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Resumo

SOUZA, P.C.T. Padronizacdo de novo método ex vivo para avaliacdo da
permeabilidade intestinal de farmacos utilizando epitélio intestinal de réa-touro
(Rana catesbeiana): comparacdo com células Caco-2. 159p. Dissertacdo (Mestrado)-

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2014.

Métodos in vitro utilizando epitélio intestinal animal sdo importantes ferramentas para avaliar a
permeabilidade de farmacos, propriedade que é um importante parametro de biodiosponibilidade.
Considerando que o maior objetivo na industria farmacéutica € desenvolver novos farmacos com
boa biodisponibilidade oral, o projeto teve como objetivo padronizar o modelo de permeacdo com
membrana de intestino de rd (Rana catesbeiana) em células de Franz, comparando seus
resultados com ensaios de células Caco-2. Os farmacos modelo utilizados foram os antivirais
zidovudina e aciclovir. A quantidade de farmaco permeado foi determinada por método de
eletroforese capilar para o método com intestino de ra touro e por HPLC-UV para os ensaios com
células Caco-2. O parametro de permeacao foi o coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
dos farmacos para ambos modelos experimentais. Para estabelecimento do protocolo experimental
dos estudos de permeabilidade intestinal de r&, foi proposto um projeto fracionado 2** com 4
ensaios adicionais usando o software Minitab, e as varidveis foram: seccdo intestinal, pH da
solucdo de Ringer e temperatura. A analise do planejamento experimental feita pela estimativa dos
pardmetros da regressdo obtidos através dos resultados do modelo fatorial possibilitou a
determinacéo dos coeficientes da equacéo matemética que definiu a influéncia das variaveis sobre
o coeficiente de permeabilidade aparente dos farmacos. Os efeitos das variaveis pH e temperatura
interpretados conjuntamente apresentaram interferéncia leve, porém as variaveis farmaco e secgéo
intestinal interpretados juntos tiveram interferéncia importante, mostrando maior permeacdo dos
farmacos através da secgdo inicial do intestino da rd. Os resultados de Papp foram: para o
metoprolol, pelo método das células Caco-2 foi de 28 x 10°® cm/s, valor que esta de acordo com
demais dados de células Caco-2 na literatura e o valor obtido com células de Franz que mais se
adequada a estes resultados e demais disponiveis provenientes de outras técnicas na literatura, foi
de 28,1 x 10° cm/s, em uma das condi¢des do planejamento estatistico utilizando segmento final
da membrana epitelial da ra. No caso do aciclovir, o resultado de Papp de 0,48 x 10° cm/s também
obtido em uma das condi¢Bes envolvendo segmento intestinal final da r& foi exatamente igual ao
valor 0,48 x 10° cm/s, encontrado com células Caco-2 no presente estudo e estdo de acordo com
outros valores disponiveis na literatura por Trapani e colaboradores, 2004 e também com células
Caco-2 .Para zidovudina o valor de Papp obtido em uma das condi¢Bes utilizando segmento
intestinal inicial da ra, de 13 x 10°cm/s, foi a que mais se assemelhou ao obtido pela técnica de
células Caco-2, 13,6 x 10°°cm/s, e também esta de acordo com demais dados da literatura.

Palavras chave: permeabilidade intestinal, epitélio intestinal de ré&-touro, células Caco-2,
zidovudina, aciclovir.
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Abstract

SOUZA, P.C.T. Standardization of new ex vivo method to assess intestinal permeability of
drugs using intestinal epithelium of bullfrog (Rana catesbeiana): comparison with Caco-2
cells. 159p. Dissertacdo (Mestrado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sé&o
Paulo, 2014.

There are lots of different in vitro technics in the literature using animal intestinal epithelium to
estimate permeability of drugs, property that is an important parameter of bioavailabity. Considering
that the main objective of Pharmaceutical Companies is the development of new drugs with good
oral bioavailabity, the aim of this work was to standardize the permeability of antivirals using in
vitro/ex vivo method of intestinal epithelium of Rana catesbeiana in Franz cells and compare these
results to those obtained from studies using Caco-2 cells. Zidovudine and Acyclovir were selected
as model drugs. The amount of drug permeated will be determined by the method of capillary
electrophoresis for assays using Rana Catesbeiana and HPLC-UV for studies with Caco-2 cells.
The permeation parameter determined was the apparent permeability coefficient (Papp) of drugs for
both experimental models. To establish the experimental protocol to studies of intestinal
permeability of frog, it was proposed a fractional 2** design with 4 additional tests using Minitab
software and the variables were: intestinal section, pH of Ringer solution and temperature. The
analysis of the experimental design made by the estimate of the regression parameters obtained
from the factorial model results allowed the determination of the coefficients of the mathematical
equation that defines the influence of the variables on the apparent permeability coefficient of
acyclovir and zidovudine. The effects of pH and temperature interpreted jointly presented a slight
interference, but the variables drug and intestinal section interpreted together had major
interference, showing greater permeation of drugs through the initial section of the intestine of the
frog. The results of Papp were: for metoprolol, with the method of Caco- 2 cells was 28 x 10° cm /s,
a value which is consistent with other data of Caco-2 cells provided in the literature and the
condition obtained with Franz cells that are most suitable for these and other results obtained from
other techniques available in the literature, was 28.1 x 10° cm/s, provided with the final intestinal
segment using frog epithelial membrane. In the case of acyclovir, the result of Papp of 0.48 x 10°
cm/s obtained in one condition with final frog intestinal segment was exactly equal to the value of
0.48 x 10° cm/s, found with Caco-2 cells in the present study and are in agreement with other
values available in the literature for Trapani and colegues, 2004 and also with Caco-2 cells. The
Papp value for zidovudine obtained with the initial gut segment of frog, 13 x 10°cm /s was which
more resembled that obtained by the technique of Caco- 2 cells, 13.6 x 10 ®cm/s and is also
consistent with other literature data.

Key words: intestinal permeability, frog intestinal epithelium, Caco-2 cells, zidovudine, acyclovir.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com o explosivo crescimento no campo do genoma
acoplado aos avancos da inovacédo tecnoldgica, sintetizar um grande namero de
potenciais candidatos a farmacos nao é problema no processo de descobrimento
de medicamentos para industria farmacéutica. O maior desafio, entretanto, vem a
ser a triagem dos compostos que possuam, simultaneamente, boa atividade
biolégica e propriedades biofarmacéuticas compativeis (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000).

A eficacia terapéutica depende diretamente da biodisponibilidade dos
farmacos, caracteristica relacionada as propriedades de permeabilidade e
solubilidade. Dessa forma, o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) foi
desenvolvido para permitir a classificacdo dos farmacos e baseada essas
caracteristicas que, em combinacdo com as propriedades de dissolu¢do da forma
farmacéutica, possibilita o oferecimento de informacfes quanto a predicdo de sua
biodisponibilidade. Assim, o principal objetivo do SCB € constituir uma ferramenta
regulatéria para substituir, com seguranca, os estudos de bioequivaléncia por
testes de dissolugéo in vitro. Desta forma, reduziria custos e tempo no processo
de desenvolvimento de novos medicamentos e minimizaria a exposicao
desnecessaria de voluntarios sadios aos efeitos colaterais dos farmacos
ensaiados nos estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia. Atualmente, o
sistema de classificacdo biofarmacéutica destina-se apenas a produtos orais de
liberacdo imediata que sdo absorvidos pelo trato gastrintestinal. Isso € uma
consequéncia do fato de que a via oral € a preferida para administracao de
farmacos: haja vista que 84% dos 50 produtos farmacéuticos mais vendidos no
mercado Europeu e no Americano séo apresentados nessa forma
(LENNERSNAS, ABRAHAMSSON, 2005).

Uma boa biodisponibilidade oral ocorre quando o farmaco tem maxima
permeabilidade e méaxima solubilidade no sitio de absor¢cdo. Desse modo, a
extensdo da absorcdo do farmaco in vivo pode ser presumida com base na

permeabilidade intestinal e na avaliacdo da solubilidade in vitro. Portanto, o estudo
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da permeabilidade intestinal representa uma parte essencial na predicdo da
biodisponibilidade oral de qualquer candidato a farmaco. Além disso, informacgdes
de permeabilidade proporcionam a elaboracdo adequada da formulacdo prototipo
com conhecimentos biofarmacéuticos e regulatérios. Assim, esses dados de
permeabilidade intestinal também séo usados nos estudos de pré-formulacdo para
avaliar os efeitos de varios excipientes farmacéuticos como co-solventes ou
potencializadores de absorcdo ou de permeacdo de farmacos (ANSEL,
POPOVICH, ALLEN, 2000; TRAPANI et al., 2004).

Os principais métodos rotineiramente empregados na determinacdo da
permeabilidade intestinal podem ser classificados em métodos fisico-quimicos,
como a determinacdo da lipofilicidade e do coeficiente de particdo e métodos
biologicos, os quais sdo subdivididos em métodos in vitro (cromatografia de
membrana artificial imobilizada e os ensaios de permeabilidade em membrana
artificial paralela), métodos in situ (estudos de perfusdo intestinal em modelo
animal conveniente) e métodos in vivo (estudos de perfusao intestinal em modelo
animal e estudos em humanos como estudos de biodisponibilidade absoluta,
estudos de balanco de massa e de perfusdo intestinal) (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000).

A grande vantagem dos métodos in vitro para determinacdo da
permeabilidade de farmacos é permitir uma avaliacdo mais direta da interacdo do
farmaco com a respectiva membrana. Dentre os principais métodos in vitro
empregados para determinar a permeabilidade dos farmacos podem ser citados
agueles que empregam tecidos animais como intestino invertido e transporte
através de segmento intestinal lado-a-lado (Ussing chamber), passagem por
membranas de vesiculas isoladas e métodos baseados em monocamadas de
células epiteliais, como Caco-2 ou TC-7 (BALIMANE, CHONG, MORRISON,
2000).

Dentre as alternativas para o uso de culturas celulares estdo os
procedimentos que empregam membranas animais baseados na técnica do
intestino invertido, ideal para estudar o mecanismo de absorcdo de farmacos tanto

para transporte passivo como para o transporte ativo. Com o recente interesse no



campo de atividade da glicoproteina P no intestino, esse modelo pode ser usado
para avaliar o papel dos transportes do tipo efluxo na absorgéo intestinal de
farmacos comparando os transportes cinéticos na auséncia ou presenca de
inibidores ou substratos da glicoproteina P. O modelo de intestino invertido tem
uma vantagem analitica adicional sobre outros métodos in vitro em funcdo do
volume de amostras no lado seroso ser relativamente pequeno e as substancias
se acumularem mais rapido. Algumas das desvantagens sdo a falta de atividade
sanguinea e suprimento de nervos que podem levar a rapida perda de viabilidade.
Além disso, inverter o tecido intestinal pode ocasionar dano morfologico
acarretando resultados enganosos (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000).

Existem também alguns estudos de permeabilidade utilizando segmento
intestinal de rds, uma vez gque o intestino do anfibio tem semelhante composicéo
das membranas e do numero de vilosidades dos vertebrados e 0os mesmos
mecanismos de transporte. Dessa forma, esse tipo de membrana pode ser usado
como modelo para absorcao intestinal (TRAPANI et al., 2004).

Na literatura sdo encontrados trabalhos com segmento intestinal de ra,
como os realizados por Natochin e Prutskova (2004), Trapani e colaboradores
(2004), Franco e colaboradores (2008), Yerasi e colaboradores (2010), os quais
obtiveram resultados promissores, porém, estudos detalhados para melhorar o
conhecimento, usando membrana intestinal de rd& como modelo para avaliacdo da
permeabilidade intestinal de farmacos em humanos ainda precisam ser relatados.

Uma vez que os dados de permeabilidade disponiveis na literatura ndo sao
abrangentes ou conclusivos e que uma importante demanda da indlstria é o
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos com boa biodisponibilidade
oral, este projeto visou padronizar novo modelo in vitro-ex vivo para avaliacdo da
permeabilidade de farmacos. A técnica empregou epitélio intestinal de ra-touro
(Rana catesbeiana) e células de Franz que apresenta como vantagem aos
métodos j& descritos, a padronizacdo da superficie de permeacdo nos
experimentos, bem como do segmento do intestino a ser utilizado. Como
farmacos-modelo foram estudados antivirais como zidovudina e aciclovir, cujos

parametros de solubilidade, permeabilidade e biodisponibilidade ja4 sdo bem



conhecidos na literatura. Assim, foram caracterizados parametros como pH,
temperatura, seccdes intestinais e diferentes farmacos, que podem influir na
permeagdo com o emprego desse modelo.

Vale ressaltar que os intestinos utilizados sdo considerados material de
descarte, uma vez que a rd € eutanasiada em Ranario comercial para fins
alimenticios. Dessa forma, este método pode ser considerado alternativo ao uso
animal, tendo em vista o principio dos 3Rs (Refinament, Reduction and
Replacement). Essas diretrizes sdo atualmente normatizadas pelos Comités de
Etica no Uso de Animais (CEUA) que incentivam alternativas cientificamente
vélidas para os testes realizados em animais.

Os resultados foram  comparados aos resultantes de estudos de
permeacao por cultura de células Caco-2.

Dessa forma, com o presente trabalho apresenta-se uma contribuicdo
importante na elucidacao da classificacdo biofarmacéutica de farmacos antivirais
administrados por via oral. E importante salientar que a substituicdo dos ensaios
de biodisponibilidade por técnicas alternativas € um objetivo constantemente
perseguido pelos pesquisadores nos ultimos anos em funcéo das sérias limitacdes
econdbmicas, técnicas e éticas apresentadas nos ensaios envolvendo individuos

humanos sadios.



2 REVISAO DA LITERATURA

A taxa de sucesso dos testes clinicos iniciais para a aprovacao final dos
muitos compostos candidatos a farmacos tem se mantido decepcionantemente
baixa. Mais de 90% dos compostos em fase de testes clinicos | ndo progridem,
assim como 50% dos que entram em fase Il (BALIMANE, HAN, CHONG, 2006).

Em geral, dentre as propriedades biofarmacéuticas, as propriedades fisico-
quimicas de um composto administrado oralmente sdo 0s maiores determinantes
de permeabilidade intestinal. Isto inclui peso molecular, pka, lipofilicidade (log P,
log D), carga, ionizacdo, solubilidade e tamanho molecular (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000). Outras caracteristicas desejaveis em triagem de
permeabilidade no estagio inicial do desenvolvimento de medicamentos séo alta

eficiéncia, alta exatidao, tempo e custo (MARINO et al., 2005).

2.1 Biodisponibilidade e Bioequivaléncia de medicamentos

Biodisponibilidade é a velocidade e a extensdo com que um farmaco é
absorvido e que se torna disponivel no local de a¢do. O termo biodisponibilidade
absoluta é aplicado quando um farmaco € administrado por via intravenosa, uma
vez que toda a dose administrada € introduzida diretamente na circulacdo
sistémica. Nesse caso, ndo ha barreiras na absorcédo e, em consequéncia, a dose
total do farmaco € considerada totalmente biodisponivel (ANSEL, POPOVICH,
ALLEN, 2000).

Em caso de farmacos que ndo podem ser administrados por injecao
intravenosa, em vez de biodisponibilidade absoluta, € determinada a
biodisponibilidade relativa ou comparativa. Nesse caso, a biodisponibilidade
relativa € uma medida da fracdo da dose de um determinado farmaco que é
absorvido intacto na circulacéo sistémica, a partir da administracao extra vascular

de uma forma farmacéutica, em comparacdo a uma forma farmacéutica de



referéncia reconhecida daquele farmaco também de administracéo extra vascular
(AULTON, 2005; BRASIL, 2003).

Por outro lado, o conceito de bioequivaléncia € uma ampliagdo do conceito
de biodisponibilidade relativa e consiste em determinar se as formas
farmacéuticas teste e referéncia contendo idéntica composicdo qualitativa e
quantitativa do farmaco séo equivalentes ou ndo, em termos de suas velocidades
e extensodes de absorcdo (AULTON, 2005; BRASIL,1999).

Baseado neste conceito a definicAo de medicamento genérico € uma
especialidade farmacéutica fabricada para ser intercambiavel com o produto
inovador e sua producdo ocorre apés expiracdo da patente ou outros direitos de
exclusividade (WHO, 1993).

Segundo a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) um
medicamento genérico é considerado bioequivalente se a velocidade e a extensao
da absorcdo nao apresentarem diferencas significativas com relagcdo ao
medicamento pioneiro, quando administrado na mesma dose molar do principio
ativo, nas mesmas condicfes experimentais. Tendo em vista que no caso de
farmaco de absorcao sistémica, as concentracdes sanguineas podem variar entre
os individuos, mesmo com um produto idéntico, nos estudos de bioequivaléncia,
cada individuo recebe o medicamento pioneiro e o medicamento testado e assim,
funciona como seu proprio controle (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

As situacdes em que os ensaios de biodisponibilidade de medicamentos
sdo exigidos segundo a FDA-USA sao: estudos de bioequivaléncia de
medicamentos, medicamentos que contenham principios ativos recentemente
introduzidos na terapéutica, novas formulacbes envolvendo principios ativos ja
utilizados na terapéutica, alteracbes de medicamentos anteriormente aprovados
para comercializacdo, formas farmacéuticas de liberacdo controlada e
medicamentos que contenham varios principios ativos (FDA, 2003).

Alguns fatores que podem influenciar a biodisponibilidade de farmacos
administrados por via oral séo: propriedades fisico-quimicas do farmaco,
caracteristicas dos excipientes e das formas farmacéuticas e fatores fisiolégicos e

caracteristicas dos pacientes. Boa disponibilidade oral ocorre quando o farmaco



tem maxima permeabilidade e maxima solubilidade no sitio de absorcdo. Assim, a
extensdo da absorcdo do farmaco in vivo pode ser prevista baseada na
permeabilidade e medidas da solubilidade in vitro. Portanto, a avaliacdo da
permeabilidade intestinal representa uma parte essencial na previsdao da
biodisponibilidade oral de qualquer candidato a farmaco. Além disso, informacdes
de permeabilidade proporcionam a elaboracdo adequada da formulacdo protétipo
com conhecimentos biofarmacéuticos e regulatédrios. Adicionalmente, os dados de
permeabilidade intestinal tem sido usados nos estudos de pré-formulacdo para
avaliar os efeitos de varios excipientes farmacéuticos como co-solventes ou
potencializadores de absorcdo ou, ainda, permeacdo de farmacos (ANSEL,
POPOVICH; ALLEN, 2000; TRAPANI et al., 2004).

2.2 Fatores relacionados as caracteristicas fisiolégicas que afetam a

biodisponibilidade dos farmacos

2.2.1 Fisiologia da membrana

As membranas do organismo sdo semi-permedveis e tem natureza
lipoproteica apresentando em sua composicdo colesterol, fosfolipidios,
triglicerideos e &cido graxos como componentes da bicamada lipidica e
apresentam também duas camadas externas proteicas que conferem
propriedades hidrofilicas as membranas (STORPIRTIS et al,1999).

2.2.2 Caracteristicas biologicas e fisicas do trato intestinal humano

A principal funcdo do epitélio intestinal &€ absorver nutrientes, eletrélitos e
agua. O epitélio também funciona como barreira para compostos potencialmente
perigosos e microrganismos no lumen intestinal (DUIZER et al.,1997).

O trato intestinal é a principal porta de entrada para muitos nutrientes e

farmacos (DUIZER et al.,1997). O intestino delgado humano tem de 2 a 6 metros



de comprimento e é dividido em trés partes: duodeno, jejuno e ileo que
correspondem, respectivamente, a 5%, 50% e 45% do comprimento (BALIMANE,
CHONG, 2005). As principais caracteristicas fisiolégicas do trato gastrointestinal
(TGI) de interesse na biodisponibilidade de medicamentos estdo resumidas no
Quadro 1.

Quadrol. Caracteristicas fisiolégicas do trato intestinal humano.

Segmento Area superficial Comprimento do pH do segmento
gastrointestinal (m?) segmento (cm)
Estdbmago 3,5 0,25 1.0-2.0
Duodeno 1,9 ~35 4.0-5.5
Jejuno 184 ~280 5,5-7.0
ileo 276 ~420 7.0-7,5
Codlon e reto 1,3 ~150 7,0-7,5

Fonte: Balimane, Chong, 2005.

Sendo a via oral a principal via de administracdo de medicamentos, é
importante conhecer como os farmacos se comportam durante sua passagem pelo
trato gastrointestinal (ASHFORD, 2005b).

2.2.3 Transito de medicamentos pelo trato gastrointestinal

O fluido gastrointestinal € composto de saliva, secre¢cfes gastricas, dieta
alimentar e liquida . A composicéo do fluido muda & medida que ele € misturado e
liberado no duodeno. Alguns componentes importantes para disposicdo do
farmaco incluem concentragéo de ions hidrogénio, sais biliares, lipase e pepsina
(GIBALDI, 1991).




Os tempos normais de permanéncia gastrica variam de 5 min. a 2 horas. O
esvaziamento géastrico no estdbmago é influenciado pelo tipo de forma
farmacéutica, presenca e composicdo do alimento, postura corporea, efeitos de
farmacos e estados de doenca. De modo geral os alimentos, principalmente os
gordurosos, retardam o0 esvaziamento gastrico e, consequentemente, a absorcao
dos farmacos. No epitélio gastrico ocorre a absorcao de farmacos néo ionizados e
acidos fracos (ASHFORD, 2005b).

O transito pelo intestino delgado é um importante fator em relacdo a
biodisponibilidade, pois este é o principal sitio de absor¢do da maioria dos
farmacos no TGl que sdo principalmente absorvidos pelo intestino delgado
proximal (jejuno), em relagdo ao restante do intestino delgado. O tempo de transito
entre 0 estbmago e o0 ceco é relativamente constante, em torno de trés horas e
sua funcdo chave é a absorcdo seletiva dos principais nutrientes. Além disso,
funciona como uma barreira para enzimas digestivas e substancias externamente
ingeridas (AULTON, 2005; BALIMANE; CHONG, 2005, STORPIRTIS et al, 2009 ).

Ao contrario, o transito pelo célon € longo e variavel e depende dos tipos
de forma farmacéutica, de dieta, dos padrbes de alimentacdo e de estados
patologicos (ASHFORD, 2005b).

O fluxo sanguineo do TGI também desempenha papel fundamental na
absorcdo devido a manutencdo do gradiente de concentracdo em torno da
membrana epitelial. Moléculas lipossollveis e as que penetram através dos poros
aquosos dependem da intensidade desse fluxo (GIBALDI, 1991).

Assim que é liberado pela forma farmacéutica e dissolvido nos fluidos
gastrointestinais, o farmaco encontra algumas barreiras a absorcdo como pH
gastrointestinal e enzimas do limen pois, para ser absorvido, o farmaco precisa
permanecer em solucdo e ndo estar ligado aos alimentos ou a outro material
dentro do TGI. Também € necessario que seja quimicamente estavel,
conseguindo resistir ao pH do TGI e a degradagdo enzimatica. Na sequéncia, 0
farmaco precisa difundir pela mucosa, sem ligar-se a esta, atravessando a
camada de agua estacionaria (camada mais ou menos fixa, composta de agua,

muco ou glicocélice, adjacente a parede intestinal; sendo que alguns farmacos sao



capazes de formar complexos com o0 muco, o que reduz a sua biodisponibilidade
em termos de absorcdo) e, subsequentemente, a membrana gastrointestinal, que
€ a principal barreira celular. Apés ter atravessado esta barreira celular, o farmaco
chega ao figado, antes mesmo de alcancar a circulacdo sistémica o que, por
conseguinte, pode ter um efeito prejudicial sobre sua biodisponibilidade. A
presenca de alimentos no TGI pode influenciar a velocidade e o grau de absorcao
direta ou indiretamente por meio de uma ampla variedade de mecanismos como
complexacao de farmacos com componentes da dieta, alteracdo de pH, alteracao
do esvaziamento gastrico, estimulacdo das secrecdes gastrointestinais,
competicdo entre componentes alimenticios e farmacos pelos mecanismos de
absorcdo especializada, aumento na viscosidade do conteudo gastrointestinal,
alteracdes no metabolismo pré-sistémico induzidas por alimentos e alteracdes no
fluxo sanguineo também induzidos por alimentos (ASHFORD, 2005b).

Estados de doencas e de desordens podem provocar alteracdes no pH
gastrico, as quais, por sua vez, podem afetar a estabilidade, a dissolucdo e/ou a
absorcédo de um farmaco (ASHFORD, 2005b).

A membrana gastrointestinal separa o limen do estbmago e dos intestinos

da circulacdo sistémica. E composta por colesterol, fosfolipideos, triglicerideos
e acidos graxos distribuidos em uma bicamada. Apresenta também duas
camadas externas proteicas que conferem propriedades hidrofilicas a
membrana. A peneira lipéide semipermeavel permite a passagem de
moléculas lipossolluveis, agua e moléculas hidrofilicas pequenas. Possui
também diversas proteinas de transporte ou moléculas carreadoras de
membrana. Os mecanismos de transporte pela membrana podem ocorrer por
via transcelular, pelas células, ou paracelular por entre as células
(STORPIRTIS, 1999).

2.2.3.1 Via transcelular

Pela via transcelular o transporte de substancias pode ser dar por difusédo

passiva, transporte ativo, difusao facilitada, endocitose e pinocitose.
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Difusdo passiva: as moléculas de farmaco passam pela membrana lipdide, de
uma regido de alta concentracéo, o lumen, para outra de menor concentracao,
0 sangue. A difusdo passiva de farmacos € descrita matematicamente pela
primeira lei de Fick da difusdo: dC/dt= k(C4- Cp), que estabelece que a
velocidade de difusédo por uma membrana (dC/dt) é proporcional a diferenca
entre as concentracdes de cada lado dela (ASHFORD, 2005b).

Transporte ativo: um carreador de membrana é responsavel pela ligagdo do
farmaco e pelo transportador deste pela membrana. As substancias sao
transportadas contra gradiente de concentracdo, por esta razdo consome
energia e cada carreador tem especificidade propria por um substrato
relacionada a estrutura quimica da substancia. Assim, quando um farmaco é
parecido com uma substancia natural a ser transportada, é possivel que ele
também seja transportado. Pode haver inibicdo competitiva por substratos
analogos e ha dependéncia da temperatura (ASHFORD, 2005b). Difuséo
facilitada: mediada por carreadores. N&o transporta substancias contra
gradiente de concentracdo. As substancias movimentam-se no sentido do
gradiente de concentracdo com velocidades muito mais elevadas. E passivel
de saturacdo, sujeito a inibicdo competitiva; papel minoritario na absorcéo. Os
sistemas transportadores mais estudados sdo transportador dipeptideo
(PepT1) e glicoproteina P (transportador de efluxo, funciona como barreira a
absorcdo, dependente de ATP, esta presente em iniameros 6rgaos e tecidos)
(SOUZA, 2007). Dentre as demais principais familias de transportadores de

farmacos que promovem a absorcao estéo:

o ABC, compostos pelos grupos MDR, cujos substratos tipicos sdo os
compostos  hidrofobicos, agentes antitumorais, digoxina e
imunossupressores;

o MRP, cujos substratos tipicos sdo conjugados anidnicos, agentes
antitumorais, metotrexato e pravastatina;

o Peptidicos (PEPT) que séo responsaveis pelo transporte de di e

tripeptideos e antibiéticos B-lactamicos;
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o Transportadores de acido monocarboxilico (MCT) que atuam na
permeacdo de 4cido latico e acido salicilico;
o Transportadores de anions organicos (OATP), cujo exemplo de

substrato tipico € a tiroxina e ions organicos (SOUZA, 2007).

Endocitose: processo pelo qual a membrana da célula invagina-se e as
invaginacdes formadas fecham um cerco, dando origem a pequenas
vesiculas intracelulares que englobam determinado volume de material que
podera ser transportado para o interior das células. Acredita-se que seja o

principal mecanismo de transporte de macromoléculas (ASHFORD, 2005b).

Pinocitose: endocitose de fase fluida, pequenas goticulas de fluido
extracelular sdo engolfadas por vesiculas da membrana. A eficiéncia € muito
escassa (ex: vitaminas A, D, E, K) (ASHFORD, 2005b).

2.2.3.2 Via paracelular

O transporte de substancias € feito pelos poros aquosos existentes entre as
células. As células estdo unidas umas as outras por juncdes firmes,
compactas. Os espacos ocupam apenas cerca de 0,01% da superficie total do
epitélio. Importante para transporte de ions e acucares quando excedem a
capacidade dos seus transportadores. Farmacos hidrofilicos, pequenos e com
carga atravessam epitélio por esta via. A absorcdo paracelular tem um
componente convectivo (arraste por agua) e um difusivo (ASHFORD, 2005b).
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2.3 Fatores ligados ao farmaco e a forma farmacéutica que afetam a

biodisponibilidade dos farmacos

2.3.1 Polimorfismo

O polimorfismo é a propriedade de algumas substancias apresentarem
mais de uma forma de cristalizagdo. A diferenca nos tipos de cristais pode
ocasionar diferentes comportamentos de solubilidade, ponto de fusdo e demais
propriedades fisicas e, portanto, a presenca de polimorfismo no desenvolvimento
de medicamentos é de extrema importancia. As formas polimoérficas apresentam
diferencas em suas ligacdes de hidrogénio, velocidade de dissolucédo, densidade e
estabilidade (CID CARCAMO, 1992; UPUDA, 1987).

Em geral os polimorfos de maior energia livre, termodinamicamente mais
instaveis, sdo os mais soltveis (CID CARCAMO, 1992). Outras caracteristicas
fisicas que os diferenciam s&@o solubilidade e velocidade de dissolugdo ou
hidrolise, quando se trata de ésteres Os polimorfos podem ser classificados em
enantioétropos e monétropos sendo que os enantiétropos sao reversiveis e podem
passar da forma metaestavel para a forma mais estavel, porém menos energética
(CID CARCAMO, 1992).

Fatores tecnoldgicos como a utilizacdo de solventes de cristalizacao,
processos de compressao e reducdo do tamanho de particula sdo determinantes

na transicao polimorfica de alguns farmacos (STORPIRTIS et al.,1999).

2.3.2 Estado fisico

Os solidos podem apresentar-se no estado amorfo ou cristalino, estado
fisico este determinante na absor¢cdo ja que os solidos amorfos sdo geralmente
mais absorvidos que no estado cristalino. Tal fato baseia-se na energia reativa
envolvida no processo de dissolugéo (STAVCHANSKY, MCGINITY, 1990).

Um solido no estado amorfo apresenta forca de coeséo entre as particulas

que séo arranjadas ao acaso e, portanto, baixa energia é requerida para separa-
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las. Consequentemente, a dissolucdo é mais rapida em relacdo a forma cristalina.
O estado amorfo pode ser considerado instavel, com tendéncia a se transformar
em cristalino (STAVCHANSKY, MCGINITY, 1990).

2.3.3 Solvatos e hidratos

Outro parametro que influencia a solubilidade de farmacos é a capacidade
de solvatacdo. Solvatos sao substancias de forma cristalina que se associam com
moléculas de solventes, também chamados de pseudopolimorfos (STORPIRTIS et
al.,1999). Quando o solvente € a agua o solvato é denominado hidrato
(STAVCHANSKY, MCGINITY, 1990). Ha diferenca na solubilidade, no grau e
velocidade de dissolucdo entre a forma anidra e solvatada do mesmo farmaco
(STORPIRTIS et al.,1999).

2.3.4 Coeficiente de particao

As membranas do trato gastrintestinal apresentam  carater
predominantemente lipofilico logo, uma indicacdo da lipossolubilidade relativa é
determinar como as substancias se distribuem entre agua e um solvente organico.
Essa relacdo é conhecida como coeficiente de particdo ou coeficiente de
distribuicdo usualmente entre octanol e tampao aquoso, pelo método de agitacéo
em frasco que conta com a distribuicdo de um farmaco no equilibrio, entre a fase
oleosa e a aquosa (WADKE, JACOBSON,1980; ASHFORD, 2005b).

2.3.5 Quiralidade
As moléculas quirais existem em duas formas enantioméricas. Além das

caracteristicas de absor¢cdo distintas, os enantibmeros geralmente apresentam
acOes farmacologicas diferentes (STORPIRTIS et al.1999).
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Diante disso é extremamente importante a determinacdo da pureza
isomérica das substancias ativas que muitas vezes devem ser administradas
como um de seus enantibmeros puros. Nesse caso, a presenca do outro sera

considerada como contaminante pelo controle de qualidade (CHO, 1993).

2.3.6 Tamanho de particula (granulometria)

E indiscutivel a importancia da granulometria de um pé em relacdo a sua
velocidade de dissolucéo, haja vista que a dissolucdo de um solido é diretamente
proporcional a area superficial exposta ao liquido solvente (STORPIRTIS et
al.,1999).

Caso a velocidade de dissolucdo seja um fator limitante, como ocorre
guando é inferior a propria velocidade de absor¢céo, o tamanho de particula torna-
se fundamental para a biodisponibilidade do farmaco (STORPIRTIS et al.1999).

Quando o farmaco ndo é satisfatoriamente absorvido para ser ativo
sistemicamente e ndo é soluvel o suficiente para ser utilizado para absor¢cdo no
intestino, a reducdo no tamanho de particula pode melhorar sua eficacia
terapéutica, mas pode ser necessario tamanho de particula maior para gerar acao
local no TGI (STORPIRTIS et al.1999).

Porém é importante ressaltar que a diminuicdo no tamanho de particula
nem sempre assegura absorcdo melhor ou mais rapida e pode gerar efeitos
toxicos (STORPIRTIS et al., 1999).

2.3.7 Peso molecular

Véarios estudos de permeabilidade intestinal tém sido realizados apos
ingestao oral de moléculas marcadoras hidrofilicas nos quais se observou que a
permeabilidade de um dado segmento intestinal varia com o tamanho da molécula
marcadora. Moléculas menores podem permear mais facilmente do que as

maiores. Para uma série de compostos homogéneos (polietilenoglicois), a
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permeabilidade € inversamente relacionada com peso molecular (ARTURSSON,
UNGELL, LOFROTH, 1993).

2.4 Forma farmacéutica

A velocidade de absor¢céo dos farmacos é diretamente influenciada pelas
formas farmacéuticas. As formas farmacéuticas solidas administradas por via oral
tendem a retardar a absorcdo devido aos processos de desagregacao,
desintegracdo e dissolucdo em comparacdo com aquelas em que o farmaco
encontra-se em solucdo. A velocidade de absorcdo de farmacos administrados na
forma solida, isto é, ndo dissolvidos, geralmente aumenta na seguinte ordem:
comprimidos revestidos ou drageas, comprimidos, capsulas, pos e suspensdes
(CONSIGLIERI, STORPIRTIS, FERRAZ, 2000).

A etapa de dissolucdo assume importancia fundamental na absor¢cdo uma
vez que a grande maioria dos farmacos é absorvida por difusdo passiva das
moléculas dissolvidas. Uma das principais causas relacionadas a absorcéo
insuficiente é a inadequada liberacdo do farmaco a partir da forma farmacéutica,
que se deve a deficiéncias na formula ou nas técnicas de fabricagdo. Outras
variaveis como pH, adjuvantes farmacotécnicos e técnicas de producdo
influenciam na velocidade de dissolu¢cdo (CONSIGLIERI, STORPIRTIS, FERRAZ,
2000).

2.5 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) foi desenvolvido para
permitir a classificacdo de farmacos, quanto a solubilidade e permeabilidade
intestinal que, em combinacdo com as propriedades de dissolucdo da forma
farmacéutica de liberagdo oral imediata, possa oferecer informacdes quanto a
liberacdo. O principal objetivo do SCB € constituir uma ferramenta regulatoria para

substituir, com seguranca, os estudos de bioequivaléncia por testes de dissolugcéo
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in vitro, aceitagdo comumente conhecida como bioisengdo. Isso, certamente,
reduz custos e tempo no processo de desenvolvimento de novos medicamentos e
reduz a exposi¢cao desnecesséria de voluntérios sadios aos efeitos colaterais dos
farmacos ensaiados nos estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia.
Atualmente, o sistema de classificacdo biofarmacéutica destina-se apenas a
produtos orais de liberacdo imediata que sdo absorvidos pelo TGI. Isso é uma
consequéncia do fato de que a via oral € a preferida para administracdo de
farmacos: haja vista que 84% dos 50 produtos farmacéuticos mais vendidos nos
mercados Europeu e Americano, sao apresentados nessa forma. Ademais, o SCB
tem se mostrado muito Util para identificacdo da etapa limitante e para prever a
absorcdo intestinal de farmacos baseando nas propriedades biofarmacéuticas
como solubilidade e permeabilidade intestinal efetiva (LENNERSNAS,
ABRAHAMSSON, 2005).

O SCB divide os farmacos em quatro classes com base na solubilidade e
permeabilidade (AMIDON et al., 1995):

Classe I. alta solubilidade e alta permeabilidade. Classe onde a droga é
bem absorvida e a etapa limitante de sua absorcdo € a dissolugcdo ou
esvaziamento gastrico caso a dissolucdo seja muito rapida. A expectativa da
correlacdo in vitro-in vivo (IVIV) ocorre se a taxa de dissolucéo for mais lenta que o
esvaziamento gastrico; de outro modo, a correlacao sera limitada ou nenhuma.

Classe II: baixa solubilidade e alta permeabilidade. A dissolucéo in vivo é a
etapa limitante da absor¢cdo da droga. Os farmacos nesta classe podem ter
variabilidade de absorcao devido a fatores das formulacdes e variaveis in vivo que
podem afetar o perfil de dissolucédo. Meios de dissolucédo e métodos que refletem o
controle do processo in vivo sao particularmente importantes para obter boa
correlacao IVIV.

Classe llI: alta solubilidade e baixa permeabilidade. A permeabilidade é a
etapa determinante na absor¢cdo do farmaco. Ambos, velocidade e extensdo da
absorcdo da droga podem ser altamente variaveis para esta classe, portanto se a

dissolucéo for rapida, esta variacdo vai ocorrer devido a variagdo do transito
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gastrointestinal, conteddos do limen e permeabilidade de membrana e ndo a
fatores da forma farmacéutica.

Classe 1V: baixa solubilidade e baixa permeabilidade. A correlagdo é
limitada ou nenhuma. Esta classe de farmacos apresenta significantes problemas
de efetiva liberacdo oral. O niumero de farmacos nesta classe vai depender de
limites precisos usados para classificacdo de solubilidade e permeabilidade.

Um farmaco é considerado altamente permeavel pelo FDA quando fracdo
maior ou igual a 90% da dose absorvida € completa em humanos. Um farmaco é
classificado como altamente soluvel se a maior dose clinica pode ser dissolvida
em 250 mL de meio aquoso, no intervalo de pH 1 a 7,5. O volume estimado de
250 mL é derivado de protocolos tipicos de estudo de biodisponibilidade que
determinam a administracdo de um farmaco para voluntarios sadios em jejum com
um copo (em torno de 8 partes) de agua. Esse critério € atualmente aplicado por
ambos os guias regulatérios Europeus e Americano e, no Brasil, pela ANVISA. Um
farmaco € considerado altamente permeavel quando 90% ou mais é absorvido
(BRASIL, 2003; FDA GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2000; LENNERSNAS,
ABRAHAMSSON, 2005).

Ainda com relacdo a permeabilidade, compostos com coeficiente de
permeabilidade aparente (Papp) menor que 1 x 10 cm/s podem ser classificados
como pouco absorvidos (0- 20%), entre 1 a 10 x 10° cm/s como moderadamente
absorvidos (20-70%) e muito absorvidos com Papp maior que 10 x 10° cm/s
(YEE, 1997).

Embora o SCB tenha sido primeiramente desenvolvido para aplicacbes
regulatorias, houve, porém muitas outras implicacbes nos processos de
desenvolvimento pré-clinico e clinico de medicamentos, o que trouxe grande
reconhecimento na pesquisa realizada na industria. A importancia da dissolucéo
de farmacos no TGl e da permeabilidade pela barreira da parede do intestino no
processo de absorgéo oral tem sido bem conhecidas desde a década de sessenta,
mas as pesquisas realizadas para constituir o SCB tem fornecido novos dados
guantitativos para o moderno desenvolvimento de medicamentos. Assim, a

ferramenta SCB tem implicacbes na selecdo de farmacos candidatos para
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completo desenvolvimento, previsdo e elucidacdo de interacbes com alimentos,
incluindo adequacédo para administragcdo oral de liberacdo estendida, e a
possibilidade de correlagdo in vitro/in vivo no teste de dissolucdo para formas
sélidas (LENNERSNAS, ABRAHAMSSON, 2005).

O SCB fornece numeros adimensionais que sao combinacbes de
parametros fisico-quimicos e fisiolégicos e apresentam a visdo mais simplificada e
fundamental da absor¢cdo gastrintestinal (LOBENBERG, AMIDON, 2000;
OLIVEIRA, MANZO, 2009). Sao eles:

e Numero de absorcao: (An): razdo entre a permeacdo (P) e o raio do
intestino (R) multiplicada pelo tempo de residéncia no intestino
delgado (tes). Também pode ser definido como a razdo entre 0 ties €

0 tempo de absorg¢do, como demostra a Equacgao 1:

(Equacéo 1)

e Numero de dissolucdo: razédo entre 0 Tes € 0 tempo de dissolucéo
(tsis) € contempla a solubilidade Cs, a difusividade (D), a densidade

(p) e o raio inicial da particula do farmaco (r) conforme Equacéao 2:

D, = (2) X (3) X tres = Lres (Equacao 2)

r2 p tais

e NUumero de dose: razdo da massa de farmaco (em g) dividido pelo
produto do volume de ingestdo (V,=250 mL) e a solubilidade do

farmaco segundo a equacéo 3:

M
Vi
0 /Cs

De modo geral, no célculo destas variaveis pode-se assumir que R=1;
D=5x10° cm?%s; b = 1,2 mg/cm>t =180 min ( AMIDON et al.,1995; OLIVEIRA,

D =

(Equacéo 3)
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MANZO, 2009). A absorcao de farmacos de acordo com a primeira Lei de Fick
pode ser descrita pela Equagéo 4:

oM

J=PxC=—X (Equacao 4)

1
A
Em que:

J=massa transportada pela parede intestinal;

P= permeabilidade efetiva;

Ci= concentracao do farmaco na superficie da membrana;

A= area superficial da membrana

De acordo com a equacéo acima pode-se concluir que a permeabilidade e
a solubilidade sdo variaveis fundamentais para descrever o transporte de massa
através de uma membrana biolégica (LOBENBERG, AMIDON, 2000; OLIVEIRA,
MANZO, 2009).

2.5.1 Solubilidade

A solubilidade é uma importante propriedade fisico-quimica dos farmacos.
Para que entrem na circulacdo sistémica e exercam efeito terapéutico € preciso
que os farmacos estejam na forma de solucdo, independente da via de
administracdo (ANSEL, POPOVICH, ALLEN, 2000).

Do ponto de vista da Biofarmacotécnica, o termo solubilidade indica a
quantidade de um dado soluto que pode ser dissolvida em um volume
especificado de solvente. A solubilidade aquosa de um composto é funcao de sua
capacidade de formar pontes de hidrogénio com as moléculas de agua.
Geralmente, a solubilidade aquosa é diretamente proporcional ao numero de
ligagcbes de hidrogénio que se pode formar com a agua (STORPIRTIS et al.,
2009).

A dissolugcédo de formas farmacéuticas solidas € um pré-requisito para a

disposicéo do farmaco no fluido bioldgico que circunda o local de administracdo. O
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teste de dissolucdo que anteriormente era indicado para farmacos de baixa
solubilidade esta sendo mais amplamente utilizado. Para realizagcdo do teste &
necessario estabelecer condigbes, como: tipo de agitagdo, volume e
caracteristicas do meio de dissolucdo e valor de cedéncia do farmaco em funcao
do objetivo terapéutico do medicamento. Para isso sdo consideradas as
caracteristicas fisico-quimicas da molécula e o poder discriminativo desejavel para
0 teste. Os resultados favoraveis devem possibilitar comparar a influéncia do
processo produtivo e das variaveis da formulacdo com a adequada e completa
liberacdo do farmaco em determinado tempo (SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS,
2007).

A forma cristalina de um farmaco e o tamanho de particula sdo aspectos
determinantes da sua caracteristica de dissolucdo. Grande parte das moléculas
organicas é polimorfica, incluindo as formas cristalinas e néo cristalinas (amorfas).
Cada polimorfo geralmente exibe caracteristicas fisico-quimicas proprias, incluindo
ponto de fuséo e solubilidade aquosa. Desta forma, os sélidos amorfos sdo quase
sempre mais sollveis em agua que as formas cristalinas correspondentes, por
requererem menos energia para sua dissolucdo, o que pode ter impacto
significativo na sua biodisponibilidade (STORPIRTIS et al., 2009).

Também é valido ressaltar que solutos polares e espécies ionizadas séo
mais soluveis em agua. Embora a ioniza¢do diminua a transferéncia de farmacos
através das membranas bioldgicas, aumenta sua taxa de dissolu¢cdo nos fluidos
gastrintestinais. Enquanto uma grande parte do farmaco se encontra ionizada, a
fracdo nado ionizada é rapidamente absorvida, sendo reposta na mesma
velocidade, de forma que dificilmente torna-se uma etapa limitante da absor¢éo. A
solubilidade de acidos e bases fracas €, geralmente, dependente do pH
(BLANCHARD, 1978; LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001).

Portanto, para farmacos absorvidos por difusdo passiva, aqueles que
apresentam uma solubilidade reduzida em agua tendem a ter uma velocidade de
absorcao oral menor do que aqueles que apresentam uma solubilidade aquosa
mais elevada ( LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001).
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Os compostos de pouca solubilidade podem apresentar absorcéo
incompleta ou irregular, levando a resposta minima na dose desejada. Nesse caso
€ preciso considerar seu aprimoramento. Os métodos para tanto dependem da
natureza quimica do farmaco e do tipo de produto farmacéutico. Uma técnica
muito usada para que uma maior solubilidade aquosa possa ser atingida € a
preparacdo de derivados mais sollUveis do composto base, como sais ou ésteres,
por meio da complexacdo quimica ou da reducdo do tamanho das particulas.
Outra técnica usada, quando € necessaria a forma liquida, é o ajuste do pH do
solvente no qual o farmaco sera dissolvido para ampliar a solubilidade (ANSEL,
POPOVICH, ALLEN, 2000).

A solubilidade de um farmaco € determinada pelo método de solubilidade
do equilibrio, pelo qual um excesso de solvente é colocado e agitado em
temperatura constante por um periodo prolongado, até que se atinja o equilibrio. A
andlise quimica do farmaco em solugcéo € realizada para determinar o grau de
solubilidade (ANSEL, POPOVICH, ALLEN, 2000).

No tradicional método do shake-flask, o periodo de agitacdo da solucdo
saturada com agitador magnético a 100 rpm é de 24 horas até o platd do equilibrio
ser alcancado, seguido de filtracdo e ensaio por HPLC com deteccdo UV (FDA
GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2000; HEIKKILA et al., 2011).

O objetivo da avaliacdo do sistema de classificacdo biofarmacéutica é
determinar o equilibrio de solubilidade de um farmaco sob condi¢cdes de pH
fisiologico. O perfil de pH de candidatos a farmacos deve ser determinado a 37 £ 1
°C, em meio aquoso, com intervalo de pH de 1 a 7,5. Um numero suficiente de
condicbes de pH para determinacdo de solubilidade devem ser baseados em
caracteristicas de ionizacdo dos candidatos a farmacos. Um minimo de trés
réplicas para determinacao de solubilidade é recomendado em cada condicao de
pH (FDA GUIDANCE FOR INDUSTRY, 2000).
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2.5.2 Permeabilidade

O epitélio intestinal € composto principalmente por enterdcitos dispostos em
monocamadas e tem sua area estendida devido a presenca de vilosidades e
microvilosidades. O transporte de farmacos através do epitélio intestinal pode
ocorrer por um ou mais dos seguintes mecanismos: transporte passivo
paracelular, transporte passivo transcelular, transporte mediado por carreadores e
transporte por vesiculas (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000).

A absorcdo de farmacos, através das membranas do TGI, € um processo
que envolve um grande e complexo mecanismo influenciado por varios fatores,
como caracteristicas de solubilidade, que podem ser afetadas pela composicéo
dos liguidos fisiolégicos do TGl, a precipitacdo no local de absorcédo, a adsorcao
do farmaco aos compostos presentes no lumen, a degradacdo quimica ou
bacteriana, a degradacéo na prépria parede do TGl e os multiplos mecanismos de
transporte que determinam suas rotas de absor¢cdo (DRESSMAN, LENNERNAS,
2000; SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

A velocidade de absorcdo dos farmacos é maior quando este estd sob a
forma ndo ionizada e o grau de ionizacdo depende do pH (STORPIRTIS et
al.,1999).

Devido aos variados processos envolvendo absor¢cdo de farmacos no
intestino € frequentemente dificil usar apenas um modelo in vitro para prever
precisamente as caracteristicas de permeabilidade in vivo (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000). Como resultado, uma grande variedade de modelos vem
sendo desenvolvido e recentemente revisto. A selecdo do método depende dos
objetivos do estudo, do tipo de medicamento e das técnicas analiticas disponiveis,
devendo priorizar aquele de maior exatiddo, sensibilidade e reprodutibilidade
(CONSIGLIERI, STORPIRTIS, 2000).
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2.5.2.1 Métodos para a determinacdo da permeabilidade intestinal

Os principais métodos rotineiramente empregados na determinacao
da permeabilidade intestinal podem ser classificados em métodos fisico-

quimicos, métodos in vitro ou ex vivo, métodos in situ e métodos in vivo.

2.5.2.1.1 Meétodos fisico-quimicos (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000):

e Coeficiente de partigéo (logP/LogD)

E a relacdo entre permeabilidade (Log P, fracdo absorvida em humanos) e
lipofilicidade Log D (HO et al.,1977).

O valor do Log P fornece informacdes indiretas da extensdo do transporte
transcelular passivo possivel para véarias drogas (HO et al.,1977). Como medida
de interacdo farmaco-membrana, o coeficiente de particdo é um dos parametros
fisico-quimicos mais importantes na predicdo e interpretacdo de permeabilidade
pela membrana. A absorcdo oral de medicamentos foi demonstrada ser
dependente da lipofilicidade de farmacos na maior parte dos estudos realizados
anteriormente (DRESSMAN, AMIDON, FISHER, 1985; HOUSTON, UPSHALL,
BRIDGES, 1974; SCHANKER, TOCCO, BRODIE, HOGBEN, 1958).

O coeficiente de particdo entre uma fase oleosa e uma fase aquosa (Log P)
fornece a medida de lipofilicidade de uma molécula. O octanol é o solvente
usualmente escolhido para a fase oleosa. Se uma fase aquosa esta a um pH
especifico, o coeficiente de distribuicdo é determinado para aquele valor de pH
(log D). Para isto considera-se a ionizagdo da molécula naquele pH pelo método
de agitacdo em frasco que conta com a distribuicdo de um farmaco no equilibrio,

entre uma fase oleosa e uma aquosa ( ASHFORD, 2005b).

24



« Cromatografia de membrana artificial imobilizada

A coluna de cromatografia de membrana artificial imobilizada (IAM) simula
um ambiente de lipideos de membranas celulares. 1AM é uma superficie
cromatografica preparada por imobilizacdo covalente de membrana de células
fosfolipidicas para superficies solidas na espessura da monocamada. E
experimentalmente simples e potencialmente capaz de triar um grande nimero de
compostos. Mede a particdo da fase lipidica contida na coluna cromatogréafica.
Pidgeon e colaboradores demonstraram a utilidade desta metodologia como uma
precisa, custo-efetiva e eficiente preditora da permeabilidade de candidatos a
farmacos. O fator predominante que regula a passagem de farmacos pela mucosa
gastrintestinal é a habilidade para passar pelas membranas de células lipidicas. O
log de K derivado da coluna IAM mostrou razoavel correlagdo com
particionamento de farmacos em lipossomas e valores de permeabilidade
determinados pelas monocamadas de células Caco-2 (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000, PIDGEON, 1990 a).

e Ensaios de permeabilidade em membrana artificial paralela
(PAMPA).

O Pampa é constituido de uma placa de micro titulacdo com 96 pocos
completamente preenchidos com solu¢cbes de meios aquosos (pH 7,4/6,5)
tampado com uma placa de filtro de micro titulacdo no tipo de uma construgéao
sanduiche. O material do filtro hidrofébico usado como suporte dos primeiros 48
pocos (amostras) da placa de filtro € impregnado com solugdo de 1-20% de
lecitina em um solvente organico (dodecano, hexadecano, 1,9-decadieno). A
superficie dos 48 pocos restantes (referéncia) € molhada com um pequeno volume
(4-5 pL) de uma solugdo metanol/agua 50% (v/v). Estudos de transporte s&o
iniciados pela transferéncia de 100-200 pL de uma solucéo estoque de 250 ou 500
UM no topo da placa de filtro na amostra e na secao referéncia respectivamente

(KANSY, SENNER, GUBERNATOR, 1998).
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Os ensaios de permeacdo com membrana artificial paralela permitem a
mais rapida determinacéo de propriedades de permeacdo de farmacos através de
membrana artificial relacionados com processos de absorcao transcelular in vivo.
PAMPA também pode fornecer informacdes sobre lipofilicidade e estado de
ionizacdo das substancias. O grande potencial do PAMPA é triar grande
guantidade de compostos. De acordo com a escala de classificacdo modificada
descrita por Amidon, podem-se separar os farmacos em estudo em 3 grupos:
compostos muito absorvidos (absorcdo humana de 70 a 100 %, fluxo PAMPA
entre 25 e 100 %); compostos absorvidos intermediariamente (absor¢cdo humana
de 30 a 70 %, fluxo PAMPA, entre 5 e 25 %) e compostos com baixa absorgéo
(absorgéo humana de 0 a 30 %, fluxo PAMPA, menor de 5 %) (KANSY, SENNER,
GUBERNATOR, 1998).

2.5.2.1.2 Métodos para avaliacdo da permeabilidade in vitro

Dentre o0s principais métodos in vitro empregados para determinar a
permeabilidade dos farmacos, podem ser citados métodos que empregam tecidos
animais como intestino invertido e transporte através de segmento intestinal lado-
a-lado, camara horizontal (Ussing chamber), passagem por membranas de
vesiculas isoladas e métodos baseados em monocamadas de células epiteliais,
como Caco-2 ou TC-7 (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000):

2.5.2.1.2.1 Baseados em tecido intestinal animal

e Transporte in vitro/ex vivo através de segmento intestinal

horizontal (Ussing chamber)

Estudos de transporte por segmentos intestinais de animais sédo largamente
utilizados como meétodo in vitro para estudar a absor¢cdo de farmacos. Esse

método envolve o isolamento de tecidos intestinais, cortando em tiras de tamanho
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apropriado, travando-as em um instrumento adequado e entdo a taxa do
transporte de farmacos pelo tecido € medida. A utilidade desse instrumento in vitro
(Ussing Chamber) foi primeiramente demonstrada por Ussing e Zerahn (1951).
Nesse método, a permeabilidade € medida com base no aparecimento do farmaco
no lado seroso da membrana e no seu desaparecimento no lado mucoso. Um
recurso dessa abordagem € que a resisténcia elétrica da membrana pode ser
medida durante o curso do experimento (BALIMANE, CHONG, MORRISON,
2000).

A técnica de Ussing Chamber € o método ideal para estudar diferencas na
absorcdo de substancias para montagem de tecidos intestinais de varias regides
intestinais (UNGELL et al., , 1998). As desvantagens desta técnica incluem: falta
de sangue e suprimento de nervos, rapida perda de viabilidade de tecidos durante
o experimento e mudancas na morfologia e funcionalidade de transportadores de
proteinas durante o processo de cirurgia e montagem de tecidos (BALIMANE,
CHONG, MORRISON, 2000).

e Transporte in vitro/ex vivo através da técnica do intestino

invertido

E uma técnica ideal para estudar o mecanismo de absorcdo de farmacos
tanto para transporte passivo como para o transporte ativo. Com o0 recente
interesse no campo de atividade da glicoproteina P no intestino, esse modelo
pode ser usado para avaliar o papel dos transportes do tipo efluxo na absorcéo
intestinal de farmacos comparando 0s transportes cinéticos na auséncia ou
presenca de inibidores ou substratos da glicoproteina P. O modelo de intestino
invertido tem uma vantagem analitica adicional sobre outros métodos in vitro por
causa do volume de amostras no lado seroso ser relativamente pequena e as
substancias se acumularem mais rapido. Algumas das desvantagens sao a falta
de atividade sanguinea e suprimento de nervos que podem levar a rapida perda

de viabilidade. Além disso, inverter o tecido intestinal pode ocasionar dano
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morfolégico acarretando resultados enganosos (BALIMANE, CHONG,
MORRISON, 2000).

Estudos de permeabilidade baseados no isolamento do saco intestinal sao
rotineiramente realizados usando diferentes espécies de animais incluindo ratos,
coelhos, porco, cachorro e macaco (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000).

e Transporte in vitro através de vesiculas isoladas de membrana

Mede a captura em vesiculas da borda da membrana apical, preparadas de
fragmentos intestinais ou enterdcitos isolados (ASHFORD, 2005 b).

Vesiculas isoladas de membranas preparadas de tecidos intestinais
propiciam a flexibilidade de examinar a interagdo de farmacos para uma
membrana especifica de interesse. Esse método oferece uma oportunidade Unica
para estudar as propriedades das substéncias e o transporte de nutrientes em
nivel celular. Estudos com vesicula de membrana podem ser feitos com pequena
guantidade de substancias (miligramas) e mdultiplos experimentos podem ser
realizados com vesiculas preparadas de um U(nico animal de laboratério. A
vantagem desse método é que as vesiculas podem ser criopreservadas e usadas
por longo tempo. Porém vesiculas de membranas preparadas ndo sao puras e
muito frequentemente contém outras membranas e fragmentos de organelas.
Praticamente nao é viavel isolar, com 100% de pureza, as bordas das membranas
sem contaminacdo com outros tipos de vesiculas. Como o volume das vesiculas é
muito pequeno, geralmente esse meétodo requer técnicas analiticas muito
sensiveis (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000).

2.5.2.1.2.2 Baseados em monocamadas de células epiteliais

e Células Caco-2

As células Caco-2 sao oriundas de um adenocarcionoma de coélon humano

e tornaram-se um método popularmente conhecido a partir da década de 1980

como um meétodo in vitro de absorcéo primaria, ferramenta de triagem em muitas
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companhias farmacéuticas, e muitos exemplos de correlacdo com absorcdo em
humanos tem sido relatados com sucesso devido ao fato destas células
apresentarem capacidade de diferenciacdo espontanea em cultivo in vitro,
expressando muitas caracteristicas morfologicas e bioquimicas presentes no
intestino delgado humano (STORPIRTIS et al., 2009).

Mantidas as condi¢Bes adequadas de cultivo, as células Caco-2 crescem
formando uma monocamada de células cilindricas polarizadas com
microvilosidades na borda apical, juncdes oclusivas sobre as células adjacentes e
expressam atividade enzimatica de hidrolases, comum no intestino delgado
(SAMBUY, et al., 2005).

Existem, porém, diferencas consideraveis entre a expressao de carreadores
para transporte ativo através das membranas do intestino e nas células Caco-2,
embora transportadores farmaceuticamente importantes estejam presentes
nessas ceélulas (transportadores peptidicos, transportadores de cations organicos
e transportadores de anions organicos estdo em menor quantidade quando
comparados com os niveis de producéo in vivo). Em decorréncia disso, 0 modelo
in vitro é empregado mais eficientemente na caracterizagdo da permeabilidade de
compostos absorvidos passivamente pela via transcelular (BALIMANE, CHONG,
2005).

Como a resisténcia elétrica transepitelial do epitélio colénico (medida direta
da resisténcia das monocamadas para eletrélitos passivos e permeacéo ibnica) €
muito mais alta do que a do epitélio do intestino delgado, as células Caco-2
excluem a passagem de muitas moléculas hidrofilicas que séo, provavelmente,
transportadas por algumas extensdes que permitem a passagem no epitélio do
intestino delgado in vivo (BALIMANE; CHONG, 2005).

No caso de farmacos poucos solluveis, a previsdo da precisdo do Papp
usando o modelo de células Caco-2 representa um grande desafio. A falha para
solubilizagdo no meio aquoso de tampdo convencional aliado a propensdo de
retengcdo na monocamada de células impde sérias restricbes para aplicabilidade
deste modelo para farmacos com essa caracteristica fisico-quimica. Isso pode

resultar especificamente numa situacdo onde a permeacdo de substéncias e
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limitada pelo seu particionamento fora das células. Além disso, o gradiente de
concentracdo estabelecido € inadequado necessitando do uso de ferramentas
analiticas de alta precisdo (BUCKLEY et al., 2012).

Com relacdo aos problemas associados a solubilizacdo, co-solventes
organicos tem sido incorporados na solucdo dentro do compartimento doador.
Embora existam relatos sobre sua citotoxicidade e potenciais efeitos deletérios na
integridade das juncdes protéicas, em baixas concentracdes 0s co-solventes
organicos parecem exibir boa compatibilidade com células Caco-2 (BUCKLEY et
al., 2012).

Dificuldades em estabelecer condi¢gées de fluxo “sink conditions” (forca
motriz que direciona o transporte mantendo o gradiente de concentragdo para que
a substancia permeada nao retorne ao compartimento doador) também podem ser
superadas pelo uso do soro albuminico-bovino no compartimento receptor.
Alternativamente, estudos sugerem que problemas associados as condi¢des de
fluxo podem ser superados por modificacbes do emprego da equacdo para
calcular o Papp. Além dos problemas de solubilizacdo, a baixa permeabilidade de
farmacos poucos solaveis que sao altamente lipofilicos pode ser afetada pelas
condi¢bes hidrodindmicas existentes neste sistema de cultura de células. Na
auséncia de agitacdo, uma camada de agua estacionaria é criada, o que pode
adversamente afetar o transporte transcelular de moléculas lipofilicas. Essa
camada de agua “imperturbavel” representa uma significante barreira no uso das
células Caco-2. Alguns estudos tém demonstrado que a presenca dessa camada
de &gua no sistema de células Caco-2 pode diminuir o Papp de farmacos
lipofilicos com baixa solubilidade. Para minimizar estes efeitos, os pesquisadores
tém empregado varias técnicas para garantir agitacdo adequada no sistema do
experimento (BUCKLEY et al., 2012).

Portanto, a adequacao das células colbnicas Caco-2, como modelo para
estudar a permeabilidade paracelular de substancias que sao absorvidas
incompletamente, ¢é limitado. Esse fato, aliado a menor expressdo dos

carreadores, indica que existe claramente uma necessidade por modelos
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adicionais de cultura de células mais préoximos do transporte paracelular do
epitélio do intestino delgado (DUIZER et al., 1997).

Vale lembrar também que a maior parte da absor¢cdo ocorre no intestino
delgado, onde o pH varia de acido pra neutro (~5). Assim, na parte superior do
intestino delgado, um &cido fraco vai ser primeiramente deionizado levando o
caminho passivo transcelular a ser a rota de permeacdo dominante. Porém, os
estudos com células Caco-2 sob uma condicdo fixa de pH (apical, pH 6,5 e
basolateral pH 7,4) sdo incapazes de simular o ambiente dinamico de pH a que o
composto é exposto in vivo (BALIMANE, CHONG, 2005).

Além disso, ensaios baseados em células Caco-2 tém outras desvantagens
como alto custo por ensaio, periodo longo de crescimento (21 dias) e manutencéo
de alimentacédo regular para preparacdo de monocamadas estaveis. Vale também
ressaltar que as células Caco-2 tem sido conhecidas por aumentarem o sistema
de efluxo da glicoproteina P. Esse transportador de efluxo, comprovadamente
varia de modo significativo com a idade/duracdo da cultura de células Caco-2 e
isso pode subestimar a absor¢do de alguns compostos (TRAPANI et al., 2004,
BALIMANE, CHONG, 2005).

No entanto, com relacdo ao periodo de tempo para crescimento das células
Caco-2, este pode ser substancialmente reduzido (menos de uma semana)
modificando tanto o material de revestimento como o0 meio de crescimento
(CHONG et al., 1997; LENTZ, HAYASHI, POLLI, 1998). Um periodo de
crescimento menor das células para gerar uma monocamada funcional né&o
apenas aumenta a produtividade total, mas também reduz a chance de
contaminacdao por bactérias e/ou fungos (BALIMANE, CHONG, 2005).

Ja a variabilidade entre as células Caco-2 cultivadas em diferentes
laboratorios pode ser atribuida a diferentes condi¢des de cultura e composicéo de
subpopulacéao de células. Todavia, dentro de cada laboratorio individual, farmacos
absorvidos completamente podem ser facilmente separados dos pobremente
absorvidos por esse modelo de células. A recente tendéncia, em muitas pesquisas
de laboratérios farmacéuticos, € automatizar completamente a triagem de

permeabilidade utilizando as células Caco-2 com a robdtica. Um sistema
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completamente automatizado de células Caco-2 vai permitir estudos de 500-2000
compostos por més sem um aumento proporcional nos recursos (BALIMANE,
CHONG, 2005).

Por outro lado, um novo método usando células Caco-2 estd sendo
proposto por Yu e colaboradores (2012) para ensaiar a permeabilidade de
farmacos com caracteristicas de cultura de células humanas em suporte hidrogel
visando replicar precisamente a forma e o tamanho das vilosidades do intestino
delgado humano (a densidade do modelo de vilosidades foi feito para simular o
real espaco das vilosidades 25 vilosidadess/mm? e a profundidade de cada
vilosidade foi aproximadamente 565 um, simulando as condi¢cdes existentes no
intestino humano), caracteristicas que tem sido apontadas como uma das razdes
para a baixa correlacdo entre drogas absorvidas lentamente in vitro e in vivo (YU
et al., 2012).

e Células epiteliais TC-7

As células TC-7, um dos subclones isolados das células Caco-2, tendo uma
morfologia celular muito parecida com as células Caco-2, presenca de
microvilosidades e a presenca das juncdes oclusivas. Porém, as células TC-7 tem
resisténcia transepitelial significantivamente maior em 21 dias de cultura e também
posteriormente (BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000).

e Células 2/4/A1
S&o células originarias do intestino fetal de ratos. Estas podem mimetizar a
permeabilidade do intestino delgado humano para transporte passivo (transcelular

e paracelular). Estas células formam monocamadas diferenciaveis com finas

juncdes e presenca de borda em “escova”. As desvantagens de sua utilizagao séo
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a alta variabilidade na sua constituicdo e viabilidade devido a mudancas na
temperatura (SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

e Células MDCK

As células MDCK s&o um modelo de células de rim canino (“Madin-
Darby”). Estas células quando cultivadas em membranas semi-permeaveis
se diferenciam em epiteliais colunares, com junc¢des semelhantes as células
Caco-2 (SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

As células MDCK séo inseridas em cultura de membranas de alta
densidade e incubadas por 3 dias, representando tempo significativamente
inferior ao necessario para o crescimento de células Caco-2 (SOUZA,
FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

Estas células sdo largamente utilizadas para estudar a fisiologia tubular
distal renal, incluindo o transporte de ions. Os ions Na+ e Cl- séo filtrados
nos rins e cerca de 5-10% de sua reabsorcdo € regulado por co-
transportadores. As células MDCK representam um dos poucos modelos
que expressam quantidade adequada de co-transportadores. Esses
estudos sédo relevantes no delinemamento da terapéutica com compostos
diuréticos tiazidicos empregados no tratamento da hipertensédo (JONG et al.
2003; WEGMANN, NUSING, 2003).

2.5.2.1.3 Métodos in situ
e Estudos de perfusdo intestinal in situ em um modelo

animal conveniente.

O uso do método de perfusao in situ € severamente limitado porque esse
método confia no desaparecimento do composto do lado do limen como uma

indicacao de absorcdo, mas a taxa de decaimento de concentracéo do perfusato
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nem sempre representa a taxa de absorcdo do farmaco na circulacao sistémica. O
método também é limitado por causa do fator custo que requer um grande nimero
de animais para obter dados estatisticamente significantes. Relativamente,
grandes quantidades dos componentes do teste sdo requeridas para estudo de
performance (>10 mg), o que ndo é viavel no inicio do desenvolvimento de
farmacos. Também foi demonstrado que a manutencdo cirargica do intestino
combinado com anestesia causa uma significante mudanca no fluxo do sangue
para o intestino e tem um notavel efeito na taxa de absorcdo (UHING, KIMURA,
1995).

e Estudos em humanos (estudos de biodisponibilidade absoluta,

estudos de balanco de massa e de perfuséo intestinal).

Método utilizado para formas farmacéuticas destinadas a produzir efeito
sistémico do farmaco, ou seja, cujo farmaco sofra o processo de absorcao e seja
distribuido pelo sangue ao sitio de acdo. A concentracdo do farmaco, ou parte
ativa do mesmo, ou ainda de seus produtos de biotransformacédo, quando for o
caso, é quantificada no sangue, plasma ou outro liquido biolégico, em funcéo do
tempo (CONSIGLIERI, STORPIRTIS, 2000).

Para os farmacos de acédo sistémica cuja excre¢ao urinaria seja mecanismo
expressivo de sua eliminacdo, a excre¢do urinaria do farmaco pode ser
determinada em funcdo do tempo e os intervalos das medidas devem ser o0s
menores possiveis para que a velocidade de absorcdo determinada seja a mais
exata possivel (CONSIGLIERI, STORPIRTIS, 2000);

No caso de formas farmacéuticas que nado liberam o farmaco para a
corrente sanguinea para distribuicdo sistémica, mede-se o efeito farmacologico do
farmaco funcdo do tempo, desde que com suficiente exatiddo, sensibilidade e
reprodutibilidade. Sua aplicacdo é recomendada na inexisténcia de métodos para
quantificar o farmaco nos liquidos bioldgicos, empregando método capaz de medir
efeito farmacolégico agudo (CONSIGLIERI, STORPIRTIS, 2000).
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Nos estudos de Dbiodisponibilidade absoluta, determina-se a
biodisponibilidade oral e esta € comparada com a biodisponibilidade obtida pela
administracao intravascular, tomada como referéncia (STORPIRTIS et al., 2009).

Nos estudos de balanco de massa, utilizam-se substancias ndo marcadas,
marcadas com isOtopos estaveis ou ainda radiomarcadas para determinar a
extensdo da absorcdo. Entretanto por meio deste método obtém-se uma
estimativa altamente variavel da permeabilidade, e, por consequéncia, outros

métodos alternativos estdo sendo desenvolvidos (STORPIRTIS et al., 2009).

e Sistemas integrados dissolucéo/absorcéo

Para prever a absor¢cdo de novos farmacos, atualmente também sé&o
realizadas pesquisas objetivando criar modelos associando dissolugéo/permeacéao
(SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

Foram descritos na literatura sistemas que mimetizam as mudancas
fisiolégicas e de pH do TGI. Para tal, o medicamento ou farmaco é adicionado, sob
agitacdo, a um recipiente contendo meio liquido com pH 1, sendo este acoplado a
outro recipiente cujo pH do meio foi modificado para 6. O sistema continuo é
ligado a uma camara contendo membrana formada de células Caco-2 visando
determinar a permeabilidade do farmaco (SOUZA, FREITAS, STORPIRTIS, 2007).

No trabalho de GINNSKI e colaboradores (1999), para determinar a relacéo
entre dissolucdo e permeacdo foram tracados graficos contendo as fracdes
dissolvidas (Fd) e absorvidas (Fa) em funcdo do tempo. Os dados de Fd séo
obtidos diretamente quantificando a concentragcdo em determinado tempo. Os
valores de tempo associados a Fa devem ser ajustados, pois antes que a
permeacao se inicie é necessario que tenha ocorrido a dissolu¢do. Devido a isso,
o tempo médio de dissolucdo foi calculado e o valor encontrado foi somado aos
tempos de permeacédo, que foram 20, 40, 60, 90,120 e 180 min. Com esse estudo
foi possivel conhecer previamente as fragbes absorvida e dissolvida de

formulacgdes antes dos estudos clinicos em humanos (GINSKI et al., 1999).
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Kobayashi e colaboradores (2001) descreveram um modelo que possibilita
empregar tecidos isolados de animais para determinar a permeacao. Este também
ajusta o pH do meio a valores semelhantes ao do pH estomacal e intestinal. As
amostras sado coletadas em diferentes compartimentos e tempos. Os dados de
fracdo dissolvida e absorvida sdo empregados em um modelo farmacocinético
monocompartimental para o calculo da area sob a curva de concentragédo
plasmatica do farmaco em funcdo do tempo (KOBAYASHI et al., 2001; HE et al.,
2003).

2.5.3 Métodos para estudo da permeabilidade in vitro/ex vivo que empregam

membrana intestinal de ra

Existem estudos de permeabilidade utilizando segmento intestinal de sapo,
pois o intestino do sapo tem a mesma composi¢cdo de membranas e vilosidades
dos vertebrados e os mesmos mecanismos de transporte, portanto, pode ser
usado como modelo para absorgao intestinal (TRAPANI et al., 2004).

Alguns trabalhos utilizando segmento intestinal de sapo obtiveram
resultados promissores como os realizados por Trapani e colaboradores (2004)
que utilizaram saco intestinal de sapo isolado, com aproximadamente 5 cm de
comprimento preenchidos com solucdo de Ringer em vials (2,7cm x 5,73 cm) em
banho maria mantidos a 26° C, para observar a permeabilidade durante 2-5 horas
de 20 farmacos absorvidos passivamente. A andlise quantitativa foi feita por HPLC
e concluiram que os valores de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
obtidos por este modelo puderam satisfatoriamente classificar estes farmacos no
sistema de Classificacdo Biofarmacéutica e que o modelo pode ser usado para

prever a absorcéo oral de compostos absorvidos passivamente em humanos.

Dando sequéncia ao trabalho de Trapani e col. (2004), Franco e
colaboradores (2008) observaram que ha evidéncias de relevantes

transportadores de farmacos no intestino do sapo sendo possivel, com mais
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estudos, avaliar o transporte ativo, que apresenta tantas limitacbes em outros
métodos in vitro, também através deste modelo.

Em 2010, Yerasi e colaboradores avaliaram a confiabilidade da técnica de
perfusdo intestinal in situ em sapo para avaliagdo da permeabilidade de farmacos
gue sao substratos da enzima CYP3A4 e os resultados obtidos permitiram concluir
que é possivel determinar o coeficiente de permeabilidade efetiva (Pex) para

compostos substratos desta enzima usando esta técnica.

2.5.4 Rana catesbeiana (ra touro)

A ra-touro (Rana catesbeiana) é uma espécie de ra nativa da América do
Norte (IUCN, 2010). Essa espécie foi originalmente encontrada nos Estados
Unidos, Canada e México. No entanto, devido a acdo humana, tém sido distribuida
por todo o mundo. E carnivora e consome insetos, mamiferos pequenos (ratos),
peixes, passaros, serpentes e também outras rés (IUCN, 2010).

As ras-touro sé@o anfibios grandes e podem atingir o comprimento de 20 cm
e peso de 1.500 g. Sdo geralmente verdes ou de cor bronzeada, com castanho
escuro, verde escuro, ou negro e uma parte inferior amarela ou branca, que varia
acentuadamente na época do acasalamento (IUCN, 2010). A Figura 1 ilustra um

exemplar da espécie.

2.5.4.1Classificacao cientifica:
Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Amphibia

Ordem: Anura

Familia: Ranidae

Género: Rana

Espécie: R. catesbeiana

Nome binomial: Rana Catesbeiana Shaw, 1802
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Figura 1. llustracdo de ra touro (Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/R%C3%A3-touro-

americana)

2.5.4.2 Sistema digestorio da ra-touro

Ha muito pouca informacdo descrita sobre o aparelho digestério de ras,
menos ainda para a espécie Rana catesbeiana. A maioria dos trabalhos trata de
girinos dada sua importancia no controle da qualidade ambiental.

George e Castro (1998) descrevem que em ras existe uma estrutura
semelhante a valva entre os intestinos delgado e grosso. Seu epitélio intestinal é
colunar simples e consiste de dois tipos celulares: as células absortivas, as quais
apresentam bordas apicais estriadas, correspondentes aos microvilos que
aumentam a superficie de absorcdo, e as células calciformes (GEORGE,
CASTRO,1998).

O tubo digestivo de girinos pode ser dividido em: intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior. Nesse caso, 0 intestino anterior, no animal
metamorfoseado, origina o0 es6fago e o0 estdbmago. O intestino médio,
histologicamente semelhante ao intestino anterior, deriva-se no intestino delgado e

0 intestino posterior, por sua vez, no intestino grosso (SANTANA, 1998).
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2.6 Farmacos antirretrovirais
2.6.1 Zidovudina

A zidovudina (3’-azido-3’-desoxitimidina; comumente denominada AZT) é
um analago da timidina com atividade antiviral contra o HIV-1, o HIV-2, (HTLV)-I, o
virus linfotrépico T humano (ou da leucemia) e outros retrovirus (GOODMAN,
GILMAN, 1996).

Sua estrutura molecular esta indicada na Figura 2, a seguir:
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Figura 2. Férmula estrutural da zidovudina (ZDV) (Veal, Back, 1995).

Baixas concentracdes inibem a infeccdo aguda por HIV-1 em linhagens
humanas de células T e em linfocitos sanguineos periféricos. A zidovudina é
menos ativa em mondcitos-macréfagos humanos ou em células quiescentes, mas
inibe a replicacdo do HIV em macrofagos cerebrais humanos. A zidovudina
também € inibitéria para o HBV e EBV (GOODMAN, GILMAN, 1996).

Ainda, baixas concentracdes de zidovudina inibem o crescimento das
células mielbides e eritrides progenitoras humanas e a blastogénese nas células
mononucleares do sangue periférico (GOODMAN, GILMAN, 1996).

Apresenta-se neutra na faixa de pH que varia de 3,5-5,5 e pka igual a 9,8
(SOUZA, STORPIRTIS, 2004).

A absorcdo é rapida e quase completa por difusdo passiva e a
biodisponibilidade oral é de aproximadamente 60-70 % da dose administrada. A

39



absorcao varia amplamente nos pacientes infectados por HIV e fica retardada pela
ingestao de alimentos (GOODMAN, GILMAN, 1996).

Os picos plasméticos e os niveis minimos sao de 0,4 a 0,5 pg/mL e 0,1
pug/mL, respectivamente, naqueles individuos que recebem 100 mg a cada 4
horas. As concentracdes liquérias variam amplamente, mas sdo, em média, 53%
das concentragBes plasmaticas nos adultos e 24 % nas criancas. As
concentracbes no sangue sdo semelhantes as encontradas na saliva, porém
menores que as do sémen (GOODMAN, GILMAN, 1996).

A meia-vida (ty2) plasmatica de eliminacdo é de aproximadamente 0,9 a 1,5
hora. A zidovudina sofre metabolismo hepatico de primeira passagem e é
rapidamente convertida em seu metabdlito 5’-O-glicuronideo, que possuiu uma ty,
de eliminacdo semelhante, mas € isento de atividade anti-HIV. Apés sua
administracdo oral, a recuperacédo da zidovudina e seu metabdlito na urina sdo em
média de 14 e 75 %, respectivamente. A depuracédo renal envolve tanto a filtracao
glomerular quanto a secrecgao tubular (GOODMAN, GILMAN, 1996). A zidovudina

€ considerada classe | pelo SCB.

2.6.2 Aciclovir

Aciclovir, (ACY), 9-[2-hydroxyethoxymethyl]-guanina € um analogo
nucleosideo com potente atividade antiviral para o grupo herpes virus. (Elion et al.,

1977; Schaeffer et al., 1978). Sua formula estrutural pode ser observada na Figura

| 0
HNJ%I::\
>
HEN)\N 3 D\[_OH

Figura 3. Férmula estrutural do Aciclovir (ACY) (GOODMAN.,1996).
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Por mais de duas décadas o aciclovir tem sido considerado farmaco de
primeira escolha para tratamento de virus de herpes simples (HSV) tipos 1 e 2
(HSV-1 e HSV-2), mas também tem se mostrado efetivo no tratamento da
varicela-zoster, citomegalovirus e infec¢cdes por virus Epstein-Barr. (De Clercq,
1993; Jain et al., 2005). O ACY esta disponivel comercialmente na forma
intravenosa, oral e administracbes tdépicas (Stagni, Ali, & Weng, 2004). A
administracdo oral de aciclovir € a rota preferida do ponto de vista de conveniéncia
para o paciente. Porém, seguindo administracéo oral, a administracdo do farmaco
pelo trato gastrintestinal € pobre, lenta e variavel. A biodisponibilidade do ACY é
baixa (10-30%) e requer administragédo de 800 mg 5 x ao dia para tratamento de
HSV genital (Tolle-Sander, Lentz, Maeda, Coop, & Polli, 2004; de Miranda & Blum,
1983). A razéo para a baixa disponibilidade do aciclovir na sua administracéao oral
€ 0 seu limite de permeabilidade na absor¢céo (BCS classe lll, Tolle-Sander et al.,
2004). Além da sua baixa permeabilidade, ACY é transportado via difusdo passiva
pela rota paracelular (De Vrueh, Smith, & Lee, 1998; Kristl & Tukker, 1998). Como
tal, a rota paracellular ocupa uma area superficial muito pequena comparada com
a rota transcelular e é selada pelas juncdes intimas, o que restringe o transporte
de moléculas hidrofilicas pelo epitélio (Noach et al., 1994; Shah, Jogani, Bagchi, &
Misra, 2006). O aciclovir € muito pouco sollvel em &agua, insolivel em alcool e
solivel em solucdo de HCI 0,1 mol/L (United States Pharmacopeia 32 NF/27,
2010).

2.6.3 Marcadores internos de permeacdo para modelo com membrana intestinal

de ra-touro

A FDA sugere o uso de varios farmacos modelos de alta ou baixa
permeabilidade como padrdes internos para estabelecer a adequacdo do método,
além de identificar os substratos para as bombas de efluxo (OLIVEIRA; MANZO,
2009).

O metoprolol € um farmaco que apresenta alta permeabilidade e é indicado

pela FDA como um potencial candidato a padréo interno. Para padrdo interno de
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baixa permeabilidade, a FDA recomenda o manitol (FDA, 2000). No entanto, a
quantificacdo desse composto apresenta algumas limitac6es analiticas, pois € um
acucar e apresenta baixa permeabilidade, dessa forma o manitol utilizado é radio
marcado (SAHA; KOU, 2000) e por isso sua utilizacdo se torna, as vezes, inviavel
diante da infra-estrutura necessaria para sua quantificacdo. Contudo Trapani e
colaboradores (2004) utilizaram em estudos de permeagédo com saco intestinal de
rd, a floridizina como padréo interno de baixa permeagdo, assim como O

metoprolol como padréo interno de alta permeacao (TRAPANI et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Avaliar e selecionar as principais condi¢cdes experimentais para 0 método
de permeacdo in vitro/ex vivo empregando membrana intestinal de ra touro em
células de Franz comparando sua eficdcia com os resultados obtidos por meio do
modelo classico que emprega células Caco-2, empregando os farmacos modelo

aciclovir e zidovudina.

3.2 Objetivos secundarios

-Caracterizar o intestino delgado de ra-touro quanto a morfologia e histologia;

-Verificar a influéncia das diferentes condigbes experimentais de pH (7,4 e 8,2),
temperatura de 26 e 37 °C e segmentos de intestino com diferentes densidade de
vilosidades no modelo por meio de planejamento experimental,

-Aplicar o planejamento experimental Projeto fracionado 2** em 4 blocos de
tamanho 4, obtido com o programa Minitab 16 for Windows para ensaiar as

diferentes condi¢cfes do experimento com membrana intestinal de ra.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Solugdes, solventes e reagentes

- Zidovudina, matéria-prima de grau farmacéutico de pureza- Farmanguinhos- Rio
de Janeiro

- Zidovudina, substancia quimica de referéncia, grau de pureza > 99 % -
Farmanguinhos- Rio de Janeiro

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

- Floridizina diidratada, 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;

- Solucéo de Ringer preparada de acordo com a seguinte composicao: NaCl 283
mmol, KCI 5,0 mmol, CaCl; 1,0 mmol, NaHCO3 2,5 mmol -Synth, Diadema — SP;

- Solucdo de Bouin preparada de acordo com a seguinte composicao: 75 mL de
acido picrico saturado, 25 mL de formaldeido 37-40% e 5 mL de acido acético
glacial,

- Tricrdmico de Malory: obtido pela mistura de solugcdo de fucsina, acido
fosfotungstico, acido fésforo molibdico e azul de anilina aquosa;

- Agua purificada Milli-Q -Millipore, MA, EUA.

-Dodecilssulfato de sddio, reagente de grau analitico de pureza (Merk, Darmstadt,
Germany);

-Tetraborato de sédio, reagente de grau analitico de pureza (Merk, Darmstadt,
Germany);

- Meio DMEM em p6 (mistura de sais inorganicos, aminoacidos, vitaminas e outros
componentes essenciais para o crescimento celular) Cultilab®;

- Meio DMEM liquido sem fenol- Cultilab®;

- Solucao tampé&o Hanks- Cultilab®;

- Solucéo de aminoacidos ndo essenciais- Sigma Aldrich®;

- Solucéo de glutamina 200 mM- Sigma Aldrich®;

-Amoxicilina, substancia quimica de referéncia (99,3%)- Sigma Aldrich®;
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- Solucdo de antibidticos estreptomicina (100 pg/mL)/penicilina (100 UIl/mL)-
Cultilab®;

- Solucéo de Tripsina 0,25% e EDTA 1mM- Cultilab®;

- Glicose-Sigma Aldrich®;

- Sais de acido N-2, hidroxietilpiperazina-N-etano sulfénico (HEPES)-Sigma
Aldrich;- Mucina Suina-Sigma Aldrich®;

- Soro fetal bovino- Sigma Aldrich®;

- Metanol, grau cromatografico Merck;

-Etanol, grau cromatografico Merck;

- Acetonitrila, grau cromatografico de pureza - JT Baker;

4.2 Equipamentos e dispositivos diversos

- Fita adesiva 100 x 4,5 (Transpore) — 3 M;

- PARAFILM “M”- LABORATORY FILM, Pechiney Plastic Packaging, Chicago.

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

- Micropipeta monocanal 100 a 1.000 pyL — Gilson;

- Micropipeta monocanal 500 a 5.000 uL- Gilson;

-Seringa de precisédo para amostragem manual de volume igual a 1,0 mL;

- 3 Células de Franz modificadas com dimensfes: 15 mm didmetro, 80 mm de
altura, 12 mL capacidade receptor, conforme esquema da Figura 4;

-Banho de 4gua com termostato regulavel Nova Etica MODELO 500/3D;

- Sistema de eletroforese capilar (modelo HP 3D CE, Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EUA) equipado com detector de arranjo de diodos e software (HP
ChemStation, verA.08.03);

- Capilares de silica fundidos revestidos internamente com poliimida, diametro
inteno de 75 pum (ISB, Brasil);

- Incubadora de CO; Termo Forma,;

- Minivoltimetro Millicell ERS® Millipore;

- Microscépio (Olympus® BX50) e software Image Pro-Plus®, vers&do 4.5.1.29.

- Lavadora ultrasénica Unigue;

- PHmetro Hanna, Digimed,;
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- Garrafas de cultivo celular 25 e 75 cm?

‘Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu composto por bomba LC-
10ADVP, degaseificador DGU-142, injetor automético de amostras SIL-10ADVP,
detector DAD SPD-M10AVVP, forno de coluna CTO10AVP; Certificado de
Qualificacdo operacional e de Performance no 512/11-HPLC Instrumentagao
Analitica;

-Coluna cromatogréfica Luna C18, 250 mm de comprimento e 4,60 mm de
diametro interno, contendo particulas de 5 um, Phenomenex®

-Sistema de filtracdo a vacuo Quimis;

- Placas Transwell de 6 e 12 pocos com inserts de policarbonato com 4 um de

poro, conforme esquema da Figura 5.
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Figura 4. Representacdo esquematica da célula de difusdo vertical e seus
acessoérios (HANSON RESEARCH, 2004).

Compartimento doador: antiviral: 300 pg/mL
floridizina: 50 pg/mL 5 mL
metoprolol: 200 pg/mL

Compartimento receptor: 12,0 mL de solucdo de Ringer.
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Figura 5. Representacdo esquematica do suporte de cultivo de células Caco-2
(STORPIRTIS et al., 2009).
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4.3 Membranas
Segmentos de intestinos de, aproximadamente, 5,0 cm de comprimento,
pesando em média 3,5 g, retirados da porcao imediatamente apds o estdbmago, de
rds-touro adultas (Rana catesbeiana Shaw, 1802), fornecidos pelo Ranéario de
Santa Bérbara D’oeste- SP. Células Caco-2 fornecidas por American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).

4.3.1 Caracterizacao histolégica da membrana biolégica

Foram realizados estudos para caracterizacdo da membrana bioldgica
Dessa forma, depois de obtidas as membranas foram fixadas em solugdo de
Bouin e, em seguida, foram preparadas as laminas para avaliacdo morfométrica e
caracterizacao histolégica em microscoépio otico.

O protocolo do experimento incluiu a retirada do intestino por laparotomia,
sendo que os cortes das seccdes intestinais foram realizados da seguinte
maneira: o segmento inicial do intestino delgado foi retirado imediatamente apds o
estbmago; o segmento médio foi retirado a cerca de 4 cm apds o estbmago e o
segmento final foi retirado a cerca de 1 cm antes do intestino grosso.

Na sequéncia, foi realizada a limpeza do tubo digestivo com solucdo de
Ringer e colocado em contato com solugédo fixadora de Bouin, por 48 h, para
melhor preservacdo da mucosa. Apos a fixacdo dos fragmentos feita em Bouin, 0s
materiais foram desidratados em banhos sucessivos de etanol em concentracdes
crescentes (70-100%) e diafanizados em xilol. Trés banhos de 2 h em parafina
precederam a inclusdo em bloco no mesmo material. Foram obtidos cortes com 5
um de espessura, em micré6tomo manual. Os cortes uma vez coletados em
laminas, foram desparafinizados e as laminas foram coradas por Tricrébmico de
Malory e por HE (Hematoxilina-Eosina).

As laminas foram analisadas em microscopio o6tico BX 50 e
fotomicrografadas com fotomicroscopico 6tico com capacidade de aumento de 400
vezes com o0 uso do programa Image-Pro-Plus-The Proven Solution. Verséao:
4.5.1.29 for Windows 98/NT/ME/2000/XP Prof. Serial number: 41n50000-41229
Copyright 1993-2003 Media Cybernetics,Inc.
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4.4 Planejamento Experimental

Diante da possibilidade de padronizacdo de um novo método, foi verificada
a influéncia de algumas varidveis na permeabilidade intestinal, sdo elas:
temperatura, pH da solugéo de Ringer, seccao intestinal da ra e dois diferentes
farmacos. Para tanto, foi proposto o Planejamento fatorial 2** em 4 blocos de

tamanho 4, contemplando as variaveis citadas, apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2. Matriz de ensaios codificada do Planejamento fatorial 2** em 4 blocos
de tamanho 4, obtida com o programa Minitab 16 for Windows e utilizada para os

estudos de permeabilidade intestinal.

Projeto original com 4 ensaios adicionais

Ordem padrao |[Ordem aleatdria |Blocos (sec. int.) A B C
1 1 1 1 -1 -1 1
2 3 1 -1 1 -1 1
3 2 1 1 -1 -1
4 4 1 -1 1 1 -1
5 6 2 -1 -1 -1 -1
6 7 2 1 1 -1 -1
7 5 2 -1 -1 1 1
8 8 2 1 1 1 1
9 10 1 -1 -1 -1 -1
10 9 1 1 1 1
11 12 2 -1 -1 -1
12 11 2 1 1 1 -1
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Quadro 3. Legenda das variaveis codificadas presentes no planejamento

estatistico utilizado para o estudo de permeacéo intestinal.

Niveis
Niveis reais codificados
Variaveis Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 | Nivel 2
A=Temperatura| 26°C 37°C -1 1
B=Farmaco zidovudina| aciclovir -1 1
C=Seccéo inicial final -1 1
D=pH 7,4 8,2 -1 1

Quadro 4. Matriz do planejamento em unidades originais

Planejamento com 4 ensaios adicionais ordenado pela ordem de correr

A B C D
Experimento Grupo |Temperatura| Farmaco Seccéo pH
(°C) intestinal

1 1 37 zidovudina inicial 8,2
2 1 37 zidovudina final 7,4
3 1 26 aciclovir inicial 8,2
4 1 26 aciclovir final 7.4
5 2 26 zidovudina final 8,2
6 2 26 zidovudina inicial 7.4
7 2 37 aciclovir inicial 7.4
8 2 37 aciclovir final 8,2
9 1 37 aciclovir final 8,2
10 1 26 zidovudina inicial 7,4
11 2 37 aciclovir final 7,4
12 2 26 zidovudina inicial 8,2
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4.5 Ensaios de permeabilidade com membrana intestinal de ra-touro

Segmentos iniciais e finais de intestino delgado de 5,0 cm foram retirados
de ras-touro (Rana catesbeiana Shaw, 1802), com peso entre 150,0 e 200,0 g,
apos jejum de 48 h antes do experimento, conforme ilustrado pela Figura 8. As ras
foram eutanasiadas, conforme procedimentos adotados no Ranario de Santa
Barbara, Sado Paulo conforme demonstrado nas Figuras 6 e 7. Os intestinos
delgados foram retirados por laparotomia (abertura cirdrgica da cavidade
abdominal). A eutanasia das ras foi realizada 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 o preparo para uso nos experimentos foi responsabilidade do
pesquisador. Os segmentos de intestino foram, imediatamente, lavados com
solucdo de Ringer tamponada em pH 8,2 e pH 7,4, em temperatura ambiente
(TRAPANI et al., 2004) onde foram mantidos sob refrigeracdo até sua utilizacao,
no maximo por 2 h quando foram cuidadosamente abertos e inseridos nas 3

camaras de difusao vertical.
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Figuras 6 e 7. Ras touro no tanque de criagcao no Ranario Santa Barbara D’oeste a

direita e réds touro j& eutanasiadas e sem pele a esquerda.

Figura 8. Segmentos iniciais e finais de intestino delgado de ra touro com cerca de

5cm.
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- As camaras de difusdo apresentam um compartimento receptor e
outro doador. O compartimento receptor foi preenchido com solucdo de Ringer
tamponada e foi mantido a 37 £ 0,5 °C ou 26 + 0,5 °C (, sob constante agitacao,
até estabilizacdo. Cada farmaco foi colocado no compartimento doador em
solucdo de concentracdo conhecida, juntamente com os padrbes internos de
permeacdo e, em intervalos pré-estabelecidos (0,5, 1, 1,5, 2,0, 3, 4, 5h.) foi feita a
amostragem a partir do compartimento receptor. Segue ilustracdo do experimento

montado na Figura 9.

Figura 9. Experimento com trés células de difusdo vertical modificadas em banho-

maria.
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A integridade das membranas foi avaliada usando floridizina e metroprolol
como padrdes internos de baixa e alta permeacéo, respectivamente.

A quantidade de farmaco permeada pelo método que emprega membrana
intestinal de ra foi determinada por eletroforese capilar e foram obtidos os perfis de
permeacdo em funcdo dos intervalos de amostragem.

A partir da determinagdo das quantidades permeadas de farmacos, foram
calculados os principais parametros de permeacao (BARRY, 1983; SHAH, 1994,
TRAPANI et al., 2004):

a) Porcentagem cumulativa de farmaco permeado através das membranas
no periodo de 5 h (Qy);

b) Os perfis de farmaco permeado versus tempo foram plotados em curvas
semi-log, fornecendo as constantes de absorcdo aparente de primeira ordem por

meio do calculo dos coeficientes angulares das curvas (ka).

4.6 Ensaios de permeabilidade com células Caco-2.

As células Caco-2 foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC;Rockville, MD, EUA) e cultivadas em meio DMEM (Dulbecc’s Modified
Eagle’s Medium) com alta concentragcdo de glicose (4,5 g/L), 2,2 g/L de
bicarbonato de sodio e suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de
solucdo de aminoacidos ndo essenciais, 1 % de solucdo de glutamina 200mM e
antibioticos (penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL). As células foram
utilizadas entre os repiques de passagem 20 a 30. O banco celular foi mantido em
cultivo em garrafas roux de 75 cm?, sendo o meio substituido a cada dois dias. O
subcultivo foi realizado quando a cultura atingia, no minimo, 80 % de cobertura da
garrafa (cerca de 3 a 4 dias), da seguinte maneira: o0 meio de cultivo foi aspirado e
descartado, as células aderidas a parede da garrafa foram isoladas com 2 mL de
solucéo de tripsina (0,25%) e EDTA (1 mM) e incubadas a 37 °C por 5 min.. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em meio DMEM e divididas na

proporcao 1:4 em novas garrafas contendo 15 mL de meio DMEM. As culturas
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foram mantidas em incubadora sob temperatura de 37 °C, atmosfera constituida
de 5 % de CO; e 90 % de umidade relativa.

4.6.1 Cultivo das células Caco-2

Para os ensaios de permeabilidade, as células foram transferidas para
placas Transwell® contendo 12 pocos, com suporte de policarbonato de 0,4 pm de
poro e area de 1,12 cm?. Nos ensaios, foi empregada suspenséo de células com
densidade igual a 5x 10* cel/cm?.

4.6.2 Monitoramento da integridade da membrana de células Caco-
2

As monocamadas formadas pelas células em cultivo foram monitoradas
quanto ao valor de resistividade elétrica utilizando o minivoltimetro Millicell ERS®
Millipore. A determinacédo do valor de Resisténcia Elétrica Transepitelial (RET) foi
realizada aos 10, 15 e 21 dias de cultivo e aos 30, 60, 90 e 120 min. durante a

realizacdo do experimento de permeabilidade.

4.6.3 Ensaio de permeabilidade

As células foram previamente lavadas com tamp&do Hanks contendo 200
mM de sais de HEPES (tampéao de permeabilidade) com pH 7,4. As células foram
mantidas com este tampao por 20 min. a 37 °C e a RET foi medida em cada
membrana.

Foram consideradas aptas para o experimento apenas membranas que
apresentaram valor de RET acima de 300 Q/cm? como ja padronizado
anteriormente (GONCALVES 2010).

Os experimentos foram iniciados com a adicdo de solugcéo de farmaco na
concentracdo de 10,0 pg/mL para aciclovir (pH 6,8) e zidovudina (pH 7,4) aos
compartimentos apicais das placas Transwell®. Além disso, foram adicionadas
também aos compartimentos apicais, as solu¢des dos padrdes de permeabilidade:

amoxicilina e metoprolol nas concentracdes iniciais de 25 pg/mL e 5 pg/mL,
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respectivamente. O pH do compartimento basolateral foi fixado em 7,4 e as placas
foram mantidas sob agitacdo em agitador orbital a 37 °C (25 rpm). Foram
realizadas coletas de 200 pL de tampao de permeabilidade fresco, mantido a 37
°C, com finalidade de manutencéo do volume do meio no compartimento.

Os valores de Permeabilidade Aparente (Papp) em cm/s para os modelos

foram determinados segundo as Equacdes 5:

H1Il
A 60 4 C,
(Equacéo 5)

Popp = axc X — (Equacéo 6)

Em que:
Para Equacéo 5:
A= area de exposicdo membrana (0,2 cm?)

Concentracdo inicial do farmaco na solucdo em contato com a membrana

Equacéo 6:

Papp= permeabilidade aparente

VR= volume do compartimento receptor (basolateral) em (1,5) cm®

A= &rea do suporte de cultivo celular (1,12 cm?)

Co= concentragéo inicial adicionada no compartimento doador (apical)

dC/dt= diferencial da concentracdo em relacéo ao tempo do experimento.
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4.7 Validacdo do método de quantificacdo por Eletroforese Capilar

4.7.1 Instrumentacgao

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 refrigeracdo do
capilar através da circulagao do liquido refrigerante “cooler”.

Capilares de silica fundida (ISB, Brasil) com 75 pum de diametro interno e
50,2 cm de comprimento total (comprimento efetivo de 30 cm), revestidos
externamente com poliimida, foram utilizados na realizagéo dos experimentos.

As lavagens para o condicionamento de capilares novos foram realizadas
por pressao de, aproximadamente, 20 psi, com passagem de hidréxido de sodio 1
mol/L, por 30 min., seguida pela passagem de agua deionizada, por mais 30 min.
e, por ultimo, seguiu-se a passagem do eletrélito de corrida durante 30 min (3mL
de SDS (dodecil sulfato de s6dio), 2 mL de TBS (tetraborato de sodio), 3mL de
etanol e 2 mL de H,O Milli-Q). No inicio do dia, o capilar foi condicionado com
hidroxido de sédio 1 mol/L por 10 min., seguido por &gua deionizada durante 10
min. e por 8 min. com o eletrdlito de corrida. No intervalo entre as corridas, o
capilar foi recondicionado com o eletrélito por 2 min. e, no término das anélises, o
capilar foi lavado com hidroxido de sodio 1 mol/L por 3 min. e 4gua deionizada por
mais 3 min., para a limpeza.

Para os testes, foi utilizada corrente de 80 e 85 YA, a deteccao foi realizada
a 214 nm e a injecdo da amostra foi de 0,5 psi, por 10 s. A temperatura do sistema

foi mantida a 25 °C.
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4.7.2 Procedimento

O meétodo analitico por Eletroforese Capilar (Monteiro, 2012) foi
modificado para a analise dos farmacos zidovudina, aciclovir, floridizina e
metoprolol conforme sera detalhado no item 5.2.

Para validacdo foram avaliados 0s seguintes parametros:
seletividade/especificidade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddao (BRASIL, 2003; ICH, 2005; UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2010).

4.7.2.1 Seletividade/Especificidade

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

analisada posteriormente.

4.7.2.2 Linearidade

Foram preparadas e injetadas solu¢cbes dos farmacos zidovudina, aciclovir,
floridizina e metoprolol nas concentracdes de 5; 10; 20; 40; 80; 100 pg/mL, porém,
buscando-se a menor faixa detectavel foram também preparadas e injetadas
solugdes do farmaco zidovudina, nas concentragdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 pg/mL;
do aciclovir, solugbes nas concentracdes de 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4 pg/mL e para a
floridizina, nas concentracfes de 2, 4, 8, 15 e 20 pug/mL. Essas solu¢cdes foram
analisadas, em triplicata, por eletroforese capilar, utilizando-se o eletrdlito

selecionado e as condi¢Oes estabelecidas e, a partir dos resultados encontrados,
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foram construidas curvas analiticas relacionando as areas dos picos versus a

concentragdo empregando regressao linear pelo método dos minimos quadrados.

4.7.2.3 Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagéo

O limite de detecc¢éo (LD) foi determinado baseando-se no desvio padrao

(S) e na inclinagdo da curva analitica (o), conforme a equacao a seguir:

a (Equacéo 7)

Onde:
S: desvio padrao

a: inclinagdo da curva analitica

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

padrdo (S) e na inclinagéo da curva analitica (o), conforme a equagéo a seguir:

s
LQ = - x10 (Equacao 8)

Onde:
S: desvio padrao

o inclinacéo da curva analitica

O desvio padrao das respostas foi determinado pelo erro padrao estimado

na regressao linear.

4.7.2.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade ou precisédo

intra-dia e, para isso, utilizaram-se solu¢des nas concentracoes de 0,6, 0,95 e 1,3
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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 pg/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 da precisao intermediaria ou inter-dia. Para tanto, solucbes
nas respectivas concentracdes referidas acima, foram injetadas em triplicata
durante dois dias consecutivos. O resultado da precisdo do método foi obtido com
o calculo do coeficiente de variagdo (CV%) obtido a partir dos resultados,

conforme a seguinte equacao:

P .
% 100 (Equacéo 9)

&V =cup

Onde:
DP: desvio padrao

CMD: concentracdo média determinada

4.7.2.5 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do método, solu¢cdes nas concentracbes de
0,6, 0,95 e 1,3 ug/mL para o aciclovir de 0,3; 0,6 e 0,9 pg/mL para a zidovudina,
de 4,5; 11,3 e 18 pug/mL para a floridizina e de 26,7; 58,4 e 90 pg/mL para o
metoprolol, foram injetadas em triplicata em um mesmo dia (exatidao intra-dia) e
em dois dias consecutivos (exatiddo inter-dia). Os resultados das areas obtidas
com essas solucdes foram comparadas com os valores teoricos, obtendo-se

assim, a exatiddo do método (%), por meio da seguinte equacao:

_ <
E% = Co x 100 (Equacéo 10)

Onde:

C = média das concentracdes determinadas experimentalmente;

Co = concentracgao teorica inicial
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4.8 Validacdo do método de quantificacdo por HPLC

4.8.1 Preparo das solu¢Bes-padrao da curva analitica

As solucbes padréao das curvas de calibracdo foram preparadas a cada dia
de analise a partir da solucdo estoque na concentragdo de 1,0 mg/mL,
recentemente preparada. A solucdo estoque foi preparada a partir da pesagem de
10 mg para o aciclovir e para zidovudina, seguida de solubilizacdo em baldo
volumétrico calibrado de 10 mL, utilizando-se como solvente agua Milli-Q. Para
auxiliar na solubilizagdo no caso do aciclovir, tornou-se necessaria a utilizagdo do
banho ultrassénico por 20 min.. A partir da solugcéo estoque foram preparadas as
solucdes padréo por diluicdes sucessivas em solucédo tampado Hanks até atingir as
seguintes concentracfes para construgcdo da curva analitica: 250 ng/mL; 500
ng/mL; 1.000 ng/mL; 2.500 ng/mL; 5.000 ng/mL e 10.000 ng/mL.

4.8.2 Preparo das solucdes padréo

As solucbes do padrao de baixa (CQB), média (CQM) e alta concentracdes
(CQA) para o aciclovir e zidovudina foram preparadas a partir da solucdo
estoque,conforme procedimento descrito no item anterior. Os respectivos valores
de concentracdo foram iguais a 500 ng/mL; 4000 ng/mL; 8000 ng/mL. Apés o
preparo, essas solucbes foram aliquotadas para frascos de vidro ambar e

armazenadas sob refrigeracdo até o momento das injecoes.

4.8.3 Preparo das amostras dos estudos de permeabilidade

Para analise das amostras provenientes dos estudos de permeabilidade,
optou-se pela injecdo direta no sistema cromatogréafico, sem necessidade de

procedimentos de extracdo ou purificacao.
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4.8.4 Parametros de validacéo

Os parametros de validacdo adotados s&o 0os mesmos apresentados para
validacdo do método de eletroforese capilar citados no item 4.7.2 bem como as

formulas e métodos de calculos adotados.

4.8.5 Seletividade e Estabilidade de curta duragao

Apenas os parametros de seletividade e estabilidade foram realizados
diferente da descricdo apresentada para o método de ra-touro devido a diferencas
nos materiais envolvidos. Sendo o0 seguinte procedimento para seletividade: a
especificidade do método foi avaliada por meio da analise de seis amostras de
solugcédo tampéo de Hanks em comparagédo com outra solugéo contendo aciclovir e
zidovudina, a fim de que possiveis interferéncias provenientes do tampéo fossem
avaliadas.

Para determinacdo do parametro de estabilidade foram utilizadas 3
amostras de padréo de controle de qualidade em trés concentracdes (baixa, média
e alta), mantidas a temperatura ambiente durante 6 horas. A concentragcdo dos
analitos nas amostras de padrdo de controle de qualidade foi comparada aos
resultados de amostras recém preparadas. Os resultados foram comparados

aqueles obtidos da anélise de amostras recém preparadas.
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4.9 Anadlise estatistica dos resultados obtidos

Os resultados de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) obtidos
com os métodos de permeacdo por membrana intestinal de rd e pelo modelo de
células Caco-2 foram comparados utilizando teste t com 2 graus de liberdade,
para duas amostras, considerando variancias desiguais usando software Minitab
v.16 e pbde ser visto por meio da andlise do intervalo de confianga obtido para os
resultados de Papp para os dois farmacos no modelo de células Caco-2 quais_os
valores do coeficiente de permeabilidade da rd touro eram considerados

estatisticamente equivalentes quando estavam dentro do intervalo calculado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéao histologica do epitélio intestinal da Rana catesbeiana

A literatura carece de informagOes sobre a divisdo do intestino de ras,
vilosidades, ou capacidade absortiva. Na maioria dos trabalhos o intestino dos
anfibios é dividido em delgado e grosso, cuja por¢do anterior € denominada de
duodeno por Duellman e Trueb (1986) e por George e colaboradores (1998).
Outros autores dividem o intestino do anfibio em regido anterior, posterior e célon
(SAIDANE et al., 1997).

Desse modo, considerando a falta de publicacbes sobre a capacidade
absortiva e/ou caracterizacdo histoldgica das diferentes por¢des do intestino de
rés, a importancia deste ensaio tornou-se relevante para o presente estudo uma
vez que a area utilizada no experimento de permeacdo com células de Franz é
muito pequena, cerca de 0,2 cm?. Além disso, como ndo se utilizam os intestinos
inteiros, é necessario comparar as diferentes porcbes e verificar as diferencas
para a padronizacdo da seccdo a ser empregada nos experimentos de
permeacao.

Adicionalmente, € conveniente comparar morfologicamente os tecidos
intestinais de humanos e rds uma vez que se pretende adotar o modelo para
estimar a permeabilidade humana de substancias.

Nas Figuras 10 e 11 sdo apresentadas representacfes histologicas da
membrana de intestino delgado humano, com a organizacdo da vilosidade e o

corte da extremidade de um vilo.
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Organizagdo da vilosidade: A — Corte longitudinal. B — Corte transversal, mostrando as células epiteliais
fmorana basal.

Figura 10. Organizacéo da vilosidade do intestino delgado humano (Guyton, 1997).

As células epiteliais intestinais humanas se caracterizam pela borda em
escova que consiste em aproximadamente 600 microvilosidades com 1 pum de
comprimento e 0,1 um de diametro (GUYTON, 1997).

Os vilos ou vilosidades intestinais sdo evaginacdes da membrana mucosa
gue se projetam na luz do intestino delgado. Seu comprimento varia entre 0,5 e
1,5 mm. Sdo de forma foliada no duodeno e no ileo assumem um aspecto
digitiforme (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1990).

As células absortivas apresentam microvilos que aumentam sua superficie
de absor¢cdo. S&o colunares prismaticas e se caracterizam pela presenca de uma
condensacdo em sua superficie apical, a cuticula. Ao microscopio, essa cuticula
se apresenta como uma camada de microvilos densamente agrupados. Estima-se
que cada uma dessas células tenha em média 3000 microvilos e que 1 mm? de
mucosa contenha 200 milhdes de microvilos (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1990).

A sequir, na Figura 11 é apresentada a extremidade de um vilo humano e a

Figura 12 focaliza a extremidade de um vilo do intestino delgado de Rana
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catesbeiana demonstrando a semelhanca estrutural entre as microvilosidades e as

cuticulas.

HISTOLCGIA BASICA

Figura 11. Fotomicrografia de corte da extremidade de um vilo de ileo humano.
(C) representa o eixo conjuntivo vascular do vilo e seu epitélio de revestimento
intercalado com células calciformes. A direita observa-se nitidamente a cuticula (Ct)
gue aparece, ao microscopio, como microvilos. Coloracdo hematoxilina e eosina
(HE) aumento de 450 vezes (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1990).
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Figura 12. Corte longitudinal do segmento inicial do intestino delgado de Rana
catesbeiana focalizando a extremidade de um vilo (Microscopio 6tico Olympus

BX50, corante tricrémico de Mallory, aumento de 100X).

Nas Figuras de 13 a 21, sdo apresentados os resultados da avaliacéo
histoldgica de cortes longitudinais e transversais de intestino de ra-touro (Rana
catesbeiana) nas diferentes por¢cbes estudadas, realizadas em microscépio 6tico

Olympus BX50, com aumento de 12,5 a 40X.
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Figura 13.Corte transversal do segmento inicial do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricromico de Mallory, aumento
de 12,5X).

Figura 14. Corte transversal do segmento médio do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricrbmico de Mallory, aumento
de 12,5X).
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Figura 15. Corte transversal do segmento final do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricrbmico de Mallory, aumento
de 12,5X).

Figura 16. Corte longitudinal do segmento inicial do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricromico de Mallory, aumento
de 12,5X).
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Figura 17. Corte longitudinal do segmento médio do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricromico de Mallory, aumento
de 12,5X).

Figura 18. Corte longitudinal do segmento final do intestino delgado de Rana
catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricromico de Mallory, aumento
de 12,5X).
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Figura 19. Corte transversal focalizando o limen do segmento inicial do intestino
delgado de Rana catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricrbmico de

Mallory, aumento de 40X).

Figura 20. Corte transversal focalizando o limen do segmento médio do intestino
delgado de Rana catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricrdmico de
Mallory, aumento de 40X).
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Figura 21. Corte transversal mostrando o limen do segmento final do intestino
delgado de Rana catesbeiana demonstrando as vilosidades (Corante tricromico de
Mallory, aumento de 40X).
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Embora tenham sido feitas coloracbes nos tecidos intestinais com
hematoxilina-eosina (HE) e corante tricromico (mistura de solugédo de fucsina,
acido fosfotungstico, acido fosforo molibdico e azul de anilina aquosa) de Mallory,
estdo apresentados apenas o0s resultados das fotomicrografias coradas por
Mallory uma vez que esse corante permitiu uma diferenciacdo melhor entre
tecidos, o que proporcionou melhores imagens.

O diametro do segmento intestinal no corte transversal inicial (Figura 13) &
maior que na porcao média (Figura 14), sendo que a porcéao final apresenta o
menor diametro (Figura 15). Realizados os calculos dos diametros por meio do
programa Image-Pro-Plus-The Proven Solution. Versédo: 4.5.1.29 for Windows
98/NT/ME/2000/XP Prof. Serial number: 41n50000-41229 Copyright 1993-2003
Media Cybernetics,Inc., foi possivel comprovar esta informacéo. O diametro médio
obtido para corte transversal do segmento inicial na Figura 13 foi de 3.860 um, o
didmetro do segmento médio, na Figura 14, foi de 3.702 um e o diametro do
segmento final do intestino, na Figura 15, foi de 2.727 um. Devido aos diametros
do segmento inicial e médio ndo apresentarem diferencas significativas em
relacdo ao comprimento e area total da seccdo sera utilizado no planejamento
experimental apenas a secc¢ao inicial e a final do intestino delgado de ra. Por outro
lado, o limen intestinal € menor na porcao inicial do intestino devido ao grande
comprimento dos vilos aumentando na porcdo média e sendo maior na porcao
final onde os vilos apresentam menor comprimento.

Considerando que as microvilosidades sdo constituintes das células
absortivas que aumentam a superficie de absor¢cdo e estdo localizadas nas
bordas apicais estriadas dos vilos ou vilosidades, pode-se inferir que quanto mais
longos os vilos, maior numero de microvilosidades e, portanto, maior a
capacidade de absorcdo de uma porcao intestinal. O mesmo se pode dizer a
respeito da quantidade de vilosidades.

Diante dos cortes histolégicos obtidos foi constatado que o segmento inicial
do intestino delgado da Rana catesbeiana é o que apresenta maior quantidade de
vilosidades (total de 30 vilos em area aproximada de 11,69 mm? ou 2,5 vilos/mm?)

sendo estes mais compridos; seguido pelo segmento médio (26 vilos em area
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aproximada de 10,75 mm? ou 2,41 vilos/ mm?) e o segmento final é o que
apresenta vilos irregulares (22 vilos em area aproximada de 5,83 mm? ou 3,77
vilos/ mm? e de menor comprimento conforme pode ser observado nas Figuras
13, 14 e 15, respectivamente.

Espera-se, portanto, que ocorra maior absorcdo por transporte passivo dos
farmacos no segmento inicial, pois este apresenta maior superficie de absorcao,
seguida pelo segmento médio do intestino. Similarmente, menor absorcédo é
esperada para a porcao terminal do intestino uma vez que essa sec¢ao apresenta
menores e irregulares vilosidades e consequentemente menos microvilosidades, o
que pode ocasionar uma menor superficie de absorcdo, no caso destes farmacos
sujeitos apenas ao processo de absorcéo por difusédo passiva.

Segundo Artursson e colaboradores, 1993, em geral, nos estudos de
permeabilidade intestinal, a permeabilidade decai na seguinte ordem: jejuno >
ileum > colon e o coeficiente de permeabilidade € mais baixo nos modelos in vitro
do que nos segmentos correspondentes de intestino humano in vivo. Foi o que
ocorreu nos resultados obtidos pelos autores para permeabilidade in vitro usando
segmentos intestinais de rato e células Caco-2. No entanto, os perfis de
permeabilidade foram similares aos resultados in vivo e foi obtida uma correlacdo
linear aceitavel. De acordo com os autores, os fatores que podem contribuir para
essa diferenca sdo a auséncia de fluxo sanguineo, a motilidade reduzida e a
espessura da camada mucosa no caso dos segmentos de rato e auséncia do eixo
de criptas e vilosidades, baixa taxa de renovacédo celular e auséncia de células
globosas em células Caco-2.

5.2 Validacdo do método de quantificagdo por Eletroforese Capilar
5.2.1 Estabelecimento das condi¢des 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
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solucéo de Ringer, assim, o eletrdlito de corrida deve separar, simultaneamente,
esses farmacos para que sejam detectados e quantificados.

Inicialmente, foi empregado o eletrdlito desenvolvido por MONTEIRO, 2012
constituido de 20 mM tetraborato de sédio (pH 9,2), 30 mM dodecil sulfato de
sédio em solucdo etandlica 10% (v/v). Porém, devido a dificuldade na
reprodutibilidade para a separacdo dos farmacos aciclovir e zidovudina novos
testes para esse método com diferentes concentracbes de etanol foram
realizados.

No eletroferograma da Figura 22 foi ensaiada a voltagem de 20 kV
mantendo as demais condicfes originais do método mas, como pode ser

observado, ndo houve separacao de todos componentes da amostra.
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Figura 22. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
9,2), 10% etanol (v/v); voltagem: 20kV; 25 °C; injecao hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.

Conforme demonstrado na Figura 23 a corrente foi modificada para 80 HA,

mas também n&o houve separacédo adequada.
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Figura 23. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
9,2), 10% etanol (v/v); corrente: 80 pA; 25 °C; injecdo hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;

A=214 nm.

No caso da Figura 24 foi entdo variada a concentracdo de etanol, com

reducado para 5%, entretanto essa modificacéo prejudicou ainda mais a separagao.
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Figura 24. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e

metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
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9,2), 5% etanol (v/v); corrente: 80 PA; 25 °C; injecdo hidrodindmica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.

Na Figura 25, optou-se pela concentragdo de 15% de etanol havendo
separacao incompleta.
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Figura 25. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
9,2), 15% etanol (v/v); corrente: 80 pA; 25 °C; injecdo hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.

Na Figura 26 foi ensaiada concentracdo de 25% de etanol e ocorreu

separacédo, porém com cauda para dois dos componentes.
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Figura 26. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e
metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
9,2), 25% etanol (v/v); corrente: 80 pA; 25 °C; injecdo hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;

A=214 nm.

Na Figura 27 também foi ensaiada a concentracdo de 25 % de etanol,

porém usando corrente de 25 Kv (utilizando a voltagem), piorando a separagéo.
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Figura 27. Eletroferograma de MECK de aciclovir, zidovudina, floridizina e

metoprolol em Ringer. Capilar: 75 um, 40 cm; tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
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9,2), 25% etanol (v/v); voltagem: 25 kV; 25 °C; injec&o hidrodinamica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.

Na Figura 28 foi modificado comprimento efetivo do capilar para 30 cm até
o detector e, com a corrente aumentada para 85 PA, os farmacos foram separados

em 11 min..
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Figura 28. Eletroferograma de MECK de metoprolol, zidovudina, aciclovir e
floridizina em Ringer. Capilar: 75 pm, 30 cm; tamp&o: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH
9,2), 30 % etanol (v/v); corrente: 85 YA; 25 °C; injecdo hidrodindmica: 0,5 psi/10 s;
A=214 nm.

5.3 Determinacao dos parametros de validacdo do método analitico desenvolvido

Os procedimentos de validacdo foram realizados para garantir,
experimentalmente, que a metodologia proposta para a quantificacdo dos
farmacos que permearam a membrana intestinal nos estudos de permeacéo
atenda aos atributos preconizados no Guia para Validacdo de Métodos Analiticos
e Bioanaliticos da Anvisa e no Validation of Analytical Procedures do ICH, a fim de
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garantir a confiabilidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método
(ANVISA, 2003; ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2010).

5.3.1 Seletividade/Especificidade

Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum componente da solugao
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 solugcédo de Ringer com a membrana intestinal e

comparando-se o resultado obtido com o de uma amostra ndo contaminada.

A membrana biologica nao interferiu na separacdo dos analitos, apenas
aumentou em 1 minuto o tempo da corrida, por isso a seletividade do método foi

comprovada, conforme mostrado na Figura 29.
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Figura 29. Eletroferograma de MECK de metoprolol (1), zidovudina (2), aciclovir (3),
floridizina (4) em Ringer, na presenca da membrana bioldgica. Capilar: 75 um, 30
cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2), 30% (v/v) etanol; corrente: 85 PA ;
25 °C; injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.
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5.3.2 Linearidade

O método apresentou linearidade nas faixas de concentracfes estudadas

para o aciclovir, a zidovudina, a floridizina e 0 metoprolol e as equacdes de reta

foram calculadas, conforme resultados apresentados na Tabela 1 e nas Figuras 30

a 33. Os coeficientes de determinagdo foram: 0,99989999 para zidovudina,
0,9967447 para aciclovir,

metoprolol, o que comprova boa linearidade do método.

0,99969995 para floridizina e 0,99523866 para

Tabela 1. Resultados estatisticos obtidos por meio da regresséo linear a partir

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

metoprolol em solucéo de Ringer.

Coeficiente | Coeficiente

, - Coeficiente | Coeficiente de de

Farmaco | Equacao reta ) S ~

angular (a) | linear (b) determlznagao correlacao

(R%) ("
Zidovudina| Y~ 32806x - 35806 -233.6 0,9998  |0,99989999

2336

Aciclovir | ¥~ %158345& * | 11848 653,5 09935 | 0,9967447
Floridizina | ¥~ 3%35’5“ * | 38235 195 09994  |0,99969995
Metoprolol | Y :7220752’1‘” “ | 24724 | 74051 0,9905 |0,99523866
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Figura 30. Curva analitica do metoprolol em solucao de Ringer. Capilar: 75 um, 30
cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2), 30 % (v/v) etanol; corrente: 85 PA ;
25 °C; injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 31. Curva analitica da zidovudina em solug&o de Ringer. Capilar: 75 um, 30
cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2), 30 % (v/v) etanol; corrente: 85 PA ;
25 °C; injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 32. Curva analitica do aciclovir em solu¢édo de Ringer. Capilar: 75 pum, 30
cm; tampéo: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2), 30 % (v/v) etanol; corrente: 85 UA;
25 °C; injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.
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Figura 33. Curva analitica da floridizina em solucdo de Ringer. Capilar: 75 um, 30
cm; tampao: 30 mM SDS, 20 mM TBS (pH 9.2), 30 % (v/v) etanol; corrente: 85 UA;
25 °C; injecao hidrodinamica: 0.5 psi/10 s; A=214 nm.
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5.3.3 Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagao

Tabela 2. Limites de detec¢éo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos na validacéo do

método analitico para quantificacdo de aciclovir,

metoprolol utilizando a técnica de cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

zidovudina,

Limites
(ng/mL) Floridizina Aciclovir Zidovudina Metoprolol
Deteccéo 0,67 0,22

Quantificacao 2,0 0,6

floridizina e

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

ensaio e para as quantidades esperadas de farmacos permeadas.

5.3.4 Precisao

Tabela 3. Precisdo obtida para aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol a

partir da determinacao de trés diferentes concentracbes em um mesmo dia (intra-

dia) e em dois dias consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica de cromatografia

eletrocinética micelar (MEKC).

Farmacos | concentracéo CV (%)
(g/mL) Intra-dia Inter-dia

0.3 4.04 4.90
Zidovudina 0.6 1.91 3.05
0.9 2.55 1.87
0.6 1.04 3.83
Aciclovir 0.95 4.52 3.80
1.3 2.42 4.07
45 2.44 3.19
Floridizina 11.3 0.59 1.69
18.0 0.82 0.84
26.7 1.43 1.10
Metoprolol 58.4 0.43 0.31
90.0 0.27 0.28
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Valores de coeficiente de variacdo (CV) menores que 5% séo considerados
aceitaveis (ANVISA, 2003; ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2010).
Dessa forma, os valores obtidos e apresentados na Tabela 3 demonstram a

precisdo do método nos intervalos de concentracédo ensaiados.

5.3.5 Exatidao

Tabela 4. Exatiddo obtida para aciclovir, zidovudina, floridizina e metoprolol a
partir da determinacao de trés diferentes concentracbes em um mesmo dia (intra-
dia) e em dois dias consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica de cromatografia

eletrocinética micelar (MEKC).

Substancia Concentragao . E % .
(ug/mL) Intra-dia Inter-dia
0.6 104.43 101.30
Aciclovir 1.0 101.42 101.78
1.3 104.16 103.69
0.3 97.64 98.67
Zidovudina 0.6 95.39 99.05
0.9 97.02 97.48
4.5 97.08 97.25
Floridizina 11.3 101.41 102.0
18.0 102.75 97.69
26.7 103.78 96.41
Metoprolol 58.4 101.41 96.54
90.0 102.75 96.62

Os valores obtidos encontram-se préoximos de 100% e por isso confirmam uma
adequada exatiddo do método analitico considerando que o desvio maximo aceito
é de 15% (ANVISA, 2003).

85



5.4 Validacdo método HPLC-UV para células Caco-2

As condi¢cdes cromatograficas usadas para validacdo do método para
quantificacdo do aciclovir nos ensaios de permeabilidade foram:

-20 mM de NaH,PO,4 em pH 7.4 e metanol (60:40 v/v)
-Coluna Luna C18
-Fluxo 1 mL/min

- Comprimento de onda: 284 nm.

As condicbes usadas para validagdo do método para quantificacdo da

zidovudina foram:

-20 mM de NaH,PO,4 em pH 4 e acetonitrila (80:20 v/v)
-Coluna Luna C18
-Fluxo 1 mL/min

- Comprimento de onda: 268 nm.

5.4.1 Seletividade

Na Figura 35 estdo representados os cromatogramas das injecdes da
solugéo do branco (tampéao Hanks pH 7,4), bem como da injecdo da solucéo de
padrao de Aciclovir em tampédo Hanks pH 7,4. Por meio da observacdo dos
cromatogramas pode-se concluir que o método desenvolvido mostrou-se seletivo
para o analito em estudo, ndo ocorrendo diferencas perceptiveis no pico em seu

respectivo tempo de retencéo de 4,9 min.
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Figura 34. Cromatograma das injecdes da solugdo do branco (solucdo tampéo
Hanks pH 7,4) (a). Cromatograma da injecdo de ACV 4000 ng/mL em Tampéo
Hanks pH 7,4 (b).

Na Figura 35 estdo representados os cromatogramas das injecdes da
solugéo do branco (tampéao Hanks pH 4,0), bem como da injecdo da solugcéo de
zidovudina em tampdo Hanks pH 4,0. Por meio da observacdo dos

cromatogramas pode-se concluir que o meétodo desenvolvido apresentou-se
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seletivo para o analito em estudo, ndo ocorrendo diferencas perceptiveis no pico

em seu respectivo tempo de retencéo de 6,48 min..
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Figura 35. Cromatograma das injecbes da solucdo do branco (solugcdo tampéo
Hanks pH 4) (a). Cromatograma da inje¢do de Zidovudina a 2500 ng/mL (b) em
Tampao Hanks pH 4,0.

5.4.2 Linearidade

Para a avaliacao da linearidade foram preparadas solucdes de aciclovir em
HCI 0,1M e de zidovudina nas concentra¢gbes de 250, 500, 1000, 2500, 5000 e
10.000 ng/mL. Na Tabela 5 sado apresentados os resultados das equacdes de reta

obtidos por meio de regressdo linear e 0s respectivos coeficientes de
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determinacdo. A curva analitica construida a partir da amplitude dos picos a 284

nm para Aciclovir e 268 nm para Zidovudina sédo mostradas nas Figuras 36 e 37.

Tabela 5. Resultados estatisticos obtidos por meio da regressao linear a

partir das curvas analiticas para a quantificacdo de aciclovir e zidovudina

em solugcéao de Hanks.

~ Coeficient . Coeficiente de
. Equacéo Coeficiente T
Farmaco reta e angular linear (b) determlznagao
() (RY)
Aciclovir 1Y = 56,958x | 56,95789 | 4595,951 0,9998
+ 4596
: : y = 104x +
Zidovudina 1994.5 104 1994,5 0,9999
Aciclovir- Caco-2
700000 -
y = 56,958x + 4596
600000 - R? = 0,9998
500000 -
© 400000 -
o
< 300000 -
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Figura 36. Curva analitica obtida a partir do método de quantificacdo do Aciclovir
em tampdo de Hanks empregando-se HPLC-UV. Solvente: HCI 0,1M/ MeOH: ACN

(8:2,v/v).
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Figura 37. Curva analitica obtida a partir do método de quantificagdo da Zidovudina
em tampdo de Hanks empregando-se HPLC-UV. Solvente: tampéo fosfato pH 4
0,02 M/ACN (8:2,v/v).

A partir dos resultados encontrados para as curvas analiticas, observou-se
o coeficiente de determinacdo de 0,9998 para aciclovir, e de 0,9999 para
zidovudina, assim portanto, o método apresentou-se linear em toda faixa de

concentracdo estudada para ambos os farmacos.
5.4.3 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao
Tabela 6. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos na validacdo do

método analitico para quantificagdo de aciclovir e zidovudina utilizando a técnica
de HPLC.

Limites (ng/mL)
Aciclovir Zidovudina
Deteccéo 75 80
Quantificagao 250 250
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram adequados para o tipo de
ensaio e para as quantidades esperadas de farmacos permeadas e demonstram
boa sensibilidade do método (BRASIL,2003).

5.4.4 Precisao

Os valores de Precisédo calculados como CV (%) e Exatidao (E%) intra e
inter-dia sdo mostrados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7. Precisdo obtida para aciclovir e zidovudina a partir da determinacao de
trés diferentes concentragbes em um mesmo dia (intra-dia) e em dois dias
consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC).

Concentracao CV (%)
Farmaco (ng/m L)(; Intra-dia Inter-dia
n=3 n=6
500 0,32 1,85
Aciclovir 4000 0,39 2,79
8000 0,25 0,39
500 0,49 0,51
Zidovudina 4000 0,93 0,93
8000 0,56 0,56

Os valores de coeficiente de variacdo (CV menores que 5 % séo
considerados aceitaveis) (ANVISA, 2003; ICH, 2005; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2010). Dessa forma, os valores obtidos e apresentados na
Tabela 7 demonstram a precisdo do método.
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5.4.5 Exatidao

Tabela 8. Exatidao obtida para aciclovir e zidovudina a partir da determinacao de
trés diferentes concentragbes em um mesmo dia (intra-dia) e em dois dias

consecutivos (inter-dia) utilizando a técnica de HPLC.

E %
Farmaco Cor(]r?S/nr;rf)géo Intra-dia nter-dia
n=3 n=6
500 95,97 100,60
Aciclovir 4000 104,61 103,71
8000 104,78 104,97
500 104,14 103,97
Zidovudina 4000 97,56 97,95
8000 96,79 96,44

Os valores obtidos para exatiddo na Tabela 8 encontram-se préximos de 100
% e por isso também confirmam uma adequada exatiddo do método analitico

considerando que o desvio maximo aceito é de 15% (ANVISA, 2003).
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Tabela 9. Estabilidade de aciclovir e zidovudina em tampédo Hanks apOs seis

horas em temperatura ambiente (TA). Resultados representam a média de seis
determinacdes.

Concentragao Desvio %
(ng/mL)
Aciclovir Zidovudina
500 08,12 104,92
4000 103,65 100,23
8000 104,5 96,11

Analisando os resultados obtidos pode-se dizer que as amostras sao
consideradas estaveis jA que néo foi observado desvio superior a 15 % do valor
obtido em relacdo as amostras recém-preparadas (BRASIL,2003). Esses
resultados sdo importantes pois asseguram que os farmacos em estudo se

mantiveram estaveis durante a realizacdo dos experimentos de permeacao.
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5.5 Planejamento experimental

Segundo o planejamento experimental, foram gerados 12 experimentos de
permeacado que foram realizados em quatro dias diferentes.

Tendo em vista as diferencas morfologicas e histologicas observadas nas
trés seccdes (inicial, mediana e final) estudadas do intestino delgado das rés
(Rana catesbeiana) e as possiveis diferencas quanto a permeacdo de
substancias, o planejamento experimental contemplou essas regides a fim de
verificar a influéncia desse parametro na permeacdo dos farmacos em estudo.
Porém, em trabalho anterior desenvolvido por Monteiro (2012) ndo foi observada
diferenca significativa no Papp entre as regides inicial e mediana, portanto, neste
planejamento foram incluidas apenas as regides inicial e final do intestino da ra,
em cujo trabalho foram demonstradas diferencas significativas na permeabilidade
aparente do farmaco estudado.

O pH da solucédo de Ringer e a temperatura do experimento, apesar de néo
terem influenciado o Papp no estudo de Monteiro (2012), foram novamente
investigados uma vez que outros farmacos estdo sendo estudados e para
confirmar/aprimorar as condi¢cdes experimentais do modelo de permeacdo in
vitro/ex vivo empregando membrana intestinal de ra touro em células de Franz.
Adicionalmente, foi aumentado o tempo de permeacédo do experimento para cinco
horas.

A variadvel temperatura foi ensaiada 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; FRANCO et
al., 2008), enquanto que, trabalhos utilizando intestino humano, de ratos e de
células Caco-2, usam a temperatura de 37 °C (LEGEN et al., 2005; DIXIT et al.,
2012). Assim, o variacao do pH da solucdo de Ringer utilizada nos experimentos
se deu pois, da mesma forma como a variacdo da temperatura, os trabalhos
presentes na literatura que utilizam epitélio intestinal de rd para estudos de
permeacéo, utilizam o pH 8,2 (TRAPANI et al., 2004; FRANCO et al., 2008) e nos

94



ensaios que empregam epitélio intestinal de outros animais € utilizado o pH de 7,4
(ROZEHNAL et al., 2012).

5.5.1 Ensaios de permeabilidade para avaliacdo da influéncia das variaveis em
estudo — temperatura, pH da solucéo de Ringer e seccéo intestinal - e selecao das

condi¢cbes experimentais

O ensaio de permeabilidade foi realizado de acordo com o planejamento

experimental proposto.

6 Analise dos Resultados com membrana intestinal da Rana catesbeiana

A partir da determinacdo analitica das amostras provenientes do ensaio de
permeabilidade intestinal de rd, foram calculados os principais parametros de
permeacdo: quantidade total de farmaco permeada através da membrana
intestinal durante o periodo de cinco horas (Qy), constante de absorcao aparente
de primeira ordem (k) e coeficiente de permeabilidade aparente (Papp ) para os
experimentos 1, 2, 3 e 4 (BARRY, 1983; SHAH, 1994, TRAPANI et al., 2004).

A floridizina ndo foi detectada, durante a quantificacdo, nas amostras
provenientes dos estudos de permeabilidade intestinal, conforme o esperado,
portanto, os parametros de permeacdo para essa substancia ndo foram
calculados.

Nas Tabelas 10 a 18 e figuras 38 a 40 sdo apresentados os resultados
obtidos.
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Tabela 10. Quantidade total permeada (Q;) de zidovudina durante o periodo de

cinco horas através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana)

obtidos com concentracdo de 300 pg/mL em solucédo de Ringer.

Temperatura

Dia C) pH Seccao Qt(ng)
7,4 Final 10.79

1 37 8,2 Inicial 14.60
2 26 7,4 Inicial 13.54
7,4 Inicial 15.72

3 26 g2 Inicial 15.17
' Final 9.86

Tabela 11. Constante de absor¢cdo aparente de primeira ordem (k;) para a

zidovudina permeada através da membrana intestinal

ra-touro (Rana

catesbeiana) durante o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 300

pg/mL em solucado de Ringer.

Dia Tempoeratura pH Seccao Ka
(°C)

7,4 Final 34.25

1 37 8,2 Inicial 45.29
2 26 7,4 Inicial 43.67
7,4 Inicial 50.27

3 26 82 Inicial 48.97
' Final 28.43
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Tabela 12. Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para a zidovudina

permeada através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana) durante

o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 300 pg/mL em solugéo

de Ringer.
Dia Tem?)ecr;;\ tra pH Seccéo Papp (10 cm/s)

7,4 Final 9.5

1 37 8,2 Inicial 12.6

5 7,4 Inicial 12.1

26 7,4 Inicial 14.0

3 Inicial 13.6

8,2 Final 7.9

Tabela 13. Quantidade total permeada (Q;) de aciclovir durante o periodo de cinco

horas através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana) obtidos com

concentracéo de 300 pg/mL em solucdo de Ringer.

Dia Temé’%”‘t”ra pH Seccao Q:(ng)
1 37 8,2 Final 7.95
7.4 Final 7.94
2 26 8,2 Inicial 8.13
7,4 Inicial 8.11
4 37 7.4 Final 7.96
8,2 Final 7.98
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Tabela 14. Constante de absorcdo aparente de primeira ordem (k,) para o
aciclovir permeada através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana)

durante o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 300 pg/mL em

solucéo de Ringer.

Dia Tempoeratura pH Seccao ka
°C)
1 37 8,2 Final 1.67
7,4 Final 1.64
2 26 8,2 Inicial 2.60
7,4 Inicial 2.46
4 37 7,4 Final 1.74
8,2 Final 1.85

Tabela 15. Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para o aciclovir
permeado através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana) durante

o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 300 pg/mL em solucéo

de Ringer.
Dia Tem?%r)a twra pH Seccéo Papp (10 cm/s)
1 37 8,2 Final 0.46
7,4 Final 0.45
2 26 8,2 Inicial 0.72
7,4 Inicial 0.68
4 37 7,4 Final 0.48
8,2 Final 0.51
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Tabela 16. Quantidade total permeada (Q;) de metoprolol durante o periodo de

cinco horas através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana)

obtidos com concentracdo de 200 pg/mL em solucédo de Ringer.

Temperatura

Dia C) pH Seccao Qt(ng)
7,4 Final 28.27

1 37 82 Inicial 32.42
' Final 29.27

74 Inicial 31.70

2 26 ' Final 27.58
8,2 Inicial 33.61

7,4 Inicial 31.03

3 26 g2 Inicial 33.15
' Final 25.84

7,4 Inicial 32.05

4 37 7,4 Final 25.41
8,2 Final 26.96

Tabela 17. Constante de absor¢cao aparente de primeira ordem (k,) para o

metoprolol

permeado através da membrana intestinal

ra-touro (Rana

catesbeiana) durante o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 200

pg/mL em solugéo de Ringer.

Dia Tempoeratura pH Seccao ka
(°C)

7,4 Final 76.95
1 37 g2 Inicial 86.40
' Final 76.40
74 Inicial 81.40
2 26 ' Final 66.70
8,2 Inicial 89.14
7,4 Inicial 79.46
3 26 82 Inicial 83.14
' Final 67.56
7,4 Inicial 81.05
4 37 7,4 Final 65.87
8,2 Final 69.15
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Tabela 18. Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para o metoprolol

permeado através da membrana intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana) durante

o periodo de cinco horas e obtidos com concentracdo de 200 pg/mL em solugéo

de Ringer.
Dia Tem?)ecr;:\ ra pH Seccéo Papp (10 cm/s)
7,4 Final 32.0
1 37 82 Inicial 36.0
’ Final 31.8
74 Inicial 33.9
2 26 ’ Final 27.8
8,2 Inicial 37.1
7,4 Inicial 33.1
3 26 8.2 Inicial 34.6
' Final 28.1
7,4 Inicial 33.7
4 37 7,4 Final 27.4
8,2 Final 28.8
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Figura 38. Quantidade permeada de zidovudina (ng/mL) através do epitélio
intestinal da ra-touro (Rana catesbeiana) em func&o do tempo (min). Os resultados
sdo expressos como a média de 3 determinacfes. Condi¢cdes experimentais: 26 °C,

seccao inicial do intestino, pH 8,2.
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Figura 39. Quantidade permeada de aciclovir (ng/mL) através do epitélio intestinal
da ra-touro (Rana catesbeiana) em funcdo do tempo (min). Os resultados sao
expressos como a média de 3 determinacfes. Condi¢cbes experimentais: 37 °C,
seccao final do intestino, pH 7,4.
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Figura 40. Quantidade permeada de metoprolol (ng/mL) através do epitélio
intestinal da ra-touro (Rana catesbeiana) em func&o do tempo (min). Os resultados
sdo expressos como a média de 3 determinagfes. Condi¢des experimentais: 26 °C,
seccao final do intestino, pH 8,2.
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6.1 Analise estatistica do planejamento experimental para modelo com ra touro

O delineamento experimental proposto permitiu o ajuste do modelo para estudar
os resultados. A significancia das variaveis foi obtida, conforme a Tabela 19.

Tabela 19. Analise estatistica para a determinacéo dos coeficientes da equacao
matematica que define a influéncia das variaveis sobre o coeficiente de
permeabilidade aparente do aciclovir e zidovudina. (Papp versus temperatura;
farmaco; seccéo.intestinal; pH) Céalculo dos parametros para ajuste do

planejamento fatorial.

Efeitos estimados e Coeficientes para Papp (unidades codificadas)

Termo Efeito Coeficiente Erro t p
padréo

Constante 0.000006 0.000000 15.28 0.001
Temperatura | 0.000001 0.000000 0.000000 0.80 0.483
Farmaco -0.000010 | -0.000005 0.000000 -13.93 0.001
Seccéao -0.000002 | -0.000001 0.000000 -2.66 0.076
intestinal

pH -0.000001 0.000000 0.000000 -1.50 0.231
Temp. -0.000000 0.000000 0.000000 -0.39 0.724
Farmaco

Temp. 0.000001 0.000000 0.000000 0.73 0.520
Seccao

Temp. pH -0.000002 | -0.000001 0.000000 -2.53 0.085
Farmaco 0.000004 0.000002 0.000001 4.05 0.027
Seccéo

Desvio padréo do modelo = 1,123000E-06, R* = 98,96%, R? ajustado* = 96,20%
*Coeficiente de determinacéo ajustado para tamanho da amostra (n° de graus de
liberdade)

A equacdo matematica obtida por meio desse modelo estatistico é:

Papp= 0,000006 -0.000005 x (farmaco) -0.000001 x (sec.int.) -0.000001 x (temp. x pH)

+0.000002 x (farm. x sec.int.) (Equacéao 10)
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A codificacdo das variaveis presentes na Equacdo 10, a partir do
planejamento estatistico utilizado para o estudo de permeacdo intestinal foi
apresentada anteriormente no Quadro 3, no item 4.4, reapresentado a seguir.
Através desta equacdo € possivel estimar as condicbes de permeacdo desse

modelo.

Quadro 3. Codificacdo das varidveis presentes no planejamento estatistico

utilizado para o estudo de permeacao intestinal.

Niveis
Niveis reais codificados
Variaveis Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 | Nivel 2
A=Temperatura| 26°C 37°C -1 1
B=Farmaco zidovudina| aciclovir -1 1
C=Seccéo inicial final -1 1
D=pH 7,4 8,2 -1 1

A andlise estatistica do planejamento experimental também foi realizada
pelo software Statistica, pois este apresenta mais detalhes estatisticos, como
mostra a Tabela 20, e possibilitou a constru¢do do grafico da Figura 41 no qual é

possivel melhor visualizacdo da ordem de influéncia das variaveis do estudo.

Tabela 20. Analise de variancia para coeficiente de permeabilidade aparente do
aciclovir e zidovudina . (Papp versus Temperatura;, Farmaco; Seccao.Intestinal.;

pH) Calculo dos parametros usando software Statistica.

Efeito (3) p -90,% +90,% Coeficiente | Erro padréo
coeficiente
Limite Limite
confianca confianca

Mean/Interc. 0,000006 15,2779 0,000609 0,000005 0,000007| 0,0000057 0,0000004
(1) Temp. 0,000001 0,7979 0,483236 -0,000001 0,000002( 0,0000003 0,0000004
(2)Farmaco -0,000010 -13,9268 0,000802 -0,000012 -0,000008| -0,0000049 0,0000004
(3)Sec.Intes. | -0,000002 -2,6597 0,076357 -0,000004 0,000000( -0,0000009 0,0000004
(4)pH -0,000001 -1,4982 0,231020 -0,000002 0,000001| -0,0000005 0,0000003
1por2 0,000000 -0,3878 0,724030 -0,000002 0,000001| -0,0000001 0,0000004
1por3 0,000001 0,7264 0,520158 -0,000001 0,000002| 0,0000003 0,0000004
1pord -0,000002 -2,5323 0,085254 -0,000005 0,000000( -0,0000012 0,0000005
2por3 0,000004 4,0488 0,027132 0,000002 0,000007| 0,0000022 0,0000005

ANOVA; Var.:Papp; R*=,98962; Ajustado:,96195, 4 fatores e 2 niveis; MS Residual=0 DV: Papp
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(2)Farmaco --1 3,926

2by3 4048834

[3)5ecintes. -2,85971
Tbwd | -2,53227
[4)pH F1,49819

(1) Temp. 7792345

1by3 7203648
1by2 | }~.3-ETE1E

p=1
Standamdized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 41. Grafico demonstrando a significancia dos efeitos das variaveis estudadas
obtido pelo programa Statistica a partir da Tabela 20. A linha vertical vermelha representa
p=0,10.

Segundo os resultados da analise, em que as variaveis ndo podem ser
interpretadas separadamente, os efeitos da temperatura e pH analisados
conjuntamente apresentaram uma interferéncia leve (p=0,085), interacdo de duas
variaveis com cerca de 10% de influéncia, isto é, hd uma leve tendéncia de maior
permeabilidade quando a temperatura esta fixada em 26 °C e o pH é 8,2
(condicbes de TRAPANI et al., 2004) e quando esta fixadaem 37°Ceo pHé 7,4
(conforme pode ser comprovado se substituidos os niveis codificados na Equacao
10) . Porém as variaveis farmaco e seccdo intestinal interpretados juntos
apresentam interferéncia positiva importante, ou seja, o farmaco zidovudina é mais
permedvel que o farmaco aciclovir sendo que ambos permeiam mais através da
seccdao intestinal inicial do que da seccéo final do intestino.

Maior permeabilidade na seccéo intestinal inicial (por difusdo passiva) ja era
esperada uma vez que ha maior numero de microvilosidades nessa regiao
conforme verificado na andlise histolégica realizada.
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Para o farmaco zidovudina as condicbes do experimento 12 do
planejamento experimental, que envolvem o bindmio pH 8,2 e temperatura 26 °C e
a seccao intestinal inicial, sdo as que permitiram resultado do valor de Papp
exatamente igual ao encontrado para Caco-2 no presente estudo e mais proximo
aos demais dados in vitro da literatura. A Figura 38 ilustrou a quantidade
permeada em fung&o tempo para esta situacao.

Para o farmaco aciclovir, as condi¢des do experimento 11, que sdo pH 7,4 e
temperatura de 37 °C envolvendo segmento intestinal final da ra resultaram num
valor de Papp exatamente igual ao de células Caco-2 neste trabalho e esta mais
préximo dos demais dados in vitro da literatura. Na comparacdo com experimento
de saco intestinal de ra de Trapani e colaboradores 2004, independente do
binbmio temperatura/pH, todos os experimentos envolvendo segmento final do
intestino da ra deste trabalho estdo muito proximos ao valor de Papp encontrado
por eles. A Figura 39 ilustrou a quantidade permeada em fungédo tempo para esta
situagdo. Isto provavelmente ocorreu devido ao experimento de Trapani e
colaboradores envolver o saco intestinal ndo invertido da r& como um todo, e no
presente experimento, foram usados segmentos intestinais logo abaixo do
estbmago, ja comprovado pelo estudo histolégico e pelos experimentos como
regido de maior permeabilidade, entdo os valores de Papp que se aproximaram ao
resultados de Trapani 2004 foram os envolvendo segmento final do intestino da ra,
regido que apresenta menos microvilosidades e permeia menos compensando
esta diferenca entre as técnicas.

Por fim, para o metoprolol o experimento 5, com pH 8,2 e temperatura de
26 °C também com segmento final do intestino da ra resultou em valor de Papp
igual para ambos os modelos e também é o que melhor representa o que
acontece nos demais métodos in vitro da literatura. A Figura 40 ilustrou a
guantidade permeada em funcéo tempo para esta situacao.

Sendo assim, na aplicagdo do modelo proposto para o estudo da
permeabilidade de farmacos, a secc¢do intestinal da rd é o nivel mais importante a

ser considerado na padroniza¢do do método.
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Em Quevedo e colaboradores, 2011, foi utilizada a técnica do saco
intestinal invertido de rato para avaliar a permeabilidade da zidovudina nas
diferentes regibes do jejuno e ileo e os valores de Papp encontrados para
segmento inicial do intestino (jejuno) foram de 2.5 x 10* cm/min (ou 4,17 x 10°
cm/s) e para segmento distal (ileum) de 1,62 x 10 cm/min (ou 2,7 x 10° cm/s),
cujos valores sdo menores que 0sS encontrados para estas regides utilizando
membrana intestinal de r& mostrados na Tabela 12. Isto pode ser explicado pelo
fato dos autores terem usado saco dos segmentos do intestino delgado invertidos,
e devido ao procedimento para inversdo pode ser provocado algum dano na
morfologia da superficie absortiva podendo alterar os resultados, enquanto nesse
trabalho, foi usada a porcdo desse intestino logo abaixo do estébmago,
caracterizada pelo estudo morfolégico e histolégico como a de maior absorcédo e
as diferencas também podem ter possivel relacdo com a anestesia administrada
nos ratos antes da inciséo intestinal, que pode causar uma significante mudanca
no fluxo do sangue intestinal e tem um notavel efeito na taxa de absorcdo, bem
como diferencas provocadas pelas diferentes espécies animais entre os dois
modelos (BALIMANE et al., 2000; UHING, KIMURA, 1995).

No entanto se substituirmos as condicbes do experimento de Quevedo e
colaboradores que foram temperatura de 37 °C (+1), pH de 7,4(-1), farmaco
zidovudina(-1) e seccédo inicial intestino rato (jejuno, -1) e final (ileum, +1)
codificadas na Equacdo 10 proveniente do modelo experimental de ra touro,
obtemos como previsdo o valor de Papp de 15 x10° cm/s quando do uso do
segmento inicial do rato, e 9 x10° cm/s quando do uso do segmento final do
intestino do rato, ambos em concordancia com os resultados de Papp obtidos no
experimento com ré- touro para as correspondentes seccdes intestinais.

Aléem disso, apesar das diferencas entre os valores reais de Papp
encontrados nos dois métodos (sem a previsdo feita pelo presente modelo
equacional), a conclusdo dos autores do estudo com saco intestinal de rato foi a
mesma do presente trabalho, os valores de Papp obtidos por Quevedo e

colaboradores nas regides mais proximas do intestino delgado foram maiores do
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gue nas mais distantes, o que foi explicado pelo fato da zidovudina sofrer leve
efluxo da glicoproteina P nas regides distais do intestino delgado.

E ainda segundo estudo histolégico apresentado neste trabalho, menor
absorcdo também é esperada para a porcdo terminal do intestino uma vez que
essa seccao apresenta menores e irregulares vilosidades e consequentemente
menos microvilosidades, o que pode ocasionar uma menor superficie de
absorcado, no caso destes farmacos sujeitos apenas ao processo de absorcao por

difusdo passiva.

6.2 Estudos de permeabilidade com células Caco-2

A partir da determinacao analitica das amostras provenientes do ensaio de
permeabilidade, foram calculados os coeficientes de permeabilidade aparente
(Papp ).

Foram utilizados neste ensaio o0s padrdes internos de permeacao
amoxicilina e metoprolol, os quais sao classificados como padrdes de baixa e alta
permeabilidade, respectivamente. A inclusdo de tais padrdes faz parte do guia de
recomendacdes do FDA. Adicionalmente, os métodos para sua quantificacdo
foram previamente validados e padronizados (TAVARES, 2013).

Os valores de Papp para estes padrées foram 0,68 x 10° cm/s para a
amoxicilina e 28 x 10° cm/s para o metoprolol, estando de acordo com a literatura
e estudos anteriores (TAVARES, 2013), o que indica condi¢cdes de -cultivo
adequadas e confiabilidade em relacdo aos resultados obtidos para aciclovir e

zidovudina, os quais serdo apresentados nas Figuras 42 e 43.
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Figura 42. Quantidade permeada de aciclovir (ng/mL) através das membranas das
células Caco-2 em funcdo do tempo. Os resultados sdo expressos como a média de 3
| determinacées.
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Figura 43. Quantidade permeada de zidovudina (ng/mL) através das membranas
das células Caco-2 em funcdo do tempo. Os resultados s8o expressos como a
média de 3 determinacdes.

108



Foi também realizada comparacado estatistica entre os resultados de Papp
dos farmacos aciclovir e zidovudina provenientes do modelo com células Caco-2
através de teste t com 2 graus de liberdade, para duas amostras, considerando
variancias desiguais usando software Minitab v.16, como mostra a Tabela 21 e
Figura 44.

Tabela 21. Teste t com 2 graus de liberdade e variancias desiguais.

Comparacéo entre Papp de aciclovir e Papp de zidovudina para células

Caco-2
n Média Desvio padrao Erro padrao
Papp aciclovir 3 | 4,82000E-07 2,70000E-08 0,000000016
Papp zidovudina 3 | 0,000013567 0,000000757 0,00000044

Diferengca = média (Papp aciclovir células Caco-2) - média (Papp zidovudina células
Caco-2)

Estimativa para a diferenca: —0,000013

Intervalo de confianca para a diferenca com 95% de coeficiente confianca:

(- 0,000015; — 0,000011)

A hipétese nula testada é que, a diferenca entre as médias seja o (zero) e a
alternativa € que a diferenca entre as médias seja diferente de zero. O valor de t
calculado foi de -29,91. Para este valor a probabilidade de significancia é 0,001,
para o teste t com 2 graus de liberdade. Portanto, adotando como nivel de
significancia a=0,05, conclui-se que o valor de Papp do aciclovir e de Papp da

zidovudina, séo estatisticamente diferentes, porque 0.001<0,05.
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Figura 44. Médias de coeficiente de permeabilidade aparente obtido pelo modelo

gue emprega células Caco-2 e seus intervalos de confianca.

O gréfico apresentado na Figura 44 demonstra a forte desigualdade entre
os valores das meédias de permeabilidade aparente (Papp) do aciclovir e
zidovudina. Nota-se que os intervalos ndo se superpdem. Isto é indicativo da
diferenca entre as médias. Também pode ser visto por meio do intervalo de
confianca a diferenca entre as variancias. Pelo valor de p (nivel de confianca) vé-
se que as variancias sao estatisticamente diferentes. Por isso, o teste t foi feito a

partir desta consideracdo como mostra a Tabela 22.

Tabela 22. Teste de comparacéo das variancias

Método DF1 DF2 Estatistica p
Teste F 2 2 0.000 0.003
(normal)

A zidovudina, farmaco de alta permeabilidade, considerada classe | pelo
SCB (LINDENBERG et al., 2004) apresenta valor de Papp significativamente

maior (p=0,001) do que o aciclovir, farmaco de baixa permeabilidade, considerado
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Classe lll, o que estd de acordo com dados da literatura apresentados na
discussdo no item 6.3. Isto pode ser explicado pois a absor¢cdo da zidovudina é
rapida e quase completa por difusdo passiva e a biodisponibilidade oral é de
quase 70% da dose administrada (GOODMAN, GILMAN, 1996) mesmo este
farmaco sofrendo leve efluxo da glicoproteina P nas regifes distais do intestino,
enquanto que o aciclovir apresenta absorcao lenta, dose dependente variavel e
incompleta, com biodisponibilidade de 10-30% (LEMBO et al., 2013) devido a ser
transportado por difusdo passiva pela rota paracelular, a qual ocupa menor area
superficial quando comparada a rota transcelular, caso da rota de transporte da
zidovudina (TUKKER, 1998).

Tabela 23. Intervalos de confianga obtidos no calculo do Papp para os farmacos

no modelo de células Caco-2.

N valido Significancia | Confianca Confianca
-95,000% 95,000%
Papp 3| 0,000014 0,000012 0,000015
zidovudina
Papp
. ) 3 0,000000| 0,000000415 0,000000549
aciclovir

6.3. Comparagdo entre os resultados de permeabilidade aparente dos

modelos de epitélio intestinal de ra touro e de células Caco-2

Diante dos resultados obtidos para os intervalos de confianga podemos
afirmar que no caso do farmaco zidovudina, os resultados de Papp do método
com membrana intestinal de ra touro considerados estatisticamente equivalentes
aos de Papp obtidos pelo modelo com células Caco-2 sdo os quatro experimentos
envolvendo segmento intestinal inicial da rd (quaisquer que sejam as outras
variaveis envolvidas), que estdo todos dentro do intervalo de confianca calculados

para células Caco-2 como mostra a Tabela 23, o que pode ser explicado pelo fato
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de a zidovudina, na porc¢ao final do intestino, sofrer leve efluxo da glicoproteina P,
transportador que estd presente no modelo com intestino de ra e que pode estar
expresso em baixa quantidade na monocamada de células Caco-2 causando esta
diferenca entre os valores de Papp para esta porcdo intestinal (BALIMANE,
CHONG, 2005).

J& no caso do aciclovir a situacdo € contraria, apenas os valores obtidos
pelo segmento intestinal final da r& estdo dentro do intervalo de confianga, sendo
considerados estatisticamente equivalentes. Isto pode ser explicado pois na
monocamada de células Caco-2, em decorréncia da diminuicdo consideravel na
expressdo de carreadores de transporte ativo o modelo € mais eficiente na
caracterizagcdo da permeabilidade de compostos absorvidos passivamente pela
via transcelular (BALIMANE, CHONG, 2005), o que ndo é o caso do composto
aciclovir, que € absorvido pela via paracelular, o que nos leva a supor que o
modelo com membrana intestinal da ra touro é mais préximo do transporte
paracelular do epitélio do intestino delgado humano, apresentando resultados de
maior permeabilidade nas porc¢des inicias do intestino da rd em relacdo ao método
de células Caco-2 devido a estas condi¢cbes (DUIZER, et al.1997, FRANCO et al.,

2008).

Tabela 24. Valores de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp-10° cm/s)
para aciclovir, zidovudina e metoprolol nos modelos de membrana intestinal de ra

e de células Caco-2 comparados com dados da literatura.

Farmacos Papp- x10° (cm/s)
Métodos deste estudo Dados da literatura
Membrana Células | Células | Células | Ussing MDCK | Perfusdo | Perfusdo
intestinal de ra- Caco-2 de Caco-2 | chambre In situ in vivo
touro Franz (jejuno (Peff)
(iejuno rato)
rato)
Aciclovir 0,48 0,48 - 0,39 - - - -
Zidovudina 13,6 13,6 19,0° | 12,64° - 10,0° - -
Metoprolol 28,1 28,0 25,0° | 26,81° 24,0° - 152,0' 139,07

3 DEZANI et al. (2013).
® TAVARES (2013).
° GONCALVES (2010).
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¢ WATANABE et al. (2004).
® SOUZA et al. (2009).
"MASAOKA et al. (2006).

9 LENNERNAS (2007).

Os resultados de coeficiente de permeabilidade aparente para o metoprolol
presentes na Tabela 18 ndo se aproximam do resultado obtido por Trapani e
colaboradores (2004), sendo valores maiores e isso pode ser pelo fato dos autores
terem usado o saco do intestino delgado nao invertido inteiro, enquanto nesse
trabalho, foi usada a porcdo desse intestino logo abaixo do estémago,
caracterizada pelo estudo morfolégico e histologico como a de maior absorcao.
Quanto ao resultado obtido pelo método das células Caco-2 neste trabalho, 28 x
10 cm/s, esta de acordo com demais dados de células Caco-2 na literatura como,
26,81 x 10 cm/s, Tavares 2013, e a condicéo obtida com células de Franz que
mais adequada a estes resultados, 28 x 10° cm/s é utilizando segmento final da
membrana epitelial da ra. O resultado desta condicdo também € similar ao
encontrado por Dezani e colaboradores 2013, 25 x 10 cm/s, usando jejuno de
rato em células de Franz e por Watanabe e colaboradores 2004, 24 x 10° cm/s,
usando camaras de Ussing.

Com relacdo a comparacéo do resultado de permeabilidade intestinal da ra-
touro obtido através das células de Franz com a técnica de perfuséo in situ usando
jejuno de ratos de Masaoka e colaboradores (2006) ha diferencas entre os
resultados de Papp, sendo menor valor proveniente do modelo com membrana
intestinal de ra, o que pode ser explicado pela diferenca entre as espécies animais
e entre as técnicas envolvidas, sendo que o uso do método de perfusédo in situ é
limitado porque esse método confia no desaparecimento do composto do lado do
limen como uma indicacdo de absorcdo, mas a taxa de decaimento de
concentracéo do perfusato nem sempre representa a taxa de absor¢édo do farmaco
na circulacédo sistémica e a manutencao cirurgica do intestino com anestesia no
método in situ causa uma significante mudancga no fluxo do sangue intestinal e tem
um notavel efeito na taxa de absorgdo, o que pode explicar a diferenca (UHING,
KIMURA, 1995).
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O mesmo acontece na comparacdo com a técnica de perfusao in vivo, que
apresenta valor do coeficiente Papp um pouco maior, situacdo que acontece em
geral na comparacdo de modelos in vitro com dados de biodisponibilidade dos
correspondentes segmentos intestinais humanos in vivo porque muitos fatores
estdo diminuidos ou ausentes nos meétodos in vitro como: auséncia de fluxo
sanguineo sistémico, reduzida motilidade e diferencas na espessura da camada
mucosa, 0 que pode explicar a diferenca (ARTURSSON et al.,, 1993). As
condicbes envolvendo modelo que usa intestino de rd touro que melhor
representam a permeabilidade descrita em modelos in vivo da literatura s&o as do
experimento 3 do planejamento experimental (temperatura 26 °C, pH 8,2 e secc¢ao
inicial do intestino da rd) apresentando resultado de Papp de 37,1 x10® cm/s.

No entanto, pelo fato do metoprolol ser uma substancia com alta
permeabilidade ndo ha problemas com relativa discordancia quanto ao seu
coeficiente de permeabilidade aparente, sendo considerado pelo FDA um padrao
interno de alta permeabilidade nos estudos de permeacao intestinal. O valor da
fracdo absorvida da dose em humanos € FA = 95 % (SKOLNIK et al., 2010).

Neste estudo foi considerado de classe |, estando de acordo com o Sistema
de Classificagcdo Biofarmacéutica (WHO, 2006).

Ja no caso do aciclovir o valor de Papp obtido com as Células de Franz
para segmento final do intestino (0,48 x 10° cm/s) reproduz melhor o valor
encontrado por Trapani e colaboradores 2004 (0,44 x 10° cmi/s), é exatamente
igual ao valor encontrado com células Caco-2 no presente estudo (0,48 x 10°
cm/s) e esta proximo de outros valores de células Caco-2 disponiveis na literatura
como em Tavares 2013 (0,39 x 10 cm/s). Considerado por este trabalho como
farmaco de baixa permeabilidade, classe lll, também est4 de acordo com SCB
(WHO, 2006).

A zidovudina néo foi ensaiada por Trapani e colaboradores, no entanto o
valor de Papp obtido nos experimentos com células de Franz para segmento
intestinal inicial (13,6 x 10 cm/s) é igual ao obtido pela técnica de células Caco-2
(13,6 x 10° cm/s) e também esta de acordo com dados da literatura de células

Caco-2 como em Gongalves 2010 (12,64 x 10° cm/s). O valor de Papp de 14-x
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110 cm/s também obtido em uma das condicées utilizando segmento intestinal
inicial de rd com pH 7,4 e temperatura de 26 °C para zidovudina € o que mais se
assemelha ao resultado de Dezani e colaboradores 2013, com Papp de 19 x 10°
cm/s, também realizado pelo método de células de Franz porém utilizando jejuno
de ratos machos albinos wistar, e esta pequena diferenca nos valores pode ser
explicada pelas diferengcas entre as espécies animais envolvidas bem como
diferencas na expressdo de transportadores, sendo a zidovudina um fraco
substrado da P-gp (SOUZA et al.,2009). J& comparando os resultados obtidos
com células de Franz neste estudo com dados da literatura para células MDCK
,Souza e colaboradores, 2009, 10 x 10° cm/s, ha uma condicdo muito préxima que
€ usando segmento final do intestino da ra e pH 7,4 quando o valor de Papp € 9,5
x 10°cmis.

Esse farmaco também foi considerado de alta permeabilidade, classe I,
novamente em concordancia com SCB (WHO, 2006).

No entanto, mais experimentos com outros farmacos para a obtencdo de
mais resultados de permeabilidade intestinal, possibilitando assim, correlacdo com
estudos de biodisponibilidade in vivo, podem contribuir para o desenvolvimento e
definicdo precisa de protocolos a serem usados em futuros estudos para
propostas de classificagéo biofarmacéutica.

Embora métodos in vitro como PAMPA, Caco-2, MDCK apresentem alto
rendimento comparados com tecidos isolados estes modelos sdo menos preditivos
e sdo usados para triagem preliminar de farmacos. Métodos com rendimento mais
baixo como a técnica ex vivo usando células de Franz apresentada neste estudo,
sdo mais preditivas e podem ser usadas em triagem secundaria, estudos
mecanicos, elucidacdo de caminhos de absorcdo e avaliacdo de interacdo de
mecanismos efluxo ao novo candidato a farmaco (BALIMANE et al., 2006).

Vale ressaltar que os intestinos utilizados sdo considerados material de
descarte, uma vez que a rd é eutanasiada em Ranario comercial para fins
alimenticios, sendo entdo este método considerado alternativo e, portanto, ndo
necessita de aprovagdo por comité de ética em pesquisa com animais ou humana
(CEUA ou CEP).
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7 CONCLUSOES

Foi desenvolvido um modelo in vitro com membrana intestinal de rd que
apresentou viabilidade de realizacdo, baixissimo custo e seus resultados podem
ser comparados com técnicas atualmente usadas indicando que pode ser
empregado em substituicdo aos modelos convencionalmente utilizados e que
empregam seres vivos, humanos ou animais.

Foi realizada caracterizac&o histolégica dos segmentos da membrana intestinal
de ra e de acordo com os experimentos foi possivel padronizar a seccao intestinal
mais permeavel aos farmacos deste estudo, seccao inicial, e menos permeavel,
seccao final, definindo também com maior precisdo a area de permeacdo (0,2
cm?) nas células de Franz, reduzindo a variabilidade experimental, sendo uma

vantagem em relacdo ao estudo de Trapani et al., 2004.
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ANEXO C: Informacdes para os membros de bancas julgadoras de

Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagdo

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
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arguicdo na forma de didlogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo maximo total de arguicdo: 3 horas para o0 mestrado e 5 horas para o
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ou pela maioria da banca.
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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.

Sédo 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 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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Mestrado

Farmaco e Medicamentos
Producao e Controle Farmacéuticos
07/02/2012

07/02/2012

07/08/2014

Prof(a). Dr(a). Viadi Olga Consiglieri - 07/02/2012 até o presente. E.Mail:

siglieri@usp.br
Inglés, Aprovado em 07/02/2012

Aprovado em 04/04/2013

Ingressou no Mestrado em 07/02/2012
Matricula de Acompanhamento em 10/02/2014

Aluno matriculado nas normas Vigentes a partir de 01/07/2009
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 10/02/2014

Impresso em: 08/04/14 15:12:16
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ANEXO E: Curriculo Lattes

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Paula Cristina Torres de Souza)

Paula Cristina Torres de Souza

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/1677554584723181
Ultima atualizag3o do curriculo em 11/03/2014

Possui graduagdo pela Pontificia Universidade Catdlica de Campinas (2009). Atualmente realiza
mestrado na Universidade de S3o Paulo. Tem experiéncia na area de Farmdcia, com énfase em
biofarmacotécnica. (Texto informado pelo autor)

Identificacao
Nome
Nome em citagdes bibliograficas

Endereco

Enderego Profissional

Paula Cristina Torres de Souza"gge
SOUZA,P.C.T.

Universidade de S3o0 Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Av. Prof. Lineu Prestes, 580- Bloco 13

Butatd

05508900 - Sdo Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913623

Ramal: 2

Formagao académica/titulagao

2006 - 2009

Graduagdo.
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Formacao Complementar

2009 - 2009

2009 - 2009

2009 - 2009

2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

Extensdo universitaria em XII Jornada Farmacéutica.
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Andlise Sensorial de Alimentos.

Pontificia Universidade Catolica de Campinas.
Preparacdes Cosméticas e Farmacia Magistral.

Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Extensdo universitaria em X1 Jornada Farmacéutica.
Pontificia Universidade Catolica de Campinas.
Neurocosmética e Silicone- Tipos e Aplicagdes.

Pontificia Universidade Catolica de Campinas.

Extensdo universitaria em X Jornada Farmacéutica.
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.
Nanotecnologia Presente e Futuro. (Carga hordria: 17h).
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Tecnologia Aplicada a pesquisa Cientifica Bioldgic. (Carga horéria: 34h).
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Extensdo universitaria em IX Jornada Farmacéutica.
Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.

Animais Pegonhentos.

Pontificia Universidade Catdlica de Campinas.
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Curricuo do Sistema de Curricuos Lattes (Paua Cristina Torres de Souza)

2006 - 2006 Fitoterapia Chinesa.
Pontificia Universidade Catolica de Campinas.

Atuacao Profissional

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - Atual Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: mestranda em Farmaco e
Medicamentos, Regime: Dedicacdo exclusiva.
Vinculo institucional
2012 -2012 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitora em Farmacovigildncia HU,
Carga horéria: 20
Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: Outro, Enquadramento Funcional: pratica profissionalizante, Carga horaria:
24
Outras informacbes Pratica profissionalizante para desenvolvimento de projeto cientifico exigido como
etapa de ingresso no mestrado da FCF, USP-SP.
Eh Restaurant, EH, Canada.
Vinculo institucional
2010 - 2010 Vinculo: funciondria, Enquadramento Funcional: hostess and cashier, Carga horaria:
30
OQutras informagbes hostess and cashier in a Canadian restaurant
Janssen Cilag Pharmaceutica (Johnson & Johnson), J & J, Brasil.
Vinculo institucional
2009 - 2009 Vinculo: estagiéria, Enquadramento Funcional: estagidria da Garantia da Qualidade,
Carga horaria: 30
Farmacia Santo Antonio- Guaratingueta, SANFARMA, Brasil
Vinculo institucional
2008 - 2008 Vinculo: estagidria, Enquadi to Funcional: gidria atengdo farmacéutica,

Carga horéria: 16

Projetos de pesquisa

2010 - Atual Desenvolvimento de novo método ex vivo para avaliagio da permeabilidade
intestinal de férmacos utiizando epitélio intestinal de ra-touro (Rana catesbeiana):
Comparacdo com métodos convencionais
Descricdo: A eficacia terapéutica depende dir da biodisponibilidade dos
farmacos, caracteristica esta relacionada as propriedades de permeabilidade e
solubilidade. A classificagdo biofarmacéutica (SCB), baseada nesses parametros, foi
proposta como ferramenta para o desenvolvimento de formas farmacéuticas, com o
objetivo de auxiliar na predic3o da disponibilidade in vivo, uma vez que existem
limitagGes técnicas, econdmicas e éticas nos ensaios diretos de biodisponibilidade.
Assim, 2 avaliagdo da permeabilidade e solubilidade dos farmacos, embora
indiretamente, proporcionam indicacdes objetivas sobre a eficicia dos medicamentos,
além de oferecer modelos faciimente reprodutiveis e sem expor voluntirios sadios a
riscos. Apesar das diferentes técnicas disponivels para os estudos de permeabilidade
in vitro/ex vivo, hd caréncia de protocolos padronizados e muitos dos dados
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disponiveis na literatura sobre essa propriedade n3o s3o confidveis ou conclusivos.
Esse projeto busca propor novo método para estudar a permeabilidade intestinal de
farmacos, utilizando epitéio intestinal de ra-touro em modelo ex vivo empregando
células de Franz e avaliar sua correlagdo com estudos de biodisponibiidade. Os
farmacos escolhidos como modelo sdo Zdovudina, lamivudina e aciclovir. A
quantidade de farmaco permeado serd determinada por método de eletroforese
capilar equipado com detector de arranjo de diodos. Os parametros de permeagdo a
serem determinados serdo: quantidade acumulada de farmaco permeado, coeficiente
de permeabilidade aparente, constante de absorgao e fluxo. Tais parametros serdo
correlacionados com dados de biodisponibiidade de estudos prévios. Na avaliagdo
estatistica dos resultados serdo empregados ANOVA e Teste de Tukey. Processo:
2010/17240-6..

Situagdo: Em and to; Natureza: Pesq

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Paula Cristina Torres de Souza - Integrante / Guilherme Diniz Tavares -
Integrante / Maria Segunda Aurora Prado - Integrante / Talita Ferreira Monteiro -
Integrante / André Rolim Baby - Integrante / Maria Valéria Robles Velasco -

Integrante / Teima Mary Kaneko - Integrante / Viadi Olga Consiglieri - Coordenador.

Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo - Auxilio

financeiro.
Areas de atuacao
1, Grande drea: Ciéncias da Salide / Area: Farmécia.
Idiomas
Inglés Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.
Espanhol Compreende Razoaveimente, Fala Pouco, Lé Razoavelmente, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2013 Melhor trabalho de Pds-graduagdo - Nivel MESTRADO, S Simpésio anual de
pesquisas em Ciéncias Farmacéuticas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. USP.,
UNIVERSIDADE ESTADO SAO PAULO.

Produgbes
Produgdo bibllografica

Resumos publicados em anais de congressos

1. MONTEIRO,T.; SILVA, C. ; SOUZA, P. C. T. ; KANEKO, T. M. ; TAVARES, M. F. M. ; PRADO, M. A. ; cordenador .
Application of a micellar eletrokinetic chromatographic method for the simultaneous separation and quantification of drugs in a
new in vitro permeation study. In: LACE, 2012, Buenos Aires. THE 18TH LATIN-AMERICAN SYMPOSIUM ON
BIOTECHNOLOGY, BIOMEDICAL, BIOPHARMACEUTICAL AND INDUSTRIAL APPLICATIONS OF CAPILLARY
ELECTROPHORESIS AND MICROCHIP TECHNOLOGY, 2012,

2. MONTEIRO, T. ; SILVA, C. ; SOUZA, P. C. T. ; integrante ; KANEKO, T. M. ; BABY, A. R. ; PRADO, M. A. ; VELASCO, M.
V. R.; cordenador . Validation of a micella electrokinetic chromatography method used to quantify antivirals in in vitro intestinal
permeation studies.. In: Monteiro, T.F. ; SILVA, C. ; SOUZA, P. C. T. ; TAVARES, G. D. ; KANEKO, T.M. ; BABY,AR. ;
VELASCO, M.V.R. ; PRADO, M.S.A. ; CONSIGLIERI, V.0. . Validation of a micella electrokinetic chromatography method used
to quantify antivirals in in vitro intestin, 2011, Sao Paulo. Science and Pharmaceutical Technology Meeting of the Pharmaceutical
Sciences Faculty of the University of Sao Paulo. Sao Paulo: Brazilian Journal of Pharmaceutical Science, 2011. v. 47. p. 46-46.
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Apresentacbes de Trabalho

1. ¥ SOUZA, P. C. T. ; integrante ; GUIMARAES, M. ; cordenador . HISTOLOGIC EVALUATION OF FROG INTESTINAL
MEMBRANE FOR USE IN PERMEABILITY ASSAYS. 2013. (Apresentac3o de Trabalho/Simpdsio).

2. W SOUZA, P. C. T. ; integrante ; cordenador ; integrante ; TAVARES, V. F. ; GUIMARAES, M. . MORPHO-HISTOLOGIC
EVALUATION OF FROG INTESTINAL MEMBRANE FOR USE IN PERMEABILITY ASSAYS. 2012. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

3. MONTEIRO, T. ; SOUZA, P. C. T. ; cordenador ; SILVA, C. A. ; integrante ; TAVARES, M. F. M. . DEVELOPMENT AND
VALIDATION OF A MICELLAR ELETROKINETIC CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR SIMULTANEOUS SEPARATION AND
QUANTIFICATION OF DRUGS IN IN VITRO PERMEATION STUDIES ., 2012. (Apresentagdo de Trabalho/Simpdsio).

4. MONTEIRQ, T.; SOUZA, P.C. T.; SILVA, C. A. ; cordenador ; TAVARES, M, F. M, ; AURORA, M, S, . APPLICATION OF
A MICELLAR ELECTROKINETIC CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR SIMULTANEOUS SEPARATION AND
QUANTIFICATION OF DRUGS IN IN-VITRO PERMEATION STUDIES. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congressoa).

5. GUIMARAES, M. ; SOUZA, P. C. T. ; integrante ; integrante ; TAVARES, V. F. ; cordenador . ZIDOVUDINE AND POLY N-
BUTYLCYANOCRYLATE NANOPARTICLES COATED WITH HYALURONIC ACID: DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION.
2012. (Apresentac3o de Trabalho/Congresso),

6. MONTEIRO, T. ; cordenador ; SILVA, C. A. ; SOUZA, P. C. T. ; AURORA, M. S. ; integrante ; TAVARES, M. F. M. .
Intestinal Permeability of Antiviral Drugs Using Intestinal Epithelium of Frog (Rana Catesbeiana) Analitical Determination of
Antivirals Using Micellar Electrokinetic Chromatography. 2011. (Apresentacio de Trabalho/Simpésio).

7. W SOUZA, P. C. T. ; autora . Determinacdo de Impurezas na Droga Vegetal Sene adquiridas em diferentes
estabelecimentos da regifio de Campinas. 2009, (Apresentagdo de Trabalho/Outra).

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicdes e feiras

1. Salde na Praca.Prevecio é a solugdo. 2007. (Outra).
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