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RESUMO

PADRONIZACAO DO ENSAIO PAMPA
(Parallel Artificial Membrane Permeation Assay) E
AVALIACAO IN VITRO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL E
CUTANEA DE COMPOSTOS DE ORIGEM
NATURAL E SINTETICA

O ensaio PAMPA tem demonstrado sua versatilidade desde
1998, sendo utilizado para avaliar a permeabilidade passiva
transcellular de farmacos/compostos, e tem ganhado espaco por
ser de baixo custo, muito rapido e por auxiliar, particularmente,
na elucidacdo dos mecanismos de transporte, em conjunto com
0s ensaios que utilizam células Caco-2. Para padronizar este
ensaio no Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC, dois
modelos: 0 PAMPA TGlI, variante Double-Sink e o PAMPA Pele
foram selecionados por mimetizar, respectivamente, a absorcao
de farmacos/compostos através do trato gastrointestinal e da
pele,sendo que estas duas vias foram escolhidas pela facil
adesdo do paciente aos tratamentos por via oral e tépica.
Inicialmente, para demonstrar a funcionalidade dos modelos em
estudo, foram selecionados farmacos de alta e baixa
permeabilidade, classificados segundo o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica. Além dos farmacos utilizados
para a padronizacdo, alguns cardenolideos e o composto galato
de pentila foram selecionados para testar os modelos
padronizados. Para a quantificacdo das amostras nos
compartimentos aceptores e doadores das placas usadas nos
experimentos, foram desenvolvidos e validados métodos
analiticos por espectrofotometria no UV, segundo critérios
preconizados pela ANVISA e ICH. Os resultados obtidos na
validacdo analitica demonstraram que tais métodos foram
suficientemente especificos, lineares, precisos e exatos para
quantificar as amostras. A partir dos resultados obtidos nos
modelos PAMPA TGI, variante Double-Sink e PAMPA Pele,
foram calculados os coeficientes de permeabilidade efetiva (Log
P.) para os farmacos/compostos testados, que permearam
através das membranas lipidicas usadas e, desta forma, foi



possivel correlaciona-los com dados da literatura, quando
existentes. O galato de pentila apresentou alta permeabilidade
nos dois modelos avaliados; ja os cardenolideos apresentaram
baixa permeabilidade nos dois modelos, exceto a digitoxigenina,
gue permeou através da membrana usada no ensaio PAMPA
TGI, variante Double-Sink. A integridade das membranas
lipidicas usadas nos dois modelos foi avaliada com corantes
marcadores de baixa permeabilidade, Azul de Cresil Brilhante
(ACB) e Lucifer Yellow (LY), e foi possivel demonstrar a
integridade e a uniformidade destas membranas, pela baixa
passagem do ACB e pela rejeicdo do LY.

Palavras Chave: Absorcdo oral; modelo PAMPA Trato
Gastrointestinal, variante Double-Sink; absor¢éo cutanea; modelo
PAMPA Pele; validacdo analitica; farmacos do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica; cardenolideos; galato de pentila.



ABSTRACT

STANDARDIZATION OF PAMPA ASSAY
(Parallel Artificial Membrane Permeation Assay) AND
IN VITRO EVALUATION OF SKIN AND INTESTINAL
PERMEABILITY OF NATURAL AND SYNTHETIC
COMPOUNDS

PAMPA assay has demonstrated its versatility since 1998, and it
has been used to assess the passive transcellular permeability of
drug/compounds, and has gained importance because of its low
cost, fast making profile, and also for its particularly help on the
elucidation of transport mechanisms together with the assays that
make use of caco-2 cells. In order to standardize this assay in
the Laboratorio de Virologia Aplicada UFSC, two models: variant
Double-Sink PAMPA-GIT and Skin PAMPA were selected by its
mimetizing effect on drugs absorption through the gastrointestinal
tract and skin, respectively. These two routes were chosen
because of easy patient adherence to topical and oral treatment.
Initially, to demonstrate the studying models functionality, drugs
with high and low permeability were selected, as classified by the
Biopharmaceutics Classification System. In addition to the drugs
used for standardization, some cardenolide compounds and
pentyl gallate were selected to test the standard models. To
quantify the samples in compartment acceptors and donors of the
plates used in the experiments were developed and analytical
methods were validated by UV spectrophotometry, according to
the criteria recommended by ICH and ANVISA. The results
obtained in the analytical validation showed that these methods
were sufficiently specific, linear, precise and accurate to quantify
the samples. From the results obtained in PAMPA GIT model,
variant Double-Sink PAMPA and skin, the effective permeability
coefficients were calculated (log pe) for the drugs / compounds
tested that permeated through the lipid membranes used and
thus could correlate them with the literature data. The pentyl
gallate showed high permeability in the two models evaluated, the
cardenolide already had low permeability in the two models,



except the digitoxigenin, that permeated through the membrane
used in the PAMPA assay TGl, variant Double-Sink. The integrity
of the lipid membranes used in both models was assessed with
colored markers of low permeability, brilliant cresyl blue (ACB)
and Lucifer Yellow (LY), and it was possible to demonstrate the
integrity and uniformity of these membranes, the low pass and
the ACB rejection of LY.

Keywords: Oral absorption, Permeability, PAMPA Double-sink,
PAMPA Skin, cutaneous absorption, analytical validation, drugs
of Biopharmaceutics Classification System, cardenolides and
pentyl gallate.
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1. INTRODUCAO

Os parametros farmacocinéticos sdo reconhecidamente
importantes nos processos de pesquisa e desenvolvimento (P&D)
de novos farmacos, uma vez que muitos candidatos sdo eliminados
nas fases iniciais dos estudos clinicos por apresentarem
farmacocinética inadequada. Entre tais parametros, a absorcédo de
farmacos tornou-se um problema frequente e, por isso, grandes
esforgcos foram e continuam sendo realizados para propor ensaios
que avaliem este parametro ainda nos estagios iniciais de P&D
(CHEN et al., 2008; MENSCH et al., 2010).

Em outras palavras, o aumento da probabilidade de sucesso
na P&D de novos farmacos, a serem administrados por diferentes
vias, esta intimamente ligado a avaliacdo das caracteristicas
relativas a sua permeabilidade, através de membranas biolégicas.

A realizacdo de ensaios in vitro e em grande escala permite
a avaliacdo de varias amostras, em um curto periodo de tempo, com
vérias repeticdes dos experimentos, propiciando uma analise
estatistica robusta dos resultados e envolvendo menos custos, em
comparacdo com estudos em animais. Quando do estudo da
permeabilidade intestinal in vitro, 0s ensaios mais frequentemente
utilizados, individualmente ou em associacdo, sdo o de células
Caco-2 (ja implementado no Laboratério de Virologia Aplicada da
UFSC - LVA) e o0 ndo celular, que utiliza membranas lipidicas
artificiais, conhecido como PAMPA (em inglés: Parallel Artificial
Membrane Permeation Assay), objeto desta dissertacéo.

Neste sentido, com o intuito de incrementar a linha de
pesquisa recentemente criada no LVA (Estudos in vitro e ex vivo da
absorcdo de farmacos de origem natural ou sintética), a
implementacdo do ensaio PAMPA objetivou padronizar dois de seus
modelos, tendo como objeto de estudo compostos naturais e
sintéticos. Os modelos PAMPA Pele e PAMPA trato gastrointestinal
(TGI), variante Double-Sink (DS) foram selecionados por mimetizar,
respectivamente, a absorcdo de farmacos através da pele e do trato
gastrointestinal, pois sabe-se que as vias de administracdo cutanea
e oral sdo atrativas e garantem maior adeséo dos pacientes, devido
a sua conveniéncia de administracéo e aplicagéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Barreiras bioldgicas

Em se tratando de estudos farmacocinéticos de farmacos
envolvendo absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de
farmacos, reconhecidos pela sigla ADME, as membranas
lipidicas atuam como barreiras biolégicas envolvendo um
conjunto  diversificado de processos fisico-quimicos e
bioquimicos. Além das membranas celulares, as enzimas
metabolizantes, o pH do meio, os transportadores de efluxo e as
proteinas transmembranarias sao também exemplos de barreiras
biolégicas (KERNS et al., 2008; TESTA et al, 2006.). O
comportamento de um farmaco frente a uma barreira biologica é
o resultado direto e combinado de sua estrutura quimica e de seu
desempenho combinado, em todas as barreiras corpéreas, o que
determina a exposicdo do mesmo no seu alvo terapéutico
(KERNS et al., 2008).

Os farmacos podem permear as membranas celulares
por diferentes mecanismos. A difusdo passiva € o caminho
disponivel para a maioria daqueles que entram na circulagdo
sisttmica e depende, principalmente, das propriedades fisico-
quimicas dos mesmos, tal como a lipofilicidade (OOSTENDORP
et al., 2009). Esse mecanismo envolve o0 movimento do farmaco
através da bicamada lipidica de uma membrana celular, como
demonstrado na Figura 1. A membrana é constituida de
fosfolipidios, que formam uma bicamada, com a porc¢éo alifatica
no interior, longe das moléculas de agua e, os grupos fosfatos de
cabeca polar, voltados para as moléculas de agua (KERNS et al.,
2008).
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Farmaco e grovvovomaassQe®

Moléculas o - Porcao
de 4gua Porgéao hidrofilica hidrofébica
(polar) (grupos de (canais de
cabega polar) 4cidos graxos e
fosfolipidios)
Figura 1: Representacéo esquemética da difuséo passiva de um
farmaco através da bicamada lipidica de uma membrana

celular.Fonte: Kerns; Di; (2008).
2.1.1Trato gastrointestinal

A administracdo oral de farmacos é, ainda hoje, a rota
mais comum de utilizagdo, e mesmo apesar dos avangos ha area
tecnolégica de liberacdo de farmacos, ela continua sendo a
preferida devido a sua conveniéncia para os pacientes e pela
maior taxa de adesdo dos mesmos ao tratamento (EHRHARDT
et al., 2008).

A absorcéo oral depende da concentragdo de farmaco
livre nos fluidos do trato gastrointestinal (TGI) e,
subsequentemente, de sua permeacdo através da barreira
lipidica e sua passagem para a circulacdo sanguinea. Assim, a
permeabilidade através da membrana é uma barreira importante
na absorcao intestinal, e tal como acontece com a solubilidade, a
permeabilidade varia com o pH da regido intestinal e o valor do
pKa de cada farmaco (DI et al., 2003).

Como dito anteriormente, os farmacos podem permear as
membranas celulares por diferentes mecanismos. A absor¢céo
por difusdo passiva ocorre mais comumente através dos
enterdcitos, via transcelular ou via jungdes oclusivas presentes
entre estas células (rota paracelular). Essa rota paracelular é
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apenas disponivel no intestino delgado (tamanho do poro no
jejuno humano: 6-8 A), enquanto que a absorcdo transcelular
pode ocorrer em toda a extensdo do TGl (SCHNEIDER et al.,
2008).

A absorcdo mediada por carreadores ocorre via
transporte ativo ou por difusao facilitada. Varios transportadores
de efluxo, localizados na por¢do apical celular, tal como a
glicoproteina P (Pgp), sé@o funcionais e podem limitar a absor¢éo
intestinal. Além disso, enzimas podem estar envolvidas na
metabolizacdo de farmacos em metabolitos ativos, que serédo
absorvidos e, por fim, a endocitose mediada por receptor
também desempenha um importante papel na absorcéo intestinal
(ARTURSSON et al., 2001; BALIMANE et al., 2006; PRESS et
al., 2008). A discriminacdo de transporte ativo por efluxo e
transporte passivo transcelular pode ser feita através da
correlagdo de resultados obtidos a partir de experimentos in vitro,
tais como o ensaio PAMPA e o de células Caco-2 (KERNS et al.,
2004).

O processo de absorcdo de farmacos in vivo é o
resultado de uma série complexa de eventos e depende dos
parametros relacionados com suas caracteristicas, bem como de
alguns aspectos fisiolégicos do TGI. Alguns fatores fisico-
guimicos inerentes aos farmacos podem influenciar na absor¢éo
intestinal, tais como logP (Constante de Lipofilicidade),
solubilidade, pKa, quantidade de hidrogénios doadores e
aceptores, PM (Peso Molecular) e ASP (Area de Superficie
Polar) (DEFERME et al., 2008).

2.1.2 Pele

A pele constitui uma grande interface entre o corpo e o
ambiente, e sua funcdo é proteger o organismo de agentes
externos quimicos, fisicos e microbianos (EHRHARDT et al.,
2008). A pele apresenta duas camadas principais: a derme,
camada mais profunda, composta por proteinas fibrosas
(colageno e elastihna) e um gel interfibrilar de
glicosaminoglicanas, sais e agua; e a epiderme, formada por
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vérias camadas de células, que incluem os estratos germinativo,
espinhoso, granuloso e corneo (Figura 2) (EL MAGHRABY et al.,
2008).

Estrato cérneo

Estrato granuloso » EPIDERME
Estrato espinhoso

Estrato basal

Ducto sudoriparo

Glandula seba

Fibra muscular de
ancoragem

\ DERME
’\J Glandula sudoripar,

Foliculos pil

- ‘ ’ as0s sanguineos
SIS LS W ..- TECIDO
[ D ofe) S O CD . SUBCUTANEO

Figura 2: Representagdo esquematica da estrutura da pele e
seus apéndices
Fonte: El Maghraby; Barry; Willians (2008).

A natureza bifuncional da pele depende de sua alta
diferenciacdo estrutural, e a principal funcdo de barreira esta
localizada na camada ultraperiférica da pele, o estrato cérneo
(EHRHARDT et al., 2008). Tal estrato € uma biomembrana de
composi¢cdo e morfologia Unicas, extremamente fina, sendo
considerada a menos permeavel das camadas da pele e o ultimo
estagio do processo de diferenciacdo da epiderme (NAIK et al.,
2000). Os lipidios do estrato cérneo sdo ceramidas, é&cidos
graxos livres e colesterol (JUNGERSTED et al., 2008).

O estrato cérneo é considerado limitante para a
permeacdo cutdnea da maioria das moléculas. A Vvia
transepidérmica pode ser definida como a via pela qual os
compostos permeiam toda a camada do estrato cérneo. Esse
percurso inclui duas microvias: primeiro, a rota intercelular, que é
um caminho continuo, mas tortuoso, através dos dominios dos
lipidios intercelulares e, por outro lado, a rota transcelular,
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através dos queratinécitos. Essa Ultima rota exige, ndo s6 a
difusédo através da queratina, mas também de todos os lipidios
intercelulares (EL MAGHRABY et al., 2008).

2.2 Modelos de estudo de permeabilidade de farmacos

Existem diversos ensaios que podem ser utilizados na
avaliagcdo da permeabilidade de farmacos. Entre eles estdo
modelos fisico-quimicos, modelos computacionais in silico,
modelos in vitro, modelos de perfusao in situ e modelos ex vivo,
cada um apresentando vantagens e desvantagens (AVDEEF et
al., 2002; BALIMANE et al., 2000; EHRHARDT et al., 2008).

Com base em um objetivo especifico, um ou mais destes
ensaios podem ser usados como ferramenta(s) de triagem para a
selecdo de compostos, durante o processo de P&D de novos
farmacos. Com relagdo aos ensaios in vitro, 0 sucesso de cada
um deles em prever a absor¢cdo dos compostos, através da
mucosa intestinal, depende do quanto ele mimetiza as
caracteristicas do epitélio intestinal humano (BALIMANE et al.,
2000).

Os ensaios in vitro mais frequentemente utilizados séo o
de células Caco-2 e o néo celular PAMPA. Os resultados deles
obtidos podem ser correlacionados entre si e com dados de
absorcdo em animais, incluindo humanos, conferindo um
enfoque mecanistico a avaliagcdo (KERNS et al., 2004).

Adicionalmente, o cultivo de células utilizadas para
avaliar a permeabilidade intestinal, como por exemplo, Caco-2,
MDCK e HT29, sdo mais onerosos e exigem equipamentos
especializados. Com o objetivo de melhorar a eficiéncia, reduzir
tempo de experimento e custos, 0s pesquisadores
desenvolveram outros tipos de medidas de permeabilidade, com
base em membranas artificiais (KERNS et al., 2008).

No ambito das consideracdes sobre a importancia da
avaliacdo da permeabilidade de farmacos in vitro, como um
indicativo da absorcdo intestinal, segue abaixo a revisdo da
literatura sobre o ensaio PAMPA, objeto desta Dissertacao.
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2.3 Ensaio PAMPA
2.3.1 Breve historico

A utilizacdo do modelo de membranas lipidicas para
avaliar a permeabilidade surgiu quando Mueller e colaboradores
(1962) utilizaram 2% de fosfolipidios dissolvidos em um n-alcano,
sobre uma fina folha de Teflon®, formando um filme com excesso
de lipidios. O filme central ficava opticamente preto, formando
uma bicamada lipidica, que ficou conhecida como Black Lipid
Membrane. A partir deste trabalho, outros modelos surgiram
tentando demonstrar a passagem de compostos através da
bicamada lipidica (THOMPSON et al., 1980; WALTER et al.,
1996; XIANG et al., 1994). No entanto, somente em 1998,
pesquisadores da indistria farmacéutica Roche foram capazes
de relacionar as medidas dos valores de fluxo da absorcéo
humana com os valores obtidos no ensaio PAMPA (KANSY et
al., 1998).

O ensaio PAMPA é uma técnica para triagem de
compostos em larga escala, desenvolvida para avaliar sua
permeabilidade nos estagios iniciais da P&D de farmacos,
considerada uma ferramenta Util para predizer a permeabilidade
através de membranas biologicas, tais como as barreiras: TGl
(KANSY et al.,, 1998), hematoencefalica (DI et al., 2003) e
cutanea (OTTAVIANI et al., 2006).

O ensaio PAMPA foi definido recentemente, de forma
mais técnica, como “Uma nova variante dos ensaios de
permeabilidade, que consiste em um conjunto de cavidades
recobertas individualmente por uma barreira lipidica, confinadas
a uma zona planar por um microfiltro, separando dois
compartimentos aquosos”’(AVDEEF, 2005; RUELL et al., 2004).

Devido a sua relativa versatilidade, esta técnica
rapidamente ganhou popularidade no setor de P&D de empresas
farmacéuticas e, desde entdo, surgiram algumas variacfes
metodoldgicas (FALLER, 2008). Tais variacdes diferem entre si
pela natureza da constituicdo quimica do filtro, da composicédo da
membrana artificial, do pH nos compartimentos aceptores e
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doadores, e do tempo de incubacdo. A titulo de exemplo, na
maioria dos ensaios, emprega-se filtros hidrofébicos de PVDF
(Fluoreto de Polivinilideno) com 125 um de espessura, que
apresentam a vantagem de serem altamente estaveis e
resistentes a agitacdo, mas que necessitam maior tempo de
incubacdo (em torno de 15 h), quando ndo se aplica agitacdo ao
sistema, devido a espessura relativamente elevada da
membrana formada (AVDEEF, 2003). J4& o grupo de
pesquisadores da empresa farmacéutica Aventis utilizou um filtro
de PVDF hidrofilico, também com 125 pm de espessura, mas
que reduziu o tempo do experimento para 2 h (ZHU et al., 2002).

Um estudo, realizado por Liu e colaboradores (2003),
demonstrou que o ensaio PAMPA pode ser utilizado para avaliar
a permeabilidade de compostos associados a excipientes ou
agentes solubilizadores. Esta proposta € muito importante, visto
que muitos farmacos em fase inicial de P&D apresentam baixa
solubilidade aquosa, o que dificulta tanto os bioensaios quanto a
avaliacdo dos parametros farmacocinéticos. Desde entéo,
diferentes co-solventes, tais como DMSO (dimetilsulféxido), PEG
400 (polietilenoglicol 400), Tween 80 (polisorbato 80) e etanol,
em diferentes concentragdes, tém sido utilizados (FLATEN et al.,
2008; SUGANO et al, 2001). Dessa forma, o uso de
solubilizadores permite examinar rapidamente os efeitos no
processo de transporte de farmacos com baixa solubilidade, o
que pode ser (til quando da selecao dos excipientes na fase de
pré-formulacéo farmacéutica.

2.3.2 Vantagens e limitacdes

O ensaio PAMPA apresenta uma caracteristica
extremamente vantajosa, que € o seu alto rendimento (avaliacédo
concomitante de grande numero de compostos), usando placas
de 96 cavidades, aliado & possibilidade de quantificagdo em
espectrofotbmetro automatizado na regido do ultravioleta (UV). O
custo de cada ensaio é aproximadamente 5% do valor dos
experimentos com células Caco-2 e, ainda, avalia somente o
mecanismo passivo de difusdo, que é 0 mecanismo
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predominante do transporte de farmacos administrados por via
oral. Além disso, a partir dos resultados obtidos, as estruturas
das moléculas testadas podem ser remodeladas para melhorar
seus aspectos fisico-quimicos, que afetam a absorcdo por
difusdo passiva (por exemplo, lipofilicidade, pKa, peso molecular,
entre outros). Assim, o ensaio PAMPA é uma boa escolha para
avaliacdo da permeabilidade de novos farmacos ainda nas
etapas iniciais de P&D (KERNS et al., 2004).

O ensaio PAMPA também envolve procedimentos menos
laboriosos do que nos experimentos com cultura de células e
estudos in vivo, e apresenta um poder preditivo similar aos deles.
Porém, ha algumas limitacGes relativas a predicdo da absorcao
em humanos, como por exemplo, a variagdo da composicdo das
bicamadas lipidicas usadas nas diferentes variagbes deste
modelo, o que pode provocar alteragcdes nos coeficientes de
permeabilidade, assim como subestimar a absorcdo, tanto de
farmacos transportados ativamente, quanto de pequenas
moléculas hidrofébicas transportadas passivamente através do
mecanismo paracelular (BALIMANE et al., 2000; LI et al., 2008).

O principal problema inerente aos modelos que avaliam a
permeabilidade de farmacos é a sua retencdo na membrana
(AVDEEF, 2001). Este fendbmeno, frequentemente negligenciado,
ocorre especialmente com compostos lipofilicos. Uma proposta
simples para corrigir este fator foi introduzida por Youdim e
colaboradores (2003), que sugeriram calcular, ao final do
experimento, a massa do composto retida has membranas. Tal
célculo € realizado a partir da diferenga entre as massas inicial e
final existentes nos compartimentos aceptor e doador. No
entanto, esse célculo s6 pode ser aplicado a compostos estaveis.

Outro problema envolvendo compostos altamente
lipofilicos esta relacionado a dificuldade de impedir o contra-fluxo
do compartimento aceptor para o compartimento doador
(SAWADA et al, 1999). Diferentes estratégias foram
desenvolvidas para solucionar esse problema, dentre elas, a
aplicacdo de condicbes sink, que pode reduzir em até 50% o
fluxo contrario da amostra entre os compartimentos. Segundo
Avdeef (2003), condicdo sink é qualquer processo aplicado ao
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sistema, que reduz de forma significativa, a concentracdo da
amostra em sua forma neutra no compartimento aceptor. Tais
processos envolvem métodos fisicos (onde o tampéo do
compartimento aceptor € constantemente renovado), quimicos
(onde a concentracdo da forma neutra da amostra é reduzida
como resultado de sua ionizacdo), biolégicos (onde a
concentracdo da forma neutra da amostra € reduzida através de
sua ligacdo a proteinas séricas) ou tecnologicos (através da
adicao de surfactantes ao compartimento aceptor).

Outro aspecto importante a ser levado em consideragéo €
a formacdo da camada aquosa imobilizada [em inglés: Unstirred
Water Layer (UWL)], um filme aquoso presente em ambos 0s
lados da membrana estudada. O transporte passivo de um
farmaco, através de uma barreira, é fruto da combinagdo da sua
difusdo pela membrana alvo e da formagdo de um filme aquoso
imovel, que pode funcionar como um limitador da permeabilidade
de farmacos altamente lipofilicos (AVDEEF, 2003). No tecido
intestinal humano, estima-se que a espessura da UWL seja em
torno de 30 a 100 um (LENNERNAS, 1998). Contudo, no ensaio
PAMPA, onde ndo ha agitacdo, é estimado um valor de 1900 a
3800 pm, dependendo das condi¢bes experimentais utilizadas
(NIELSEN et al., 2004). As primeiras tentativas de reduzir a
espessura da UWL, através da agitagdo das placas do sanduiche
(Figura 3), ndo obtiveram éxito (AVDEEF, 2001; AVDEEF et al.,
2001). Porém, Wohnsland e Faller (2001) diminuiram a
espessura da UWL para aproximadamente 300 um, quando as
placas foram agitadas entre 50 a 100 rpm. Com a introducao de
agitadores magnéticos individuais em cada cavidade da placa de
96 cavidades, Avdeef e colaboradores (2004) reduziram a
espessura da UWL para 13 um, ao aplicarem uma agitacdo de
622 rpm, menor do que a do préprio limiar in vivo. Com esta
aparelhagem, a permeabilidade efetiva de compostos lipofilicos
aumentou consideravelmente e o tempo de ensaio pbdde ser
reduzido de 15 h para apenas 15 min.
2.3.3 Fundamento da técnica
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Fundamentalmente, o ensaio utiliza dois compartimentos
(doador e aceptor) contendo tampdes aquosos, separados por
uma membrana artificial disposta sobre um filtro poroso,
formando um sanduiche (Figura 3).

Filtro impregnado com a

Compartimento membrana lipidica

doador

Tampao Sanduiche
y contendo o

WL UL LU f“mi‘:*tlLILILILILIIJLI

LLLIEAL] s 1T

Tampéo

Compartimento aceptor

Figura 3: Esquema simplificado do ensaio PAMPA
Fonte: Adaptado de Chen (2008).

Nos experimentos iniciais, a composi¢ao fosfolipidica das
membranas celulares era mimetizada usando-se uma solugéo a
10% de lecitina de ovo preparada com um solvente organico, que
era depois impregnada sobre um filtro suporte poroso (KANSY et
al., 1998). Os fosfolipidios puros sdo originalmente solidos e
apresentam dificuldades para se dispersar sobre o filtro da placa
doadora do sistema. Por isso, solventes apolares, tal como o n-
dodecano, sdo usados para dissolver os fosfolipidios antes da
aplicacdo sobre este filtro (KANSY et al., 2004).

O composto a ser avaliado é diluido em tampao e
adicionado no compartimento doador, movendo-se, a partir dai,
por difusdo passiva, para a barreira lipidica e, posteriormente,
para o compartimento aceptor, de onde séo recolhidas aliquotas
para realizar o doseamento do composto em questdo (KERNS et
al., 2004).

Kansy e colaboradores (1998) conseguiram obter, para
0s varios farmacos testados, valores de permeabilidade muito
proximos aos obtidos no ensaio com células Caco-2. Além disso,
conseguiu-se também predizer corretamente a fracdo absorvida
in vivo, demonstrando assim a validade do modelo (AVDEEF et
al., 2002). Entretanto, esse grupo de pesquisa relatou



Reviséo Bibliografica 29

dificuldades para trabalhar com compostos polares (PM < 250),
que eram transportados via paracelular e com compostos
transportados ativamente. Outra desvantagem era a forte
dependéncia da permeabilidade da membrana com o pH,
especialmente para compostos com valores de pKa proximos do
pH do tampé&o utilizado.

Desde entdo, varios grupos de pesquisa vém trabalhando
na otimizagdo dos diversos fatores envolvidos neste modelo, tais
como a composicdo da membrana lipidica, o tipo de filtro
suporte, os valores de pH testados, a composi¢cdo dos tampdes,
0 uso de co-solventes, a agitagdo aplicada ao sistema, a
capacidade do composto de absorver em comprimentos de onda
da regido do UV, entre outros (AVDEEF et al., 2007; FLATEN et
al., 2008; LOFTSSON et al., 2006; MENSCH et al., 2010; SINKO
et al., 2009; SUGANO et al., 2002; WOHNSLAND et al., 2001).
Tais esforcos culminaram numa gama de variagbes do ensaio,
com as mais diversas aplica¢des, como serd explicado adiante.

2.3.4 Membranas artificiais

Como citado no item anterior, varios pesquisadores vém
trabalhando para otimizar este ensaio, e mais de 50 sistemas
lipidicos ja foram descritos (AVDEEF, 2003). O Quadro 1 resume
as caracteristicas das variantes mais utilizadas atualmente do
ensaio PAMPA, que serdo detalhadas nos itens posteriores.
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Barreira Filtro Composicéo da Tempo de
Variante alvo suporte e sua Solvente mgmbrgana pH Condicao Sink incubacgéo Referéncia
espessura (h)
. s 500 "
PAMPA- Tol Hldrofigg:o rEqPVDF) n-dodecano 1-20% divlﬁcnma de Iso76215 e Nio 15 KANSY et al.
Lecitina de H * (1998)
ovo Hidrofilico (PVDF) - Iso55e = ZHU et al.
TGI 125 um n-dodecano 1% de lecitina de ovo 74 Nao 2 (2002)
Hidrofilico
. Iso 4,0; 6,8 = WOHNSLAND;
PAMPA- HDM TGI (Pollcar!:l%nato) 10 n-hexadecano n -hexadecano €80 Nao 4 FALLER (2001)
Hidrofébico (PVDF) - . 3% de uma mistura x SUGANO et al.
PAMPA BML TGI 125 um 1,7-octadieno de fosfolipidios Iso 6,5 Nao 15 (2001a,b)
PAMPA Hidrofébico (PVDF) g o Né&o x AVDEEF et al.
DOPC TGI 125 um n-dodecano 2% de DOPC informado Nao 15 (2001)
Hidrofébico (PVDF) 20% de uma mistura Gradiente Sim, surfactante AVDEEF
PAMPA DS TG 125 ym n-dodecano de fosfolipidios 6-7,4 no aceptor 1-15 (2003)
Hidrofilico . = =
PAMPA . Lipossomas de Nao = Nao FLATEN etal.,
LIPOSSOMA TGl (Pollcarﬂ(r)nnato) 10 . fosfatidilcolina de ovo informado Néo informado (2006)
PAMPA . o x
MEMBRANA TGI H'dmf‘l’g'go quPVDF) ; Oleollipideo/dleo Is0 7,4 NZo info'\r‘r?]‘; o CHSQO? al.
TRI- LIPIDICA H (2008)
PAMPA BHE BHE H'dmf‘iggifvw) n-dodecano 2% de PBL Is0 7,4 Néo 18 Dl et al. (2003)
. . OTTAVIANI;
o ;
Pele H'dmf'l’gfsco rEfVDF) Hexano 7§$/OOS|+ faif;‘ dp;a " Néo 7 MARTEL:CAR
PAMPA Pele H P RUPT (2006)
Hidrofébico (PVDF) o Anéalagos de N SINKO et al.
Pele 125 um Cloroférmio ceramida 55 Néao 7 (2009)

HDM: Hexadecano; BML: Membrana em borda de escova; DOPC: Dioleilfosfatidilcolina; DS: Double-Sink; BHE: Barreira hematoencefalica;

TGI: Trato gastrointestinal; PVDF: Fluoreto de polivinilideno; PBL: Porcine brain lipid; OS: Oleo de silicone; MI: Miristato de isopropila.

Fonte: Adaptado de Faller (2008).
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2.3.4.1 Modelo PAMPA-TGI

2.3.4.1.1 Variante lecitina de ovo — filtro hidrofébico (Modelo
Roche)

Embora estejam descritas grandes variagbes na
composicdo fosfolipidica das membranas dos mamiferos, a
lecitina de ovo [mistura de lipidios que contém fosfatidilcolina
(FC), fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilinositol (Fl), e colesterol
(CO)(

Figura 4)' imita a composicéo lipidica das membranas
humanas e, portanto, foi escolhida para o primeiro experimento
do modelo PAMPA (KANSY et al., 1998).

Estrutura comum aos fosfolinidios Grupos cabeca Fosfolipidios

fosfato Sor NS Fosfatidilcolina

\O/\/NH3+ Fosfatidiletanolamina
~
o OH Fosfatidilglicerol
Duas OH
cadeias de
| acidos HO, OH
graxos O OH Fosfatidilinositol
HO  OH
o
_/ \O/\)LOH Fosfatidilserina
NH_+

3

! Os fosfolipidios fosfatidilglicerol e fosfatidilserina, também presentes na Figura 4,
séo utilizados em outras variantes deste modelo.
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Figura 4: Estruturas de alguns fosfolipidios utilizados para a preparagdo das
membranas lipidicas usadas no ensaio PAMPA. Fonte: Adaptado de Kerns;
Di; Carter (2008).

A membrana lipidica utilizada no ensaio de Kansy e
colaboradores (1998) era composta por 20% de lecitina de ovo,
dissolvida em n-dodecano. No ensaio original, foi utilizado um
filtro hidrofébico como suporte para a membrana lipidica. A placa
doadora recebeu a solugédo tampéo pH 6,5 contendo o composto
a ser avaliado, e a placa receptora recebeu apenas a solucéo
tampéo (pH 7,4). Os estudos de transporte foram realizados
através da formacdo do sanduiche (unido das placas). O tempo
de experimento foi de 15 h e 0 método analitico utilizado para
quantificar as amostras foi espectrofotometria no UV, por ser
simples e de rapida execucado. Este ensaio permitiu determinar
rapidamente a permeabilidade de farmacos, através de uma
membrana lipidica, demonstrando grande potencial para a
realizacdo de triagens de grandes bibliotecas de compostos. Os
valores de fluxo obtidos para os farmacos testados com os dados
foram comparados com dados conhecidos da sua absorgcdo em
humanos, e confirmaram a aplicabilidade do primeiro modelo
PAMPA.

2.3.4.1.2 Variante lecitina de ovo - filtro hidrofilico (Modelo
Aventis)

Apébs o estudo de Kansy et al. (1998), varias mudancas
foram realizadas a fim de otimizar o ensaio PAMPA. O grupo de
Zhu et al., (2002) realizou altera¢@o no filtro utilizado na placa
doadora. Diferentemente do estudo anterior, este utilizou um filtro
hidrofilico (PVDF com reduzida afinidade por proteinas), para
aumentar a taxa de transporte e reduzir o tempo do experimento.
Nesse estudo, a metodologia utilizada foi a mesma descrita por
Kansy e colaboradores (1998), porém a membrana artificial
utilizada foi preparada utilizando-se somente 1% de lecitina de
ovo. Para demonstrar qual das duas variantes era mais
adequada e fornecia resultados mais robustos, foram feitas
comparacfes entre os coeficientes de permeabilidade obtidos
nas variantes com filtros hidrofébicos e hidrofilicos e aqueles
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obtidos nos ensaios com células Caco-2, além de outras
comparagfes com os coeficientes de particdo (logP e logD) e os
valores de HIA (Human Intestinal Absorption). Os resultados
mostraram que o uso de filtros hidrofilicos aumentou a taxa de
permeabilidade e reduziu significativamente o tempo de
transporte para 2h, em comparacdo com mais de 10h, quando
um filtro hidrofébico foi utilizado.

2.3.4.1.3 Variante n-hexadecano (Modelo Novartis)

Wohnsland e Faller (2001) desenvolveram uma variante
trocando a tradicional membrana fosfolipidica por uma camada
de n-hexadecano (em inglés, HDM), disposta em um filtro
suporte de policarbonato (10 ym de espessura com 5 a 20% de
porosidade e com didmetro de poro em torno de 3 um). Os
experimentos de permeabilidade também foram realizados em
placas de 96 cavidades, onde cada cavidade da placa/ffiltro foi
impregnada com 15 pL de uma solucdo a 5% de hexadecano
dissolvido em hexano, no minimo, 10 min antes do experimento,
para evaporagcdo completa do  solvente  organico.
Subsequentemente, os compartimentos da placa doadora foram
preenchidos com a solugdo do composto a ser avaliado,
dissolvido em tampéo, e a mesma foi colocada sobre uma placa
aceptora, cujas cavidades foram preenchidas com o tampéo. O
sanduiche resultante foi incubado a temperatura ambiente, sob
agitagcdo constante.

Esta variante apresentou sérias desvantagens,
principalmente na avaliacdo de farmacos hidrofilicos, j& que o n-
hexadecano tem por si s6 uma funcdo de barreira, em
comparacdo com outras membranas. A auséncia de sitios na
membrana para ligagdes ibnicas e de hidrogénio tornou-a menos
permedavel, 0 que acarretou em um tempo mais prolongado de
incubacdo, quando comparado as outras variantes de PAMPA
com filtros hidrofébicos. Além disso, a camada de n-hexadecano
ndo é muito estavel, o que torna dificil aplicar esta variante como
rotina (AVDEEF et al., 2006; DEFERME et al., 2008). Mesmo
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assim, poucos estudos foram com ela realizados, apesar da
facilidade de preparo da membrana lipidica (KELLARD et al.,
2007; RICHTER et al., 2009).

2.3.4.1.4 Variante membrana lipidica em borda de escova

Nesta variante, foi empregada uma mistura de
fosfolipidios muito semelhante a encontrada na membrana em
borda de escova (em inglés, BML) do intestino humano,
demonstrando uma melhor previsibilidade no processo de
absorcdo de farmacos. Para garantir condicbes favoraveis,
cargas negativas foram adicionadas a barreira lipidica, através
da adicao de fosfatidilserina e fosfatidilinositol, o0 que aumenta a
permeabilidade de compostos carregados positivamente.

Dessa forma, o sistema lipidico formado (fosfolipidos
carregados positivamente + solvente orgéanico), foi chamado de
BML/1,7-octadieno. Essa membrana aumentou a permeabilidade
de farmacos basicos, os quais eram subestimados no ensaio de
Kansy e colaboradores (1998), devido a utilizagdo de uma
membrana neutra. Além disso, foi realizada uma correlagdo entre
os dados de permeabilidade obtidos com esta variante e o0s
valores de FA (Fracdo Absorvida) em humanos e, estes,
apresentaram uma correlacdo de 85%, demonstrando a
adequabilidade do modelo (SUGANO et al., 2001; SUGANO et
al., 2001).

Em estudo posterior, Sugano e colaboradores (2002)
desenvolveram outra técnica para previsdo total de transporte
passivo, combinando a variante anterior (transporte transcelular)
com um componente paracelular, avaliado pela funcdo Renkin
(modelo matematico que utiliza o peso molecular de cada
composto como base de restricio da permeabilidade
paracelular). Desta forma, foi possivel prever a permeabilidade
passiva total, de forma mais adequada do que na variante
simples, permitindo uma abordagem rapida, precisa e completa
da previsdo da absorcao passiva oral de farmacos, durante seu
processo de P&D.
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2.3.4.1.5 Variante dioleilfosfatidilcolina

A primeira formulagao lipidica preparada comercialmente
foi uma solucdo a 2% de um fosfolipideo sintético altamente
purificado, a dioleilfosfatidilcolina (DOPC), dissolvida em n-
dodecano. Esta composicdo lipidica demonstrou certa
deficiéncia, pois gerou resultados falso-negativos para farmacos
classificados pelo SCB? como sendo de alta permeabilidade.
Para corrigir este erro, subsequentemente, foi usada uma mistura
de 20% de lecitina de soja, contendo uma carga negativa
adicional, igualmente dissolvida em n-dodecano. Esta variante foi
chamada de Double-Sink, que serd discutida no préximo item
(AVDEEF, 2003; RUELL et al., 2003).

2.3.4.1.6 Variante Double-Sink (DS)

Essa variante DS usou como membrana lipidica uma
mistura de 20% de fosfolipidios da lecitina de soja
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido
fosfatidico, triglicerideos e colesterol) dissolvida em n-dodecano.
A lecitina de soja possui carga negativa em pH 7,4, sendo o
fosfatidilinositol o lipidio com carga negativa predominante na
membrana; assim, essa carga é 4X maior que a da lecitina de
ovo (AVDEEF, 2003; AVDEEF et al., 2005).

Assim sendo, as condi¢bes tradicionais desenvolvidas
por Kansy e colaboradores (1998) foram substituidas por duas
condi¢des sink. Nos experimentos tradicionais, o mesmo pH é

2 SCB: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica [em inglés:

Biopharmaceutics Classification System (BCS)]. Este sistema é
fundamentado nas propriedades de solubilidade e permeabilidade dos
farmacos, organizando-os em quatro classes: Cl alta permeabilidade e alta
solubilidade, CIll alta permeabilidade e baixa solubilidade, CIII baixa
permeabilidade e alta solubilidade, CIV baixa permeabilidade e baixa
solubilidade (AMIDON et al., 1995).
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mantido nos compartimentos aceptor e doador (iso-pH), ja na
variante PAMPA DS séo aplicados gradientes de pH entre estes
compartimentos (AVDEEF, 2005), pois no corpo humano o
farmaco fica exposto a diferentes condi¢des de pH, ao atravessar
o0 TGI, enquanto que no sangue o pH é de 7,4. Para mimetizar
este ambiente, usa-se um gradiente de pH entre os
compartimentos, sendo o pH do compartimento doador ajustado
entre 3 a 10, geralmente valores de pH= 5; 6,2 e 7,4, enquanto
que no compartimento aceptor o pH é de 7,4. Esta diferenca
pode facilitar o transporte de compostos fracamente acidos (com
baixos valores de pK,) através da membrana. Com um valor de
pH mais baixo no tampdo do compartimento doador, os
compostos que permearem prontamente ionizaréo ao atingirem o
compartimento aceptor, criando a primeira condi¢éo sink.

A outra condicdo sink pode ser obtida utlizando-se
surfactantes e/ou proteinas no compartimento aceptor, o que
torna o transporte dos compostos lipofilicos unidirecional
(AVDEEF, 2003). Em condic¢des fisioldgicas, o equilibrio estatico
ndo é atingido com o fluxo sanguineo e as proteinas séricas
constantemente deslocam o equilibrio a favor da absor¢éo, mas
quando estas substancias sdo adicionadas ao compartimento
aceptor ocorrera simulacdo deste processo fisiolégico (AVDEEF,
2005).

Essas duas condi¢des sink promovem um aumento do
volume de distribuicdo no compartimento aceptor, reduzindo
drasticamente o tempo do experimento. Nos experimentos sem
agitagdo, o tempo ndo ultrapassa 4h para a maioria dos
compostos, e pode ainda ser reduzido quando for aplicada
agitacao ao sistema (AVDEEF et al., 2004).

Uma vantagem adicional é a baixa retencdo dos
compostos na membrana lipidica artificial, o que é de grande
valia, jA que a maioria dos compostos é altamente lipofilica
(AVDEEF, 2005). Outra vantagem que se pode destacar é a
excelente correlacdo entre os coeficientes de permeabilidade
obtidos através desta variante e os parametros fisico-quimicos
relacionados & absorcdo de farmacos (AVDEEF, 2003; AVDEEF
et al., 2005; BERMEJO et al., 2004).
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A comparacgdo quantitativa entre as variantes DS, DOPC
e HDM do modelo PAMPA TGI demonstrou que na variante DS
ocorre melhor predicdo da permeabilidade intestinal e permitiu a
classificacdo, em ordem crescente DS>DOPC>HDM. Farmacos
como metoprolol e pindolol, quando avaliados nas variantes
DOPC e HDM, apresentaram baixa permeabilidade, porém essas
moléculas sdo classificadas pelo sistema SCB, como sendo de
alta permeabilidade, 0 que demonstrou a ineficicia de predi¢éo
destas duas variantes. J4 com a variante DS, pbde-se discriminar
corretamente farmacos de alta e baixa permeabilidade (AVDEEF
et al., 2006).

2.3.4.1.7 Variante lipossomas

Uma outra abordagem para o estudo da difusdo passiva
de farmacos foi descrita por Flaten e colaboradores (2006), que
propuseram formar uma barreira lipidica em um filtro/suporte sem
utilizar um solvente orgéanico inerte. A membrana lipidica foi
formada por lipossomas de fosfatidilcolina de ovo, dissolvidos em
uma mistura de cloroférmio e metanol, depositados por
centrifugac@o no filtro de cada inserto. Diferente das variantes
convencionais, que utilizam placas de 96 cavidades, essa
metodologia emprega insertos com filtro de policarbonato, mais
comumente utilizados em ensaios com células Caco-2. O
processo de preparacdo da membrana lipidica compreende a
deposicdo consecutiva de dois tipos de lipossomas nos filtros:
lipossomas menores para preencher os poros dos filtros e
lipossomas maiores para gerar uma camada de 0,1 mm de
espessura. A evaporacdo do solvente é feita através de vacuo, e
ciclos de congelamento e descongelamento promovem a fuséo
dos lipossomas a fim de obter uma barreira consistente. Para
demonstrar a aplicabilidade da nova variante criada, o0s
resultados obtidos foram comparados com aqueles de outros
modelos de permeabilidade, entre eles, os ensaios com células
Caco-2 e as variantes do modelo PAMPA TGI: DS e BML. Os
dados encontrados foram muito similares aos obtidos com estas
células e na variante DS, e mais satisfatérios do que os
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alcancados com a variante BML. Adicionalmente, os farmacos
avaliados foram correlacionados com a fracdo absorvida em
humanos, demonstrando uma correlagédo de 81%, o que garante
a validade do modelo. Além disso, ndo existe a desvantagem do
preparo da membrana lipidica antes do experimento, o que
aumenta a praticidade do mesmo

Além disso, com o intuito de caracterizar e avaliar a
integridade fisica e funcional da barreira lipidica, os mesmos
autores realizaram outros estudos: Inicialmente, foi avaliada a
integridade da membrana sob diferentes valores de pH, que
demonstrou-se integra em uma ampla faixa de pH (2-8). Apés,
ela foi armazenada em baixa temperatura (-80 °C) e também
revelou-se integra por duas semanas consecutivas (FLATEN et
al., 2006). Adicionalmente, quando o sistema foi submetido a
agitacdo, observou-se que os farmacos que interagiram com o0s
fosfolipidios da membrana, causaram alteracdes na resisténcia
elétrica da mesma, afetando sua integridade. Cabe destacar que
o efeito da agitacdo ndo melhorou a previsdo de permeabilidade
obtida, tal qual aquela no estudo inicial (FLATEN et al., 2007).

2.3.4.1.8 Variante da camada trilipidica (BD Gentest™)

Nesta variante, os filtros da placa de 96 cavidades foram
pré-revestidos com uma membrana composta de
lipideo/6leollipideo, sendo que a camada de 6leo é ultrafina para
minimizar a retencdo dos compostos e mimetizar a porgao
hidrofébica das membranas biologicas; ja os lipidios anfifilicos
ancorados na interface 6leo/agua substituem a porcdo externa da
membrana (CHEN et al.,, 2008). Esses autores buscaram, da
mesma forma que aqueles da variante anterior, reduzir o excesso
de solvente utilizado para formar as barreiras lipidicas. Sabe-se
que tal excesso pode constituir uma barreira extra para a
permeacdo dos compostos, resultando em coeficientes de
permeabilidade super ou subestimados.

Nas outras variantes, deve-se preparar a membrana
lipidica extemporaneamente, devido a sua instabilidade, o que
pode acarretar baixa reprodutibilidade nos dados obtidos
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(AVDEEF, 2003). Nesta variante, as placas/filtros, ja
impregnados com a membrana lipidica, sdo acondicionadas a -
20°C até o uso, sendo possivel utilizar placas do mesmo lote e
obter melhor reprodutibilidade. O ensaio é realizado com tampéo
PBS pH 7,4, em ambos os compartimentos.

2.3.4.1.9 Variante anibnica

Com base no estudo de Seo et al. (2006), que
demonstrou que a permeabilidade de um farmaco depende do
sistema lipidico usado nas diferentes variantes do modelo
PAMPA, o grupo de Teksin et al. (2006) objetivou caracterizar o
transporte de um farmaco, classificado como uma base fraca, o
metoprolol, através de um sistema de trés componentes lipidicos,
denominado A-PAMPA (PAMPA Anibnico). Esses componentes
foram projetados para mimetizar a composicdo lipidica da
membrana dos enterdcitos: 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(PS18:1) como lipidio anidnico; 1,2-dioleil-sn-glicero-3 fosfocolina
(PC18:1) e colesterol como lipidios neutros. Os experimentos
foram realizados em diversas condi¢des: diferentes valores de
pH e de forgca ibnica, e presenca/auséncia de cations
concorrentes. Os resultados foram semelhantes aos obtidos
utiizando apenas o componente anibnico (PS18:1),
demonstrando alta permeabilidade; porém, quando foram
utilizados apenas PC18:1, lecitina de ovo ou 100% de dodecano
(membranas neutras), o farmaco demonstrou baixissima
permeabilidade. Esses resultados sugerem que o sistema lipidico
anibnico facilitou a taxa de transporte deste farmaco e,
provavelmente, de outros compostos fracamente basicos,
através da membrana. No entanto, recentemente, o0 mesmo
grupo de pesquisadores demonstrou que esta variante apresenta
uma tendéncia de superestimar a classificacdo de farmacos do
SCB, podendo ser util, entdo, para selecionar compostos de alta
permeabilidade, a serem estudados em células Caco-2 (TEKSIN
et al., 2010).
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2.3.4.2 Modelo PAMPA Pele

Este modelo mimetiza a permeacao de farmacos através
da pele humana (em inglés, PAMPA Skin), utilizando um filtro
hidrofébico de PVDF, cuja membrana é preparada com 70% de
Oleo de silicone (OS) e 30% de miristato de isopropila (MIP). Ele
€ capaz de mimetizar as principais propriedades da barreira do
estrato cérneo humano e pode ser utilizado para predizer os
coeficientes de permeabilidade de farmacos aplicados
topicamente Os resultados obtidos neste modelo in vitro podem
ser comparados com os coeficientes de permeabilidade obtidos a
partir de experimentos realizados com pele humana. Além disso,
foi estabelecida uma correlacdo entre a retencdo dos farmacos
na membrana e os coeficientes de particdo estrato corneo/dgua
(OTTAVIANI et al., 2006).

Como o OS e o MIP ndo sdo componentes naturais da
pele humana. Sinké et al. (2009) sintetizaram analogos de
ceramidas para predizer a permeabilidade transdérmica, com o
intuito de criar um modelo, que utilizasse componentes similares
aos da pele. A mistura de lipidios (Certramida C12-C16) é
dissolvida em cloroférmio e adicionada nos pocgos da placa
doadora de 96 -cavidades. Neste estudo, foi avaliada a
permeabilidade dos farmacos ciprofloxacino, nifedipina e
verapamil e pdde-se confirmar que a utilizagdo de ceramidas
teve um efeito significativo sobre a permeabilidade desses
farmacos, em funcdo da cadeia alquilica, mostrando correlagdo
com os dados obtidos em experimentos com ceramidas naturais.

2.3.4.3 Modelo da barreira hematoencefélica (BHE)

Este modelo BHE (em inglés, Blood Brain Barrier, BBB-
PAMPA) foi desenvolvido para separar farmacos de elevada
penetracdo cerebral (BHE+) daqueles com baixa penetracéo
(BHE-). A maioria dos farmacos que atua no sistema nervoso
central penetra a BHE através de difusdo passiva transcelular,
devido as fortes juncdes existentes entre as células desta
barreira e suas vias de transporte limitado (DI et al., 2003).
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A melhor distincdo entre farmacos BHE+ e BHE- foi
obtida aplicando-se uma solugéo polar lipidica cerebral porcina
(Porcine Polar Brain Lipid - PBL), constituida por uma mistura de
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina, acido
fosfatidico e fosfatidilinositol, dissolvida em n-dodecano, disposta
em um filtro hidrofébico de PVDF. Aqui, foi empregada a
condicdo de iso pH (7,4), sendo que o sanduiche foi construido
da mesma forma que no estudo original de Kansy e
colaboradores (1998). Este modelo fornece informacdes sobre a
difusédo passiva de farmacos através da BHE, com baixo custo,
alta reprodutibilidade e usando pequeno volume de amostra (DI
et al., 2003).

E importante ressaltar que, além do modelo PAMPA-TGI,
o0 PAMPA- BHE tem atraido grande interesse dos pesquisadores,
comprovado através da literatura publicada nos Ultimos anos
(CARRARA et al, 2007; DAGENAIS et al, 2009;
MALAKOUTIKHAH et al., 2008; MENSCH et al., 2010; MENSCH
et al., 2010; TSINMAN et al., 2010).

2.4 Doseamento dos analitos em estudo

Como o ensaio PAMPA objetiva avaliar a permeabilidade
de um grande namero de amostras, a concentracdo dos analitos
nos compartimentos aceptores, apés o periodo de incubacéo,
deve ser determinada rapidamente. Para tal, a deteccdo por
espectrofotometria na regido do UV ¢é uma ferramenta
comumente empregada (FALLER, 2008). O método é rapido,
mas no caso de farmacos que ndo apresentam grupamentos
cromoéforos, ou de farmacos com baixa permeabilidade, ha
necessidade de um método mais sensivel e outra forma de
deteccdo deve ser aplicada (LIU et al., 2003). O uso de
surfactantes comumente empregados na variante Double-Sink
também limita as  possibilidades de analise por
espectrofotometria UV, ja que estes geralmente possuem uma
intensa absorcdo no UV, e dificutam a leitura dos
farmacos/compostos avaliados (MENSCH et al., 2010)
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A cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro de
massas (CL/EM) oferece como vantagens alta sensibilidade e
alta especificidade; porém esta metodologia é relativamente lenta
quando se analisa um grande numero de amostras, o que
contradiz o propésito do ensaio PAMPA, que é a avaliacdo rapida
da permeabilidade de compostos (MENSCH et al., 2007).

2.5 Aspectos importantes para obtencdo e apresentacdo de
dados de permeabilidade

Os resultados obtidos nos modelos PAMPA podem ser
representados de diversas formas, e geralmente sdo calculados
os valores de Log P, (Logaritimo de Permeabilidade), P,
(Permeabilidade) e Ca/Cy (fluxo da concentracdo doadora inicial
e concentracdo aceptora final). As equacdes para calcular os
coeficientes de permeabilidade dependem da concepcdo usada
para medir o transporte de moléculas, através das membranas
lipidicas. Para isso, é importante levar em consideracao fatores
importantes, tais como a concentracdo da amostra antes do
experimento, a concentracdo doadora apdés o experimento, 0s
volumes dos compartimentos aceptor e doador, o tempo de
incubacdo, as condi¢cdes do tampdo aceptor, a formacdo de
precipitado do soluto no compartimento doador, a geometria dos
compartimentos, a velocidade de agitacdo, a espessura e
porosidade do filtro, e o tamanho dos poros (AVDEEF, 2003).

Em outras palavras, o sucesso do uso do ensaio PAMPA
na descoberta de novos farmacos depende da interpretagédo
cuidadosa dos dados obtidos, do uso de condi¢cdes 6timas de
ensaio, da implementacdo e da integracdo de estratégias.
Portanto, a selecdo das varidveis do experimento deve ser
cautelosa. O “Guia do ensaio PAMPA”, elaborado por Avdeef e
colaboradores (2007), pode também auxiliar na selecdo dos
aspectos experimentais, que podem ser criticos para a
padronizagdo deste ensaio; 0s mesmos serdo discutidos nos
paragrafos a seguir. Outros trabalhos corroboram a selecéo
desses itens, e estdo devidamente citados.
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Pontos de amostragem: O contetdo de cada cavidade é
geralmente medido em um Unico ponto de amostra,
diferentemente do convencional multiponto (retirada da
amostra do compartimento aceptor em varios periodos de
tempo), como utilizado, por exemplo, nos ensaios com
células Caco-2. As medidas multiponto tornam os
ensaios muito lentos, caso sejam realizadas inUmeras
medicdes, e como o ensaio PAMPA foi desenvolvido para
obter grande quantidade de dados, mais rapidamente,
ndo ha necessidade de reposi¢éo continua de tamp&o no
compartimento aceptor. Consequentemente, deve-se
realizar os procedimentos experimentais de modo que a
Unica medida seja obtida de forma confiavel (AVDEEF,
2003).

Tempo do experimento: Para utilizar o tempo
experimental adequado, e tornar uma Unica medida
confiavel, Avdeef e colaboradores (2007) constataram
que os farmacos/compostos altamente lipofilicos (Log
P>2) necessitam de um menor tempo de incubacéo (30
min & 4 h); no entanto, deve ser aplicada agitagdo
vigorosa e um gradiente de pH ao sistema. Para
farmacos/compostos hidrofilicos, o tempo de incubacao
recomendado é de 15 h e ndo é necessario aplicar
agitacao ao sistema, visto que a camada aquosa formada
nao interfere na permeabilidade de farmacos hidrofilicos.
Ainda, deve-se considerar que, se o experimento for
conduzido por um longo periodo de tempo (por exemplo,
> 20 h) o sistema pode atingir um estado de equilibrio,
onde a concentracdo da amostra torna-se equivalente
nos compartimentos doador e receptor, inviabilizando a
determinacédo do coeficiente de permeabilidade. Sob tais
condi¢cbes, a amostra também se acumula sobre a
membrana e, portanto, € conveniente utilizar um ponto
Unico de amostragem de até 15 h para que o sistema néo
atinja este estado de equilibrio.
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Porosidade do filtro de PVDF: A porosidade aparente dos
filtros de PVDF foi discutida por Nielsen e Avdeef (2004),
que afirmaram que quando a quantidade de lipidios
depositadas sobre o filtro for superior a acomodada pelo
volume dos poros, a porosidade aparente difere da
porosidade nominal. Por exemplo, ao se utilizar os dados
do fabricante de um filtro de PVDF, cuja porosidade
nominal dos poros do filtro € 0,70, e considerar-se o
volume da solucéo lipidica adicionada em cada cavidade
da placa (~4 uL), a area do filtro (0,3 cm?2) e a espessura
do mesmo (125 mm), pode-se calcular a espessura
resultante da camada lipidica em excesso (46 mm)
gerando uma membrana de 171 mm. Calculando esses
dois ultimos parametros, pode se chegar a um valor de
porosidade aparente préximo a 0,76. Esse valor deve ser
considerado nos célculos de permeabilidade efetiva, ja
que ocorre um aumento de porosidade em torno de 9%, e
se este dado nado for levado em consideracdo pode-se
sub ou superestimar os valores de permeabilidade de
alguns farmacos/compostos (KANSY et al., 2004;
NIELSEN et al., 2004).

Adicdo de cosolventes no tampéo: A baixa solubilidade
de farmacos/compostos € descrita como uma condi¢do
que diminui a possibilidade de transporte. Para solucionar
esse problema apresentado por alguns
farmacos/compostos, € recomendado, em experimentos
PAMPA, o uso de cosolventes no tampao escolhido, visto
que, este ensaio € capaz de medir com precisao e
rapidez a permeabilidade de compostos altamente
lipofilicos. Tem sido uma pratica comum a utilizacdo de
5% de DMSO no tampdo aquoso (AVDEEF, 2005). No
entanto, para medi¢cdes no espectrofotdmetro de UV, tal
percentual fica limitado para compostos que absorvem
em baixos comprimentos de onda, pois esse agente
solubilizante pode interferir na leitura das amostras, ja
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que ele também absorve em baixos comprimentos de
onda (CHEN et al., 2008).

2.6 Validagdo analitica

O objetivo da validagdo de métodos analiticos é
comprovar que os mesmos sdo adequados para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa
e/ou quantitativa de farmacos ou outros compostos (BRASIL,
2003).

A aceitabilidade dos dados analiticos depende
diretamente dos critérios que foram utilizados para validar o
método (FDA, 2001). Os guias nacionais de referéncia, tal como
0 “Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos” da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e o0s
internacionais, tal como o guia “Validation of analytical
procedures: text and methodology, Q2(R1)” do International
Conference on Harmonization (ICH), preconizam que, para a
validacdo de métodos de doseamento, sejam realizados os
ensaios de especificidade, linearidade, limite de deteccéo, limite
de quantificacado, preciséo e exatidao (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O critério especificidade é a capacidade do método de
avaliar, de forma inequivoca, o0 analito na presenca de
componentes que podem estar presentes. Adicionalmente, essas
medidas poderdo incluir impurezas presentes na amostra,
produtos de degradacdo, componentes da matriz, entre outros
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A linearidade é a capacidade do método de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. O coeficiente de correlacdo linear (r) €
frequentemente usado para indicar o quanto a reta pode ser
considerada adequada como modelo matematico. O critério
minimo aceitavel do (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2003).

O limite de deteccdo (LD) é definido como a
concentracdo do analito que produz um sinal de trés vezes a
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razado ruido/sinal do equipamento. O LD é de suma importancia
guando séo realizadas medidas de amostras com baixos niveis
do analito, ou quando sdo analisados tracos. Assim, é possivel
saber qual a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada pelo método (BRASIL, 2003).

O limite de quantificacao (LQ) é a menor concentracéo do
analito que pode ser quantificada, com niveis aceitaveis de
precisdo e exatiddo. Também pode ser considerado como a
concentracdo do analito correspondente ao valor da média do
branco mais 10 desvios-padrao (ICH, 2005).

A precisdo de um método analitico descreve a
proximidade das medidas individuais de um analito quando o
procedimento € aplicado repetidamente a aliquotas multiplas de
um unico e homogéneo volume. Ela deve ser medida utilizando
um minimo de nove determinacdes por concentracdo (FDA,
2001). A precisdo pode ser considerada em trés niveis:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A
repetibilidade se refere a concordancia entre os resultados, em
um curto periodo de tempo, com 0 mesmo analista, e utilizando a
mesma instrumentacao (precisdo intra-dia). Isto é verificado por,
no minimo, nove determina¢des, contemplando a linearidade do
método, ou seja, trés concentracdes (baixa, média e alta) com
trés réplicas cada; ou, no minimo, seis determinac¢des a 100% da
concentracdo teste. A precisdo intermediaria € a concordancia
entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, por analistas diferentes e/ou com equipamentos
diferentes (precisdo inter-dia). A reprodutibilidade ¢é a
concordancia entre os resultados obtidos por laboratérios
diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A exatiddo de um método reflete a proximidade dos
resultados obtidos com o valor verdadeiro (BRASIL, 2003) e deve
ser avaliada ap6s a determinacdo da especificidade, linearidade
e precisdo do método (ICH 2005). Segundo o ICH (2005), a
exatiddo deve contemplar o intervalo linear e a especificidade do
mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, nove
determinagfes contemplando o intervalo linear do procedimento,
ou seja, trés concentracdes, (baixa, média e alta), com trés
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réplicas cada. A exatiddo € expressa pela relacdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a
concentragao tedrica correspondente.

2.7 Amostras a serem testadas
2.7.1 Cardenolideos

Os cardenolideos sé@o encontrados em algumas familias

vegetais, tais como Apocynaceae e Plantaginaceae (RATES et
al.,, 2003; TASKOVA et al.,, 2005) e em animais (hipotdlamo
bovino) (TYMIAK et al., 1993). Alguns trabalhos ja relataram que
seres humanos apresentam a capacidade de produzir
substancias semelhantes a ouabaina (HAMLYN et al., 1991) e a
digoxina (GOTO et al., 1990) enddgenas. Além disso, outros
grupos de pesquisa demonstraram que o0 colesterol e a
progesterona sao substratos para a biossintese de cardenolideos
enddgenos e esta producdo é controlada por outros horménios,
como a renina-angiotensina, endotelina e adrenalina (BAGROV
et al., 2009; QAZZAZ et al., 2004).
Com relagdo a estrutura quimica, os cardenolideos apresentam
em sua estrutura um nudcleo esteroidal e um anel pentagonal
lactonico insaturado na posi¢do C17 (porgdo aglicona ou genina),
além de uma porg¢édo acucar ligada ao C3.

Nos cardenolideos, os anéis A/B e C/D apresentam-se na
conformagdo cis, enquanto os anéis B/C encontram-se
fusionados na conformacdo trans (RATES et al., 2003). Em
relacdo a sua porcdo aglicona, os cardenolideos séo divididos
em seis séries, de acordo com a estrutura quimica das agliconas
(KREIS et al., 1998). A Figura 5 ilustra o esqueleto basico dos
cardenolideos.
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Figura 5: Estrutura quimica de um cardenolideo.
Fonte: adaptado de RATES; BRIDI (2003)

Uma grande variedade de agucares pode estar ligada ao
C3 da aglicona e os mais comuns sdo digitoxose, sarmentose,
diginose, ramnose, valarose, frutose, digitalose e glicose (RATES
et al., 2003). Embora os aglcares ndo sejam oS responsaveis
pela atividade cardiotdnica dos cardenolideos, eles afetam sua
farmacodindmica e farmacocinética. Por exemplo, agliconas séo
absorvidas mais rapidamente e metabolizadas mais facilmente
que cardenolideos glicosilados (PRASSAS et al., 2008). No
entanto, a presenca dos acucares confere maior solubilidade,
fator importante na absorcdo e distribuicdo dessas moléculas
pelo corpo, e a conformagdo estereoquimica dos acUcares
influencia a afinidade da ligagdo pelo sitio ligante da proteina
receptora (RATES et al., 2003).

Os cardenolideos sdo caracterizados pela sua alta
especificidade e poderosa acdo que exercem no musculo
cardiaco, tendo como principal acdo farmacol6gica sua acéo
cardiotbnica. Por isso, sdo utlizados para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), podendo ser
administrados em associacdo com diuréticos, se existir fibrilacdo
auricular. Também sdo recomendados na profilaxia e tratamento
de algumas arritmias como fibrilacdo atrial e taquicardia atrial
paroxistica e, ainda, no tratamento do choque cardiogénico
(RATES et al., 2003).
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O principal cardenolideo utilizado terapeuticamente é a
digoxina, mas existem outros que também o sdo. No mercado
farmacéutico brasileiro, estdo disponiveis medicamentos
elaborados com digoxina e deslanosideo (BRASIL, 2008).

Adicionalmente, o0 mecanismo da acdo -cardiotdnica
ocorre através da inibicdo da enzima NKATPase, envolvida no
mecanismo da bomba de Na'/K" dependente destes ions, que
promove, neste caso, a contracdo muscular cardiaca
(HORISBERGER, 2004). Com a inibicdo desta bomba, os niveis
de Na' no interior dos miécitos aumentam, ao contréario do que
acontece com os ions K*, que s&o expelidos para fora da célula,
sendo que esta troca ibnica ocorre através do gasto de
moléculas de ATP. O aumento intracelular dos ions Na* leva a
modulacéo da atividade de um carreador de membrana envolvido
nas trocas de fon Ca®" por fons Na*, promovendo o aumento dos
niveis intracelulares de Ca?*, por influxo ou pela mobilizacéo dos
reservatérios sarcoplasmaticos. Tal elevagdo da concentracdo
intracelular dos ions calcio resulta no aumento da forca contratil
cardiaca, pois 0 Ca’" fica disponivel para as proteinas contrateis
(RAHIMTOOLA et al., 1996).

No coracéo relaxado, a tropomiosina mascara o sitio de
ligacdo da miosina, através de um bloqueio estérico. No
processo de contracdo muscular, o contato dos fons Ca®* com a
troponina  resulta numa alteracdo conformacional na
tropomiosina, desmascarando o sitio de ligacdo da miosina e
possibilitando a formacdo do complexo actina-miosina e, assim,
induzindo a contragdo miocérdica ATP-dependente. Portanto, o
aumento dos niveis intracelulares dos fons Ca?*, ocasionado pelo
tratamento com cardenolideos, provoca um aumento do ténus
muscular e do volume sanguineo circulante por minuto e reduz a
frequéncia e o volume cardiaco (RATES et al., 2003).

Entretanto, publicacbes recentes tém  sugerido
mecanismos adicionais ao modo classico da acdo inibitéria
desses farmacos na bomba Na+/K+-ATPase, destacando novas
possibilidades terapéuticas para os mesmos (PRASSAS et al.,
2008). Uma das aplicagbes terapéuticas sugeridas € sua
potencial acao antitumoral, tendo em vista que varios autores ja
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relataram os efeitos citotoxicos da digoxina (BIELAWSKI et al.,
2006; RAGHAVENDRA et al., 2007), da digitoxina (JOHANSSON
et al., 2001; LOPEZ-LAZARO et al., 2005), da ouabaina
(KULIKOV et al., 2007) e da digitoxigenina (RAGHAVENDRA et
al., 2007).

Outra aplicacdo recentemente sugerida diz respeito a sua
acdo antiviral, mais especificamente ao efeito inibitdério da
replicacdo do virus herpético do tipo 1 (HSV-1) pela digoxina
(HARTLEY et al., 2006), pela ouabaina (DODSON et al., 2007) e
pela digitoxina (SU et al., 2008).

Com base nesses Uultimos relatos, foi realizada outra
Dissertacdo, também orientada pela Prof. Dra. Claudia Maria
Oliveira Simbes, no PPG em Biotecnologia e Biociéncias desta
Universidade, que objetivou avaliar a atividade anti-herpética de
65 cardenolideos de origem vegetal, microbiana e sintética
(BERTOL, 2011).

2.7.2 Galato de pentila

Os ésteres n-alquilicos do acido galico (acido 3,4,5-
trildroxibenzéico) constituem um importante grupo de moléculas,
que podem ser obtidas a partir de plantas (LI et al., 2005) ou
sintetizadas (SAVI et al, 2005).

Alguns alquil-galatos, como os galatos de propila (Cs),
octila (Cg) e dodecila (C1,) sdo amplamente utilizados como
antioxidantes em alguns alimentos (ARUOMA et al., 1993;
KITAGAWA et al., 2005; KUBO et al., 2010).

Adicionalmente, além da atividade antioxidante, diversas
outras atividades farmacolégicas ja foram descritas para varios
galatos: influéncia sobre enzimas hepéticas (OW et al., 2003),
atividade antimicrobiana (KUBO et al., 2002; LEAL et al., 2009;
PEREIRA RANGEL et al., 2010; SHIBATA et al., 2005), antiviral
(KRATZ et al., 2008; b; SAVI et al., 2005; UOZAKI et al., 2007),
antifingica (LEAL et al., 2009; NIHEI et al., 2003), antitumoral
(VELURI et al.,, 2006), antiinflamatéria (LEE et al., 2007),
tripanocida (EGER, 2010), entre outras.
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Para o galato de pentila (GP), as principais atividades
farmacoldgicas estdo relacionadas com a inibicdo de agentes
infecciosos, principalmente frente a virus herpéticos (KRATZ et
al., 2008; b; SAVI et al., 2005). Ainda, Shibata e colaboradores
(2005) observaram a atividade deste composto frente a cepas
resistentes e sensives de Staphylococcus aureus. Leal e
colaboradores (2009) demonstraram a atividade antifingica do
GP contra leveduras e fungos filamentosos e, mais
recentemente, Morais e colaboradores (2010) mostraram que 0
acido galico e varios galatos, incluindo o GP, inibiram o fator
NFkB, que regula a expressdo de alguns genes envolvidos no
cancer.

Tendo em vista o potencial do GP como candidato &
farmaco anti-herpético, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar sua permeabilidade intestinal e cutanea, visando ao
potencial desenvolvido de formas farmacéuticas a serem
administradas oral e/ou topicamente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Implementar no Laboratério de Virologia Aplicada da

UFSC dois modelos do ensaio PAMPA para avaliar a
permeabilidade in vitro, usando como objeto de estudo alguns
farmacos selecionados de acordo com o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), e compostos de origem
natural e sintética.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar métodos analiticos para a
quantificacdo dos farmacos selecionados do SCB e de
alguns compostos de origem natural ou sintética, por
espectrofotometria no UV.

Avaliar a permeabilidade intestinal in vitro destes
farmacos e compostos, através do modelo PAMPA TGl,
variante Double-Sink.

Avaliar a permeabilidade cutanea in vitro destes farmacos
e compostos, através do modelo PAMPA Pele.

Avaliar a integridade das membranas lipidicas utilizadas
nestes dois modelos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Objeto de estudo

Para demonstrar a funcionalidade dos modelos do ensaio
PAMPA em estudo, os mesmos devem ser capazes de
diferenciar farmacos com perfis de alta e baixa permeabilidade.
O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), descrito por
Amidon e colaboradores (1995), categoriza os farmacos em
quatro classes: (I) alta permeabilidade e alta solubilidade, (I1) alta
permeabilidade e baixa solubilidade, (Ill) baixa permeabilidade e
alta solubilidade, e (IV) baixa permeabilidade e baixa
solubilidade. De acordo com essa classificagdo, foram
selecionados um ou mais farmacos de cada classe para a
padronizacdo (Quadro 2). As estruturas quimicas destes
farmacos constam na Figura 6.

Quadro 1. Farmacos utilizados nos experimentos de
padronizagéo do ensaio PAMPA.

FARMACO SIGLA | CLASSE | ORIGEM | GRAU DE
DO SCB PUREZA
Metoprolol MET I LAPPS/ 98%
UFRGS
Propranolol PRO [ INCQS > 99%
Carbamazepina CBz Il INCQS > 99%
Naproxeno NAP Il LAPPS/ 99,2%
UFRGS
Verapamil VER Il Sigma > 99%
Atenolol ATE 11 INCQS = 99%
Hidroclorotiazida HTZ 1] INCQS > 99%
Furosemida FUR v LAPPS/ = 99%
UFRGS

SCB: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica; LAPPS/UFRGS: Laboratorio de
Producdo de Padrbes Secundarios da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saulde, RJ.
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Figura 6: Estruturas quimicas dos farmacos testados.
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Além dos farmacos utilizados para a padronizacao,
alguns cardenolideos e o composto galato de pentila foram
selecionados para aplicar o método padronizado. Os
cardenolideos foram disponibilizados pelo Prof. Dr. Ferndo
Castro Braga (Faculdade de Farmacia, UFMG) e pelo Prof. Dr.
Wolfgang Kreis (Universidade Friedrich-Alexander, Alemanha). A
identidade e a pureza destes compostos foram atestadas pelo
Dr.Rodrigo Maia Padua (Faculdade de Farmacia, UFMG) (dados
ndo mostrados). A digoxina (GP 97,4% - D6003, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e a digitoxigenina (Merck, N° 24536,
Darmstadt, Hessen, Alemanha) foram adquiridas
comercialmente. As estruturas quimicas dos cardenolideos estéo
disponiveis na Figura 7.

O
CH, )
CH,
OH
HO
H
digitoxigenina (1) gitoxigenina (2)
0 o
CH, —
CH,
OH
\ H
o HO o
8B-hidroxi-digitoxigenina (3) digitoxigenina-monodigitoxosideo (4)

Figura 7: Estruturas quimicas dos cardenolideos testados
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O galato de pentila (Figura 9) utilizado neste estudo foi
obtido por sintese organica realizada pela Doutoranda
Alessandra Mascarello, orientada pelo Prof. Dr. Ricardo José
Nunes, do PPG em Quimica desta Universidade. A identidade e
pureza desse composto foram atestadas e previamente descritas
no trabalho de Savi e colaboradores (2005).

O
HO NN
(@]

HO

OH
Figura 9: Estrutura quimica do galato de pentila

Todos os farmacos e compostos (50mM) foram diluidos
em DMSO (GP >99,9% - Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha)
e mantidos a -20°C. As solucdes-estoques dos cardenolideos
foram diluidas em tampao fosfato (PBS®), extemporaneamente a
realizacdo de cada experimento. As solugdes-estoques dos
farmacos (SCB) e do galato de pentila foram diluidas em PBS
contendo 0,5% de DMSO, também extemporaneamente a
realizacdo de cada experimento.

A utilizacdo de DMSO nos tamples aquosos €
comumente empregada em experimentos PAMPA, para melhorar
as condi¢Bes de solubilidade das amostras. No entanto, quando
se utiliza como método de andlise a espectrofotometria no UV,
existem restricbes do seu uso para farmacos/compostos que
absorvem em baixos comprimentos de onda, como o0s
cardenolideos (faixa de 230nm), regido essa que representa 0
maximo de absor¢cdo do DMSO, inviabilizando sua utilizagdo para
esta classe de compostos (CHEN et al., 2008).

® PBS: Solucio Tampdo PBS: 8,0g de NaCl; 0,2g KCl; 1,44g Na;HPO.
0,249 KH>PO4 por litro de agua ultra pura. O pH foi ajustado com NaOH ou
HCI.
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A todos que forneceram estes farmacos e compostos,
ficam aqui registrados os nossos agradecimentos.

4.2 Desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos
para a quantificacdo dos farmacos (SCB) e dos compostos
de origem natural e sintética, por espectrofotometria no UV.

Para demonstrar que o método o escolhido poderia ser
utilizado para a quantificagdo de compostos nos compartimentos
aceptores e doadores no ensaio PAMPA, foram desenvolvidos e
validados métodos analiticos de espectrofotometria no UV,
adequando-os as necessidades dos ensaios de permeabilidade
(VENKATESH et al., 2007).

Os métodos desenvolvidos foram validados segundo
critérios preconizados pelo International Conference on
Harmonisation Q2(R1) (ICH, 2005) e o Guia para Validagao de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos da ANVISA (BRASIL, 2003).
Os critérios analisados foram especificidade, linearidade, limite
de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e
exatiddo. Para todos os parametros avaliados, as leituras foram
realizadas no espectrofotdmetro UV (Infinite M200 Tecan,
Grodig, Austria), utilizando como suporte para leitura uma placa
de quartzo de 96 cavidades (SPECTRAplate™ Molecular
Devices, Sunnyvale, Califérnia, EUA).

4.2.1 Especificidade

No estudo da especificidade do método, analisou-se as
solucdes-padrbes de  todos os farmacos/compostos
isoladamente, dissolvidos em tampdo PBS/0,5%DMSO (exceto
digoxina e digitoxigenina, que foram dissolvidas em tampéao PBS
sem DMSO). As solugdes-padrbes foram transferidas para uma
placa de quartzo de 96 cavidades e foram realizadas varreduras
espectrais entre 230-450nm no espectrofotometro UV. Os perfis
espectrofotométricos de todas as solugdes-padrbes dos
farmacos/compostos foram comparados com os perfis dos
tampdes PBS e PBS/0,5%DMSO (interferentes da analise).

Além do comparativo realizado entre as solugdes-
padrbes e os tampdes, foi necessario realizar varreduras das
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solugbes das amostras, nos valores de pH utlizados nos
experimentos de permeabilidade (pH 2, 5, 6,2 e 10), a fim de
verificar seu comportamento espectral, nessa ampla faixa de pH.
Para cada amostra que apresentou perfis espectrais diferentes
nesses valores de pH, atingindo maximos de absorvancia
distintos, a validagdo analitica desta amostra, em um ou mais
pHs, também foi realizada.

4.2.2 Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcdo de
trés curvas de calibragdo, obtidas com cinco concentragdes, em
trés dias diferentes, por meio das leituras das absorvancias, nos
comprimentos de onda determinados, a partir dos dados de
especificidade de cada farmaco/composto, em cada valor de pH
selecionado. A faixa de variacdo das concentragbes de cada
amostra foi selecionada de acordo com as concentragdes de
cada amostra usadas nos experimentos.

4.2.3 Limites de deteccdo e de quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram estabelecidos a partir da curva analitica resultante da
média de trés réplicas. O calculo para determinar os valores
correspondentes aos LD (a) e LQ (b) baseia-se no desvio padrao
residual da linha de regresséo e sua relacdo com a inclinacdo da
reta (coeficiente angular) na curva analitica. Para tal, foram
utilizadas as seguintes equacoes:

DP
LD: (T) %X 3,3 (a)
DP
onde:

DP: desvio padrédo do intercepto com relacdo ao eixo dos Y; I
valor da inclinacdo da curva analitica.

4.2.4 Precisao
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A precisdo intra-dia (repetibilidade) foi avaliada através
de seis réplicas das solucbes-padrées dos farmacos/compostos,
que foram preparadas em PBS ou PBS/0,5%DMSO, para cada
valor de pH selecionado, de acordo com as concentragdes dos
mesmos utilizadas nos experimentos. Foram realizadas leituras
em trés diferentes periodos do dia (manh4, inicio da tarde e final
da tarde).

A precisdo inter-dia foi avaliada através da comparacao
entre as leituras de uma mesma concentracdo, realizadas em
trés dias diferentes, utilizando seis réplicas de cada solugéo-
padréo.

Para todas as leituras de precisédo foram registrados os
valores das absorvancias e efetuados os célculos dos desvios
padréao relativos entre as determinacoes.

4.2.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método da recuperacdo de
cada analito, apGs os experimentos, adicionando-se quantidades
conhecidas aos tampdes, em trés concentracdes diferentes (alta,
média e baixa). O coeficiente de variacdo e a porcentagem de
recuperacdo foram utilizados para avaliar a exatiddo definida
como:

100

o concentracao experimental obtida
Exatidao = ( p T )
concentragio tedrica

4.3. Avaliacao in vitro da permeabilidade pelo ensaio PAMPA

Os experimentos foram realizados através do modelo
PAMPA TGI, variante Double-Sink (AVDEEF, 2003; AVDEEF et
al.,, 2007) e do modelo PAMPA Pele (OTTAVIANI; MARTEL;
CARRUPT, 2006 e 2007), que mimetizam, respectivamente, o
transporte de farmacos/compostos através do  trato
gastrointestinal e da pele humana. Em ambas as metodologias,
foram utilizadas placas de 96 cavidades MultiScreen®IP
(Millipore, Billerica, MA, EUA) como compartimento aceptor e
placas/filtros de PVDF de 96 cavidades MultiScreen®IP (Millipore,
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Billerica, MA, EUA) como compartimento doador. Para os
cardenolideos, em ambos os experimentos, foi utilizado o tampao
PBS como tampdo aquoso dos compartimentos aceptor e
doador; ja para os farmacos (SCB) e para o galato de pentila foi
utilizado como tampéao PBS/0,5% DMSO.

4.3.1 Modelo TGlI, variante Double-Sink

Nesta variante, cada cavidade da placa filtro recebeu 5
pL de uma solugdo a 20% (p/v) de lecitina de soja (541601G -
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, EUA), dissolvida em dodecano
(GP >99% - D221104 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As
solu¢des doadoras iniciais (150 pL) foram preparadas através da
diluicdo das solugbes-estoques dos farmacos/compostos em
tampé&o PBS ou PBS/0,5%DMSO, nos valores de pH 5; 6,2 e 7,4,
mimetizando as diferentes condicbes de pH do trato
gastrointestinal. Na placa aceptora, foram adicionados 300 pL do
tampao selecionado para os farmacos/compostos, em pH 7,4
para mimetizar o pH da circulagdo sanguinea. Posteriormente, 0s
sanduiches formados foram incubados por diferentes tempos (1,
4 ou 15 h), a 21 + 2°C, com agitacdo de 300 rpm, em agitador
orbital (QUIMIS, Sao Paulo, SP, Brasil). Posteriormente, as
placas foram separadas e seus contetudos foram transferidos
para a placa de quartzo de 96 cavidades para leitura das
absorvancias no espectrofotdmetro de UV.

4.3.2 Modelo PAMPA Pele

Para preparar a membrana lipidica, foi utilizada uma
mistura (v/v) de 70% de 6leo de silicone (OS - DC 200 - Sigma,
St. Louis, MO, EUA) e 30% de miristato de isopropila (IPM, 98%
— Alfa Aesar, Karlsruhe, Baden-Wurttemberg, Alemanha). A
membrana lipidica foi preparada imediatamente antes dos
experimentos, e 17 pL de 35% (v/v) da membrana dissolvida em
hexano (GP 99,9% - Acros Organics, Geel, Vlaams Gewest,
Bélgica) foram adicionados em cada cavidade da placa doadora
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20 min antes da formacéo dos sanduiches, para evaporacdo do
solvente organico.

Para melhor predizer a permeabilidade de
farmacos/compostos de diferentes valores de pKa, os valores de
pH do tampdo no compartimento doador foram 2, 5 e 10. As
solucbes doadoras iniciais (150 pL) foram preparadas através da
diluicdo das solucbes-estoques dos farmacos/compostos em
tampédo, nos valores de pH selecionados. Na placa aceptora
foram adicionados 300 pL do tampéo selecionado para o0s
farmacos/compostos, em pH 7,4 para mimetizar o pH da
circulacdo sanguinea. Posteriormente, os sanduiches formados
foram incubados por 7h, a 21 + 2°C, com agitacdo de 150 rpm,
em agitador orbital. Cada placa foi envolvida com papel toalha
umedecido com agua, para garantir que as solucdes contidas em
ambos os compartimentos ndo evaporassem. Posteriormente, as
placas foram separadas e seus contetudos foram transferidos
para a placa de quartzo de 96 cavidades, e as leituras das
absorvancias foram realizadas no espectrofotbmetro de UV. O
tempo de incubacdo de 7 h foi escolhido para se obter uma
discriminacdo correta entre as amostras neste modelo, a fim de
impedir o estabelecimento de equilibrio entre as concentracdes,
em ambos os compartimentos. Além disso, o uso do filtro de
PVDF neste modelo também requer um maior tempo de
incubacdo (MARTEL, 2010).

O calculo do coeficiente de permeabilidade efetiva (Log
P., cm/s) foi realizado conforme descrito por Chen e
colaboradores (2008), através da aplicacdo da seguinte férmula:

LogPe= Log [CX —In (CI_—CA>]

equilibrium

onde:
(Vp X Vy)

Cx = [(Vp +V,) X A X porosidade X t]

C [Cp X Vp +Cyq X Vy]
equilibrium= VD + VA
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onde:

Ca (t): concentracdo do farmaco/composto no compartimento
aceptor no tempo t;

Cp (t): concentracdo do farmaco/composto no compartimento
doador no tempo t;

Vp: volume do compartimento doador;

Va: volume do compartimento aceptor;

A: area do filtro (cm?);

Porosidade: porosidade do filtro

t: tempo de incubacao (segundos);

A equacdo usada para determinar a massa do
farmaco/composto retida na membrana foi a seguinte:

1_[CDXVD+CAX VA]
Co X V)

R =

onde:

Ca (t): concentracdo do farmaco/composto no compartimento
aceptor no tempo t;

Cp (t): concentracdo do farmaco/composto no compartimento
doador no tempo t;

Vp: volume do compartimento doador;

Va: volume do compartimento aceptor;

Co: concentracdo inicial do farmaco/composto.

4.4, Avaliacdo da integridade das membranas lipidicas

Para garantir a robustez dos resultados dos experimentos
de transporte, é desejavel incluir, apés o experimento, um ensaio
que verifique a integridade das membranas utilizadas. Para tal,
utilizam-se corantes que nao atravessam as barreiras bioldgicas
através da via transcelular, ou que apresentam baixa
permeabilidade através dessa via. Alguns estudos demonstraram
a eficiéncia dessa avaliagdo em modelos PAMPA com diversas
barreiras lipidicas, tais como dioleilfosfatidilcolina (LIU, et al.,
2003), lecitina de ovo (ZHU, et al., 2002) e lecitina de soja
(MIRET et al., 2004).

Neste trabalho, foi aplicada a metodologia proposta pela
empresa Millipore (MILLIPORE, 2005) para avaliar a integridade
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da membrana lipidica, apdés a avaliacdo da permeabilidade.
Foram utilizados os corantes Lucifer Yellow (LY) (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), que é rejeitado pela membrana lipidica, e Azul
de Crescil Brilhante (ACB) (Merck, Darmstadt, Hessen,
Alemanha), que apresenta baixa permeabilidade.

Os corantes foram preparados em tampao
PBS/0,5%DMSO, pH 7,4, na proporgdo 9:1 (ACB.LY). Esta
solucédo (150 pL) foi adicionada no compartimento doador, logo
apos o experimento. O tampao PBS/0,5%DMSO (300 uL, pH 7,4)
foi adicionado no compartimento aceptor e, posteriormente, 0s
sanduiches foram formados e mantidos a temperatura ambiente,
por 3 h. Apds, as placas foram separadas e 200 uL do contetudo
do compartimento aceptor foram transferidos para a placa de
quartzo. A leitura foi realizada a 610nm para quantificar a
passagem do corante ACB. A leitura do LY foi realizada
utilizando-se o leitor de fluorescéncia (excitagdo 425nm e
emissdo 528nm).

4.5. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa Microsoft Office Excel® 2007 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EUA) para os dados da validagdo analitica do
método espectrofotométrico no UV, através da analise de
regressao.

A anadlise estatistica dos resultados aqui obtidos foi
realizada por andlise de variancia (ANOVA). Para as amostras
que apresentaram diferencas estatisticamente significativas,
realizou-se o pés-teste Tukey. As analises foram realizadas com
o programa GraphPad Prism® 5, versdo 5.01 para Windows
(Graph Pad Software, La Jolla, CA, EUA). O intervalo de
confianga adotado foi de 95% (p <0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos
5.1.1 Especificidade

O estudo de especificidade possibilitou determinar o
comprimento de onda adequado para andlise dos
farmacos/compostos estudados. Os espectros demonstraram
gue o método é especifico, pois ndo ocorreu sobreposicdo das
bandas dos mesmos, individualmente, e as dos tampdes PBS e
PBS/0,5%DMSO. A titulo ilustrativo, as Figuras 9, 10, 11, 12 e 13
mostram  o0s  espectros de varredura obtidos  por
espectrofotometria no UV de todos as amostras avaliadas, bem
como o comprimento de onda selecionado como 0 maximo de
absorcdo no UV. Os espectros de varredura dos farmacos
atenolol, carbamazepina, hidroclorotiazida, naproxeno e
propranolol foram comparados com dados da literatura, sendo
que os mesmos perfis e 0s mesmos comprimentos de onda
maximos de absorcéo foram encontrados (MOFFAT et al., 1986).

Os perfis dos espectros obtidos de UV-VIS (230-450nm)
de todas as amostras, em tampéao PBS, nos diferentes valores de
pH (2; 5; 6,2; 7,4 e 10), foram avaliados e comparados. Esses
espectros mostraram que grande parte dos compostos
apresentam comportamentos distintos, devido a varia¢des de pH.

Para os farmacos atenolol, metoprolol e propranolol
(Figura 9), os perfis das bandas foram muito similares, em todos
os valores de pH (dados ndao mostrados), o que possibilitou a
validagdo do método em um Unico pH (pH 7,4).

(a) | (b) (c)

PRO- 290nm (pH 7.4)
ATE - 375nm (pH 7,4) MET- 2750m (pH 7.4) xf

74

n

Figura 10: Especificidade do método desenvolvido para quantificagdo por
espectrofotometria no UV dos farmacos (A) atenolol (ATE), (B) metoprolol (MET) e (C)
propranolol (PRO). Farmacos representados em verde e tampao PBS 0,5%DMSO em
vermelho. Amplitude compreendida entre 230-450nm.
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Os espectros dos farmacos carbamazepina (pH 6,2),
furosemida (pH 2), hidroclorotiazida (pH10), naproxeno (pH 2 e
pH 5) e verapamil (pH 10) (Figuras 10 e 11) mostraram que
houve diferencas de intensidade nos valores maximos de
absorcdo, com relacdo ao pH 7,4. Desse modo, a faixa de
linearidade utilizada nesses valores de pH foi distinta e uma nova
validacdo analitica foi realizada.

(b)
(@)

oo

CBZ - 285nm (pH 7,4)

CBZ - 285nm (pH 6,2)

(d)
c)
: FUR=275nm (pH 7,4)
FUR-275nm (pH 2)
74
HTZ - 275nm (pH 10) o (e)
5 HTZ -275nm (pH 7,4)

Figura 11: Especificidade do método desenvolvido para quantificagdo por
espectrofotometria no UV dos farmacos (A) carbamazepina (CBZ) pH 6,2; (B)
carbamazepina (CBZ) pH 7,4; (C) furosemida (FUR) pH 2; (D) furosemida (FUR)
pH 7,4; (E) hidroclorotiazida (HTZ) pH 7,4; (F) hidroclorotiazida (HTZ) pH 10
(farmacos representados em verde) e do tampao PBS 0,5%DMSO (representado
em vermelho). Amplitude compreendida entre 230-450nm.
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Figura 12: Especificidade do método desenvolvido para quantificacdo por espectrofotometria no UV dos farmacos (A) naproxeno (NAP) pH
2; (B) naproxeno (NAP) pH 5; (C) naproxeno (NAP) pH 7,4; (D) verapamil (VER) pH 7,4; (E) verapamil (VER) pH 10 (farmacos
representados em verde) e do tampao PBS 0,5%DMSO (representado em vermelho). Amplitude compreendida entre 230-450nm.
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Diferentemente das outras amostras, 0s espectros do composto
galato de pentila (Figuras 12 A, B e C) mostraram deslocamentos
das bandas nos valores de pH 7,4 e 10, e por isso foi
imprescindivel realizar a validacdo analitica em diferentes
comprimentos de onda. A validacdo ndo foi necessaria nos
outros valores de pH (2; 5 e 6,2) onde os perfis de absorvancia
no UV foram muito similares (dados n&o mostrados). Esses
resultados podem ser atribuidos & degradagdo do composto em
condicdes de pH basico, enquanto que em meios acidos e
oxidativos, o GP apresentou-se altamente estavel, conforme
relatado por Kelmann (2011).

(a) ' (b)
GP - 270nm (pH 5)
Y g GP - 270nm (pH 7,4)

oo

GP-278nm (pH 10)  (c)

74

ob

nm

Figura 13: Especificidade do método desenvolvido para quantificacao por
espectrofotometria no UV dos compostos (A) galato de pentila (GP) pH 5;
(B) galato de pentila (GP) pH 7,4; (C) galato de pentila (GP) pH 10;
(compostos representados em verde) e do tampdo PBS 0,5%DMSO
(representado em vermelho). Amplitude compreendida entre 230-450nm.
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Os cardenolideos testados apresentam o0 mesmo
grupamento croméforo no UV e, por este motivo, ndo foi
necessario validar o método analitico para todos eles, tendo sido
selecionados para tal, a digoxina e a digitoxigenina (Figura 13).
Tais compostos geralmente sédo detectados em
espectrofotdbmetro de UV com um maximo de absorcéo na regido
de 220 nm. No entanto, devido as limitagbes do equipamento
utilizado, essas leituras foram realizadas em 230 nm, regido na
qual os compostos ainda apresentaram uma intensa absor¢ao no
UVv.

Na Figura 13 A e B foi possivel observar que o tampao
aquoso escolhido néo interfere na absorvancia das amostras na
regido de 230nm; porém, ndo foi possivel visualizar as bandas
caracteristicas desses cardenolideosos no UV, e, assim detectar
0 maximo de absor¢cdo desses compostos. No entanto, atraves
de uma varredura (200-240nm) em outro espectrofotdbmetro de
UV (Lambda 25 UV/VIS, PerkinElmer, SP, Brasil) (dados néao
mostrados), e de uma busca na literatura, foi possivel ndo s6
observar o perfil de absorvdncia no UV de diferentes
cardenolideos, mas também destacar que na regido de 230nm
ainda ocorre uma intensa absorcdo desta classe de compostos,
as quais ndo interferem na qualidade dos resultados obtidos nos
experimentos de permeabilidade (ASHLEY, 1957; DONG, 1999;
NACHTRNANN, 1976; SCHNEIDER et al., 1998; STOLL, 1954).

(a) ) (b)

oD

Sl DIG —230nm (pH 74} DGTX - 230nm (pH 7.4)

74

Figura 15: Especificidade do método desenvolvido para quantificacdo por
espectrofotometria no UV dos compostos (A) digoxina (DIG), (B) digitoxigenina (DGTX)
(compostos representados em verde) e do tampdo PBS (representado em vermelho).
Amplitude compreendida entre 230-450nm.
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5.1.2 Linearidade

As curvas de calibracdo dos farmacos/compostos
analisados apresentaram-se lineares na faixa de concentracdo
determinada, com coeficientes de correlacdo entre 0,9955 a
0,9999. Na Tabela 1 encontram-se as faixas de linearidade
utiizadas para os farmacos/compostos, bem como os dados
obtidos através da equacdo da reta, determinada por regressao
linear (a representacdo grafica das equacgbes da reta nao foi
apresentada).

Tabela 1: Faixas de linearidade e limites de detec¢do (LD) e de
quantificacdo (LQ) obtidos para os farmacos/compostos testados, em
diferentes valores de pH.

Farmacos/ pH da Faixa de Linearidade LD LQ
compostos solucéd linearidade UM Y
0 um
Atenolol 7.4 125-1000 y = 0,0004x + 0,0298 36,07 109,32
R2=0,9961
Metoprolol 74 200-2500 y = 0,0003x - 0,0093 53,52 162,20
R2 = 0,9997
Propranolol 7,4 30-500 y = 0,0012x + 0,0005 10,15 30,75
R2=0,9999
Carbamazepi 6,2 25-300 y =0,003x + 0,014 5,28 15,99
na R2? = 10,9999
7,4 25-300 y = 0,0033x + 0,0001 4,62 14,01
R2=0,9994
Furosemida 2 50-600 y = 0,0015x + 0,0853 12,48 37,84
R2 = 0,9989
7,4 25-300 y = 0,0042x + 0,0097 2,33 7,06
R2=0,9998
Hidroclorotiaz 2 30-500 y = 0,0044x + 0,0077 4,46 13,56
ida R2 = 0,9997
7,4 25-300 y = 0,0044x - 0,0139 4,77 14,45
R2=0,9999
Naproxeno 5 125-1000 y =0,0004x + 0,0184 20,93 63,58
R2 =0,9955
7.4 25-700 y =0,0013x - 0,0215 5,18 15,71
R2=0,9998
Verapamil 7,4 100-700 y =0,0012x - 0,0349 14,99 45,44
R2=0,9992
10 125-1000 y = 0,0024x + 0,0826 21,22 64,30
R2=0,9976
Galato de 5 30-500 y =0,003x + 0,0022 9,23 27,97
pentila R2 =0,9996
7.4 30-500 y = 0,0034x - 0,0008 7,80 23,65
R2=0,9991
Digoxina 7,4 100-700 y = 0,0028x + 0,0423 25,93 78,58
R2 = 0,9957
Digitoxigenin 7,4 25-300 y = 0,0048x + 0,0036 8,03 24,34
a R2 = 0,9995

LD: limite de detecgéo; LQ: limite de quantificagéo.
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N&o foi possivel atribuir uma faixa de linearidade para o
naproxeno em pH2, devido a insolubilidade do mesmo em
solucdes fortemente acidas. Nesse pH, além do farmaco nao
atingir o valor de R2 desejado (>0,99), resultados posteriores de
precisdo e exatiddo também ndo foram alcangados. Por isso, 0s
dados de permeabilidade do naproxeno em pH 2 ndo foram
apresentados neste trabalho.

Para garantir a validade do ensaio foi realizada a analise
de variancia ANOVA e evidenciou-se a linearidade dos métodos,
através de alguns parametros avaliados. Na analise dos valores
calculados de F, ndo foi demonstrada a falta de ajuste do
modelo, uma vez que os mesmos foram superiores aos valores
de F criticos, no nivel de 95% de confianca (dados nao
mostrados).

A analise dos residuos, definida a partir dos desvios
verticais de cada ponto da linha da reta, também fornece
informagdes importantes sobre os dados de linearidade (SKOOG
et al., 2006). Neste estudo, graficos de concentragdo versus
residuo (dados ndo mostrados) foram elaborados para todos os
farmacos/compostos validados, e os pontos localizaram-se em
torno do eixo das abscissas, descartando, assim, uma possivel
tendéncia dos resultados.

Por fim, os limites de confianca para o intercepto também
foram calculados para cada farmaco/composto e, estes, incluem
0 valor zero (dados ndo mostrados). Com esses dados, foi
possivel constatar a auséncia de erro sistematico, no qual o fator
de variagdo independe da concentracdo dos componentes
analisados (SKOOG et al., 2006).

5.1.3 Limites de deteccéo e de quantificagao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
obtidos a partir das curvas de calibracdo dos
farmacos/compostos testados e também estao representados na
Tabela 1. Para a maioria dos farmacos/compostos, os valores de
LD e LQ obtidos foram baixos, demonstrando sensibilidade para
a deteccdo e a quantificacdo destas amostras, nas condigbes
descritas. Para o atenolol e o metoprolol, que apresentam baixa
absorcdo no UV (valores de LQ: 109,32 uM e 162,20 uM,
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respectivamente), foi necessario o uso de altas concentracfes
nos experimentos PAMPA. Mesmo quando esses farmacos
foram utilizados em altas concentracdes, a solubilidade néo foi
afetada, e eles foram suficientemente sollveis para a realizacédo
dos ensaios de permeabilidade. Dados de solubilidade em agua
foram obtidos no programa SciFinder Scholar™ 2007.

5.1.4 Precisao

A Tabela 2 apresenta os dados de precisdo intra-dia
(repetibilidade) dos farmacos/compostos avaliados. Os
resultados obtidos, em trés diferentes periodos do dia, com as
amostras nas mesmas concentra¢gfes usadas nos experimentos
PAMPA, em cada valor de pH apresentaram valores de desvio
padrao relativo (DPR) entre 0,30 a 4,48%, que s&o menores que
o0 valor maximo estabelecido de 5,0% (BRASIL, 2003).

Tabela 2: Resultados da precisdo intra-dia dos farmacos/compostos
testados, em diferentes valores de pH.

Farmacos/ pH Manha Inicio Final Média DP DPR
compostos (UA) tarde tarde (%)
(UA) (UA)

Atenolol 7,4 0,50 0,49 0,49 0,49 0,006 1,25
Metoprolol 7,4 0,53 0,54 0,54 0,50 0,004 0,83
Propranolol 7.4 0,35 0,39 0,36 0,35 0,017 4,48

Carbamazepina 6,2 0,65 0,65 0,67 0,66 0,011 1,70
7,4 0,62 0,64 0,65 0,64 0,014 2,16

Furosemida 2 0,53 0,57 0,55 0,55 0,016 2,92
7,4 1,45 1,43 1,54 1,47 0,056 3,77

Hidroclorotiazida 2 0,81 0,81 0,80 0,81 0,003 0,27
74 1,15 1,15 1,15 1,15 0,004 0,29

Naproxeno 5 0,29 0,30 0,31 0,30 0,008 2,82
7,4 0,71 0,74 0,72 0,72 0,016 2,24

Verapamil 74 0,67 0,66 0,67 0,66 0,003 0,43

10 0,58 0,58 0,57 0,58 0,004 0,60

Galato de pentila 5 0,69 0,68 0,67 0,68 0,006 0,91
74 1,27 1,22 1,20 1,23 0,033 2,65

Digoxina 7,4 1,15 1,09 1,09 1,11 0,032 2,87
Digitoxigenina 7,4 0,90 0,90 0,90 0,90 0,028 0,30

UA: Unidades de absorvancia; DP: desvio padrdo; DPR: desvio padréo relativo.
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A precisdo inter-dia (Tabela 3) foi verificada em trés
dias diferentes, também com as amostras nas mesmas
concentragdes usadas nos experimentos PAMPA. Os valores de
DPR foram inferiores a 5%, assim como no ensaio de
repetibilidade, estando em conformidade com os guias de
referéncia (BRASIL, 2003).

Tabela 3: Resultados da precisdo inter-dia dos farmacos/compostos
testados, em diferentes valores de pH.

Farmacos/ pH Dia Dia Dia 3 Média DP DPR
Compostos 1 2 (UA) (%)
(UA)  (UA)

Atenolol 7.4 0,49 0,47 0,46 0,47 001 3,21
Metoprolol 7,4 0,52 0,54 0,54 0,53 0,009 1,62
Propranolol 7.4 0,37 0,39 0,40 0,39 0,01 3,84

Carbamazepina 6,2 0,67 0,62 0,65 0,65 0,02 3,52
7.4 0,65 0,63 0,59 0,62 0,03 4,45

Furosemida 2 0,55 0,551 0,53 0,53 0,02 3,66
7,4 1,37 1,41 1,28 1,35 0,07 4,94

Hidroclorotiazida 2 0,81 0,83 0,82 0,82 0,01 1,51
7,4 1,010 0,99 1,05 1,02 0,03 2,85

Naproxeno 5 0,27 0,29 0,27 0,27 0,01 4,40
7,4 0,74 0,72 0,79 0,75 0,03 4,53

Verapamil 7,4 0,66 0,65 0,63 0,65 0,01 2,31

10 0,58 0,60 0,59 0,59 0,01 1,94

Galato de pentila 5 0,68 0,64 0,67 0,67 0,02 2,77
74 1,03 0,99 0,99 1,00 0,02 2,41

Digoxina 7,4 1,05 0,99 1,01 1,02 0,03 3,03
Digitoxigenina 7,4 0,93 0,98 0,97 0,96 0,02 2,51

UA: Unidades de absorvancia; DP: desvio padrdo; DPR: desvio padréo relativo.

Os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 confirmam que
0 método analitico de espectrofotometria no UV proposto é
suficientemente preciso para quantificar as amostras, de acordo

com a legislacéo vigente.
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5.1.5 Exatidao

A exatiddo foi verificada através da andlise de
recuperagcdo, para trés niveis de concentragdo das amostras
(baixa, média e alta). Os resultados obtidos revelaram a faixa de
recuperagdo dos analitos entre (95,20 - 113,07%) e o maior valor
de DPR de 5,2 % (Tabela 4). Estes resultados demonstram que
pequenas variagbes na concentracdo de cada amostra testada
podem ser prontamente quantificadas pelo método desenvolvido,
que mostrou ser satisfatoriamente exato.

Contudo, o Unico composto que nao atendeu as
exigéncias de exatiddo do método foi o galato de pentila em pH
10 (valores de recuperacdo menores que 95%). Embora tenham
sido obtidos dados de linearidade e precisao satisfatérios para o
mesmo, foi possivel observar, quando da validacdo da
especificidade do método (Figura 12C), um comportamento
diferente e instavel no pH basico, demonstrando a necessidade
de estudos que avaliem a estabilidade desse composto. Com
isso, os dados de permeabilidade do galato de pentila em pH 10
foram excluidos do presente trabalho.

De acordo com os resultados obtidos para os parametros
validados (especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo), o
método apresentou a confiabilidade requerida para um método
analitico. Além disso, mostrou ser uma alternativa rapida e de
baixo custo para quantificar os farmacos/compostos avaliados
nos experimentos PAMPA.
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Tabela 4: Resultados do ensaio de exatidao dos farmacos/compostos testados, em diferentes valores de pH.

Farmacos/composto  pH da solucéo Concentracao Concentracédo DP DPR Recuperacéo
S Tedrica (UM) média (%) (%)
experimental
(UM)
Atenolol 7,4 1000 981,46 6,04 1,22 98,15
500 485,11 2,46 0,67 97,02
250 268,62 8,82 3,21 107,45
Metoprolol 7,4 2000 2015,97 1,16 100,80
23,36
1000 969,03 18,00 1,86 96,90
500 497,36 16,69 3,35 99,47
Proproanolol 7,4 250 251,57 0,25 0,10 100,63
125 119,26 1,21 1,02 95,41
62,5 60,99 292 4,80 97,58
Carbamazepina 6,2 200 200,15 3,16 0,95 100,07
100 102,82 0,41 0,26 102,82
50 51,95 1,10 0,25 103,91
7,4 200 197,95 2,76 1,39 98,97
100 101,40 1,37 1,35 101,39
50 48,38 0,20 0,42 96,77

(...)
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Farmacos/compostos pHda Concentracédo Concentragéo DP DPR Recuperacao
solucéo Tedrica (UM) média experimental (%) (%)
(LM)

7,4 200 199,89 1,38 0,69 99,94
100 103,04 0,97 0,94 103,04
50 52,18 0,59 1,14 104,36

7,4 196,88 4,61 2,34 98,44
100 98,65 1,54 1,48 98,65
50 47,60 2,56 5,20 95,20

7,4 500 500,04 1,87 0,37 100,02
350 347,58 3,24 0,93 99,31
200 197,84 4,67 2,36 98,92
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Farmacos/compostos pH da Concentracdo  Concentracdo média DP DPR Recuperacédo
solucéo Teérica (uUM) experimental (%) (%)
(UM)
Verapamil 7,4 500 508,17 6,24 2,57 101,60
350 345,70 2,85 1,07 98,72
200 199,42 0,59 0,77 99,77
10 700 702,91 7,83 1,70 100,41
300 319,94 7,33 1,52 106,64
125 132,05 2,32 1,02 105,61
Galato de pentila 5 250 254,07 4,79 1,88 101,63
125 130,37 1,01 0,78 104,29
62,5 66,76 2,35 3,52 106,82
7.4 250 253,71 4,18 1,65 101,48
125 124,14 3,90 3,14 99,31
62,5 64,20 0,86 1,34 102,72
Digitoxigenina 7,4 200 199,03 3,16 1,57 99,51
100 97,79 1,09 1,12 97,79
50 49,78 0,43 0,87 99,56
Digoxina 7,4 500 508,65 9,96 1,42 101,73
350 357,11 4,99 0,71 102,03
200 210,88 6,87 1,95 105,44

DP: desvio padréo; DPR: desvio padréo relativo.
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5.2 Avaliagéo in vitro da permeabilidade pelo ensaio PAMPA
5.2.1 Modelo TGI, variante Double-Sink (DS)
5.2.1.1 Farmacos

Os dados de permeabilidade dos farmacos avaliados no
modelo TGI, variante Double-Sink estéo representados na

Figura 16. Os resultados estdo expressos como valores
dos coeficientes de permeabilidade efetiva (Log Pe), que s&o
comumente utilizados para expressar a permeabilidade de
amostras através de membranas lipidicas no ensaio PAMPA. Os
experimentos foram realizados em tampao PBS nos valores de
pH 5; 6,2 e 7,4 (compartimento doador) e pH 7,4 no
compartimento aceptor. Esses valores de pH foram selecionados
para mimetizar o ambiente encontrado no TGI superior, onde
ocorre uma maior absorcdo. Além disso, a maioria dos
candidatos a farmacos (80%) sdo ionizaveis e dependem de um
gradiente de pH (FALLER, 2008).

No estudo realizado por Teksin et al. (2006), o farmaco
metoprolol (Classe 1, SCB) apresentou valores de P
marcadamente influenciados pela composicdo da fase lipidica,
pois quando foram utilizadas membranas lipidicas com carga
superior negativa, ele apresentou alta permeabilidade,
diferentemente do que ocorreu quando foram usadas fases
lipidicas de carga neutra. Além disso, este farmaco tem sido
utilizado em experimentos de permeabilidade por ser
considerado “limitrofe de alta permeabilidade”, ou seja, por
conseguir diferenciar compostos de alta e baixa permeabilidade
(LENTZ et al., 2000; TEKSIN et al., 2010) o que também foi
observado neste trabalho (

Figura 16A).
Os farmacos  propranolol  (Classe l, SCB),
carbamazepina, naproxeno e verapamil (Classe I1l, SCB),

comumente utilizados nos modelos PAMPA, por serem altamente
lipofilicos e permearem com facilidade através das membranas
lipidicas, apresentaram alta permeabilidade através do modelo
PAMPA TGI, variante Double-sink, nos trés valores de pH
testados (
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Figura 16B, C e D), exceto o verapamil (Figura 14E), que
apresentou uma menor permeabilidade no pH 5, o que pode ser
justificado, visto que esse farmaco, esta mais ionizado nesse
valor de pH. A relagdo de ionizacdo do farmaco com sua
permeabilidade sera discutida na pag 79.

Ja4 em relacdo a furosemida (Classe IV, SCB), essa
demonstrou baixa permeacao pela barreira lipidica nos valores
de pH 6,2 e 7,4, como era esperado. Porém, em pH 5, ela
apresentou alta permeabilidade (

Figura 16F), como encontrado em outros estudos
(AVDEEF, 2003; AVDEEF, 2005).

Para os farmacos hidroclorotiazida e atenolol, por serem
hidrofilicos de baixa permeabilidade (Classe lll, SCB), nado foi
possivel calcular seus coeficientes de permeabilidade efetiva,
nas condi¢cdes experimentais utilizadas neste trabalho. Outros
estudos, utilizando diferentes variantes dos modelos PAMPA,
também nado conseguiram obter dados de permeabilidade para
esses farmacos (AVDEEF, 2003; GALINIS-LUCIANI D et al.,
2007; LIU et al., 2003; MASUNGI et al., 2008).



Resultados e Discusséao 81

-6+ 6+ C
A 8
a B
b a
4 b a a

uz’o‘ -4 PR a -4+
o = &

g =S %.1
- -2 S 24 S 24

0 0 0
Metoprolol Propranolol Carbamazepina
6 -
-6 b b
b E * F

4 2™ _
Eaal 3 <4
o =3 CC

o

_8:2_ =2 7 Ez_

0 0 0

Naproxeno Verapamil Furosemida

Figura 16: Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log P¢) dos farmacos avaliados através do modelo PAMPA TGlI,

variante Double-Sink, em diferentes valores de pH (compartimento doador).
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dados representam a média de trés experimentos independentes (+DP). Letras diferentes significam diferencas

estatisticamente significativas (ANOVA/TUKEY p<0,05).
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De modo geral, o comportamento de todos os farmacos
avaliados esta de acordo com a teoria “Hipotese de particdo/pH”,
que foi introduzida por Shore e colaboradores (1957) para
explicar a influéncia do pH intestinal na absorcdo de eletrélitos
fracos. Em outras palavras, pode se relacionar essa hipétese
com a dificuldade que os farmacos ionizados possuem de
permear através de membranas lipidicas, e com isso eles
dependem do pH do meio. Em termos gerais, pode-se esperar a
absorcdo de &cidos no estbmago e bases no intestino
(FLORENCE et al., 2003).

A titulo ilustrativo, pode-se observar na Figura 17, as
correlacdes obtidas entre os valores dos coeficientes de
permeabilidade efetiva (Log P.) de um farmaco nao ionizavel
(carbamazepina) (Figura 17A), de um farmaco acido (naproxeno
pKa 4,32) (Figura 17B), e de um farmaco basico (verapamil pKa
9,07) (Figura 17C), com os diferentes valores de pH testados. De
acordo com esses dados, é possivel afirmar que os farmacos
naproxeno (pH 7,4) e verapamil (pH 5) estdo mais ionizados
nesses valores de pH e, por isso, permeiam menos; ja a
carbamazepina nao sofre influéncia do pH do meio. Esses dados
corroboram agueles encontrados em outros modelos PAMPA

Carbamazepina ) Naproxeno () Verapamil ©)

5] g e 35 38
grm ?40 32 40
‘i;,,,s i;_“ ;,-4.5

50 " 5o 50

5 6 7 8 5 6 7 8 5 6 7 8
PH do compartimento doador

pH do compartimento doador pH do compartimento doador

Figura 17: Perfis de permeabilidade dos farmacos
carbamazepina (A), naproxeno (B) e verapamil (C) utilizando um
gradiente de pH.

Em ensaios PAMPA, Avdeef e colaboradores (2008)
alertaram que pode ocorrer uma inversdo da “Hipotese de
particdo/pH”, se os farmacos/compostos ndo estiverem sollveis
no pH selecionado, ou ainda, se a camada aquosa (UWL)
presente em ambos os lados da membrana lipidica nao for
reduzida, acarretando erros na avaliacdo da permeabilidade.
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Ainda de acordo com o estudo de Avdeef e
colaboradores (2008), pode-se concluir que os farmacos
carbamazepina, verapamil e naproxeno (Classe Il do SCB) foram
sollveis nos diferentes valores de pH testados, e que a agitacédo
aplicada ao sistema (300rpm) reduziu de forma correta a camada
UWL neste trabalho, assim, esses fatores ndo interferiram na
correlagdo da permeabilidade desses farmacos com a “Hipotese
de particdo/pH”.

As porcentagens de retencdo dos farmacos na
membrana lipidica (RM) foram estimadas, uma vez que a RM é
considerada um dos fatores que afetam a permeabilidade de
compostos lipofilicos (AKAMATSU et al.,, 2009). A Tabela 5
contém dados fisico-quimicos e de retencdo na membrana
lipidica dos farmacos em estudo. Neste sentido, pode-se
correlacionar os valores de RM com a lipofilicidade, através de
seus valores de Log P. Farmacos lipofilicos, como verapamil e
propranolol, apresentaram dados de RM >50%; no entanto, o
naproxeno, farmaco de alta lipofilicidade, ndo apresentou valores
de RM significativos (<1%).

Resultados muito similares foram encontrados no estudo
de Avdeef (2003), que comparou a RM de 32 farmacos, em
diferentes modelos PAMPA. Os modelos que possuiam
membranas contendo fosfolipidios de carga negativa (ex. acido
fosfatidico e fosfatidilglicerol) apresentaram valores maiores de
RM para farmacos lipofilicos, quando comparados aos resultados
obtidos com membranas neutras (ex. DOPC e dodecano). Dados
de RM dos farmacos verapamil e propranolol foram
respectivamente de 60 + 10% e 45 = 16%, valores muito
similares aos observados neste trabalho (verapamil: 63,5 + 7% e
propranolol: 60,3 + 16%). Quando esses farmacos foram
avaliados em membranas neutras, os valores de RM diminuiram
consideravelmente (verapamil 28-39% e propranolol 11-18%).

Para os farmacos carbamazepina (6-11%), naproxeno (4-
6%), furosemida (1-2%) e hidroclorotiazida (1-2%) foram
encontrados baixos valores de RM, em todos os modelos
avaliados, sendo que ndo foram observadas diferencas de
retencao entre as membranas de carga neutra e negativa. Dados
semelhantes podem ser observados na Tabela 5 para os
farmacos furosemida e hidroclorotiazida.
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O farmaco metoprolol ficou 10-15% retido nas
membranas lipidicas utilizadas no estudo de Avdeef (2003),
diferentemente do que foi observado neste trabalho (Tabela 5).
Adicionalmente, a RM do metoprolol poderia ser correlacionada
com o seu tempo de contato com a membrana lipidica (4 h), que
foi superior aos dos demais farmacos das Classes | e Il do SCB
(1 h), e ndo com a sua lipofilicidade (Log P 1,9). O tempo de
experimento do metoprolol teve que ser maior, pois ele tem LogP
< 2 e apresenta baixa absorcdo no UV, dificultando as leituras
nos compartimentos aceptores, em curtos periodos de tempo
(AVDEEF et al., 2007).
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Tabela 5: Propriedades fisico-quimicas e valores percentuais de retengdo na membrana lipidica (RM) dos farmacos
avaliados através do modelo PAMPA TGl, variante Double-Sink, nos valores de pH 5, 6,2 e 7,4 (compartimento doador

Classe Farmacos RM PM* (g/mol) Log P* HA* HD* pKa* FA**
SCB (%)
pH 5 pH 6,2 pH 7.4
| Propranolol 52,52°+1, 61,56°+ 68,57°+7,2 259,34 3 3 2 9,50+ 99
32 2,43 3 0,30
| Metoprolol 32,95%5, 34,84°% 12,55°+8,0 267,36 1,9 4 2 9,43+ 95
53 5,50 1 0,10
Il Carbamazepina <1° <1° <1® 236,26 2,5 1 1 - 100
I Naproxeno <1? <1® <1? 230,25 3,3 3 1 4,84+ 99
0,30
Il Verapamil 68,28°+1  61,22° 64,04°+14, 454,60 3,8 6 0 8,97+ 95
2,57 5,36 54 0,50
I Atenolol <1? <1° <1° 266,33 0,2 4 3 9,43+ 65
0,10
1 Hidroclorotiazida <1® <1® <1? 297,73 -0,1 7 3 4,08+ 67
0,20
\Y/ Furosemida <1 <1? <1? 330,74 2 7 3 3,04+ 61
0,36

Os valores de RM representam a média de trés experimentos independentes. Letras diferentes significam diferencas
estatisticamente significativas (ANOVA/TUKEY p<0,05).
SCB: Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica; RM: retengdo na membrana; PM: peso molecular; Log P: coeficiente de
lipofilicidade; HA: hidrogénios aceptores; HD: hidrogénios doadores; pKa: constante de ionizagéo;

humanos.

*Fonte: Pubchem (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

**Eonte: Avdeef (2003).

FA: fragdo absorvida em


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.2.1.2 Cardenolideos

Os dados de permeabilidade, em diferentes valores de
pH, dos cardenolideos avaliados no modelo PAMPA TGI,
variante Double-Sink encontram-se na Tabela 6, que também
contém algumas de suas caracterisiticas fisico-quimicas.

As agliconas (digitoxigenina, gitoxigenina e 8-
hidroxidigitoxigenina) e o0s heterosideos (digitoxigenina
monodigitoxosideo, digitoxigenina bisdigitoxosideo, digitoxina e
B-acetildigitoxina) atravessaram a membrana de lecitina de soja,
gue mimetiza o TGI. Dentre todos eles, a aglicona digitoxigenina
apresentou o maior valor de Log Pe, sendo portanto, o
cardenolideo que mais permeou essa membrana lipidica
(ANOVA/TUKEY p<0,05).

Ja 0s heterosideos (glicoevatromonosideo,
glicogitorosideo, digoxigenina bisdigitoxosideo e digoxina), nédo
permearam através desta membrana, o que pode ser explicado
pela “Regra de Lipinski” (RL) ou “Rule of Five”, que €& um
conjunto de valores, que classifica os compostos, de acordo com
a maior ou menor probabilidade deles serem absorvidos, apds
administracdo oral, através da andlise de suas propriedades
fisico-quimicas (LIPINSKI et al., 1997). Tal regra tem sido
bastante Gtil na predicdo da absorcéo oral de farmacos (KERNS
et al., 2008).

Neste trabalho, a violag&o de trés dos quatro enunciados
da RL (H aceptores >10, H doadores>5 e PM>500) pelos
heterosideos testados, (aqueles que ndo atravessaram a
membrana lipidica), foi de suma importancia para demonstrar a
aplicabilidade da variante Double-Sink.

No entanto, a digitoxina foi o Unico heterosideo que
infringiu trés enunciados da RL e permeou através da membrana
lipidica. Uma das explicacBes para a passagem deste composto
pela membrana seria sua alta lipofilicidade (Log P 2,44), quando
comparada as dos outros heterosideos, que também infringem
trés enunciados da RL. Esse composto apresentou os menores
coeficientes de permeabilidade dentre todos os compostos
testados, nos trés valores de pH.
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Tabela 6: Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log Pe) dos cardenolideos testados através do modelo PAMPA TGl,
variante Double-Sink, em diferentes valores de pH (compartimento doador).

CARDENOLIDEOS Log Pe (x 10°cm/s) PM Log P* HA  HD RL
pH5 pH6,2 pH7,4
1 Digitoxigenina -3,86+0,11 -3,93+0,08 -3,88+0,09 374,51 2,79+0,46
2 Gitoxigenina -4,38+0,12 -4,35+0,10 -4,34+0,15 390,51 1,58+0,48
3 8B-hidroxidigitoxigenina -4,99+0,08 -4,90+0,04 -5,09+0,07 390,51 1,59+0,5 5 3 0
4 Digitoxigenina -4,32+0,01 -4,32+0,07 -4,33+0,03 504,66 2,66+0,61
monodigitoxosideo
5 Digitoxigenina -4,57+0,08 -4,52+0,04 -4,56+0,12 634,79 2,565+0,72 10 4 2
bisdigitoxosideo
6 Glicoevatromonosideo NP NP NP 666,81 0,4+0,60 12
7 Glicogitorosideo NP NP NP 682,81 - 13 3
8 Digoxigenina NP NP NP 650,79 0,96+0,75 11 5 3
bisdigitoxosideo
9 Digitoxina -5,39+0,28 -5,22+0,08 -5,26+0,02 764,94 2,44+0,84 13 5 3
10 B-acetildigitoxina -4,67+0,08 -4,88+0,10 -5,20+0,35 806,97 2,94+0,80 14 4 2
11 Digoxina NP NP NP 780,94 1,3+0,5 14 6 3
12 Desacetil Lanatosideo C NP NP NP 943,07 1,40+0,83 19 9 3

Os dados representam a média de trés experimentos independentes.

*Célculos de Log P foram produzidos com o software ACD/ChemSketch vs. 12 por Dr. Rodrigo Padua.

NP: ndo permeou, ou ndo permeou em quantidade suficiente para ser detectado; PM: peso molecular; LogP: coeficiente de
lipoficlicidade; HA: hidrogénios aceptores; HD: hidrogénios doadores; RL: numero de parametros infringidos da Regra de
Lipinski.
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Adicionalmente, as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos
e compostos, apresentados nas Tabelas 5 e 6, sdo de grande
relevancia quando se trata da permeabilidade intestinal,
conforme mencionado nesse item (relacdo dos parametros
fisico-quimicos com a infragdo da Regra de Lipinski).

Os numeros de H-doadores e aceptores sdo de suma
importancia devido a formacéo de ligac6es de hidrogénio dos
farmacos/compostos, com o0s oxigénios dos grupos cabeca dos
fosfolipidios da membrana usada no modelo PAMPA TGI,
variante Double-Sink. Essa interacdo pode aumentar a
permeabilidade ou reter o farmaco/composto na fase lipidica,
dependendo das for¢as negativas ou positivas de interacéo, ja
que a membrana possui uma carga negativa superior (TULP et
al., 2009).

Outro parametro reconhecidamente importante é a

lipofilicidade, conforme demonstrado na

Figura 18. Os farmacos e compostos com valores de Log
P < 1,4, obtidos no modelo PAMPA TGlI, variante Double-Sink,
ndo atravessaram a membrana lipidica. Através de uma
correlagdo entre os dados obtidos de Log P x Log P
(coeficientes de permeabilidade x coeficiente de lipofilicidade), foi
possivel calcular o valor R2 = 0,6466, para 0 ensaio PAMPA TGl,
variante Double-Sink, que indicou que o aumento da lipofilicidade
estd correlacionado com o aumento da permeabilidade neste
modelo.
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Figura 18: Efeito da lipofilicidade na permeabilidade dos
farmacos/compostos avaliados no modelo PAMPA TGlI, variante Double-
Sink.

As amostras testadas ndo apresentaram altos indices de
RM (dados ndo mostrados), exceto a digoxina, que,
surpreendentemente, ficou retida na membrana lipidica em niveis
superiores a 40%, dependendo do pH do meio ( pH 5 - 57,3%;
pH 6,2 - 43,0%; pH 7,4 - 55,1%) (Figura 19). Sabe-se que a
retencdo nas membranas esta associada a lipofilicidade dos
compostos, e a digoxina é um cardenolideo com baixo

coeficiente de lipofilicidade (Log P 1,3).

801

a 3 pH5
&3 pH6,2
601 T . H 74

Digoxina

Figura 19: Retenc¢do da digoxina na membrana lipidica do modelo PAMPA
TGI, variante Double-Sink. Os valores estdo expressos em porcentagem, e
representam a média de trés experimentos independentes. Letras diferentes
significam diferengas estatisticamente significantes (ANOVA/TUKEY
p<0,05).

Ainda com relacdo a digoxina, Richter e colaboradores
(2009) avaliara sua permeabilidade através da variante PAMPA
HDM, que também mimetiza a permeabilidade intestinal. Nesse
experimento, a digoxina demonstrou baixa permeabilidade (Papp
0,62 x10°cmi/s), pois os autores classificaram 0s compostos
testados com valores de Py, <5 x107° cm/s como sendo de
baixa permeabilidade. E importante ressaltar que eles né&o
relataram o tempo de incubacdo de cada farmaco; eles apenas
citaram que a incubac¢do durou de 5 a 96h, dependendo do fluxo
de cada farmaco através da membrana lipidica. Nao obstante,



Resultados e Discussao 90

sabe-se que fluxos superiores a 20 h ndo sdo aconselhados
(AVDEEF, 2003).

No presente trabalho, o maior tempo de incubacéo foi de
15 h e, neste periodo, néo foi possivel calcular o coeficiente de
permeabilidade da digoxina.

Sabe-se que a absorcdo intestinal da digoxina ocorre,
principalmente, por transporte ativo, através da ligacdo com a
glicoproteina P (Pgp), mas também, em menor grau, pela via
transcelular (transporte passivo) (AIBA et al., 2005; SUGANO et
al., 2010). No entanto, neste trabalho, ndo foi possivel observar a
passagem desse composto pela membrana lipidica. Algumas de
suas propriedades, como baixa lipoficilidade e solubilidade,
podem ter interferido nesta determinacéo.

5.2.1.3 Galato de pentila

O galato de pentila (GP) apresentou alta permeabilidade
no modelo PAMPA TGl, variante Double-Sink, cujos dados estédo
representados na Figura 20A. De acordo com a andlise
estatistica realizada, ndo houve diferencas significativas de
permeabilidade, nos trés valores de pH avaliados
(ANOVA/TUKEY p<0,05). A correlagédo do Log P, do GP com a
infracdo da Regra de Lipinski é positiva, visto que o composto
nao infringiu enunciado algum e apresentou alta permeabilidade.

5o ® . ®
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pH do compartimento doador pH do compartimento doador

Figura 20: (A) Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log Pe ) do galato de
pentila obtidos através do modelo PAMPA TGI, variante Double-Sink, em
diferentes valores de pH (compartimento doador). (B) Dados de retencao do
galato de pentila (%) na membrana lipidica no mesmo modelo. Os dados
representam a média de trés experimentos independentes. Letras diferentes
referem-se a diferengas estatisticas significativas (ANOVA/TUKEY p<0,05).
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A retencdo do GP na membrana lipidica foi em torno de
80%, nos trés valores de pH testados (Figura 20B),
demonstrando a capacidade que os grupamentos hidroxilas tém
de se ligar aos fosfolipidios presentes na membrana lipidica.
Dados semelhantes foram encontrados por Tammela e
colaboradores (2004) e Ollila e colaboradores (2002), que
demonstraram a retencdo de alguns alquil galatos em
membranas fosfolipidicas. Alem disso, ambos o0s grupos
correlacionaram os graus de retengcdo com o ndmero de grupos
hidroxilas dos compostos testados que interagem com a
membrana.

Tammella e colaboradores (2004) avaliaram a
permeabilidade intestinal de alquil galatos, através de células
Caco-2. Os galatos de metila (GM), propila (GPR) e octila (GO)
demonstraram um forte grau de afinidade com a membrana
celular, e os resultados sugerem que, quanto maior a cadeia
alquilica, maior a afinidade com os fosfolipidios, levando a
diminuicdo da capacidade de penetrar a monocamada celular.
Neste trabalho, o GO ndo conseguiu penetrar a monocamada
celular e, em apenas 60 min, sua concentracdo no
compartimento apical foi reduzida em 96%; para os GM e GPR, a
reducdo de suas concentracdes no compartimento apical foi mais
lenta e muito similar (54 e 51%, respectivamente).

Ollila e colaboradores (2002) realizaram estudos de
interacdo do GPR com o lipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
através da cromatografia de membrana artificial ndo-covalente
imobilizada, demonstrando um grau de afinidade moderado
(21%) com o DPPC. A retengcdo observada ocorreu devido a
formacédo de ligacbes de hidrogénio entre o GPR e os grupos
polares das moléculas de lipidios na interface lipideo/agua.

O conjunto destes dados sugere um grau de retencao
dos galatos, que varia de moderado a alto, nas diferentes
membranas avaliadas. O GP (80% de RM) possui uma cadeia
alquilica intermediaria, quando comparado as dos alquil galatos
testados por Tamella et al. (2004). Ainda que incipiente, a
avaliacdo conjunta destes dados e dos aqui obtidos, pode sugerir
que, conforme aumenta o numero de atomos de carbono da
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cadeia alquilica dos galatos, observa-se uma maior retencéo dos
mesmos nas membranas lipidicas.
5.2.2 Modelo PAMPA Pele

5.2.2.1 Farmacos

A Figura 21 apresenta os coeficientes de permeabilidade
efetiva (Log Pe) dos farmacos para os quais foi possivel calcula-
los, usando o modelo PAMPA Pele. Os farmacos propranolol
(Figura 21 A) e verapamil (Figura 21 D) s6 permearam no pH
basico (pH 10). A furosemida (Figura 21 E) permeou nas
condi¢cbes de pH 2 e pH 5. A carbamazepina (Figura 21 B)
permeou igualmente nas trés situaces testadas, assim como no
modelo PAMPA TGI, variante Double-sink, o que corrobora a
“Hipdtese da particao/pH”, ja que esse farmaco néo ioniza, e ndo
depende de um gradiente de pH.

O coeficiente de permeabilidade do naproxeno em pH2
ndo pode ser calculado, devido a insolubilidade do mesmo neste
pH, conforme ja havia sido detectado quando da validacdo do
método (pag. 69). O naproxeno apresentou um alto coeficiente
de permeabilidade em pH 5 e ndo permeou em pH 10 (Figura 21
C).
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Figura 21: Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log Pe) dos farmacos analisados, obtidos através do modelo PAMPA

Pele, em diferentes valores de pH (compartimento doador)

—rH2 3 pH5 A rH 10. Os dados representam

a média de trés experimentos independentes +DP. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas

(ANOVA/TUKEY p<0,05).
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Sinko e colaboradores (2009) avaliaram a permeabilidade
do verapamil, utilizando a variante certramidas do modelo
PAMPA Pele, e conseguiram calcular seus coeficientes de
permeabilidade em pH 5,5 (Log P -5,51cm/s), o que ndo foi
possivel neste trabalho. O verapamil permeou apenas no pH 10.
Esses dois modelos mimetizam a camada do estrato corneo da
pele, porém as diferencas na composicdo das membranas
lipidicas podem ter causado a variagdo desses dados. A
membrana que possui certramidas apresenta uma caracteristica
mais polar do que a membrana OS/MI (6leo de silicone/miristato
de isopropila), o que facilitou a permea¢do desse farmaco (a
correlacdo entre as diferencas na composicao da camada lipidica
e entre a permeabilidade dos compostos sera discutida na
pagina 90).

Os farmacos hidroclorotiazida, atenolol e metoprolol nao
permearam através da fase lipidica OS/MI, ou n&o foram
detectados no compartimento aceptor. No trabalho descrito por
Ottaviani e colaboradores (2006) o farmaco atenolol néao
permeou através desta membrana, ja& os farmacos
hidroclorotiazida e metoprolol ndo foram por eles avaliados.

O conjunto desses dados permite concluir que os
farmacos avaliados no modelo PAMPA Pele possuem maior
dificuldade em penetrar a membrana lipidica OS/MI por
apresentarem uma natureza mais apolar, do que no modelo
PAMPA TGI, variante Double-Sink. Portanto, faz-se necessério
utilizar uma ampla faixa de pH para garantir que farmacos acidos
e basicos possam ser mensurados de forma adequada, ja que
farmacos ionizados apresentaram maior dificuldade em fornecer
dados para calcular os coeficientes de permeabilidade neste
modelo.

Ainda, com relacdo aos farmacos hidroclorotiazida e
atenolol, que ndo permearam neste modelo, nem no PAMPA
TGI, variante Double-Sink, pode-se discutir os fatores que podem
ter afetado as condi¢des experimentais que poderiam ter levado
a esses resultados.

Primeiramente a insolubilidade desses farmacos pode
induzir a erro, caso eles tivessem precipitado no compartimento
doador; porém, isso foi verificado através dos dados disponiveis
no programa SciFinder Scholar™ 2007, e nas concentracfes
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experimentais utilizadas nos diferentes valores de pH (2; 5; 6,2;
7,4 e 10) estes farmacos estavam devidamente sollveis para
realizacdo do experimento.

Outro fator a ser considerado foi 0 tempo de experimento
de 15 h que é aconselhavel para compostos com Log P<2; foram
realizadas leituras até 24 h ap6s a formacao do sanduiche, e nao
foi obtida concentracdo alguma detectavel destes dois farmacos
nas cavidades receptoras.

Ainda pode-se citar a baixa sensibilidade de deteccéo no
espectrofotbmetro de UV, no caso de baixissimas concentracfes
no compartimento aceptor, principalmente para atenolol, que
possui baixa absorcdo no UV (LQ 109,3 puM). No entanto, ndo
foram realizadas leituras desses farmacos em outro equipamento
analitico, com maior sensibilidade, e dessa forma detectar
concentragcbes menores no compartimento aceptor(AVDEEF,
2005).

Por fim, a utilizagdo de filtros hidrofébicos, pode ter sido
uma desvantagem neste estudo, ja que essa condi¢do tende a
dificultar a permeabilidade de farmacos hidrofilicos, como é o
caso do atenolol e da hidroclorotiazida, subestimando a
permeabilidade e fornecendo resultados falso-negativos para
esses farmacos (ZHU et al., 2002)

Com relacdo ao metoprolol, como foi discutido no item
5.2.1.1, este farmaco apresenta valores de permeabilidade
bastante influenciados pela composicdo da fase lipidica, sendo
gque membranas neutras, como a lecitina de ovo e a membrana
OS/MI, fazem com que ele apresente baixa permeabilidade
(AVDEEF et al., 2006; SEO et al.,, 2006). As diferencas na
permeabilidade do metoprolol através das membranas do
PAMPA TGI, variante Double-Sink (20% de fosfolipidios) e
PAMPA Pele (0% de fosfolipidios) podem ser comparadas
analisando-se a correlacdo realizada por Avdeef e Tsinman
(2006), onde com a variante Double-Sink (20% de fosfolipidios),
obteve-se dados de permeabilidade 1000 vezes maiores do que
com a variante HDM (0% de fosfolipidios). Esse dado pode ser
justificado pela natureza mais polar da membrana com maior teor
de fosfolipidios. As interacBes dipolo sdo mais negativas no
sistema PAMPA HDM, similares aos do modelo PAMPA Pele,
coerentes com seu carater apolar.
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Resumidamente, o solvente aquoso solubiliza moléculas
polares, especialmente zwitterions®, formando fortes pontes de
hidrogénio com o solvente. Tais moléculas necessitam quebrar
essas ligacoes, a fim de entrar na membrana do PAMPA Pele
(fase que apresenta apenas solventes organicos), e representa
uma fonte menor de ligagbes de hidrogénio do que no PAMPA
TGI, variante Double-Sink Assim, mais energia pode ser
necessaria para uma molécula polar penetrar na barreira do
PAMPA Pele, em comparagdo com uma barreira que possui
fortes interacdes de ligacdo com o farmaco. O teor de 20% de
fosfolipidios facilita o processo de permeacéo, oferecendo uma
fonte de compensacdo de ligacBes hidrogénio na membrana
lipidica (TAM et al., 2010).

5.2.2.2 Cardenolideos

Os dados de permeabilidade dos cardenolideos avaliados
no modelo PAMPA Pele estdo disponiveis na Tabela 7.

4 . . .
Composto quimico eletricamente neutro, que possui cargas opostas em
diferentes atomos.
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Tabela 7: Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log P.) dos cardenolideos avaliados através do modelo
PAMPA Pele, em diferentes valores de pH (compartimento doador).

CARDENOLIDEOS LogPe (x 10°cm/s)
pH 2 pH 5 pH 10
1 Digitoxigenina -4,90+0,04 -4,92+0,05 -4,96+0,03
2 Gitoxigenina -5,61+0,30 -5,73+0,11 -6,00+0,19
3 8B-hidroxidigitoxigenina NP NP NP
4 Digitoxigenina monodigitoxosideo -5,49+0,12 -5,65+0,001 -5,81+0,11
5 Digitoxigenina bisdigitoxosideo NP NP NP
6 Glicoevatromonosideo NP NP NP
7 Glicogitorosideo NP NP NP
8 Digoxigenina bisdigitoxosideo NP NP NP
9 Digitoxina NP NP NP
10 B-acetildigitoxina NP NP NP
11 Digoxina NP NP NP
12 Desacetil lanatosideo C NP NP NP

Os dados representam a média de trés experimentos independentes +DP
NP: Nao permeou, ou ndo permeou em quantidade suficiente para ser detectado.
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Os cardenolideos, gitoxigenina e  digitoxigenina
monodigitoxosideo, apresentaram baixa permeabilidade através
dessa membrana lipidica (Log P, maiores que -5,3 x 10°cm/s). A
digitoxigenina foi o Unico cardenolideo que apresentou alta
permeabilidade através da membrana que mimetiza a pele, e seu
coeficiente de permeabilidade (-4,93 x 10°cm/s = média dos trés
pHs avaliados), pb6de ser comparado aos da carbamazepina (-
4,86 x 10°cm/s = média dos trés pHs avaliados), farmaco de alta
permeabilidade. Porém, pela classificacao de Ottaviani, Martel e
Carrupt (2006) (Tabela 8, item 5.2.2.4) tal composto foi
considerado como sendo de baixa permeabilidade. Portanto,
para aferir a classificagdo correta para esse composto, outros
modelos de permeabilidade devem ser utilizados, como por
exemplo, o modelo da camara de Franz, que utiliza pele de
animais, geralmente de suinos para realizar os experimentos de
permeacao.

Poucos estudos referentes a permeabilidade de
cardenolideos através da pele foram encontrados na literatura.
Cairncross e Ackermann (1985) realizaram estudos preliminares
com a digoxina através da pele de camundongos e da pele
humana, e concluiram que a absorcdo percutdnea in vitro da
digoxina foi promissora e poderia-se desenvolver uma terapia
clinicamente eficaz pela via transdérmica.

Em estudo posterior, o coeficiente de permeabilidade da
digoxina, através da pele de camundongos, foi 36 vezes menor
do que o encontrado por Cairncross e Ackermann (1985) como o
coeficiente de  permeabilidade obtido indicou baixa
permeabilidade transdérmica, os autores sugeriram, a adicdo de
promotores de penetracao cutanea (MACHET et al., 1991).

Recentemente, uma patente depositada por Hartley
(2008), descreveu algumas formulagfes topicas em gel para o
tratamento de infeccbes virais, contendo digoxina e/ou
furosemida. Os efeitos antivirais da digoxina frente a virus
herpéticos foram promissores e, através de estudos de
permeabilidade cutanea, em células de Franz, para as diferentes
formulacdes desenvolvidas, foi possivel selecionar a melhor
formulacdo, chamada de Max Gel Digoxina (propilenoglicol,
etanol e agua, 50:40:10) pois sabe-se que estes compostos
possuem baixa absorcdo transepidérmica, e necessitam de
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promotores de permeacdo, como descrito por Machet e
colaboradores (1991).

E importante destacar que a permeabilidade dos
cardenolideos pode ser afetada pelas suas propriedades fisico-
quimicas, tais como, lipofilicidade e o peso molecular (PM). O PM
parece ter sido um dos fatores limitantes para a permeabilidade
dos cardenolideos através do modelo PAMPA Pele. Os
compostos com alto PM (>505) ndo permearam através deste
modelo, o que néo foi observado no modelo PAMPA TGI,
variante Double-Sink (Tabela 6). Dados semelhantes foram
obtidos no estudo de Avdeef e Tsinman (2006), quando grandes
moléculas permearam mais facilmente a membrana do modelo
PAMPA TGI, variante Double-Sink, em comparacdo a outros
modelos testados (OTTAVIANI et al., 2007).

Os cardenolideos que nao atravessaram a barreira
lipidica no PAMPA Pele, ndo apresentaram valores de RM
significativos (>1%) (dados ndo mostrados).

O conjunto desses dados sugere que os cardenolideos
avaliados nesse modelo, assim como os farmacos discutidos no
item 5.2.2.1, possuem maior dificuldade em penetrar a
membrana lipidica OS/MI, do que no modelo PAMPA TGI,
variante Double-Sink, o que pode ser observado nas tabelas 6 e
7, que contém os coeficientes de permeabilidade obtidos para os
cardenolideos nos dois modelos PAMPA, e verificar o menor
grau de permeacéo desses compostos no PAMPA Pele.

5.2.2.3 Galato de pentila

Os coeficientes de permeabilidade efetiva do galato de
pentila estdo representados na Figura 22, onde pode-se
constatar que ele apresentou alta permeabilidade através da
membrana que mimetiza a pele humana, assim como aconteceu
no modelo PAMPA TGI, variante Double-Sink. N&o houve
diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pH
2 e 5, sendo que os coeficientes de permeabilidade foram
superiores aos dos farmacos de alta permeabilidade, tais como
carbamazepina (pH 2 e 5) e naproxeno (pH 5).
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Neste ensaio, o GP ndo ficou retido na membrana
(%0RM<1), diferentemente do que aconteceu no modelo PAMPA
TGl, variante Double-Sink, quando o composto ficou ~80% retido.
Isto pode ter ocorrido devido a presenca dos fosfolipidios da
membrana lipidica dessa variante, cujos grupamentos hidroxilas
interagiram com o0s grupos hidroxilas do GP, sendo que essa
interacdo poderia ser a responsavel pela alta retengéo
encontrada. No modelo PAMPA Pele, tal interacdo nao ocorreu

devido a auséncia destes grupamentos nos componentes da
membrana artificial (6leo de silicone e miristato de isopropila).
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Figura 22: Coeficientes de permeabilidade efetiva (Log Pe) do galato de
pentila, obtidos no modelo PAMPA Pele, em diferentes valores de pH
(compartimento doador). Os dados representam a média de trés
experimentos independentes +DP. Letras diferentes significam diferengas
estatisticas significativas (ANOVA/TUKEY, p<0,05)

Tendo em vista 0s resultados obtidos, tanto no modelo
PAMPA TGI, variante Double-Sink, como no modelo PAMPA
Pele, e os obtidos por Kratz et al. (2008a,b) relativos a potencial
atividade anti-HSV-1 e anti-HSV-2 do GP, pode-se concluir que
este composto € um bom candidato para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas a serem testados como potenciais agentes
anti-herpéticos. Kratz (2011) e Kelmann (2011) estdo realizando
seus doutoramentos com este objetivo. O primeiro autor
complexou o GP com diferentes ciclodextrinas (ciclodextrinas
originais (alfa, beta e gama) e ciclodextrinas modificadas
(hidroxipropilbeta e metilbeta)), para aumentar a solubilidade
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desse composto, o que foi obtido em maior grau utilizando as
ciclodextrinas modificadas, especialmente a hidroxipropilbeta
ciclodextrina. Para avaliar se a complexacdo desse composto
também influenciaria nas suas atividades biolégicas, foi
analisada a citotoxicidade do GP e do GP complexado, em
células Vero e GMK, e também a atividade antiviral frente aos
virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). Os resultados
mostraram que ndo houve aumento da toxicidade e também né&o
houve melhora da atividade antiviral.

A segunda autora esta realizando a incorporacao do GP
em nanoemulsdes lipidicas visando especificamente o preparo
de formas farmacéuticas tbépicas para o0 tratamento de
manifestacdes herpéticas em pele e mucosas, os resultados
obtidos ainda séo preliminares.

5.2.2.4 Classificacdo da permeabilidade cutanea através do
calculo CA(()/CD(O)

Geralmente, os resultados obtidos nos modelos PAMPA
sdo expressos como coeficientes de permeabilidade efetiva (Log
Pe. ou P No entanto, para categorizar a classificacéo de
permeabilidade do modelo PAMPA Pele, como descrito por
Ottaviani e colaboradores (2006), os compostos devem ser
inicialmente agrupados de acordo com os valores experimentais
de retencdo na membrana (%RM) e de permeabilidade
[%CAH/CD() (Concentragéo aceptora no tempo t/ concentragéo
doadora no tempo 0)], que constam na Tabela 8.

A partir destes dados e segundo estes autores, trés
classes foram sugeridas:

e CLASSE | (ClI) - Baixa permeabilidade
(CAR/CDE< 20% e valores de RM
negligenciaveis);

e CLASSE Il (Clh)-  Alta  permeabilidade

e CLASSE Il (Clll)- Permeantes com alta retencéo
na membrana (Y%0RM>23%)
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Tabela 8: Percentuais de permeabilidade dos farmacos/compostos
avaliados no modelo PAMPA Pele, expressos através da relagdo CA/CD )
e dos valores de retencdo na membrana (RM).

Classe* Farmacos/ CAy/CDg) RM (%)
Compostos (%)
Digitoxigenina 16,43 +£3,47 <1l
Cl Gitoxigenina 4,18+1,34 7,43+2,22
Digitoxigenina 6,50+1,24 5,25+0,72
monodigitoxosideo
Carbamazepina 22,7+2,12 <1
Naproxeno 48,36+ 1,65 <1l
Cll Propranolol 56,17+0,01 <1
Verapamil 40,30 +2,99 <1
Galato de Pentila 44,81 +1,10 <1
Clll Furosemida 10,39+0,85 24,64+3,02

Os dados representam a média de trés experimentos independentes, +DP.
CA: concentrac@o aceptora; CD: concentracdo doadora; RM: retencdo na
membrana.

*Segundo Ottaviani et al. (2006).

Os farmacos carbamazepina, naproxeno, propranolol,
verapamil e o composto galato de pentila foram agrupados como
sendo de Classe |l (alta permeabilidade através da camada do
estrato coérneo). Ja os trés cardenolideos testados foram
enquadrados na Classe | (baixa permeabilidade). A furosemida
foi o Unico farmaco de classe lll, devido a sua retencao na
membrana lipidica ter sido >23%.

No estudo de Ottaviani e colaboradores (2006), os
valores percentuais de CA/CD)(%) dos farmacos propranolol e
naproxeno foram similares, (respectivamente 43,4+1,5% e
37,2+1,0%), aos encontrados neste trabalho. No entanto, a RM
do naproxeno por eles obtida (23,1%) o incorporou a ClIl,
diferentemente do que foi observado neste trabalho, onde ele foi
classificado como CII, por ndo apresentar uma retencéo
expressiva na membrana lipidica (<1%). A alta lipofilicidade
desse farmaco indicaria sua possivel retencdo na membrana
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lipidica, porém, como foi observado no modelo PAMPA TGI,
variante Double-sink (p4g.80) e conforme descrito por outro
autor, a RM desse farmaco pode nao ocorrer (AVDEEF, 2003).
Esta classificacdo indica que os cardenolideos
incorporados a Classe | apresentam maior dificuldade para
atravessar a membrana lipidica no modelo PAMPA Pele do que
os farmacos (SCB) testados e o galato de pentila (CIl), que
apresentaram alta permeabilidade através da mesma.

5.3 Avaliacédo da integridade das membranas lipidicas

Apoés a conclusdo dos experimentos de permeabilidade,
foi determinada a integridade das membranas lipidicas, utilizando
dois marcadores de baixa permeabilidade.

O corante Lucifer Yellow (LY) foi rejeitado pela membrana
lipidica, apresentando valores de fluorescéncia aceitaves no
compartimento aceptor. Como pode ser observado na Figura 23,
houve uma passagem maior do LY através da através da
membrana que mimetiza a pele humana, quando comparado ao
observado na membrana usada no modelo PAMPA TGl, variante
Double-Sink. No entanto, esses valores ndo ultrapassaram em
trés vezes a fluorescéncia do branco, conforme estipulado no
protocolo utilizado (MILLIPORE, 2005). O LY é transportado pela
via paracelular e, por este motivo, os resultados obtidos eram
esperados e demonstraram a integridade das membranas, visto
que os modelos PAMPA mimetizam o transporte de farmacos
pela via passiva transcellular e, por isso, deve ocorrer a completa
rejeicdo deste marcador (KONSOULA et al., 2005; MILLIPORE,
2005).
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Figura 23: Valores de fluorescéncia do corante Lucifer Yellow, medidos
apos os experimentos dos modelos PAMPA Pele e PAMPA TGI, variante
Double-Sink. Os dados representam a média de cinco experimentos
independentes + DP.

Como pode ser observado na Figura 24, o corante azul
de crescil brilhante (ACB) apresentou baixos indices de
permeacdo pela membrana lipidica, apés os experimentos
PAMPA Pele, e os valores de absorvancia ficaram dentro dos
limites estipulados pelo protocolo utilizado (0,002 a 0,006 UA)
(MILLIPORE, 2005). No entanto, na avaliagdo da integridade da
membrana lipidica do modelo PAMPA TGl, variante Double-Sink
,0s valores de absorvancia do ACB foram superiores aos
estipulados pelo protocolo (>0,012 UA). Essa diferenga pode ser
explicada, visto que ele € um composto de baixa permeabilidade,
mas exibe um comportamento diferente para cada membrana
lipidica. E importante ressaltar que o protocolo da Millipore
(2005) utiliza a DOPC como fase lipidica e, no presente trabalho,
outras duas membranas diferentes foram utilizadas. Uma dessas
barreiras continha lecitina de soja e a outra dois solventes
orgéanicos (6leo de silicone e miristato de isopropila), a aplicacéo
desses dois modelos possibilitou observar diferentes valores de
permeabilidade dos farmacos e compostos avaliados para cada
membrana (ver itens 5.2.1 e 5.2.2), essa diferenca se da
possivelmente pela natureza de cada barreira lipidica utilizada
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(polaridade da membrana, ver pag. 90). Assim, se forem
consideradas as diferencas de permeabilidade observadas,
espera se que o ACB, obtenha uma maior permeacdo pela
membrana lipidica de lecitina de soja, e menores valores de
permeabilidade na membrana OS/MI, como pode ser observando
na Figura 21. Portanto, mesmo que os valores de absorvancia do
ACB para o modelo TGI, variante Double-sink ndo ficaram dentro
dos limites estipulados pela protocolo (<0,012 UA) esses dados
foram considerados.
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Figura 24: Unidades de Absorvancia (UA) do corante azul de crescil
brilhante (ACB), medidas apdés os experimentos dos modelos PAMPA Pele
e PAMPA TGI, variante Double-Sink. Os dados representam a média de
cinco experimentos independentes +DP.

Na avaliacdo da integridade das membranas lipidicas nao
foram mensuradas as concentragfes doadoras iniciais e finais
dos marcadores ACB e LY. Desta forma, nao foi possivel calcular
os coeficientes de permeabilidade (Log Pe x 10° cmi/s) para
esses corantes, nem compara-los com os obtidos para os
farmacos/compostos de baixa permeabilidade. Os resultados dos
experimentos, nos quais o LY obteve valores de fluorescéncia
trés vezes maiores que a fluorescéncia do branco no
compartimento aceptor, e o ACB obteve valores de absorvancia
superiores a 0,1, foram excluidos dos calculos realizados.
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6. CONCLUSOES

e Foram desenvolvidas e validadas metodologias para o
doseamento no UV de alguns farmacos do SCB, do
composto galato de pentila e dos cardenolideos utilizados
na avaliagdo e adequacdo do ensaio de permeabilidade
PAMPA. Os métodos apresentaram a confiabilidade
requerida para um método analitico, sendo especificos,
lineares, precisos e exatos, além de ser uma alternativa
rapida, segura e de baixo custo.

e O galato de pentila em pH 10 e o naproxeno em pH 2 ndo
atenderam as exigéncias necessarias da validacao
analitica por espectrofotometria no UV, e foram
excluidos deste trabalho.

e Os modelos de permeabilidade in vitro PAMPA TGl,
variante  Double-Sink e PAMPA Pele foram
implementados e validados no Laboratério de Virologia
Aplicada da UFSC, tendo sido possivel calcular os
coeficientes de permeabilidade efetiva (Log P.) para os
farmacos/compostos avaliados nos dois modelos.

e A aplicacdo do modelo PAMPA TG, variante Double-Sink
permitiu  diferenciar  corretamente o0s farmacos
selecionados de alta e baixa permeabilidade, de acordo
com o SCB, apesar de terem ocorrido algumas
dificuldades para gerar os dados dos farmacos
hidrofilicos. Os compostos galato de pentila e
digitoxigenina mostraram alta permeabilidade, ja os
demais cardenolideos apresentaram baixa
permeabilidade.

e Os farmacos verapamil e propranolol e o0 composto galato
de pentila apresentaram alta retengdo na membrana
lipidica no modelo PAMPA TGI, variante Double-Sink,
mas mesmo assim 0s mesmos demonstraram alta
permeabilidade.
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Ainda para o modelo PAMPA TGI, variante Double-Sink,
foi possivel correlacionar os dados de permeabilidade
com as propriedades fisico-quimicas dos farmacos e
compostos testados. Essas caracteristicas,
principalmente a lipofilicidade, tém grande influéncia na
permeabilidade, o que foi confirmado neste estudo.

Na avaliacdo da permeabilidade através do modelo
PAMPA Pele, os farmacos carbamazepina, naproxeno,
propranolol e verapamil atravessaram a membrana
lipidica, e demonstraram alta permeabilidade. O farmaco
furosemida apresentou baixa permeabilidade através da
pele. Os farmacos atenolol, hidroclorotiazida e metoprolol
nao permearam através desta membrana.

Apenas alguns cardenolideos permearam através da
membrana no modelo PAMPA Pele, e o galato de pentila
apresentou alta permeabilidade. A retencéo dos farmacos
e compostos na membrana deste modelo ndo foi
expressiva, diferentemente do que ocorreu no modelo
PAMPA TGI, variante Double-Sink.

Na avaliacdo da integridade das membranas lipidicas,
ap6s o0s experimentos dos dois modelos, ambas
demonstraram estar uniformes e integras pela rejeicao do
corante Lucifer Yellow (LY). No modelo PAMPA Pele
também foi demonstrada a uniformidade e integridade
das membranas pela baixa passagem do corante Azul de
Crescil Brilhante (ACB).
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