constante de absorcao aparente de primeira ordem

(ka) para a lamivudina permeada através da membrana intestinal de ra-touro

(Rana catesbeiana) durante o periodo de duas horas e obtidos com

concentracdo de 300 pg/mL em solucdo de Ringer.

Dia Temperatura pH Seccéo Ka
Inicial 82,80
7,4 Mediana 49,07
1 26 Final -
Inicial -
8,2 Mediana 30,61
Final 73,23
Inicial 111,23
7,4 Mediana 78,12
Final 33,18
2 37 Inicial 55.61
8,2 Mediana 87,34
Final -
Inicial 36,90
7,4 Mediana -
3 26 Final -
Inicial -
8,2 Mediana 99,36
Final 30,10
Inicial -
7,4 Mediana -
4 37 Fi_ngl 37,47
Inicial -
8,2 Mediana 34,84
Final 110,27
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Tabela 16. Resultados de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para a

lamivudina permeada através da membrana intestinal de ré-touro (Rana

catesbeiana) durante o periodo de duas horas e obtidos com concentracdo de

300 pg/mL em solucéo de Ringer.

Dia Temperatura pH Seccao Papp (10 cm/s)
Inicial 0,23
7,4 Mediana 0,10
Final -*
1 26 —
Inicial -*
8,2 Mediana 0,09
Final 0,20
Inicial 0,31
7,4 Mediana 0,22
Final 0,09
2 37 Inicial 0,15
8,2 Mediana 0,24
Final -*
Inicial 0,10
7,4 Mediana -*
3 26 Final -
Inicial -*
8,2 Mediana 0,28
Final 0,08
Inicial -*
7,4 Mediana -*
4 37 Fi_ngl 0,10
Inicial -*
8,2 Mediana 0,10
Final 0,31

*Na analise do planejamento experimental, foi adotado como valor zero, visto

gue ndo houve quantidade suficiente de farmaco na amostra para ser

detectada pelo método analitico.
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Tabela 17. Resultados de quantidade total permeada (Q:; de metoprolol
durante o periodo de duas horas através da membrana intestinal de ra-touro

(Rana catesbeiana) obtidos com concentracdo de 200 pg/mL em solucéo de

Ringer.

Dia Temperatura pH Seccao Qi (ng)
Inicial 23000

7.4 Mediana 11762

Final 15557

1 26 Inicial 12110
8,2 Mediana 25255

Final 13055

Inicial 12831

7.4 Mediana 14726

Final 4715

2 37 Inicial 17803
8,2 Mediana 2526

Final 4215

Inicial 15482

7.4 Mediana 25906

Final 12304

3 26 Inicial 21156
8,2 Mediana 14288

Final 6016

Inicial 27184

7.4 Mediana 8232

Final 30420

4 37 Inicial 12727
8,2 Mediana 13799

Final 24612
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Tabela 18. Resultados de constante de absorcao aparente de primeira ordem
(ka) para o metoprolol permeado através da membrana intestinal de ré-touro
(Rana catesbeiana) durante o periodo de duas horas e obtidos com

concentracdo de 200 pg/mL em solucdo de Ringer.

Dia Temperatura pH Seccao Ka

Inicial 224,17

7.4 Mediana 125,18

Final 130,30

1 26 Inicial 145,77
8,2 Mediana 258,68

Final 160,20

Inicial 145,46

7,4 Mediana 162,40

Final 56,55

2 37 Inicial 153 53
8,2 Mediana 28,07

Final 48,95

Inicial 157,88

7.4 Mediana 199,36

Final 130,18

3 26 Inicial 231,22
8,2 Mediana 151,23

Final 74,77

Inicial 303,13

7,4 Mediana 93,13

Final 302,37

4 37 Inicial 13538
8,2 Mediana 133,42

Final 178,97
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Tabela 19. Resultados obtidos de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
para o metoprolol permeado através da membrana intestinal de ra-touro (Rana
catesbeiana) durante o periodo de duas horas e obtidos com concentracdo de 200

pHg/mL em solucado de Ringer.

Dia Temperatura pH Seccao Papp (10™* cm/s)

Inicial 0,93

7,4 Mediana 0,52

Final 0,54

1 26 Inicial 0,61
8,2 Mediana 1,08

Final 0,67

Inicial 0,61

7.4 Mediana 0,68

Final 0,24

2 37 Inicial 0.64
8,2 Mediana 0,12

Final 0,20

Inicial 0,66

7.4 Mediana 0,83

Final 0,54

3 26 Inicial 0,96
8,2 Mediana 0,63

Final 0,31

Inicial 1,26

7.4 Mediana 0,39

Final 1,26

4 37 Inicial 0,56
8,2 Mediana 0,56

Final 0,75
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5.4.3.2. Analise do planejamento experimental

A significancia das variaveis foi obtida por meio da Analise de Variancia

three-way conforme as Tabelas 20 e 21.

Tabela 20. Andlise de variancia (ANOVA) three-way para o coeficiente de

permeabilidade aparente (Papp) da lamivudina.

o Soma dos Graus de Quadrados
Variaveis ) o F p
guadrados liberdade médios
Temperatura 80,7 1 80,7 0,60 0,449
pH da solucéo
_ 375 1 375 0,28 0,604
de Ringer
Seccao
. . 50,1 2 25,0 0,19 0,832
intestinal
Residuo 2561,1 19 134,8
Total 2729.,3 23

Tabela 21. Andlise de variancia (ANOVA) three-way para o coeficiente de

permeabilidade aparente (Papp) do metoprolol.

Soma dos Graus de Quadrados

Variaveis _ . F p
guadrados liberdade médios
Temperatura 425,0 1 425,0 0,47 0,500
pH da solucéo
_ 782,0 1 782,0 0,87 0,363
de Ringer
Seccéo
_ _ 2110,3 2 1055,2 1,17 0,331
intestinal
Residuo 17112,5 19 900,7
Total 20430,0 23
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Segundo os resultados da andlise de variancia three-way, os efeitos das
variaveis independentes (temperatura, pH da solucdo de Ringer e seccao
intestinal) ndo foram significativos (p > 0,05), isto é, as variaveis ndo interferem
nos resultados obtidos. Portanto, o calculo das médias representa melhor o que
acontece nesse experimento com o coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) - €m meédia, a lamivudina € menos permeavel que o metoprolol.

Para o metoprolol, a secc¢do intestinal inicial (nivel 1) apresentou,
comparando-se com as demais variaveis, uma maior interferéncia positiva na
permeabilidade, o que pode ser confirmado pelos resultados obtidos no estudo
morfoldgico e histologico das secc¢des intestinais.

Diante desses resultados, a utilizacdo de qualquer nivel para a variavel
de temperatura e pH da solucdo de Ringer ndo influencia os resultados obtidos
e por isso, na aplicacdo do método para estudo da permeabilidade de
farmacos, podem ser selecionadas, dentre o0s niveis apresentados, as

condi¢cdes nas quais se deseja trabalhar e desenvolver os experimentos.

5.4.4 Ensaio de permeabilidade intestinal da lamivudina empregando as

condi¢cOes experimentais selecionadas

Na analise do planejamento experimental para definicdo dos parametros
do experimento de permeabilidade (item 5.4.3), foi verificada uma tendéncia
para efeito positivo na permeabilidade do metoprolol relacionada a seccéo
intestinal o que € confirmado pela analise morfoldgica e histolégica do intestino
da ra-touro (Rana catesbeiana), por isso, a seccéao inicial foi selecionada nos
ensaios para determinacdo da permeabilidade da lamivudina. As seguintes
condicbes adicionais foram selecionadas para a realizacdo dos ensaios:
temperatura de 26 °C e pH 8,2, adotando os mesmos parametros empregados
por TRAPANI e colaboradores (2004) que trabalharam com membrana
intestinal de Rana esculenta (TRAPANI et al., 2004).

As curvas que mostram a permeacao do farmaco modelo — lamivudina-
e do padréo interno de alta permeabilidade — metoprolol — estdo apresentadas
nas Figuras 22 e 23.

A partir do calculo dos coeficientes angulares das porcoes lineares das

curvas apresentadas nas Figuras 22 e 23, obtiveram-se as constantes de
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absorcdo aparente de primeira ordem (k;), conforme mostrado nas Figuras 24
e 25.

Os resultados de quantidade total permeada (Q;), constante de absorc¢éo
aparente de primeira ordem (k,) e coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp), Obtidos para a lamivudina e para o metoprolol, estdo sumarizados na
Tabela 22.

Na Tabela 23, encontram-se o0s resultados de coeficiente de
permeabilidade aparente (Papp) Obtidos para a lamivudina e para o metoprolol
utilizando o método proposto, assim como aqueles provenientes de diferentes

técnicas encontradas na literatura.
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Figura 22. Quantidade permeada de
lamivudina (ng) através do epitélio intestinal
da ra-touro (Rana catesbeiana) em funcao
do tempo (min). Meédia de duas

determinacoes.
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Figura 23. Quantidade permeada de
metoprolol (ng) através do epitélio intestinal
da ra-touro (Rana catesbeiana) em funcao
do tempo (min). Média de duas

determinacdes.
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Figura 24. Quantidade permeada da
lamivudina (ng) através do epitélio intestinal
da ra-touro (Rana catesbeiana) em funcao
do tempo. Obtencdo da constante de
absorcdo de primeira ordem (ky) por
egressao linear. Média de duas

determinacoes.
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Figura 25. Quantidade permeada do
metoprolol (ng) através do epitélio intestinal
da ré-touro (Rana catesbeiana) em funcéo
do tempo. Obtencdo da constante de
absorcdo de primeira ordem (ki) por
regressdo linear. Média de duas

determinacdes.

Tabela 22. Resultados de quantidade total permeada (Q;), constante de
absorcao de primeira ordem (k) e coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) Obtidos para a lamivudina e para o metoprolol em estudos de

permeacao utilizando epitélio intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana).

Substancia Q: (ng) k Papp

t : (10* cm.s™)
Lamivudina

3390 31,514 0,09
Metoprolol 6882 53,0 0,22
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Tabela 23. Valores de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp-10™
cm/s) para lamivudina e metoprolol obtidos no presente trabalho e os

observados na literatura por meio de outros modelos experimentais.

Papp provenientes de diferentes técnicas (10™* cm/s)
Substancias | Gélulas de Cémar_as integgr?gl de | Células Caco -2
Franz de Ussing 5
Lamivudina 0,09 - - 0,0105 ¢
Metoprolol 0,22 0,24 @ 0,1399 @ 0,27 ¥

1 SOUZA et al., 2009: ®WATANABE et al., 2004: ®TRAPANI et al., 2004 :
“UCHIDA et al., 2009

Os resultados de coeficiente de permeabilidade aparente para o
metoprolol presentes na Tabela 23 indicam semelhangas entre os obtidos
nesse trabalho e aqueles verificados na literatura utilizando as camaras de
Ussing e intestino de rato, uma vez que as técnicas empregadas sao
semelhantes. Também, aproximam-se com o resultado obtido usando as
células Caco-2, isso pode ser explicado pelo fato do metoprolol ser uma
substancia com alta permeabilidade e por isso ndo haver grandes
discordancias quanto ao seu coeficiente de permeabilidade aparente e,
consequentemente, quanto a sua classificagdo biofarmacéutica, sendo
considerado pela FDA um padréo interno de alta permeabilidade nos estudos
de permeacédo intestinal. Porém, ndo se aproxima do resultado obtido por
TRAPANI e colaboradores (2004), sendo um valor maior e isso pode ser
explicado pelo fato dos autores terem usado um saco de intestino delgado,
enquanto nesse trabalho, foi usada a porcado desse intestino logo abaixo do
estbmago, caracterizada pelo estudo morfoldgico e histolégico como a de maior
absorcédo (TRAPANI et al., 2004)

Para a lamivudina, a literatura ndo traz resultados de coeficiente de
permeabilidade aparente provenientes de estudos utilizando camaras de

Ussing como aparato, sendo assim, a partir dos resultados do metoprolol,
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pode-se deduzir que esses resultados da lamivudina deveriam ser semelhantes
aos da cadmara de Ussing caso houvesse para comparacdo. Porém, os
resultados da lamivudina diferem-se daqueles provenientes das células Caco-
2. Essa diferenga nos valores de P,y pode ser explicada pela variabilidade
entre os proprios resultados de P,y obtidos utilizando as células Caco-2 em
diferentes laboratorios e também pelo fato dessas células possuirem elevada
expressao de transportadores de efluxo, o que pode subestimar a absorgéao da
lamivudina, embora esta seja um fraco substrato de P-gp (TRAPANI, 2004;
SOUZA, 2005).
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6. CONCLUSAO
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Com o desenvolvimento deste trabalho, foi desenvolvido e validado o
método analitico para a quantificacdo dos farmacos permeados, o0 epitélio
intestinal da ra-touro foi caracterizado e com isso, foi proposto um novo método
de estudo para a permeabilidade intestinal de facil execucao, baixissimo custo
e resultados que podem ser comparados a outras técnicas atualmente
empregadas. Adicionalmente, o método aperfeicoa aquele anteriormente
proposto na literatura utilizando saco intestinal ndo invertido de rd (Rana
esculenta), pois define com maior precisdo a area de permeacao e as sec¢cdes
intestinais utilizadas, o que explica a maior permeabilidade encontrada para o
metoprolol.

Por outro lado, mais experimentos com outros farmacos devem ser
realizados para a obteng&o de novos resultados, a fim de correlacioné-los com
os estudos de biodisponibilidade in vivo, possibilitando a aplicacdo desse novo
método nos estudos de permeabilidade intestinal e, consequentemente, na
elucidacao da classificacao biofarmacéutica dos farmacos.

E importante salientar que a substituicdo dos ensaios de
biodisponibilidade por técnicas alternativas é um objetivo constantemente
perseguido pelos pesquisadores nos ultimos anos em funcdo das sérias
limitagcbes econdmicas, técnicas e éticas apresentadas nos ensaios envolvendo
individuos humanos sadios. Dessa forma, com a fundamentacdo e aplicacdo
do presente método, poder-se-a fortalecer a criagdo de uma nova plataforma
tecnolégica para aplicacdo em estudos de permeabilidade intestinal de

farmacos.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagéo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacado oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de 30 minutos.

2. Os membros da banca farao a arguicdo oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de 30 minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do

trabalho apresentado, e o candidato dispora de 30 minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de didlogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo maximo total de arguicao: 3 horas para o mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacédo ou reprovacao

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arquigao.

4.1 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por unanimidade
ou pela maioria da banca.

4.2 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

5. Dlvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacdo:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 26 de maio de 2011.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3081 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9139 - 7060629/1 - Talita Ferreira Monteiro

Email: talitamonteiro@usp.br

Data de Nascimento: 04/09/1987

Cédula de Identidade: RG-43664282-7 - SP

Local de Nascimento: Estado de Sédo Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduagao: Farmacéutico-bioquimico - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade
Estadual Paulista "Jalio de Mesquita Filho" - S0 Paulo - Brasil - 2010

Curso: Mestrado

Programa: Farmaco e Medicamentos

Area: Produgao e Controle Farmacéuticos

Data de Matricula: 06/07/2010

Inicio da Contagem de Prazo: 06/07/2010

Data Limite: 06/01/2013

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacao no Exame de
Qualificacao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagido da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Prof(a). Dr(a). Viadi Olga Consiglieri - 06/07/2010 até o presente. E.Mail:
siglieri@usp.br

Inglés, Aprovado em 06/07/2010

Aprovado em 10/08/2011

Ingressou no Mestrado em 06/07/2010
Matricula de Acompanhamento em 16/07/2012

Aluno matriculado nas normas vigentes a partir de 01/07/2009
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2012

Impresso em: 02/10/12 09:54:22
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
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Participou da Etapa de Estagio Supervisionado em
Docéncia do Programa de Aperfeicoamento de
Atividade Ensino junto a Disciplina FBF0341
do Farmacotécnica, ministrada aos alunos de 01/02/2011 30/06/2011
Programa graduacao do curso de Farméacia e Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Séo Paulo (1)
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Créditos Atribuidos a Dissertacao: 71

Observacgoes:

1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09 e aprovados pela

Comisséo de Pds-Graduagdo, em Sessao de 26/10/2011.

Transferéncia.
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Conceito a partir de 02/01/1997:
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Impresso em: 02/10/12 09:54:22
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Talita Ferreira Monteiro
Enderego para acessar este CV:hitp:/ /lattes.enpq.br /0147203817412823

Uitima atualizacie do curriculo em 62/10/2012

Resumo informado pelo autor

Farmacéutica - Bioquimica pela Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filtho, especialista na area de Farmaco e Medicamentos. Atuaimente, realiza mestrado na
area de Producio e Controle Farmacéuticos, no laboratério de Farmacotécnica, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.
{Texto informadao pelo autor)

Dadas pessoais

Nome

Nome em citacdes
bibliograficas

Sexo

Fliagga

Nascimenta

Carteira de Identidade
CPF

Enderega residencial

Talita Ferreira Monteiro

MONTEIRG, T. F.

Feminino

Ligia Cardoso Ferreira Monteiro
04/08/1987 - Brasil

436642827 SSP - SP - 07/04/2003
341.683.308-26

Rua Martim Francisco
Santa Ceciia - Sao Paulo

01226-000, SP - Brasi
Telefone: 11 33612293

Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Avenida Lineu Prestes, n580, binco 13

Cidade Universitiria - Sao Paulo

05508-300, SP - Brasil

Enderego profissional

Endereco eletranico
E-mail para contato : talitamonteiro@usp. br

Formacio académica/titulacio

2010 Mestrado em Farmacos e Medicamentos.
Universidade de S3o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasi
Titulo: Desenvolvimento de novo método ex vivo para estudo da permeabilidade intestinal de farmecos
utiizando epitélio intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana)
Orientador: Viadi Olga Consiglieri @

Balsista do(a): C

de Pessoal de Nivel Superior

3o de Aperfeig
2005 - 2009 Graduagao em Farmicia-Bioquimica.
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Formacao complementar

2011 - 2011 Curso de curta duragao em Segquranga no manuseio, descarte & transporte de re.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasi

2010 - 2010 Eletroforese Capilar,

Universidade de S3o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasi

2010 - 2010 Curso de curta duracao em Estruturagdo de Artigo para Publicacdo Internacion.

Universidade de Sdo Paulo, USP, Sac Paulo, Brasi

2009 - 2010 Estagio curricular.

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasi

2009 - 2008 Curso de curta duracdo em Seminario Empresarial,

Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fitho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

2009 - 2009 Curso de curta duragdo em 43 Semana Académica.

Universidade Estadual Paulista 1dtio de Mesquita Filho, UNESP, Sac Paulo, Brasil

2008 - 2009 Estagio supervisonado - Farméca Escola.

Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

2008 - 2009 Extensdo universitaria am All Pharma Junior - Empresa Junior.

Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, 8rasi

2007 - 2008 Estagio - Bioquimica e Bioclogia Molecular.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

2008 - 2008 Estagio supervisionado.

Hospital Estadual de Bauru, HEB, Bauru, Brasi

2008 - 2008 Extensdo universitaria em 552 Jornada Farmacéutica da UNESP.

Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

2005 - 2008 Extens3o universitdria em SAFE - Semana de Assisténcia Farmacéutica.

Universidade Estadual Paulista 1lio de Mesquita Fého, UNESP, Sap Paulo, Brasi

2008 - 2008 Curso de curta duragdo em Intoxicagbes Agudas.
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2007 - 2007

2006 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duracao em Homeopatia (tedrico e pratico).
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Extensdo universitria em AFEP - Atengao Farmacéutica Estudantd Permanente.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Extensdo universitaria em 542 Jornada farmacéutica da Unesp.
Universidade Fstadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Extens3o universitaria em 542 Jornada farmacéutica da Unesp.
Universidade Estadual Paufista 1ilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duracdo em Garantia e controle de qualidade em Farmdcia Hospi.
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragao em Vacinas Virais.
Universidade Estadual Paufista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragdo em Drogas de abuso e pericia criminal.
Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Estagio de treinamento - Biquimica Clinica.
Universidade Estadual Paulista Julic de Mesquita Fiiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duracio em Acidos graxos trans.
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Gerenciamento de Residuos.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta durag3o em Cultura de Células: Aplicagdes em Biotecnologia.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragdo em Células-Tronco & o Futuro da Terapia.
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Extens3o universitdria em 532 Jornada Farmacéutica da UNESP.
Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Cursp de curta duragdo em Farmacia Hospitalar.
Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragao em Obesidade.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragdo em Atualidades em Doengas de Chagas.
Universidade Estadual Paulista 1dlic de Mesquita Fitho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracan em Alimantos Nutracénicos,
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Curso de curta duragan em HIV/AIDS,
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fihp, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Extensdo universitaria em 522 Jornada Farmac2utica da UNESP,
Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Fiho, UNESP, Sap Paulo, Brasi

Curso de curta duragio em Psicofarmacologia - Transtomos da Depressao.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Fiho, UNESP, Sao Paulo, Brasi

Atuacia profissional

rsidade de Sac

Vinculo
institucional
2009 - 2010 Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Estagiério de Iniciag3o Cientifica , Carga horaria: 30,
Regime: Parcial
Outras informagoes:
Desenvolvimento de trabalhos com validacao de metodologia analitica, d Vi obtengdo e

Projetos

avaliacao de nanoparticula e estudos de permeagao,

Prajetos de pesquisa

2010 -

Atual Desenvolvimento de novo método ex vivo para estudo da permeabiidade de farmacos utiizando epitéiio
intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana)

Descrigao: A bmdlspontvidade e fator wmrescndwel para a eficdcia de farmacos e é dependente das
caracteristicas de ade da nesses parametros, a dassificacdo

bnfarrraceutnca {sCB) foi proposta €Oomo urma ferramenta para o desenvolvimento de formas farmacéuticas,

a predicdo da b in vivo. Os modelos in vitro, que fornecem dados sobre as
propriedades de permeabiidade e de solubiidade dos farmacos indicam ,indiretamente, a eficicia dos

Idiomas

medicamentos sem expor voluntarios sadios a risco. Apesar dos diversos modelos ja desenvolvidos, hd
caréncia de protocolos padronizados para os estudos de permeabiidade e muitos dos dados disponiveis na
Iteratura ndo s3o confidveis ou condusivos. Assim, o projeto tem como objetivo propor nove modalo ex
vivo para o estudo da permeabilidade intestinal de farmacos, utdizando epitélio intestinal de ra-touro em
células de Franz. O farmaco escolhido como modelo € a lamivudina. Ser3o determinados os seguintes
parametros de permeac3o: quantidade acumulada de farmaco permeado, coeficiente de permeabildade
aparente, constante de absor¢3o. Na avaliacio estatistica dos resultados serd empregada ANOVA.
Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacdo (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Talita Ferreira Monteiro {Responsavel); ; Viadi Olga Consiglieri; Guiherme Diniz Tavares;
Claudinéia Aparecida Sales de Oliveira Pinto; Maria Valéria Robles Velasco; André Rolim 8aby; Marina Franco
Maggi Tavares; Maria Segunda Aurora Prado; Telma Mary Kaneko; Gisele Mii Ishikawa

Financiador(es): Coord 3o de Aperfeig de Pessoal de Nivel Superior-CAPES, Fundagao de
Amparo 3 Pesquisa do Estado de S3o Paulo-FAPESP

Alemig Escreve Pouco, Lé Pouco

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente , Escreve Bem, LE Bem

Ra s , Fala ! e , Escreve , L& Bem
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NANOPARTICLES. Quimica Nova (Online). , 2011.
Palavras-chave: acydovir, polymeric nanopartides, derivative spectrophotometry
Areas do conhecimento : Farmacotecnia
Referéncias adicionais : Ingiés.

Trabalhos publicados em anais de eventos {resumo)

1. MONTEIRG, T. F., SILVA, C. A, TAVARES, G. D., TAVARES, M.F.M., PRADO, M. S. A, CONSIGLIERT, V.O.
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Referéncias adicionais : Brasi/Inglés. Meio de divulgacio: Impresso

3. MONTEIRQ, T. F., ISHIKAWA, G. M., TAVARES, G. D., SILVA, C. A., TAVARES, M.F.M., PRADO, M. S. A,
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Referéncias adicionais : Brasi/Portugués. Meio de divulgagio: Impresso

Apresentacao de trabalho e palestra

1. TAVARES, G. D., ISHIKAWA, G, M., MONTEIRO, T. F., ZANOLINL, C., KEDOR, E. R. M., CHACRA, N. A. B.,
CONSIGLIERL V.0,
Derivative Spectrophatametric Methad for Determination of Acyclovir in Coresheli
Nanoparticles, 2011, (Simpésio,Apresentacao de Trabalho)
Refzréncias adicionais : Brasi/Portugués. Meio de divuigacao: Impresso; Local: Paraiba, Brasi; Cidade: Jodo
pessoa; Evento: 23 rd International Symposium on Pharmaceutical & Biomedical Analysis;
Inst. promotora/financiadora: PBA 2011 Organizing Committee

2. MONTEIRQ, T. F., SILVA, C. A., SOUZA, P, C. T., TAVARES, G. D., KANEKO, 7. M,, BABY, A.R., VELASCO,
M.V.R., PRADO, M. S. A., CONSIGLIERLV.O.
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