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RESUMO

Para que ocorra a absor¢do de um farmaco administrado por via oral na sua forma
farmacéutica solida, é necessario que ocorra sua dissolucéo nos liquidos intestinais
e permeacdo através das membranas do trato gastrointestinal (TGI). Diversos
fatores fisiolégicos e fisico-quimicos podem interferir no processo de permeacédo de
um farmaco o que torna seu estudo importante para prever e correlacionar
informacbes sobre a absorcdo e a biodisponibilidade. Para prever este
comportamento, modelos foram desenvolvidos in silico, in vitro e in vivo com a
finalidade de determinar a permeabilidade de farmacos sempre buscando a melhor
correlacdo possivel com a permeagdo em humanos. O modelo in vitro de
Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela (PAMPA) demonstra grande
versatilidade, baixo custo além de facilidade para a realizacdo experimental. Este
trabalho visa descrever as principais condicbes para o emprego do PAMPA como
modelo de permeabilidade além de comparar as variacbes durante o0s
procedimentos e o0s resultados obtidos por diferentes pesquisadores, além de
produzir um material bibliografico com as condi¢cdes de um ensaio PAMPA para
estudo da permeabilidade da candesartana cilexetila, um pro- farmaco utilizado na
terapia anti-hipertensiva. Para tanto, foram realizadas buscas bibliograficas nas
principais bases de dados de periédicos sobre artigos que utilizaram o modelo
PAMPA na previsdo da permeabilidade gastrointestinal de farmacos desde 1998.
Observou-se a existéncia de diversas variagcdes no procedimento para realizacdo do
ensaio, com diferentes impactos na predicdo da permeabilidade e correlagdo com
dados in vivo, como composicao lipidica que simulara as membranas do TGl, o tipo
de filtro utilizado, além da concentracdo do farmaco estudado e os valores de pH
das solucdes presentes nos compartimentos doadores e receptores. Com o presente
estudo constatou-se que a camada aquosa estacionaria (CAE) e a retencdo de
farmacos nas membranas sdo importantes parametros a serem avaliados por serem
fatores limitantes durante execucao do ensaio. Sendo necessaria a prévia avaliacado
e selecdo de todas as condi¢cdes experimentais correlacionando-as com as
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos a serem estudados.

No presente trabalho indicou-se as principais condicbes de ensaio, utilizando o
método PAMPA para o estudo de permeabilidade da candesartana cilexetila, pro
farmaco empregado na terapia anti-hipertensiva.

Apesar da grande versatilidade ao método, o ensaio € limitado pois ndo prevé a
permeacdo por mecanismos de transportes paracelulares e ativos. Além destes
fatores had uma caréncia na literatura quanto a padronizacdo do método o que pode
comprometer a correlacdo dos dados obtidos com os dados encontrados in vivo.

Palavras-Chaves: Permeabilidade, ensaio PAMPA, Absorcao, candesartana
cilexetila.



ABSTRACT

For absorption of an orally administered drug in its solid dosage form to occur, its
dissolution in the intestinal fluids and permeation through the membranes of the
gastrointestinal tract (GIT) need to occur. Several physiological and physicochemical
factors can interfere in the permeation process of a drug, which makes its study
important to predict and correlate information on absorption and bioavailability. To
predict this behavior, models were developed in silico, in vitro and in vivo in order to
determine the permeability of drugs always seeking the best possible correlation with
permeation in humans. The in vitro model of Permeability in Parallel Artificial
Membrane (PAMPA) demonstrates great versatility, low cost and ease to
experimental realization. This work aims to describe the main conditions for the use
of PAMPA as a permeability model in addition to comparing the variations during the
procedures and the results obtained by different researchers, as well as producing a
bibliographical material with the conditions of a PAMPA test to study the permeability
of candesartan cilexetil, a prodrug used in antihypertensive therapy. To do so,
bibliographic searches were conducted in the main periodicals databases on articles
that used the PAMPA model in the prediction of gastrointestinal drug permeability
since 1998.

There were several variations in the procedure to perform the test, with different
impacts on the prediction of permeability and correlation with in vivo data, such as
lipid composition that will simulate the TGl membranes, the type of filter used,
besides the concentration of the studied drug and the pH values of the solutions
present in the donor and recipient compartments. With the present study it was
verified that the unstirred water layer (UWL) and the retention of drugs in the
membranes are important parameters to be evaluated because they are limiting
factors during the execution of the test. It is necessary the previous evaluation and
selection of all the experimental conditions correlating them with the physical-
chemical characteristics of the drugs to be studied.

In the present work the main test conditions were indicated, using the PAMPA
methodology for the permeability study of candesartan cilexetil, a drug indicated for
antihypertensive therapy.

Despite the great versatility of the method, the assay is limited because it does not
predict permeation by paracellular and active transport mechanisms. In addition to
these factors there is a lack in the literature regarding standardization of the method
which may compromise the correlations of the data obtained with in vivo data.

Keywords: Permeability, PAMPA assay, Absorption, candesartan cilexetil.
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1. INTRODUCAO

Para que ocorra a absor¢do de farmacos a partir de formas farmacéuticas
sélidas administradas por via oral, € necessario que estes passem por processos de
liberacdo para que ocorra sua solubilizacdo e posterior permeacdo através das
membranas do trato gastrointestinal.

Esta permeacdo esta relacionada com caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos, tais como pKa, lipofilia, massa molecular, polimorfismo, entre outras.
Podendo também ser influenciada pelas caracteristicas fisioldgicas, como a
constituicdo das membranas, o conteddo do TGI e a velocidade de esvaziamento
gastrico.

Estdo sendo realizados diversos estudos visando o desenvolvimento de
métodos que substituam 0s ensaios in vivo por técnicas mais rapidas, menos
onerosas e que ndo utilizem humanos. Nesta premissa alguns modelos foram
propostos como computacionais (in silico) e modelos in vitro para o estudo da
permeabilidade.

Para a obtencdo de um método in vitro que possibilite associar estas
informagbes e correlacionar com os resultados obtidos a partir de experimentos
realizados em humanos, sao propostos diversos modelos.

Dentre estes, é possivel utlizar ensaios empregando células de
adenocarcinoma de coélon humano (CACO-2), Mardin-Darby de rim canino (MDCK),
entre outros. O modelo de membrana artificial paralela (PAMPA), idealizado por
Kansy e colaboradores (1998) para determinacdo da permeabilidade transcelular
passiva de farmacos, visa suprimir a dependéncia do cultivo celular, empregando um
modelo totalmente in vitro, com o uso de lipideos que procuram mimetizar as
membranas bioldgicas.

O PAMPA vem sendo bastante empregado na triagem de moléculas
candidatas a farmacos, ou seja, nas caracterizacbes de acordo com suas
caracteristicas de permeabilidade. Apesar de ser um método versatil e que permite a
rapida determinacdo da permeabilidade, possui limitagcbes para farmacos que sao
absorvidos por transporte paracelular e transporte ativo.

A importancia do presente trabalho consiste em reunir as principais

informacdes para a determinagéo da permeabilidade de farmacos utilizando PAMPA,
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além das variaveis interferentes a aplicacdo do método e propor um roteiro para sua
realizacdo utilizando um farmaco previamente escolhido.

Este trabalho visa contribuir com informagdes no que remete ao estudo de
permeabilidade utilizando o método PAMPA bem como suas variaveis baseando-se
em pesquisas publicadas sobre o tema. Além da producdo de um material
referencial tedrico para o calculo da permeabilidade da candesartana cilexetila (CC),
um pré-farmaco utilizado para o tratamento da hipertensao arterial e que faz parte

dos temas estudados por nosso grupo de pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever as principais indicacbes para o modelo PAMPA e comparar as
variagcbes nos procedimentos aplicados a determinagdo da permeabilidade de

farmacos.

2.2 Objetivos especificos

|- Descrever as principais condicbes para o emprego do PAMPA como
modelo de permeabilidade.

II- Comparar as variaveis interferentes nos procedimentos e nos resultados de
permeabilidade obtidos pelo PAMPA por diferentes pesquisadores.

lll- Produzir um material bibliografico sobre PAMPA a fim de ser utilizado
como fonte de consulta.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Absorcao de farmacos

Para que ocorra a absorcao de um farmaco a partir de formas farmacéuticas
sélidas administradas por via oral, tais como, suspensdes, comprimidos, drageas e
capsulas, é necessario que ocorra a sua dissolucdo nos liquidos do trato
gastrointestinal (TGI) e a sua permeacdo através das camadas ou membranas
intestinais até a chegada a corrente sanguinea (AMIDON et al., 1995).

Os comprimidos sdo a forma farmacéutica sélida oral preferencial para
administracdo, devido ao baixo custo e maior conforto ao paciente o que contribui
para a adesédo ao tratamento (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007). Segundo Kansy
e seus colaboradores (1998), a absorcdo de um farmaco é um dos principais fatores

gue ira determinar a sua biodisponibilidade.

3.1.1 Fatores fisioldgicos que alteram a absorcao

Diversos fatores fisiolégicos podem retardar ou acelerar o processo de

absorcao no TGI de farmacos administradas via oral (YU et al., 1996).

3.1.1.1 Posicéao do corpo durante a ingestdo

Segundo Ashford (2005) um destes fatores é a posicdo em que as formas
farmacéuticas solidas sao ingeridas. A posi¢cdo mais aconselhavel € a vertical, que
possibilita que o farmaco atravesse rapidamente o eséfago, de maneira oposta ao
observado na posi¢cdo horizontal ou sem auxilio de agua em que é passivel a
ocorréncia de adesdo do farmaco ao es6fago e/ou retardo de sua chegada ao

estbmago.

3.1.1.2 Auséncia de micro vilosidades absortivas

Um dos fatores que limita a absor¢édo de farmacos no estbmago é a auséncia

das tipicas vilosidades da membrana absortiva intestinal que tem um papel
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fundamental no aumento da superficie de contato das células absortivas com o
farmaco (ASHFORD, 2005).

3.1.1.3 pH do compartimento

O pH é outro ponto fundamental na limitacdo da absorcéo principalmente no
estbmago, onde o pH varia de 1-3,5 que devido a alta acidez pode degradar
diversas formulacdes (MOURA, 2005). Um artificio farmacotécnico para evitar a
degradacdo do farmaco durante sua passagem pelo estbtmago € o revestimento
entérico, no qual, o comprimido é revestido com algum material, como polimeros,
que s&o resistentes a acidez estomacal (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

3.1.1.4 Tempo de esvaziamento gastrico

O tempo de esvaziamento gastrico, que € o tempo que uma substancia leva
para atravessar o estbmago sera determinante no processo absortivo de farmacos,
ja que esvaziamentos muito rapidos irdo restringir o contato do farmaco com os
liguidos do TGl e sua permeacao (ASHFORD, 2005).

3.1.1.5 Forma de administracao

Segundo Ashford (2003) o farmaco ir4 atingir mais rapidamente o intestino
delgado, local onde h& maior area para ocorrer absorcéo, se for ingerido em estado
de jejum e administrado com agua. Porém no estado alimentado, o farmaco tende a
ficar mais tempo retido no estbmago juntamente ao alimento. Logo, para ser
absorvido, o farmaco deve estar dissolvido no conteddo do TGl, ser estavel no pH
que sera exposto e resistir a acdo das diversas enzimas que estdo envolvidas no
processo da digestdo, competindo com os alimentos pelos principais sitios de
absorcdo (ASHFORD, 2005; WASHINGTON; WILSON, 2014).

3.1.2 Fatores fisico-quimicos que interferem na absorcao

O processo de absorcdo de farmacos pode ser afetado pelas suas
propriedades fisico-quimicas e também pelo tipo de forma farmacéutica em que esta
contido (YU; SHARGEL, 2015).

3.1.2.1 Fatores relacionados as propriedades fisico-quimicas dos farmacos
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A absorcdo pode ser influenciada pelas caracteristicas fisico quimicas dos
farmacos, considerando que grande parte dos farmacos sdo acidos ou bases fracas,
as caracteristicas de pH e pKa séo fundamentais para a predicdo do comportamento
do farmaco nos fluidos biolégicos. A solubilidade, que é a quantidade de soluto que
dissolvera em um solvente, também é uma propriedade importante no processo de
absorcdo, sabe-se que a baixa solubilidade em meio aquoso representa um dos
maiores problemas no desenvolvimento de formula¢gées uma vez que o composto
estudado precisa estar solivel no meio para poder atravessar as membranas do
TGI.

Outras propriedades, tais como estado cristalino, grau de hidratacdo e
polimorfismo, que é a propriedade de um farmaco existir em uma ou mais
conformacdes moleculares no estado sélido, podem também influenciar
principalmente na solubilidade do farmaco, comprometendo também a absorcéo.

O coeficiente de particdo octanol/agua (logP) é um importante parametro na
avaliagdo das caracteristicas fisico quimicas dos farmacos, por permitir verificar a
lipofilia dos compostos e prever sua capacidade de atravessar as membranas
(STORPIRTIS et al., 2009).

3.1.2.2 Fatores relacionados a forma farmacéutica que interferem na absorcao

Segundo Amidon (1995) os parametros que interferem na dissolucéo a partir
da forma farmacéutica, solubiidade e a permeabilidade do farmaco sé&o
fundamentais para o controle e extensao da sua absorc¢ao.

Shargel e Yu (2012) discutem que a dissolucdo de um farmaco a partir de
uma forma farmacéutica consiste no processo em que a substancia sélida apds sua
desintegracdo € dissolvida em um solvente como nos liquidos presentes no trato
gastrointestinal. Os fatores que irdo afetar a dissolucdo de um farmaco em sua
forma farmacéutica sélida incluem a natureza fisico quimica da substancia, as
caracteristicas dos seus excipientes e o método de fabricagdo (SHARGEL; YU,
2015, STORPIRTIS et al., 2009).

3.2 Fisiologia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal € um complexo conjunto de Orgdos que se inicia na

cavidade oral até a anal, tem como principais func¢des a realizacdo do transito de
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alimentos por todo tubo digestivo, secrecdo de sucos digestivos e promocdo da
digestdo de alimentos, além da absorcdo de nutrientes e eliminacdo de residuos
(HALL, 2012).

A parede do TGl é composta fundamentalmente por quatro principais
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (ASHFORD, 2001; HALL, 2010).

A camada mucosa é a mais interna, sendo onde se encontram 0s enterocitos
e células enteroenddcrinas, responsaveis pela digestdo, absorcéo e secrec¢des que
protegem e lubrificam o TGI (BALIMANE; HAN; CHONG, 2005, GUYTON, 2009,
BERNE; LEVY, 2000).

A camada submucosa € rica em tecido conjuntivo frouxo, vasos linfaticos e
vasos sanguineos (BERNE; LEVY, 2000).

A camada muscular externa também chamada de prépria estd de modo
longitudinal ao longo do tubo. A contracdo dessas camadas € responsavel pela
mistura e impulso do contelddo que estd sendo transportado até o proximo
compartimento do TGI (BERNE; LEVY, 2000).

A camada serosa que reveste toda a superficie da parede do abdome além
de ser responsavel pela sustentacdo dos 6rgaos da cavidade possui células que
secretam liquidos que auxiliam na lubrificacdo durante os movimentos do TGl
(ASHFORD, 2001; BERNE; LEVY, 2000).

3.2.1 Morfologia das células intestinais

A funcéo do intestino delgado na manutencdo da homeostase do corpo se
deve a sua capacidade absortiva de nutrientes. No entanto, além de nutrientes, este
orgao, esta exposto a diversos outros compostos como farmacos, agentes toxicos e
micro-organismos. Em decorréncia disto, o epitélio do intestino funciona como uma
barreira complexa e seletiva com diversos mecanismos para proteger o organismo
(ASHFORD, 2005).

O intestino delgado é formado por uma monocamada epitelial simples
composta basicamente por enterOcitos, ceélulas enteroenddcrinas e células
calciformes responsaveis pela expressédo de diversos peptideos entre eles o trefoil.
(SNOECK; GODDEERIS; COX, 2005; THIM, 1997).

Os enterécitos sao as células mais abundantes que compdem o revestimento

do intestino delgado. Estas células epiteliais sdo hiperpolarizadas com juncdes
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estreitas e proteinas que mantém a polaridade celular e a integridade do epitélio
(SNOECK; GODDEERIS; COX, 2005). A principal caracteristica desse tipo de célula
€ a sua disposicdo em monocamadas que formam as microvilosidades que
aumentam consideravelmente a superficie de revestimento do intestino delgado
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Esse tipo de célula absortiva tem como uma das
suas principais funcdes garantir a absorcdo de ions, agua, nutrientes além de
vitaminas e farmacos (MIRON; CRISTEA, 2012, BALIMANE; CHONG; MORRISON,
2000).

As células calciformes sdo responsaveis pela producdo e manutencédo do
muco, por meio da sintese e producdo de mucinas (SPECIAN; OLIVER,1991). Sao
também responsaveis pela expressdo de peptideos trefoil que além de fornecer
protecdo ao epitélio promovem a sua recuperacao apés alguma lesédo (THIM, 1997).

Ahlman e Nilsson (2001) descreveram o intestino como o maior “érgao
endoécrino” do corpo. Além dos hormdnios principais, secretina, gastrina e
colecistocinina sabe-se que h& mais de 30 outros descobertos e identificados no
TGIl. Alteracdes nas composicdes e estruturas das células intestinais podem
comprometer a fisiologia da digestdo (GUNAWARDENE; CORFE; STATON, 2011).

3.2.2 Caminho do farmaco pelo TGl

ApOs passar pela cavidade oral, o farmaco € encaminhado pelo eséfago até o
estbmago, este é um reservatério temporario responsavel pela secrecdo de acido
cloridrico (HCI), muco e bicarbonato (HCOg3).

Devido ao estdbmago ndo possuir as tipicas vilosidades que facilitam a
absorcdo dos farmacos, ele ndo é considerado um 6rgdo absortivo. Porém o tempo
de esvaziamento e as diferentes secrecdes que regulam o pH sdo importantes para
limitar o processo de absorcdo do farmaco. O intestino delgado € o local no qual
ocorre a maior parte da absorgédo das substancias ingeridas, possui de 4-5 metros e
devido a sua anatomia € divido em duodeno, jejuno e ileo. O pH intestinal &
propenso a variar entre 5,0 - 7,5 devido as diferentes condicbes quando em jejum e
alimentado (ASHFORD, M., 2001).

O intestino delgado é altamente vascularizado e possui microvilosidades que
aumentam a area de contato e consequentemente o tornam ideal para absorcéo dos
nutrientes (ASHFORD, 2001, BERNE, LEVY; 2000). O intestino grosso € a por¢ao

final do TGI, ndo possui ampla area superficial como o intestino delgado, porém é


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahlman%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11762354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nilsson%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11762354
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responsavel pela absorcdo de ions e consequentemente de agua, formacdo e
armazenamento das fezes para expulsdo (MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY,
2017).

3.3 Permeabilidade de farmacos

Segundo Storpirtis et al. (2009, p.16).
‘A permeabilidade é baseada indiretamente na extensdo da
absorcao (fracdo absorvida da dose e nao fracao sistémica) de
um farmaco em humanos, e diretamente por meio da medida
da velocidade de transferéncia de massa através da membrana
intestinal humana”
A permeabilidade de um farmaco ira depender das barreiras fisiolégicas do
corpo humano, seus transportadores e das caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco (GONCALVES; SOUZA; STORPIRTIS, 2009).

3.3.1 Transporte através das membranas

A permeacdo de substancias através das membranas do TGI é mediada por
mecanismos complexos que irdo promover a passagem do composto por diferentes
caminhos de um compartimento para outro.

Os transportes passivos paracelular e transcelular, assim como os transportes
ativos mediados por carreadores no sentido absortivo ou secretorio e o transporte
por vesiculas, como ilustrados na Figura 1, sdo os principais mecanismos envolvidos
na permeacéo atraves das membranas celulares (BALIMANE; HAN; CHONG, 2005).

No transporte passivo ndo ha gasto de energia, a molécula se move da area
mais concentrada para a menos concentrada (YU; SHARGEL, 2015), no entanto,
para que isto ocorra a molécula devera estar solubilizada (NELSON E COX, 2006).

O transporte passivo é descrito pela lei de Fick, que é caracterizada pela
relacdo entre a velocidade de difusdo da substancia de interesse e a sua
concentracdo em dois compartimentos, sendo um doador e outro receptor, formando
assim um gradiente de concentracdo (WASHINGTON; WASHINGTON; WILSON,
2014). O processo passivo transcelular depende da composicdo do soluto a ser
permeado, este deve ser lipossoluvel para ter maior afinidade pela camada lipidica

das células da membrana por onde ele permeia. O transporte passivo paracelular
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ocorre através dos poros aquosos que estdo nos espacos intercelulares entre duas
células (GONCALVES; SOUZA; STORPIRTIS, 2009, ASHFORD, 2005).

Ha um tipo de transporte mediado por carreadores com gasto de energia
geralmente ATP ou GTP, que é também denominado transporte ativo que ocorre
normalmente contra o gradiente de concentracdo, o transportador possui
especificidade pelo substrato. Este transporte via carreadores e transportadores
inclui mecanismos de influxo e efluxo (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000).

No mecanismo de influxo, ou seja, 0 mecanismo de transporte no sentido
absortivo, ocorre a internalizacdo de substédncias como aminoacidos, peptideos,
anions e cations organicos, além de nucleosideos e outros nutrientes através de
transportadores com o gasto de energia (TAKANO; YUMOTO; MURAKAMI, 2006).
Como exemplo de transportadores de influxo tém-se o transportador de peptideos
(PepT1) responsavel por transportar oligopeptideos oriundos da dieta (SPANIER,
2013).

Ja& o mecanismo de efluxo que ocorre nas células epiteliais, € responsavel
pela secrecdo das substancias das células epiteliais para o limen. E o processo
inverso do que ocorre no mecanismo de influxo (GOLAN et al., 2009). Diversos
transportadores ja foram identificados e descritos principalmente da familia ABC
devido seu potencial para causar resisténcia a quimioterapia (FLETCHER et al.,
2010).

Desta familia, destaca-se a glicoproteina P (Pgp) que é amplamente estudada
por agir como uma barreira bioldgica para expulsdo de xenobidticos e substancias
toxicas. Esse processo é um dos limitantes da biodisponibilidade oral de alguns
farmacos (DEFERME; ANNAERT; AUGUSTIJNS, 2008; GOLAN et al., 2009).

Figura 1- llustracéo dos tipos de permeacédo de substancias pelas membranas do TGl
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Fonte: Adaptado de Balimane et al., 2000.
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3.4 Modelos de permeabilidade in silico, in vitro e in vivo

Com a percepgédo da importancia de se determinar a solubilidade de farmacos
em liquidos aquosos que simulem o pH do TGI, bem como, estudar sua
permeabilidade perante as membranas do TGI, houve um avanco na classificacao
de moléculas de acordo com limites de solubilidade e permeabilidade. Estas
informagdes puderam ser correlacionadas com o0 comportamento in vivo e
consequentemente com a sua biodisponibilidade. Esta realidade possibilitou a
proposicdo do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), Quadro 1, que
aloca os farmacos em quatro classes de acordo com sua solubilidade e
permeabilidade (AMIDON et al., 1995).

Quadro 1 - Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB)

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
Il Baixa Alta
[l Alta Baixa
\Y% Baixa Baixa

Fonte: Adaptado de AMIDON et al., 1995.

A partir deste panorama diversos modelos foram propostos e desenvolvidos in
silico, in vitro e in vivo para a determinacédo da permeabilidade de farmacos.

Modelos in silico referem-se a métodos computacionais que estdo se
tornando populares nos Ultimos anos por estimarem a permeabilidade de uma
substancia empregando suas propriedades como lipofilia, ligacdes de hidrogénio, o
tamanho da molécula e a for¢a dipolo-dipolo (BALIMANE; CHONG; MORRISON,
2000).

Nos ultimos anos o avanco da informética pode ser notado em todas as
vertentes da pesquisa cientifica, os modelos computacionais surgiram como
importante ferramenta na descoberta de novos farmacos assim, priorizando

potenciais candidatos a serem sintetizados e estudados (MANLY et al., 1998).
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Como exemplo de modelo in vivo, realizado em humanos, para determinacao
da permeabilidade tém-se o0 ensaio Loc-I-Gut proposto Lennernads e colaboradores
em 1992. Este modelo é basicamente composto de um tubo de perfusdo multicanal
com aproximadamente 10 cm e dois baldes oclusivos. O tubo é inserido na cavidade
oral do voluntario devidamente anestesiado e atingindo a regido do intestino
delgado. O tempo de perfuséo e analise € variavel (LENNERNAS, 1992). Ao final do
experimento, € possivel quantificar a permeacdo de diferentes substancias no
segmento isolado do intestino delgado (KNUTSON, 2009).

Outras alternativas para determinacdo da permeabilidade consistem em
ensaios artificias in vitro como PAMPA, ou modelos utilizando diferentes culturas de
células de adenocarcinoma de colon humano (CACO-2) além de células Madin-
Darby de rim canino (MDCK) (KANSY, 1998; BALIMANE, 2000; SUGANO et al.,
2001, AVDEEF et al., 2007).

3.5 Ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela (PAMPA)

A necessidade da descoberta de novos farmacos e de aperfeicoar o processo
de triagem de substancias biologicamente ativas suscita a avaliacdo dos diferentes
modelos para determinacdo da permeacdo (KANSY, 1998; LIU et al.,, 2003). O
ensaio PAMPA, introduzido por Kansy e seus colaboradores em 1998 é um ensaio
realizado in vitro, que além de rapido, reprodutivel e de baixo custo se baseia
principalmente nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser estudado para

poder prever assim sua permeabilidade in vivo.

Figura 2 — Ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela (PAMPA)
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Fonte: Adaptado Pion, 20171

! Disponivel em: https://pion-inc.com/Instrumentation/Permeability
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O modelo original, ilustrado na Figura 2, consiste em uma placa de micro
titulacdo com 96 pocos (KANSY, 1998; BALIMANE, 2005) nos quais sao realizadas
divisbes por meio do acoplamento de outra placa, formando um compartimento
doador que contém o analito a ser avaliado e um compartimento receptor contendo
apenas meio tamponado, usualmente que mimetiza o pH sanguineo e a
osmolaridade fisiologica. Para solubilizacdo do farmaco pode-se utilizar
dimetilsulféxido (DMSO) disperso em um tampao com o pH fisiolégico escolhido.
Entre os compartimentos doadores e receptores ha um filtro, usualmente de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) hidrofébico no qual deposita a membrana lipidica
previamente solubilizada em solvente organico (geralmente n-dodecano) que no
meio simular4 a membrana do TGI. Ap6s o término do tempo de incubacao definido,
quantifica-se o farmaco permeado e retido nas membranas (KANSY, 1998;
ADVEEF, 2003; BALIMANE 2005; REIS, 2013).

Empregando este modelo € possivel prever, in vitro, a permeacdo de um
farmaco através das membranas lipidicas do TGI por processo de difusdo passiva
(ADVEEF, 2005).

Diversas variantes da técnica foram surgindo com o objetivo de determinar a
permeabilidade passiva de substédncias em outros compartimentos além do TGlI,
como a simulacdo das membranas da regido do cérebro para assim quantificar a
permeabilidade de substancias através das barreiras hematoencefalicas (BHE) (DI
et al.,, 2003), bem como o “PAMPA-cutdaneo” que simula as condicbes das
membranas cutaneas permitindo detectar o transporte passivo pelas membranas da
pele (MARKOVIC et al., 2012).

Atualmente, diversos ensaios sdo descritos na literatura com variagbes no
método, desde alteracbes no tipo de suporte inerte que sera impregnado pelo
conteudo lipidico, até mudancas na composicdo da membrana, modificacdes nas
condi¢cbes visando a ndo saturacédo do sistema (condi¢gdes sink), alteragdes no pH
dos compartimentos e no tempo de incubacgéo durante o teste (FALLER, 2008).

Em 2002 Fischer e colaboradores sugeriram que o PAMPA pode ser
responsavel em breve pelo desaparecimento do CACO-2, visto ser um método
totalmente in vitro, de baixo custo de operagdo, que permite a avaliacdo simultanea
de um grande numero de compostos, com uma demanda de volume de trabalho

muito inferior ao requerido pelos ensaios in vivo e com uso de ceélulas, além de
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possuir boa capacidade de predicdo da permeabilidade (KANSY; AVDEEF;
FISCHER, 2004).

Poe outro lado, apesar destas vantagens, o sistema possui limitagdes que
podem ser cruciais na determinacdo da permeabilidade. Por ser um método
totalmente in vitro limita-se a predicdo da permeabilidade passiva através das
membranas. Substancias cujo transporte se da via transcelular ou séo regidos por
mecanismos de efluxo, podem ter sua permeabilidade calculada de forma ineficiente
e ineficaz (LI el al., 2008; ADVEEF et al., 2007).

Outras caracteristicas inerentes ao meétodo que podem ocasionar a sua
limitacdo sdo a camada aquosa estacionaria, a retencdo da substancia nas
membranas, a ruptura da membrana durante o ensaio, além de diferentes
coeficientes de permeacdo da substéncia com a mudanca da composicao lipidica
utilizada (AVDEEF; NIELSEN; TSINMAN, 2004, BALIMANE; HAN AND SAEHO
CHONG, 2005).

3.6 Candesartana cilexetila

O ensaio PAMPA, permite calcular a permeabilidade efetiva de diversos
farmacos e substancias, dentre eles a Candesartana Cilexetila.

Campos e colaboradores realizaram em (2015) estudos in silico com
farmacos antagonistas dos receptores de angiotensina Il empregados no tratamento
da hipertensdo arterial objetivando selecionar dentre eles, um potencial anti-
hipertensivo para ser alvo de estudos biofarmacéuticos, ou seja, ter sua solubilidade
e permeabilidade determinadas e assim fomentar a avaliacdo da possibilidade de
sua inclusdo no Programa Farmacia Popular do Brasil. Dentre os farmacos
analisados, os autores verificaram que a candesartana cilexetila demonstrou possuir
maiores vantagens farmacolégicas em relacdo aos demais como, maior poténcia e
duracédo de ligacdo aos seus receptores, além de néo interagir com alimentos, sendo
assim escolhida.

A candesartana cilexetila é indicada para o tratamento de hipertensao leve,
moderada e grave além de insuficiéncia cardiaca de tipo Il e 1l (ATACAND, 1997).
Comercializada sob forma de comprimidos de 8 mg ou 16 mg, a candesartana
cilexetila (Figura 3), € um pro- farmaco que ao sofrer hidrolise durante a absor¢éo no

trato gastrointestinal, se converte em sua forma ativa, a candesartana (Figura 4).
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Deste modo possui melhor biodisponibilidade comparada a sua forma ativa, a
candesartana (FDA, 2002).

Avaliando as caracteristicas fisico quimicas a candesartana cilexetila possui
dois valores de pKa relatados: 5,3 e 6,0. Sua massa molecular € de 610,66 g/mol e a
formula quimica CssH3zaNeOs (HUSAIN et al., 2011; JAPAN, 2011).

Figura 3 — Férmula estrutural da candesartana.
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Figura 4 — Formula estrutural da candesartana cilexetila.
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4 METODO

4.1 Principais condigbes para o emprego do PAMPA como modelo de estudos de

permeabilidade em farmaco

Foi realizada uma busca bibliografica nas principais bases de dados:
periédicos Capes, SciFinder e ScienceDirect sobre artigos que utilizam o modelo
PAMPA para realizacdo de testes de permeabilidade, utilizando as palavras chaves:
Permeability, Absorption, PAMPA, PAMPA assay. Foram selecionados artigos que
citam o emprego do método a partir de 1998. Estes artigos foram agrupados
conforme alguns dos parametros utilizados, tais como, lipideo empregado na
formacdo de membrana, velocidade e forma de agitacdo das placas, tipo de filtro

utilizado para reter o lipideo.

4.2 Obtencao de dados de permeabilidade ou correlagdo in vivo utilizando diferentes

alteracdes no método PAMPA para o célculo de permeabilidade intestinal

Visando obter as principais informacOes referentes as condicbes para
emprego do PAMPA por diversos autores. A partir da revisdo da literatura realizada
como descrito em 4.1 as informac¢des foram reunidas ou agrupadas em relacdo a
utilizacdo do PAMPA, relativas a: composicao lipidica e tipos de filtros utilizados,
retencdo do farmaco na membrana, velocidade de agitacdo, tempo de incubacéo do
experimento, temperatura, composicdo e pH dos meios utilizados nos
compartimentos doadores e receptores, o volume do meio, além da interferéncia de

proteinas séricas e transportadores de efluxo e a comparacéo desses resultados.

4.3 Material bibliogréfico para realizacdo do ensaio PAMPA utilizando o farmaco

Candesartana cilexetila

Baseado nas informacgdes obtidas, elaborou-se um material bibliografico com
as condi¢cdes experimentais que possibilitariam os resultados de permeabilidade

mais adequados a candesartana cilexetila.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Principais condicdes para o emprego do PAMPA como modelo de
permeabilidade.

5.1.1 Composicao das membranas lipidicas

O ensaio PAMPA idealizado por Kansy e colaboradores (1998), teve como
inovacdo a presenca de um filtro hidrofébico impregnado com uma solucdo de
lectina de ovo cuja concentracdo variou de 1% a 20%, com objetivo de simular as
barreiras do TGI. A maioria dos fosfolipidios, por serem sélidos, ndo se dispersam
nos filtros, uma solugdo € o uso de um solvente ndo polar para que ocorra essa
dissolucdo. A maioria dos trabalhos utiliza hidrocarbonetos como solventes, um
exemplo é o n-dodecano (KANSY; AVDEEF; FISCHER, 2004).

Sabe-se que as membranas celulares dos varios tecidos do organismo
possuem composic¢des lipidicas diferentes, Proulx (1991) relata que cerca de metade
da composicdo das principais membranas do corpo humano é composta por
fosfolipidios, que engloba predominantemente fosfotadilcolina (FO),
fosfatidiletalonamina (FE), fosfatidilglicerol (FG) e fosfosfatidilserina (FS).

Criou-se assim uma relacdo entre a membrana lipidica que ira cobrir os
filtros no ensaio PAMPA com a capacidade de simular as barreiras humanas para
predicdo da permeabilidade, sendo possivel adaptar o ensaio para predicdo da
permeabilidade por outras vias além da gastrointestinal principalmente alterando a
composicdo da membrana (SINKO et al., 2012).

A maioria dos autores estudados baseia-se em um sistema de membranas
derivadas de fosfatitidilcolina por ser a mais prevalente entre as membranas dos
mamiferos (KANSY; AVDEEF; FISCHER, 2004).

Seo e colaboradores (2006) realizaram estudos para investigar o efeito da
composicdo de fosfolipidios no transporte passivo de compostos usando o método
do PAMPA. Para cada ensaio, as condi¢cdes foram idénticas alterando apenas a
composicdo dos lipideos e o composto analisado. Cinco substancias foram

submetidas ao teste e o0s resultados encontrados estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Resultados de permeabilidade efetiva de diferentes substancias através de membranas
compostas por trés lipideos e duas proporcoes.

Permeabilidade . Permeabilidade Permeabilidade Acido
Permeabilidade

Fostopdoss  MepOl  (ENGHIGEY Acdobenzoco | Sacarose  taurocdice
10%(cm/s) 10°(cm/s) 10%(cm/s) 10%(cm/s) 10%(cm/s)
Fc18:1 0,103 (+ 0,008) ?1'3%0241) 0,120 (+0,003) &8‘?035‘82) 0,0401(+0,0052)
FC18:2 0,115 (+0,008) &8?3521) 0,130 (+0,010) ?118?5%) 0,0360(+0,009)
FE18:1 1,2 (+0,11) ((31'3’730198) 1,11 (+ 0,19) (()J_r’g?é)c?ll) 0,0514(+0,0010)
FE18:2 0,237 (+0,022) &8502(;35 " 6,13 (+0,23) ?118%823) 0,0421(+0,0096)
FS18:1 1,78 (:0,09) 0,105 (+0,010) 0,182 (+0,007) &8%0141) 0,0493(+0,0064)
FS18:0/2 0,189 (+0,009) (()6(,)&?54) 3,43 (+0,16) ?J_r’g,lgozoe) 0,0462(+0,0040)

FC = fosfatidilcolina

FE = fosfatidiletalonamina

FS = fosfatidilserina

*Fosfolipidio seguido pelo tamanho da cadeia e nimero de insaturagdes.

Segundo o autor e Adveef e colaboradores (2003) para ser considerado de
alta permeabilidade Pe > 2 x 10 cm/s, assim avaliando-se os compostos estudados
neste trabalho, o acido benzoico e o metoprolol ambos demonstram alta
permeabilidade porém de maneira pouco uniforme, é possivel visualizar valores bem
variados entre as diferentes membranas. Ja 0 manitol, sacarose e acido taurocélico
apresentaram sempre baixa permeabilidade.

Apesar da influéncia da composicao lipidica, percebe-se que a estrutura dos
solutos € fundamental na permeacdo dos compostos pelas barreiras artificiais. O
manitol assim como a sacarose, apresenta baixa massa molecular 182 g/mol e 342
g/mol respectivamente e suas permeabilidades praticamente ndo variaram em
decorréncia da alteracdo da composicao lipidica da membrana.

O transporte de farmacos e substancias pelas membranas do TGI € um
complexo e dindmico processo. Devido aos variados mecanismos que ocorrem
durante a absorcdo no intestino, a predicdo in vitro da permeabilidade de
substancias utilizando um dnico método é dificultado (BALIMANE et al., 2000).

A composicdo das membranas escolhidas para realizacdo do ensaio tera
grande influéncia no resultado final do ensaio, sendo um fator fundamental na

determinacdo da permeabilidade de um farmaco.



32
5.1.1.1. Integridade das membranas

A integridade das membranas € fundamental para certificar que o permeado
durante o método nédo seja decorrente de danos a membrana garantindo a robustez
do método (SCHNEIDER, 2011).

Diversos procedimentos podem ser utilizados para avaliar a integridade da
membrana lipidica, o protocolo sugerido pela Millipore (2005) baseia-se na utilizacédo
de solucbes marcadoras de permeabilidade contendo amarelo lacifer e azul cresil
brilhante (ACB).

Ao seguir o protocolo, as placas doadoras devem conter ACB (que permeia
pelas membranas intactas) e os lipideos intactos irdo rejeitar completamente o
amarelo lucifer. Para a confirmacéo da integridade das membranas, deve-se realizar
a leitura das placas em um leitor de fluorescéncia (excitacdo 425 nm e emisséao 528
nm). Na situagédo, a baixa emisséo de fluorescéncia no compartimento receptor
comprova a auséncia do amarelo lucifer e assim, a membrana esta intacta para
utilizacao no ensaio de PAMPA (MILLIPORE, 2005).

Outra forma de avaliar a integridade das membranas no PAMPA é a
incubacdo com uma solucéo de manitol no compartimento doador. O manitol, assim
como polietilenoglicol, dextran, inulin e amarelo lucifer € um marcador de baixa
permeabilidade (VOLPE, 2010) que caso seja detectado no compartimento receptor
apos o periodo de incubacéo, indica que a membrana néo esta integra.

Avaliando a integridade das membranas antes e ap0s a realizacdo do
experimento, é possivel garantir que as fracdes permeadas ndo tenham sofrido

influéncias, o que auxilia a eliminar uma fonte de erro durante a execucéo do ensaio.

5.1.1.2. Retencdo nas membranas

Um dos problemas que concerne os modelos in vitro que avaliam a
permeabilidade dos farmacos € a retencdo dos compostos nas membranas que
ocorre principalmente com compostos lipofilicos, em especial devido a afinidade
destes pelas membranas (AVDEEF, 2001).

Este fenbmeno costuma por vezes ser negligenciado ou ignorado durante a
manutenc¢ao do ensaio, Kansy e colaboradores (1998) ao idealizarem e publicarem o
ensaio, ndo realizaram nenhum célculo para determinar se houve retencdo nas

membranas o que pode levar a deteccao da permeabilidade com falhas.
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O calculo da permeabilidade aparente equacédo 1, leva em consideracdo que
nao ha retencdo de moléculas na membrana, ou seja, o soluto ndo € retido pelas
membranas durante o processo de permeacédo (ADVEEF, 2004). No entanto, tal
dado néao condiz com a realidade, uma vez que a maioria dos compostos analisados

sao lipofilicos e podem de fato acumular nas membranas.

Equacéo 1 - Férmula para o célculo da Permeabilidade aparente.

Cp(1)
Cp(0)

a =

2303 Vp ( 1
1

Onde Pa é o valor da permeabilidade aparente, ry= raz&o entre os volumes do
compartimento doador e do compartimento receptor (Vda/Va). A = area da membrana
que é de 0,3 cm?, t = tempo de experimento; Cp = concentracdo em mol/mL no
compartimento doador no tempo estimado.

Youdim e colaboradores (2003) estudaram as principais premissas que sao
negligenciadas durante os calculos para estudo da permeabilidade, dentre elas a
retencdo de substancias nas membranas. Os resultados do estudo possibilitaram
elaborar a equacado 2. Por meio desta equacdo € possivel contabilizar a perda de
massa para a membrana e com isso determinar se houve retencéo de farmaco e se

esta ira interferir no resultado do célculo da permeabilidade.
Equacéo 2 - Formula para o célculo da Permeabilidade efetiva e reteng&o nas membranas
2.303V 1 1+r\ Cphlt
P, =— = -logyg | —rv + - blt)
A(f — TLAG) 1+ ry I—R CD(U)

1 mp/(1) _ my (1)
k=1 mp(0)  mp(0)

No qual

Onde Pe € o valor da permeabilidade efetiva, rv= razédo entre os volumes do
compartimento doador e do compartimento receptor (Vda/Va). A = area da membrana

que é de 0,3 cm?, Cp = concentracdo em mol/mL no compartimento doador. Tiac = €
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o tempo de equilibrio necessario para saturar a membrana com o soluto, estimado
em (54 Rm+ 1) .60s.

A retengcdo dos farmacos nas membranas dos principais modelos in vitro
torna-se um fator limitante para a determinagcdo da permeabilidade de substancias,
uma vez que essa retencdo nao € algo esperado nas condi¢cfes in vivo, ja que na
regido do intestino delgado o sistema é dinamico, ndo havendo concentracao
elevada do farmaco na membrana e possibilidade de saturacéo in vivo.

Visando reduzir a retencdo de farmacos nas principais membranas testadas
na literatura, Chen e colaboradores (2007) propuseram um novo tipo de membrana
lipidica tri-layer que consiste em trés camadas lipidicas (lipideo, 6leo e lipideo) que,
ao contrario do que se espera pelo aumento da concentracdo lipidica, houve
reducdo das substancias retidas has membranas como se pode ver na tabela 2. Os
autores atribuem o fato a reducdo no uso de solventes e a propria estrutura da
membrana na qual a presenca do 6leo mimetizaria o interior das membranas

biolégicas o que manteria a robustez e estabilidade da mesma.

Tabela 2 - Comparagéo da retencdo em (%) em dois modelos com membranas lipidicas
diferentes

PAMPA 2% DOP
% DOPC em Pampa Tri camada (%R)

Firmaco Dodecano (%R)
Amitriptilina 53 27
Cetoconazol 62 32
Fenoxipiridina 69 39

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2008

5.1.2. Composicéao e tipos de filtros

Kansy (1998) idealizou o método utilizando um filtro hidrofobico (PVDF) que é
impregnado por componentes lipidicos dissolvidos em solventes orgénicos tais como
n-dodecano, hexadecano e 1,9-decadieno.

A maioria dos autores utiliza o fluoreto de polivinilideno (PVDF) como um
suporte que ao ser impregnado pelo conteudo lipidico dissolvido em solvente

organico, estara posicionado entre os compartimentos doador e receptor tendo como
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funcdo de filtro, realizando a retencdo de farmacos durante o Ensaio PAMPA
(Kansy, 1998). Segundo o fabricante (MILIPORE, 2003) o PVDF €& um material
resistente a solventes.

Para o ensaio PAMPA, esse material é utilizado sob formato de um filtro com
poros de 0,45 ym e 115 pm de espessura (KANSY, 1998; MILIPORE, 2003). O filtro
hidrofébico é vantajoso uma vez que forma membranas estaveis e resistentes a
excipientes e a agitacdo. A geometria dos poros desse material, porém, favorece a
retencdo de substdncias na membrana, sendo necessario um alto tempo de
incubacdo que varia de 10 h até 15 h (KANSY; SENNER; GUUBERNATOR; 1998;
ZHU; JIANG; CHEN; HAWNG, 2001).

Zhu e colaboradores (2001) realizaram o ensaio alterando o tipo de filtro. Ao
utilizar um de PVDF hidrofilico foi possivel aumentar a permeacdo das substancias e
reduzir o tempo de incubacgéo do ensaio para 2 horas. J4 Whonsland e Faller (2000)
utilizaram um filtro de policarbonato de tamanho 3 um e 9-10 um de espessura e
cerca de 5-20% de porosidade com o tempo de incubacao de 5 h. Apesar do filtro
ser mais suscetivel ao rompimento pelos solventes, o que torna a avaliagdo da
integridade da membrana importante parametro, € vantajoso uma vez que 0S poros
desse filtro sdo geometricamente bem definidos e a espessura curta da membrana
permite um fluxo mais rapido da substancia pela barreira e a retencado na membrana
fica reduzida.

Atualmente, com o avanco da tecnologia e dos estudos do modelo PAMPA, o
tempo de incubacao para a conclusdo do experimento utilizando um filtro hidrofébico
em condi¢cdes pré-determinadas pode chegar até 30 minutos. Sendo assim, na
literatura a grande parte dos autores estudados faz uso de filtros de PVDF
hidrofébicos devidos suas vantagens em relacéo a resisténcia do mesmo durante a

permeacédo do farmaco estudado.

5.1.3. Camada de 4gua estacionaria

Além dos fatores inerentes a concentragdo e composicdo das membranas
lipidicas, outro fator crucial que pode ser limitante para o ensaio PAMPA, é a
camada de agua estacionaria a qual corresponde a uma camada de agua, muco e
glicocalix que esta presente nas membranas in vivo e também nas adjacéncias das
membranas de métodos in vitro (Figura 5) (ADVEEF, 2012).
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Figura 5 - Camada Aquosa Estacionaria
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A camada aquosa estacionaria (CAE) tem como caracteristica certa rigidez,
além ser uma barreira para processos de permeacdo como difusdo passiva
(THOMSON, et al., 1998).

O processo de difusdo passiva de uma substancia esta relacionada com a
difusdo desta através das membranas e camada de agua estacionaria que localiza-
se em ambos os lados da membrana. Como o0 soluto esta sob efeito das leis dos
processos de difusdo, a agitacdo nédo ira influenciar na difusdo de maneira direta
(ADVEEF, 2012).

Diversos autores realizaram experimentos com intuito de quantificar a
espessura dessa CAE, tanto in vivo quanto em modelos in vitro, principalmente por
ser um processo limitante para permeacao de compostos lipofilicos de baixo peso
molecular (LOFTSSON, 2012). A partir desses resultados trabalharam em
metodologias para reduzir a interferéncia desse processo nos estudos de
permeabilidade.

Lennernas, (1998) detectou que a espessura da camada proxima do epitélio
do TGI estd na faixa de 30-100 um principalmente devido ao peristaltismo e
constantes movimentos intestinais. Enquanto no ensaio PAMPA sem agitacao
Adveef e colaboradores encontraram valores que variam de 1400-4000 pm. A
agitacdo constante dessa CAE é importante para reduzir a espessura da camada

aguosa, apesar de nao elimina-la totalmente, facilitando assim o processo de difusao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ololo.sci-hub.cc/pubmed/?term=Loftsson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22764564
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da substancia pelas camadas lipidicas. Wohnsland e Faller (2001) por meio de
agitacoes leves entre 50-100 rpm chegaram a uma espessura de 300 pm.

Adveef, Nilsen e Tsinman (2004) com auxilio de agitadores magnéticos,
conseguiram reduzir a CAE utilizando rotagbes superiores a 600 rpm a uma
espessura de 28 ym. Apesar de eficientes, os métodos de agitacdo possuem falhas,
Adson e colaboradores (1995) notaram que a agitacdo do PAMPA pode ser ineficaz
por agitar apenas um dos lados dos compartimentos.

Logo, durante a avaliagdo da permeabilidade in vitro, principalmente pelo
modelo PAMPA, o efeito da CAE deve ser avaliada e corrigido caso contrario, a

predicdo pode ndo condizer com as propriedades reais do substancia analisada.

5.1.4. Concentracdes das amostras durante o ensaio e faixas de pH nos
compartimentos doador e receptor

Para avaliar o pH, Avdeef e colaboradores (2007) realizaram estudos com
mais de 50 combinacdes de lipideo e tampdes utilizando 8 farmacos. Ao compilar os
resultados, perceberam que o pH do compartimento doador foi fundamental no
coeficiente de correlagéo.

Em condi¢gbes cujo pH nos compartimentos doador e receptor foram iguais
(por exemplo a 7,4) obteve-se coeficientes de determinacdo com metodologias in
vivo com valores de r2 = 0,2, enquanto em condi¢des onde aplicou-se gradiente de
pH, 6,5 e 7,4 para os compartimentos doador e receptor respectivamente o valor r2
subiu para 0,5 e surpreendente nas condicbes de pH 5,0 no doador e 7,4 no
receptor a correlagéo foi superior, apresentando r2 = 0,97.

Nota-se auséncia de mais estudos que permitam certificar que essa condi¢ao
de pH seja a ideal para realizacdo do teste, mas como o préprio autor afirma, a
correlagdo pode diminuir com a insercdo de novas moléculas para o estudo,
principalmente se nado forem incluidos farmacos cujo transporte ndo € apenas
passivo ou até considerados fatores que limitem a permeabilidade de farmacos tais
como a influéncia da CAE ou retencao de farmacos nas membranas.

Como ja dito, o aumento da concentracdo de compostos lipofilicos na
membrana lipidica sera determinante no aumento na retencdo de farmacos na

membrana, principalmente farmacos lipofilicos. Uma alta concentracdo de farmaco



38

lipofilicos no compartimento doador pode ser um fator para saturacao do sistema e
retencdo destes na membrana.

Os volumes utilizados nos compartimentos doador e receptores usualmente
sdo 0s mesmos, variando de 150ul até 300ul. Adveef e Zhu em suas publicacdes
omitiram os volumes de cada compartimento. Apesar disso, ndo é relatado nenhuma
alteracéo significativa no ensaio por diferencas no volume em cada um dos pocos.

A variacdo de pH no trato gastrointestinal esta entre 1,7 e 8,0, enquanto o pH
intracelular e da corrente sanguinea varia entre 7,2 e 7,4 (DRESSMAN et al., 1990;
NEUHOFF et al., 2005). Aliado a esse conhecimento, sabe-se que a passagem de
substancias ndo carregadas pelas membranas lipidicas € mais facilitada que
substéancias carregadas (SHORE et al., 1957)

Além de Kansy (1998), outros autores realizaram inicialmente o ensaio
PAMPA utilizando condi¢c6es onde o pH no compartimento doador e no receptor € o
mesmo (ISO-pH). Sabe-se que, além de ndo simular adequadamente as condicfes
do TGI, moléculas ionizaveis, por exemplo, sdo mais permeaveis quando estdo na
forma nao carregada. As condicdbes de ISO-pH podem desfavorecer a
permeabilidade de algumas substancias.

Gutknecht e Tosteson, (1973) constataram que podem ocorrer reacdes na
CAE o que pode interferir drasticamente na difusdo passiva de substancias por
membranas. Ruell e colaboradores (2003) realizaram estudos com acidos e bases
fracos e monoproéticos avaliando diversas condigbes de ISO-pH no ensaio PAMPA.
Os autores constataram que, apesar de usualmente utilizadas condicées de pH 6,5
ou 7,4 estas ndo sdo as mais indicadas devido aos efeitos da CAE.

Atualmente com o avanc¢o nos estudos do PAMPA, o uso de um gradiente de
pH é comumente aplicado no método, também chamado de Double Sink PAMPA
(DS-PAMPA) no qual para o compartimento doador o pH pode variar de 3,0 até 10,0
e no receptor usualmente o pH mantém-se em 7,4. Além de mimetizar as condi¢fes
fisioloégicas da permeacédo das substancias pelo TGI, esse procedimento direciona
compostos que séo acidos fracos com baixo pKa a permearem pelas membranas em
condi¢cdes de baixo pH e ao chegar no compartimento receptor, cujo pH é 7,4,
estarao “presos” na forma carregada o que cria uma condicdo de ndo saturacdo
virtual (ADVEEF, 2005).

Zhu e colaboradores (2002) ao compararem as vantagens do PAMPA em

relacdo ao emprego de células Caco-2 pontuaram a ampla faixa de pH que o
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PAMPA pode trabalhar, o que torna uma ferramenta versatil. Apesar dessas
consideracdes, € evidente que se deve ter cautela na escolha da faixa de pH ideal
para realizar o ensaio para nao ocorrer interagdes principalmente com a CAE e a
membrana além de solubilizagcdo inadequada do farmaco.

O efeito da agitacdo ja foi estudado por varios autores e diversas alternativas
foram desenvolvidas para realizar uma agitacdo mais eficiente. Sabe-se que a
agitacao reduz a espessura da CAE o que contribui para mimetizar as condic¢des in
vivo de permeabilidade de farmacos além de facilitar o transporte passivo pelas
membranas (ADVEEF, 2003).

5.1.5. Formas e velocidade de agitacdo durante o PAMPA

A forma e a velocidade de agitacdo durante o estudo PAMPA variaram nos
experimentos realizados por diferentes autores. Kansy (1998) inicialmente néo
propés nenhum tipo de agitacdo ja o guia proposto por Adveef (2007) indica que, se
nao houver agitacao o tempo de experimento € amplamente superior. Reis, (2013) e
Schneider, (2011) realizaram ensaios com tempos de incubacdo e agitacao
diferentes, mas ambos obtiveram resultados correlacionaveis uma vez que
incubaram tempo suficiente para a permeacdo ocorrer e agitacdo adequada para a
CAE néo interferir muito no processo.

Para a determinacdo da permeabilidade pelo PAMPA, é fundamental que o
farmaco avaliado esteja solubilizado no compartimento doador para que assim,
atravesse as membranas pelo processo de difusdo. Um problema nesse
procedimento refere-se a farmacos pouco sollveis, que podem n&o solubilizar
adequadamente no meio, uma solucdo para isso € 0 uso de algum co-solvente para
facilitar a solubilizagdo. Assim, Kansy e colaboradores (1998) no ensaio inicial
utilizaram como co-solvente o DMSO e avaliando diversos trabalhos notou-se a
constancia por parte dos pesquisadores do uso de DMSO em concentra¢des nunca
superiores a 5%, para que ocorra a solubilizacdo do farmaco no compartimento
doador (SUGANO et al., 2001; AVDEEF, et al., 2001; VIZSERALEK et al., 2003;
GABOR et al., 2013).

Quando comparado ao estudo in vitro com uso de células, sabe-se que 0 uso
de co-solventes, principalmente o DMSO, deve ser Ilimitado devido suas
propriedades toxicas as células (TRIVEDI; KITABATAKE; DOI, 1990). Como o
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PAMPA ¢ totalmente artificial 0 seu uso pode ser numa concentracdo mais alta, no
maximo 5%, mas com cautela, pois ha caréncia de estudos em como 0 co-solvente
pode interferir diretamente na permeabilidade do farmaco estudado no ensaio
PAMPA (SUGANO et al., 2001).

Avdeef e colaboradores (2003) discutem que o aumento do conteudo lipidico
das membranas pode, diretamente, aumentar a retencdo dos farmacos nas
mesmas. Atrelado a esse dado, sabe-se que em condi¢des fisiologicas essa
retencdo € reduzida, principalmente devido as condicbes dos compartimentos
receptores onde naturalmente existe condi¢cdes sink por conta do gradiente de pH
além da presenca de proteinas séricas.

Recomenda-se entdo o uso de proteinas séricas (como Albumina) ou outros
compostos (como surfactantes) para simular essa condigdo e otimizar o transporte
das substancias correlacionando melhor com o que ocorre in vivo. Na Tabela 3, Reis
(2013) utilizou acido glicélico no compartimento receptor, que, quando presente
neste, funciona mimetizando as proteinas séricas que ocorrem in vivo favorecendo o
gradiente de concentragdo. Os autores que fizeram o uso de substancias que
simulem o papel das proteinas séricas, apontam bons resultados e boas correlacdes
ao aliar com outras condicdes sink (ADVEEF, 2003).

Percebe-se assim, que 0 uso de co-solventes e proteinas séricas sao
fundamentais para melhorar a qualidade do ensaio e da permeabilidade calculada.
Além disso a otimiza¢céo do ensaio visando aproximar ao maximo um método in vitro
com membranas artificiais as condicdes observadas in vivo aparenta ser um desafio.
Ha uma falta de padronizacdo e muitas vezes diversas informacdes séo

negligenciadas o que pode comprometer o estudo.

5.2 Resultados de experimentos utilizando o método PAMPA

Quando avaliado os resultados apresentados por Seo e colaboradores (2006)
na Tabela 1, observa-se que, apesar dos acidos taurocolico e benzoico serem
ambos &cidos fracos, eles apresentaram comportamentos diferentes em relagéo a
suas permeabilidades efetivas. O acido taurocdlico ndo teve variacdo significante
entre os resultados da permeabilidade nas diferentes membranas, ao contrario do
ocorrido com o acido benzoico, onde a variagdo da permeabilidade efetiva foi

significativamente expressiva com as diferentes composic¢des lipidicas. Os autores
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sugerem que, com o aumento das instauracdes nas cadeiras acila, a membrana
tende a torna-se mais fluida e por isso, o acido benzoico pode ser sensivel a essa
alteracdo na fluidez se comparado ao acido taurocélico, é possivel observar que
com o aumento das insaturacbes nas cadeias acila houve um aumento na
permeabilidade do acido benzoico.

A partir das informacdes extraidas, percebe-se que a permeabilidade do
Metoprolol, qgue é uma base fraca, sofreu influéncia com a mudanca da composicéo
lipidica da membrana. Os autores, ao contrario do esperado, como ocorreu com 0
acido benzoico, observaram que aumento das instauracfes nas cadeias graxas
reduziram a permeabilidade do metoprolol, uma possivel hipétese para este fato € a
formacao de pares i6nicos, uma vez que o metoprolol € um cétion que, em pH 6,
possui pKa = 9,86. Membranas carregadas com uma carga negativa neutralizariam a
carga do metroprolol facilitando sua permeacédo pelas barreiras lipidicas, como
observado no PS18:1.

Avaliando os resultados apresentados, percebe-se que a composicao lipidica
pode ser um dos fatores que ir4 influenciar a permeabilidade efetiva de substancias
guando submetidas ao PAMPA. Outros trabalhos na literatura reforcam essa ideia,
ilustrado na tabela 4, o estudo de Adveef (2003) € um exemplo de como variacdes
na composicdo da membrana lipidica podem ser pontos criticos para determinacao
da permeabilidade. Este autor realizou o estudo da permeabilidade de 32
compostos utilizando cerca de 50 composicdes lipidicas diferentes afim de levantar
informacdes que possam detectar a influéncia da composicdo da membrana lipidica
na permeabilidade de farmacos.

Na tabela 4 também é possivel verificar a composicdo das membranas
utilizadas pelo autor, a concentracao dos lipideos em cada um dos métodos, 0 uso
de condi¢des de ndo saturacédo (sink) para realizacdo do método além da correlagéo
desses dados obtidos com os resultados extraidos na literatura com metodologia in
Vivo.

Por ser complexo e dinamico o mecanismo de permeacdo de substancias
pelo TGI, realizar ensaios que predizem a permeabilidade in vivo utilizando
composicdo lipidica que tem caracteristicas muito distantes das composi¢cdes
naturais podem apresentar erros de correlagdo. Como Adveef demonstrou na tabela

3, no ensaio numero 2, 3 e 4 onde empregou como membranas lipideos comuns da
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rotina, o azeite de olivia, o octanol e dodecano respectivamente, que os resultados
da correlacao séo praticamente inexpressivos.

A condicdo de nao saturacao, pode se dar de duas maneiras, a primeira é por
meio do uso de proteinas séricas ou tensoativos no compartimento receptor que se
ligam ao farmaco lipofilico e favorecem o gradiente de concentracdo em direcéo a
esse compartimento (ADVEEF, 2012). A segunda maneira de se aplicar uma
condi¢do sink para o ensaio PAMPA é usando um gradiente de concentragdo do
compartimento doador para o receptor com objetivo de manter o farmaco permeado
no compartimento receptor (ADVEEF, 2003).

Adveef e colaboradores (2003) demonstraram que a mudanca ndo apenas do
lipideo utilizado, mas também na concentracdo que serd aplicado sdo pontos
cruciais na correlagdo das permeabilidades. Observando o modelo 11 na tabela 3
em que ¢é utilizada uma complexa mistura de FC, FE, FS, Fl e colesterol que além de
dificil para obtencéo, o resultado final obteve uma correlagéo in vivo/in vitro similar
guando utilizado apenas lectina ovo.

As correlagbes mais adequadas in vitro com o0s resultados obtidos in vivo
pertenceram aos experimentos utilizando membranas compostas de lectina soja a
20%, onde o autor faz o uso de condic¢des sink.

Além de considerar a composicao lipidica para a realizacdo do ensaio PAMPA
0S quais as caracteristicas se assemelhem com as membranas bioldgicas, o0 custo
de obtencédo desse lipideo ndo pode ser desprezado, o que justifica o uso de lectina
soja de diversas maneiras com objetivo de se encontrar a melhor condicdo de
ensaio com essa membrana.

Apesar da escolha do lipideo mais adequado ao método seja fundamental
para realizacdo do ensaio e obtencéo de resultados que tenham boas correlagdes
com os dados obtidos in vivo, outros fatores devem ser considerados e corrigidos. O
autor direcionou o estudo para membranas de lectina soja testando mdultiplas
variaveis e efetuando correcdes como a CAE afim de obter a melhor correlacéo

possivel.
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Tabela 3 — Correlagéo (r?) entre permeabilidade calculada em jejuno humano e PAMPA

Composicio da Sem Com
Mimero Tipo de membrana membrana PHoon/PHAzcep Sink Sink
1 MNeutra 2% DOPC 7,4 0,33 0,53
1A 2% DOPC +0,5% Cho 7,4 0,61 Turvo
2 100% Oleo de olivia 7,4 0,36 -
3 100% Cctanol 7,4 0,01 -
4 100% Dodecano 7.4 0,32 -
5 2 Componentes 2% DOPC + 0,6% DA 7.4 - 0,53
6 anidnicos 2% DOPC + 1,1% DA 7,4 0,58 0,61
7 2%DOPC + 0,6% PA 7,4 0,53 0,61
8 2%D0OPC + 1,1% PA 7,4 0,6 0,33
9 2%D0OPC + 0,6% PG 7,4 0,52 0,1
10 2%DOPC + 1,1% PG 7,4 0,55 0,25
5 componentes 0,8%PC+0,8PE+0,2%
11 anidnicos PS +0,2% Pl + 1% Cho 7.4 0,75 Turvo
12 Extratos de Lectina 10% PC ovo (Avanti) 7.4 0,6 0,22
anidnicos 10% PC ovo + 0,5% Cho
13 [Avanti) 7,4 0,47  Turvo
14 10% PC soja (Sigma) 7,4 0,6 0,17
10% PC soja + 0,5% Cho
15 (Sigma) 7.4 0,65 0,57
16 10% PC soja 7,4 0,58 0,48
17 20% PC soja 7,4 0,62 0,35
18 20%PC soja + 0,5% Cho 7,4 0,65 0,63
19 35% PC soja 7,4 0,56 0,42
20 50% PC soja 7,4 0,58 0,26
21 68% PC soja 7,4 - -
22 74% PC soja 7,4 0,29 0,04
24 Iso-pH 20% PC soja 6,5/6,5 - 0,77
25 20% PC soja 5,0/5,0 - 0,26
26 20% PC soja 5,5/7,4 - 0,32
27 20% PC soja 5,0/7,4 - 0,72
28 20% PC soja 5,5/7,4 - 0,89
29 Gradiente-pH (CAE ~ 20% PC soja 5,0/7.4 - 0,37
30 corrigida) 20% PC soja 4,5/7,4 - 0,85

DOPC: 1,2-Diclecyl-sn-glycero-3-fosfatidilcolina (também chamado dicleilfosfatidilcolina)
CHO: Colesteral

Eif ﬁﬁ;;’ﬁ %ﬂ_‘#j{}:}?ﬂt’“”“ Fonte: Adaptado de ADVEEF e colaboradores (2007)

PG: Fosfatidilglicerol

PE: Fosfatidiletalonamina

PS: Fosfatidilserina

Pl: Fosfatidilinositol

PC: Fosfatidilcolina (também chamada de Lectina)

Diversos autores realizaram diferentes ensaios PAMPA cujo método diferia

ndo apenas nha membrana como também em outras condi¢des. Di e colaboradores
(2003) adaptaram o método PAMPA para a predicdo da permeabilidade farmacos

através das barreiras hematoencefalicas, como uma alternativa a outros métodos
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mais caros e trabalhosos. Uma das principais caracteristicas do ensaio € a mudanca
da composicdo da membrana lipidica, uma vez que utilizando extratos lipidicos
cerebrais foi possivel aprimorar a predicdo da penetracdo na barreira
hematoencefalica.

Sinko e colaboradores (2012) com objetivo de encontrar um modelo de facil
padronizacao, alta reprodutibilidade e custo beneficio superior que metodologias ex
vivo para estimar a penetracdo de um farmaco através das barreiras da pele, que
gue conhecidamente apresenta uma composi¢do e comportamentos diferenciados
de outros membranas biologicas, propuseram o0 ensaio PAMPA utilizando
cetramidas sintéticas que sdo analogas a cetramidas presentes no estrato cérneo. O
autor demonstrou que o PAMPA é uma 6tima ferramenta, com custo beneficio
adequado e com boa correlacdo para estudo de permeabilidade para farmacos e
cosméticos.

Segundo Di e colaboradores (2003) e os dados compilados por Sinkd e
colaboradores (2012), percebe-se que é possivel adaptar o PAMPA para obter
coeficientes de correlacdo aceitaveis. A mudanca da membrana lipidica € um fator
crucial para a determinacdo da permeabilidade, sendo um dos principais fatores
para ser alterados quando se deseja realizar o método focando na permeabilidade

por outras vias de administracao.

Uma das vantagens do PAMPA sao as diversas variacfes permitidas pelo
ensaio que podem surtir efeitos desejados para o calculo de permeabilidade, porém
isso também pode ser um problema. Diversas variantes do método que apareceram
na literatura ndo sdo padronizadas e somente os investigadores do método , podem
dar maior certeza de um ensaio otimizado (ADVEEF, 2007). Galinis (2007) levantou
diversos questionamentos sobre o ensaio PAMPA principalmente pautados na falta
de dados seguros para extrapolar os resultados in vitro para in vivo, além de duras
criticas as condicbes do ensaio como o tempo e faixas de pH. Guiado por estes
guestionamentos, Adveef e colaboradores (2007) propuseram um guia, figura 6,
para orientar a realizacdo do ensaio e responder a todos os questionamentos ao

método.
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Tabela 4 — Condi¢Bes para o emprego do PAMPA no estudo de permeabilidade gastrointestinal a partir dos dados de 5 autores
Tipo de ~ H H o n Tempo de A .
P Solvente Concentracao Volume P P Agitacao Temperatura PO 9 Referéncia
Membrana (doador) (receptor) Incubacéo
Dodecano, KANSY;
1-20% Hexadecano, 100- SENNER;
Lectina 1,9- 250UM-500uM 554 6.5 6.5 - ) 15h GUBERNATOR,
decadieno 1998
20% (p/v) pION Gut-
mistura de Dodecano 50uM - Entrle03 € 7.,4* Box (49- 23t1°C 4h ADVEZI(E)S 4et al,
Lectina 622rpm)
. . ZHU; JIANG;
0 1 b
1% é\fgt'”a Dodecano  100pM-200uM i 5574 5574 Saz’gﬁ' TZ’L’}%?S&Z“ 2h CHEN:
9 HWANG, 2002
Orbital
10% FC + 4,5/6,0 - * ; °
CHO 0.5% N-dodecano 250uM 300ul 7.49.0 7,4 Shaking 37°C 5h ou 15h REIS, 2013
(100rpm)
20% Lectina 50-62e Orbital 1h,4hou  SCHNEIDER
. Dodecano 150uM 300ul ' ’ 7,4 Shaking 21 +£2°C ’ ’
soja 7,4 (300rpm) 15h 2011
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Apesar do guia de sugestbes proposto na Figura 6 a literatura apresenta
diversos trabalhos com condi¢cbes experimentais do ensaio PAMPA bem distintas e
com caracteristicas préprias do estudo. Na tabela 3 estdo melhor demonstradas as
condicbes empregadas nos trabalhos realizados por 5 diferentes autores com as
respectivas metodologias para determinacgéo e calculo da permeabilidade.

A concentracdo entre os autores variou de 50 pM até valores de 500 pM,
avaliando o guia apresentado na figura 6, quando a substancia analisada possui
poucos grupos croméforos para serem lidos no UV deve se utilizar concentracdes
maiores ou outras formas de deteccéo, caso contrario, baixas concentracdes podem
ser utilizadas. Além disso, é necessario avaliar a solubilidade da substancia em
estudo nos modelos propostos ja que farmacos poucos sollveis ndo serdo
permeados pela membrana adequadamente.

Sabe-se que a temperatura corporal do organismo humano esta em torno de
37°C. Poucos autores destacaram a influéncia desta para os ensaios in vitro com o
PAMPA. Vizserélek e colaboradores (2014) realizaram estudos com PAMPA TGl,
PAMPA SKIN e PAMPA BBB variando temperatura de ensaio entre 15°C e 55°C de
7 farmacos, os pesquisadores perceberam que a temperatura interfere diretamente
na permeabilidade intrinseca dos farmacos sendo um ponto negligenciado por varios
autores ao correlacionar os dados in vitro com a permeabilidade obtida por dados in
vivo. Com as constantes melhorias no ensaio para predicdo da permeabilidade in
vitro algumas limitacdes do método PAMPA ainda séo intransponiveis. O PAMPA
por ser um ensaio totalmente artificial ndo consegue prever a permeabilidade de
farmacos ou substancias que atravessam as membranas por mecanismos nhao
passivos. Se 0 mecanismo de transporte ndo é bem elucidado a analise pode gerar
resultados que ndo condizem com a realidade do farmaco.

E bem difundido a influéncia da glicoproteina-P na biodisponibilidade de
farmacos, sendo um fator limitante no processo de absor¢cdo in vivo. Um
experimento que elucida essa interferéncia foi realizado por Woodcock e
colaboradores (1992) que ao utilizar um polissorbato 60 (Cremophor) notou a
inibicdo dessa proteina de efluxo e o aumento da concentracdo de daunorubicina

que é conhecidamente um substrato PgP.



Figura 6 — Guia para realizacdo do PAMPA

Concentracao
Deteccdo: Baixo UV
(ClogD <1) SIM, | 500uM
NAO
\ 4
50uM 30
» Gradiente pH SI_I\/‘_> minutos
Agitacio sim | &Condigdo | Ad—s Precisa
Havera agitacao? otimizar
4 horas
NAO  Gradiente pH SIM |_>
& Condicdo  \x0 |_, 15 horas
Cosolvente
2
ClogP > 5’ SlM‘ Uso de co-solvente
NAO
\ 4
Utilizar Tampdes
normalmente
Selecéo do pH
Um pH (|SO-pH)7 SIM PHdoador 6.5/PHaceptor 7.4 (gradiente pH) ou pH 6.5
> em ambos os lados (Iso-pH)
NAO
A 4
. - SIM PHaoador 6.0 € 7.4/pHaceptor 7.4 (gradiente pH) ou
’) B
Dois Ph (Gradiente pH)! > pH 6.0 e 7.4 em ambos os lados (Iso-pH)
NAO
pHdoador 50, 62 e 7.4/pHaceptor 74 (gl’adlente pH)
» oupHS5.0,6.2e 7.4 emambos os lados (Iso-pH)
Potencial Absortivo
SIM
Pe maximo > 2 x 10%cm/s > Alto
I T sim
Pe maximo < 0,5 x 10°cm/s | SIM, R>0,8
~ v NAO
NAQ — Baixo
> Médio
Fonte: Adaptado de Adveef e colaboradores

(2007)
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Assim, o PAMPA apesar de versatili tem suas limitacbes da predicdo da
permeabilidade principalmente devido a processos in vivo que ndo sao reprodutiveis
nesse método.

Balimane e colaboradores (2006) sugerem o uso do PAMPA como ferramenta
inicial para pesquisa e triagem e o Caco-2 para detectar os potenciais farmacos
candidatos por conseguir mimetizar esse transporte ativo mostrando que, apesar da

boa predictibilidade, o modelo PAMPA ainda é limitado.

5.3 Condicdes de ensaio para determinacéo da permeabilidade por PAMPA de
um farmaco escolhido: Candesartana cilexetila.

Segundo dados da literatura a biodisponibilidade absoluta da candesartana
(forma ativa da candesartana cilexetila) apds a administracado da forma farmacéutica
sélida por via oral esta entre 15% e 40% (ISRAILI, 2000; GLEITER; MORIKE, 2002).

Segundo as agéncias regulatorias (OMS, 2006; EMEA, 2008; FDA, 2015) sao
considerados de alta permeabilidade os farmacos com biodisponibilidade igual ou
superior a 85%. Com base nestes dados, a candesartana cilexetila € considerada
um farmaco de baixa permeabilidade.

Relatos da literatura indicam que a candesartana cilexetila € substrato para a
Pgp. Gurunath e colaboradores (2014) realizaram estudos utilizando coelhos para
prever a permeabilidade da CC e a possivel interferéncia deste transportador na sua
absorcdo. Os experimentos possibilitaram constatar que ao bloquear o transportador
Pgp ha um aumento na absorcdo deste pro-farmaco, o que sugere que a CC é
substrato para esta proteina de efluxo. Assim, € importante salientar que, farmacos
substratos para Pgp nédo sao ideais para estudo em PAMPA, uma vez que este nao
consegue prever o comportamento in vivo do farmaco.

Além de tais fatores, a CC € um pro-farmaco que possui baixa solubilidade
(5x10* pg/L), em meio aquoso (ZULAL; LAKSHMI, 2014) o que também é limitante
para sua absorcdo. Outra caracteristica importante, segundo os dados da literatura
a alta ligacao a proteinas plasmaticas (>99%).

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas da CC dados de pKa e cLogP
sao encontrados na literatura sendo, pKa = 6.0, cLogP = 7,10 (CAGIGAL, 2001,
CAMPOS et al., 2016).

A partir destes dados iniciais, é possivel propor um método para

determinacdo da permeabilidade efetiva da CC através do PAMPA, Tabela 5.
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Cagigal e colaboradores (2001) determinaram que o coeficiente de particao
da CC em meios com diferentes valores de pH (1,1, 6,9 e 8,9) é superior a 1000, o
que justifica seu alto caréater hidrofébico e a necessidade de utilizar condi¢des de
nao saturacdo do sistema, considerando que a membrana possui uma alta
concentracao lipidica.

Co-solventes e 0 uso de proteinas séricas ou algum mimetizador do papel
dessas proteinas, como tensoativos, no compartimento doador e receptor
respectivamente serdo fundamentais para contribuir na solubilizacdo deste farmaco

e manutencao da condicdo de ndo saturacao.

Tabela 5 - Proposta de condi¢des para realizacdo do PAMPA utilizando a Candesartana Cilexetila

Membrana 20% (p/v) lectina soja

Solvente Dodecano
Co-Solvente DMSO
Concentracao 250 uM
Volume 300 uL
pH(Doador) 5,0-5,5-6,0
pH(Receptor) 7,4
Agitacao 100 rpm
Temperatura 37°C
Tempo c~le 30min
Incubacao

Para determinar a concentracao ideal, deve-se ter em mente trés fatores: 1)
se h& o risco de alta retencdo nas membranas, 2) se o farmaco é sollivel no meio
tamponado e 3) se €& um cromoOforo forte o suficiente para ser lido no
espectrofotometro. Apesar da possibilidade da leitura espectrofotométrica o farmaco
escolhido possui baixa solubilidade sendo necessario o uso de métodos mais

sensiveis para a quantificacdo do permeado.

Outro fator importante a ser considerado é a temperatura. A maioria dos
autores utiliza temperatura ambiente (tabela 3) e como ja demostrado, a temperatura
€ um importante fator que pode interferir no PAMPA, assim, a temperatura sugerida

€ a de 37°C que mimetiza as condi¢des in vivo.



50

Em condi¢des in vivo, o pH do estbmago em jejum esta em torno de 1,7
engquanto os valores de pH no intestino delgado variam de 6,6 até 7,5 nas regides
proximais e distais, respectivamente e o pH sanguineo estd em torno de 7,4 (EVANS
et al., 1998).

A variacdo do pH é fundamental para determinar qual a melhor condi¢do para
que o farmaco, na sua forma ndo ionizada, atravesse a membrana. Empregando
equacao de Henderson-Hasselbach (Equacéo 3), percebe-se que os valores de pH
5,0, 5,5 e 6,0 sdo os mais adequados para simular o gradiente que ocorre no TGl

além de auxiliarem a CC, um acido fraco (pKa = 6,0) a permear pelas membranas.

Equacéo 3 - Equacéo de Henderson-Hasselbach

H =pKa + lo @
p p g HA

Para identificar o pH ideal para realizacdo do ensaio PAMPA, foram aplicados
os trés valores de pH sugeridos na Equacdo 3 e calculada a proporcdo entre as
espécies ionizadas e nado ionizadas para a CC em cada uma das condi¢des. Os

resultados obtidos a partir do calculo estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados dos calculos utilizando a equac¢éo de Henderson-Hasselbach

Correlacao
pH pKa (@)

[CC]

5,0 6,0 0,1
5,5 6,0 0,3162
6,0 6,0 1
7,4 6,0 25,12
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Ao realizar os célculos, nota-se que em pH 5,0 ha maior concentracdo de
espécies nao ionizadas no compartimento doador, espécies ndo ionizadas terdo
afinidade pela membrana lipidica o que favorece a permeagdo da CC do
compartimento doador para 0 compartimento receptor se comparado nos meios com
pH 5,5 E 6,0. Nestes a elevada concentracdo de espécies ionizadas dificultaria a
difusdo do farmaco pela membranas, por haver repulsao entre as espécies ionizadas

e a membrana lipidica.

Apés a permeacédo da substancia a partir do compartimento doador para o
compartimento receptor cujo pH simula as condi¢des sanguineas. Neste pH definido
como 7,4, de acordo com a equacdo de Henderson-Hasselbach, ha uma alta
concentracdo de espécies ionizadas, desta forma dificultaria a difusdo passiva
através das membranas lipofilicas do compartimento receptor para o doador,
mantendo o farmaco retido no receptor favorecendo o gradiente de concentracéo do

doador para o receptor.

Apesar da alta concentracdo de lipideos na membrana favorecerem a
retencdo do farmaco, propOe-se realizar o célculo da permeabilidade efetiva,
guantificando a possivel retencdo de uma parte do farmaco, além do ensaio ser
proposto utilizando-se de condicbes de ndo saturacdo, que € relacionada ao
gradiente de pH e o uso de proteinas séricas no compartimento receptor, ambas tem
0 objetivo de aprimorar o calculo da permeabilidade e aproximar 0 maximo possivel

dos resultados obtidos nas condicfes in vivo.

Figura 7 — Comportamento do farmaco na presenca de proteinas séricas
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Por fim, para a detec¢do do farmaco, pode utilizar a cromatografia a liquido de
alta eficiéncia com detector de UV ou espectrometro de massa, uma vez que esse
segundo detector oferece uma analise mais seletiva e sensivel para a determinacao
da permeabilidade pelo PAMPA (LIU et al., 2003).

Apesar de sugerir um método para aplicacdo do PAMPA, outros estudos sao
fundamentais para determinar a influéncia dos parametros na permeabilidade efetiva

para o pré-farmaco escolhido.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel mapear as principais condicdes para o emprego do PAMPA
como modelo de permeabilidade e detectar que a escolha adequada da composicao
lipidica, tipo de filtro utilizado, além da concentragdo do farmaco estudado e o pH
dos meios serédo fundamentais para a obtencdo de dados de permeabilidade. Com o
presente estudo constatou-se que a CAE e a retencao de farmacos nas membranas
lipidicas utilizadas podem ser fatores limitantes para o resultado da permeabilidade e
correlagdo com os dados obtidos in vivo.

Neste trabalho foi possivel propor condicdes adequadas para estudo da
permeabilidade da candesartana cilexetila utilizando o ensaio de permeabilidade em
membrana artificial paralela e verificar que os possiveis interferentes para realizacéo
do ensaio com este farmaco podem comprometer o resultado e a correlacdo com o
comportamento da candesartana cilexetila in vivo.

O ensaio PAMPA é uma técnica viavel, simples e versatil e tem sido
amplamente estudado na literatura devido ao seu potencial em prever a
permeabilidade de uma substéncia através das membranas do TGIl. Assim o
presente trabalhou contribuiu para propor padronizacdo do ensaio e indicar as
limitagcBes da técnica para determinacdo de determinadas substancias que néo séo

permeadas por transportes transcelulares.
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