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RESUMO

HATEEM, Bruna Kogici Mohammed. Estudo da permeabilidade de farmacos por meio
do modelo de saco intestinal de ratos. 2022. 101f. Dissertagdo (Mestrado em
Farmacos e Medicamentos) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2022.

Os parametros de permeabilidade e solubilidade sdo fundamentais a absorcao oral de
farmacos e a partir dessas caracteristicas, foi criado o Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica, através do qual os farmacos sao divididos em quatro classes.
Atualmente, para a determinacdo da solubilidade de um farmaco, existem diversos
métodos padronizados por agéncias regulatdrias, no entanto, para a determinacao da
permeabilidade, os ensaios sdo passiveis de diversas variacbes em sua execucao,
diminuindo a confiabilidade dos resultados obtidos e impossibilitando a comparacéo
dos mesmos quando realizados com técnicas diferentes umas das outras. O objetivo
do presente trabalho € avaliar as varidveis experimentais do modelo do saco intestinal
gue podem influenciar nos resultados de permeabilidade aparente de farmacos e na
viabilidade do tecido. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da FCF-USP (109.2018-P574). Foram utilizados 33 Rattus norvegicus da
linhagem Wistar, machos, jovens adultos, com peso entre 200 g e 300 g. Para
realizacdo do procedimento, cada animal permaneceu em jejum por cerca de quatro
horas e ap6s adequada anestesia a por¢ao do jejuno do intestino delgado foi retirada
e dividida em seis segmentos de aproximadamente 8,5cm cada. Foram realizados
experimentos com e sem inversdo do saco intestinal, submetidos a diferentes tempos
de banho de gelo ap6s sua resseccdo, na presenca ou auséncia de inibidor da
glicoproteina-P (verapamil). Os farmacos naproxeno e famotidina foram empregados
como marcadores de alta e baixa permeabilidade, respectivamente. A losartana foi
utilizada como substrato da glicoproteina P. Cada um dos sacos intestinais foi
colocado em um tubo de ensaio contendo tampao Krebs, a 37°C, saturado com gas
carbogénio. Para avaliacdo da integridade e viabilidade dos segmentos intestinais,
observou-se a presenca de movimentos peristalticos e coletaram-se amostras do meio
de incubacédo nos tempos 0, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos para quantificacdo dos
farmacos e de glicose, uma vez que esta é ativamente transportada para a serosa do
intestino delgado. Determinou-se a permeabilidade aparente de cada farmaco e as
concentragbes de glicose nas diferentes condigdes experimentais, realizou-se
planejamento fatorial multinivel e os resultados foram analisados por analise variancia
(ANOVA), seguida de pos-teste de Tukey. Observou-se que as variaveis
experimentais interferiram de forma significativa na viabilidade tecidual e na
permeabilidade aparente dos farmacos. N&o foram observadas diferencas
significativas da permeabilidade de farmacos nos diferentes segmentos do jejuno. A
glicose mostrou-se um bom marcador de viabilidade tecidual e foi constatado que a
presenca ou auséncia de movimentos peristalticos nédo esta relacionada diretamente
com a viabilidade do tecido. Uma vez que foram constatadas tantas interferéncias nos
resultados, € imprescindivel que o0s procedimentos experimentais sejam
padronizados, para que os resultados apresentem menor variabilidade e possam ser
comparados entre si.

Palavras chave: permeabilidade, intestino delgado, jejuno sistema de classificacao
biofarmacéutica, saco intestinal invertido, saco intestinal sem inversao.



ABSTRACT

HATEEM, Bruna Kogici Mohammed. Study of drug permeability through the rat gut sac
model. 101p. 2022. Dissertation (Master’'s in Drugs and Medicines) — Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

The permeability and solubility parameters are fundamental to the oral absorption of
drugs and from these characteristics, the Biopharmaceutical Classification System was
created, through which drugs are divided into four classes. Currently, for the
determination of the solubility of a drug, there are several methods standardized by
regulatory agencies, however, for the determination of permeability, the tests are
subject to several variations in their execution, reducing the reliability of the results
obtained and making it impossible to compare the results obtained. same when
performed with different techniques. The aim of this study is to evaluate if different
experimental conditions can influence the results of apparent drug permeability and
tissue viability on gut sac model. The present study was approved by the Ethics
Committee for the Use of Animals of FCF-USP (109.2018-P574). Thirty-three male,
young adult Rattus norvegicus were used, weighing between 200 g and 300 g. To
perform the procedure, each animal fasted for about four hours and after adequate
anesthesia, the portion of the jejunum of the small intestine was removed and divided
into six segments of approximately 8.5 cm each. Experiments were performed with and
without inversion of the gut sac, submitted to different times of ice bath after its
resection, in the presence or absence of a P-glycoprotein inhibitor (verapamil). The
drugs naproxen and famotidine were used as markers of high and low permeability,
respectively. Losartan was used as a substrate for P-glycoprotein. Each of the gut sacs
was placed in a test tube containing Krebs buffer, at 37°C, saturated with carbogen
gas. To evaluate the integrity and viability of the intestinal segments, the presence of
peristaltic movements was observed and samples of the incubation medium were
collected at 0O, 30, 45, 60, 90 and 120 minutes for quantification of drugs and glucose,
as it is actively transported to the serosa of the small intestine. The apparent
permeability of each drug and the glucose concentrations were determined under
different experimental conditions, multilevel factorial design was performed and the
results were analyzed by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's post-test.
It was observed that the experimental variables significantly interfered in the tissue
viability and in the apparent permeability of the drugs. No significant differences in drug
permeability were observed in the different segments of the jejunum. Glucose proved
to be a good marker of tissue viability and it was found that the presence or absence
of peristaltic movements is not directly related to tissue viability. Since so many
interferences were found in the results, it is essential that the experimental procedures
be standardized, so that the results show less variability and can be compared between
different authors.

Keywords: permeability, small intestine, jejunum, biopharmaceutical classification
system, everted gut sac, non-everted gut sac.
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1. INTRODUCAO

A via oral de administragéo tem sido alvo para o desenvolvimento de novos
farmacos, pois se trata de uma via amplamente utilizada na atualidade por demonstrar
diversos aspectos positivos, tais como aceitacdo pelos pacientes, facilidade de
administracdo e transporte, facil manejo de doses e processo produtivo com custo
relativamente menor em relacdo as demais formas farmacéuticas (BUXTON, 2017).
No entanto, certos fatores como o conteddo presente no trato gastrointestinal (TGI), a
velocidade de esvaziamento géstrico e a alteracdo do potencial hidrogeniénico (pH),
podem interferir de maneira significativa na absorcéo do farmaco administrado por via
oral e, para que este atinja concentracfes ideais para sua acao terapéutica, é
necessario que apresente valores maximos de solubilidade e permeabilidade no local
de absorcao. Portanto, é possivel predizer a extensdo da absorcao in vivo a partir dos
parametros de solubilidade e permeabilidade de determinado farmaco (AMIDON et
al., 1995).

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é um processo dispendioso
e que leva anos. A analise de custos e tempo que dez empresas norte americanas
tiveram para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento de cancer, por
exemplo, demonstra que levaram cerca de 7,3 anos com o custo médio de 757,4
milhdes de ddlares, considerando o processo de desenvolvimento até o registro do
farmaco e, embora os custos sejam demasiados, trata-se de um negoécio bastante
rentavel. (AVDEEF, 2003; PRASAD; MAILANKODY, 2017).

No desenvolvimento de novos farmacos, a fase pré-clinica consiste na
realizacdo de ensaios para determinar a toxicidade, genotoxicidade, tolerancia local,
carcinogenicidade e farmacocinética (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecao), além de possibilitar a previsdo de problemas de formulagéo relacionados
a permeabilidade e solubilidade do farmaco. O uso de animais nestes ensaios deve
ser racional, evitando duplicidades e utilizacdo desnecesséaria, mas sem comprometer
a confiabilidade das informacdes relacionadas a seguranca da substancia a ser
testada. As informacdes farmacocinéticas nas espécies testadas devem estar

disponiveis antes da exposi¢cao a grande numero de seres humanos. (ANVISA, 2013).
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Na ultima década a determinacdo do perfil farmacocinético de farmacos em
desenvolvimento demonstrou-se bastante promissora, mas cabe salientar que o
processo de absorcdo continua como ponto extremamente importante na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (AVDEEF, 2003).

Uma vez que os parametros de solubilidade e permeabilidade de farmacos séo
essenciais a absorcdo oral, para determinagcdo da permeabilidade, podem ser
empregados ensaios que avaliam a taxa de substancia(s) que atravessa(m) a
membrana intestinal e, para tanto podem ser utilizados modelos animais in situ, ex
vivo ou in vitro (CDER/FDA, 2017).

Essas técnicas sdo amplamente utilizadas no meio cientifico ndo s6 para
determinar a permeabilidade direta de farmacos, mas para o estudo do mecanismo
de interacdes medicamentosas envolvendo transportadores de membrana e para a
compreensao da fisiopatologia de doencas que acometem o TGI. No entanto, ainda
nao existem publicacbes de érgdos oficiais nacionais e internacionais que definam
parametros experimentais para que os resultados sejam reprodutiveis, o que vai de
encontro aos ensaios de solubilidade, cujos métodos estdo padronizados por agéncias
regulatérias (ANVISA, 2011a; PORTA, 2013; VOLPE, 2010).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto foi avaliar de que forma as condi¢cdes experimentais,
como inversao do saco intestinal, banho de gelo, presenca de inibidor da glicoproteina
P e regido anatdomica do segmento intestinal, influenciam o resultado do ensaio de

permeabilidade em saco intestinal de rato.
Para atingir o objetivo geral, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

— Desenvolver e validar métodos analiticos para a quantificacao de glicose e dos

farmacos: losartana, famotidina e naproxeno em tampao Krebs

— Avaliar a permeabilidade aparente de um farmaco modelo (losartana) na
presenca e na auséncia de um inibidor de glicoproteina-P (verapamil) em
diferentes condi¢cdes experimentais: inversdo do saco intestinal, regido
anatbmica dos segmentos intestinais, submersdo dos segmentos intestinais
em banho de gelo imediatamente apds a retirada do intestino e com diferentes
tempos de submerséo dos segmentos intestinais no banho de gelo.

— Avaliar a viabilidade do tecido por meio da quantificacdo de glicose no meio
externo, visualizacdo dos movimentos peristalticos e quantificacdo de
naproxeno, que sera utilizado como marcador de alta permeabilidade e

famotidina, um marcador de baixa permeabilidade.



21

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1Biofarméacia

Além de apreciar a atividade farmacoldgica intrinseca de um farmaco, é
extremamente necessario considerar 0s excipientes utilizados e técnicas de
fabricacdo, uma vez que tais fatores podem influenciar na eficacia e até mesmo na
seguranca de um medicamento. Portanto, a biofarmacia ou biofarmacotécnica é a
ciéncia destinada ao estudo dos fatores fisico-quimicos relacionados ao farmaco e a
forma farmacéutica que interferem em sua acao no organismo (STORPIRTIS; GAl,
2009).

Algumas das caracteristicas biofarmacéuticas estudadas no desenvolvimento
e producdo de medicamentos sdo, por exemplo: a solubilidade, tamanho de particula,
impurezas e forma polimorfica do principio ativo; via de administracdo do
medicamento; posologia; forma farmacéutica, caracteristicas dos excipientes e
técnicas de fabricacdo. Esses estudos possuem fundamentacéo cientifica e podem
ser realizados por métodos in vitro ou in vivo (SHARGEL et al.. 2016).

Uma vez que o farmaco é liberado da sua forma farmacéutica, o mesmo deve
atingir o seu sitio de acao (alvo farmacolégico). Para tanto, o mesmo deve ser
absorvido, distribuido e posteriormente eliminado (metabolizado e excretado). Essas
etapas compreendem a farmacocinética, que estd voltada para o estudo do
movimento e disposicdo dos farmacos no organismo. (WECKER; TAYLOR;
THEOBALD JR, 2019).

A absorcéo é definida como a passagem de uma substancia do seu local de
administracdo para a circulacdo sistémica e, para formas farmacéuticas sélidas
administradas por via oral € necessario que, primeiramente, haja a liberacdo do
principio ativo da forma farmacéutica e posterior dissolucao do farmaco no contetdo
do TGI. Se o farmaco for extensamente metabolizado ou excretado por via hepatica
ou intestinal, sua biodisponibilidade (velocidade e fracdo de farmaco que atinge a
circulacdo sistémica) pode ser reduzida drasticamente. Além desta definicdo, a
absorcdo também pode ser considerada quando o farmaco atinge a circulagéo porta-
hepatica ou quando este deixa o lumen intestinal e atravessa a membrana apical dos
enterocitos (BUXTON, 2017).

Existem fatores limitantes a absor¢do de farmacos administrados por via oral

sob formas farmacéuticas solidas, tais como: a capacidade de desintegracao da forma



22

farmacéutica, a taxa de dissolucdo do farmaco nos fluidos do TGl e a sua capacidade
de atravessar a membrana celular dos enterocitos (SHARGEL et al.. 2016).

O metabolismo ou biotransformacéo de xenobiéticos, € um processo mediado
por enzimas e é dividido em duas fases. A fase | compreende reacdes de oxidacéo e
hidrolise, o que geralmente confere maior hidrossolubilidade ao composto. A fase Il é
caracterizada por reacdes de conjugacao, como acetilacdo, glicuronidacéo metilacéo,
entre outras, que podem inativar o0 composto e aumentar ainda mais a sua
hidrossolubilidade, o que facilita o processo de eliminacédo por diferentes vias, como a
renal ou biliar (FISHER et al., 2020).

3.2Sistema de classificacdo biofarmacéutica e bioisencao

Os parametros de solubilidade e permeabilidade sédo essenciais a absorcao oral
de um farmaco e estéo diretamente relacionados com sua biodisponibilidade, portanto
foi criado o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), através do qual os
farmacos sao divididos nas seguintes classes (AMIDON et al., 1995):

Classe I: farmacos que apresentam alta solubilidade e alta permeabilidade;

Classe II: farmacos que apresentam baixa solubilidade e alta permeabilidade;

Classe lll: farmacos que apresentam alta solubilidade e baixa permeabilidade;

Classe IV: farmacos que apresentam baixa solubilidade e baixa
permeabilidade.

Com base nessa classificacao, torna-se possivel realizar correlacdes in vitro-in
vivo (CIVIV) de determinada forma farmacéutica, o que consiste na comparacao entre
parametros obtidos em ensaios in vitro, como a avaliacao da extensao de dissolugéo
e um parametro obtido por ensaios realizados in vivo, como a determinacdo da
concentracdo plasméatica maxima (BRASIL?2, 2002; EDDINGTON et al., 1998).

O SCB pode auxiliar no desenvolvimento de novos compostos, novas
formulacbes, predizer a biodisponibilidade de compostos em estudo, além de
contribuir notoriamente nos processos de bioisencao, que correspondem a realizacao
de ensaios in vitro para substituir analises de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia de determinadas formas farmacéuticas, tais como solugdes
aguosas parenterais, orais, otolégicas, gases, medicamentos de uso oral destinados
a acgao local no trato gastrointestinal, entre outras. Além disso, a bioisencdo também

pode ser aplicada para alteracdo de dosagens, desde que o medicamento em questao
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apresente caracteristicas especificas descritas na RDC n°37, publicada em 03 de
agosto de 2011, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Na Instrucdo Normativa n® 04 de 3 de agosto de 2011, também publicada pela
ANVISA, é possivel observar uma lista de farmacos candidatos a bioisencéo baseada
no SCB, dentre eles pode-se citar como exemplos, o &cido acetilsalicilico, o cloridrato
de propranolol, o fluconazol e o paracetamol. Além disso, essa publicacdo descreve
detalhadamente as condi¢cbes experimentais a serem seguidas para a comprovacgao

da solubilidade do farmaco em questao:

“Art 9° Um farmaco sera considerado altamente solluvel se sua maior dose
administrada oralmente como uma formulacdo de liberacdo imediata (dose
méxima por administra¢éo descrita em bula) solubiliza-se completamente em
até 250 ml de cada uma das solu¢Bes tampao utilizadas dentro da faixa de
pH fisiolégico (1,2 a 6,8), a 37 £ 1°C." (ANVISA, 2011°)

Embora o SCB seja baseado nos parametros de solubilidade e permeabilidade
de um farmaco, observa-se que na RDC n°37, publicada em 03 de agosto de 2011,
0s ensaios de solubilidade estdo detalhadamente descritos, padronizados e séo
amplamente utilizados na pratica, ho entanto, para a determinacdo da permeabilidade,
0s critérios experimentais nao estao estabelecidos. Nova norma técnica brasileira
encontra-se em processo de aprovacao sob consulta publica de nimero 1044, de oito
de abril de 2021 e prevé critérios para ensaios de permeabilidade em células Caco-2.

A permeabilidade de uma substancia pode ser determinada indiretamente, a
partir da quantificacdo de sua concentracdo na corrente sanguinea, enquanto que sua
determinacdo direta pode ser realizada a partir da quantificacdo da massa de
substéancia transferida através da parede intestinal humana. Como alternativa ao uso
de seres humanos para esse tipo de determinacéao, € possivel utilizar modelos animais
de perfuséo intestinal in vivo ou in situ, métodos ex vivo que utilizam tecido intestinal
humano ou animal ou ainda métodos in vitro como a cultura de células epiteliais
(CDER/FDA, 2017).

Uma substancia é considerada altamente permeavel quando sua concentracao
plasmatica atinge nivel 285% da dose administrada e um Unico método pode ser
utilizado para essa determinacéo, quando (CDER/FDA, 2017):

— Sua biodisponibilidade absoluta € de 85% ou mais, ou;
— Quando 85% ou mais da dose administrada é excretada de forma inalterada na

urina, ou;
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— Quando 85% ou mais da dose administrada € identificada na urina na forma de

metabolitos.

Se 0 método selecionado falhar na demonstracdo da permeabilidade, podem
ser utilizados dois métodos diferentes e, se houver resultados conflituosos, os dados
provenientes de estudos com seres humanos superam o0s obtidos de estudos com
animais ou culturas celulares (CDER/FDA, 2017).

Conforme definicdo da ANVISA (2020), o termo biodisponibilidade:

“Indica a velocidade e a extensdo de absorcdo de um principio ativo em uma
forma de dosagem, a partir de sua curva concentracdo/tempo na circulacédo
sistémica ou sua excregdo na urina. ” (ANVISA)

A biodisponibilidade absoluta é determinada a partir da comparacao entre
administracdo extravascular e intravascular de um medicamento, enquanto que, a
biodisponibilidade relativa € aquela determinada a partir da comparacao entre duas

administracdes extravasculares (SHARGEL et al.. 2016).

3.3Ensaios de permeabilidade intestinal

3.3.1 Métodos in vitro

As culturas celulares contribuem de maneira expressiva para a compreensao
de diversos mecanismos de absor¢cédo de farmacos ao longo do TGl e sua aplicacédo
também tem despertado especial interesse para o estudo do mecanismo de doencas.
A partir da utilizacdo de marcadores, € possivel estudar diferentes formas de
transporte de substancias, como o transcelular, paracelular e aqueles mediados por
transportadores. Os métodos in vitro contribuiram de forma bastante significativa para
a compreensao da fisiologia do TGI e atualmente ha grande variedade de técnicas
disponiveis para estudos envolvendo a mucosa intestinal (SCHOULTZ e KEITA,
2020).

A linhagem de células de adenocarcinoma de colon humano, conhecida com
Caco-2, tem sido bastante utilizada, uma vez que possui caracteristicas morfolégicas
e bioguimicas bastante semelhantes ao intestino delgado e, ao atingir confluéncia,
apresenta microvilosidades, expressa enzimas e proteinas transportadoras (ARAUJO,
2021).



25

No entanto, esse modelo apresenta limitagbes, como por exemplo, menor
guantidade de poros paracelulares e menor expressao de transportadores quando
comparado ao intestino humano, além disso, no estudo de substancias pouco
soluveis, o uso de solventes, como o metanol e o polietilenoglicol, pode interferir na

integridade das juncdes intimas (YANG et al., 2017).

Outra linhagem celular bastante utilizada nos ensaios de permeabilidade é a
Madin-Darby canine kidney cells (MDCK). Quando comparada a Caco-2, pode diferir
guanto a presenca ou auséncia de determinados transportadores ativos e na
expressdo de enzimas. As células MDCK apresentam elevada correlagdo de
permeabilidade com as células Caco-2 (0,93), no entanto esse valor € menor quando
a correlacao é feita com a abosr¢cdo em humanos (YANG et al., 2017).

3.3.2 Céluas de difusao

Para a determinacado da permeabilidade de substancias através do intestino ou
até mesmo da pele, pode ser empregado o método de difusdo celular vertical que
utiiza um aparato especifico denominado célula de Franz, representado
esquematicamente na Figura 1. O procedimento consiste na aplicacdo de um pequeno
pedaco de pele humana, intestino humano/animal ou até mesmo uma membrana
sintética entre duas camaras de difusdo vertical, dentre as quais uma sera a doadora
da substancia em estudo e a outra sera a receptora. O aparato Side-By-Side € um
modelo horizontal de célula de difuséo in vitro,no qual a camara doadora e a aceptora
ficam lado a lado e um agitador magnético mantém o movimento das solu¢des em
ambos compartimentos. (PARAISO, 2012).
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Figura 1 Esquema de uma célula de Franz
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Fonte: (SCIENCES, 2009)

3.3.3 Perfusao intestinal in situ

A perfusdo intestinal in situ € um modelo considerado promissor na
determinacdo da permeabilidade intestinal de farmacos por apresentar bastante
proximidade com as condi¢@es in vivo, tais como: suprimento sanguineo e inervagao
preservados e até mesmo presenca de enzimas ao longo do TGI. Sao utilizados
animais de pequeno porte, tais como coelhos, ratos ou camundongos. O procedimento
€ realizado com o0 uso de anestesia que garanta completa auséncia de reflexos
dolorosos. Como ilustrado na Figura 3, é realizada uma incisdo abdominal mediana
para possibilitar a canulacéo da por¢cao proximal e distal do intestino, possibilitando a
circulacao do farmaco em estudo ao longo de seu comprimento. O fluxo de farmaco é
mantido por uma bomba peristaltica e a determinacdo da permeabilidade do farmaco
é feita através de sua quantificagdo no fluido obtido no segmento distal (DEZANI,
2017; PRATAP SINGH et al., 2012).
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Figura 2 Perfusdo intestinal in situ para avaliagcdo da permeabilidade de farmacos e
outras substancias
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Fonte: Adaptado de PRATAP SINGH et al., 2012.

3.3.4 Método do saco intestinal

O método do saco intestinal para avaliar a permeabilidade de substancias ao
longo do intestino delgado foi desenvolvido em 1954 por WILSON e WISEMAN.
Devido a facilidade de manejo, baixo custo e certa semelhanca anatdmica com o corpo
humano, geralmente sao utlizados intestinos de roedores como ratos ou
camundongos. A Figura 2 representa os passos desta técnica, na qual o 6rgao é
dividido em segmentos de tamanhos determinados pelo pesquisador, os residuos do
conteudo intestinal séo retirados por meio de lavagem com solu¢éo de soro fisiol6gico
ou tampao especifico, uma das extremidades do segmento € fechada com o auxilio
de um fio de algodéo, formando assim um saco intestinal que € preenchido com a
substancia de interesse. Posteriormente, a outra extremidade é fechada e o saco
intestinal é submerso em um tampao que mimetiza os fluidos corporais, considerando
aspectos como pH, temperatura e oxigenacdo. Com a aplicacdo dessa técnica, é

possivel determinar a permeabilidade direta de uma substancia, a partir de sua
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quantificacdo no meio externo no qual o saco intestinal fica submerso (QUEVEDO,;
NIETO; BRINON, 2011; SILVA, 2014).

Figura 3 Esquema de procedimento experimental do método de avaliagéo da
permeabilidade por meio de saco intestinal de rato ou camundongo
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Fonte: adaptado de (GREMIAO et al., 2010)

Existem variacBes na execucao da técnica, como por exemplo a inversao do
saco intestinal, a submersao do intestino ou dos segmentos em banhos de gelo. E
além disso, a delimitacdo das porcbes do duodeno, jejuno e ileo difere entre os

autores.

3.4 Propriedades da estrutura intestinal de humanos e ratos

Grande parte da digestéo e absorcéo de nutrientes se da no intestino delgado,
pois este 6rgdo apresenta amplo comprimento e superficie de contato ainda maior
devido a presenca de pregas circulares, vilosidades e microvilosidades (TORTORA,;
DERRICKSON, 2010).

Anatomicamente, o intestino delgado € dividido em trés por¢cdes denominadas:
duodeno, jejuno e ileo. Em humanos, o duodeno tem cerca de 25 cm de comprimento,
0 jejuno 1m e o ileo 2m, esta Ultima correspondendo a maior porgcédo deste 6rgao
(TORTORA; DERRICKSON, 2010).
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A superficie epitelial localizada no limen do intestino delgado é denominada
“superficie apical” e a superficie que esta em contato com os vasos sanguineos é
denominada “superficie basolateral” (AVDEEF, 2003). O epitélio intestinal
corresponde a um dos principais sitios de absorcdo e metabolismo de substancias
enddgenas e xenobidticos, incluindo os farmacos. Apresenta diversos transportadores
em sua estrutura que controlam a absorcao, distribuicdo e eliminacdo dos farmacos
(BUXTON, 2017).

O transporte de substancias através da membrana plasmatica apresenta
mecanismos diversos. Quando esse transporte acontece a favor do gradiente
eletroquimico dos solutos, ndo ha exigéncia de suprimento de energia e se da por
difusdo passiva ou difusdo facilitada (mediada por um transportador) (TORTORA;
DERRICKSON, 2010). Sao reconhecidas duas rotas principais da difusdo passiva: a
transcelular (o soluto atravessa a membrana plasmatica da célula) e paracelular (a
passagem do soluto se da através do espaco entre as células) (AVDEEF, 2003)

O transporte ativo de substancias acontece contra o gradiente eletroquimico
dos solutos e exige suprimento de energia (TORTORA; DERRICKSON, 2010). O
transporte ativo primario € mediado por transportadores. Duas grandes superfamilias
de genes desempenham papel critico no transporte de farmacos através da
membrana plasmatica, a superfamilia solute carrier (SLC), que realiza a captacao e
expulsdo dos farmacos do tecido e a superfamilia ATP binding casset (ABC) que
realiza apenas o efluxo unidirecional. E importante ressaltar que o transporte de
substancias mediado por transportadores é saturavel e seletivo para determinados
substratos (BUXTON, 2017).

A glicoproteina-P (P-gp) pertence a superfamilia ABC e € expressa no intestino,
figado, rins e cérebro. A P-gp apresenta papel importante nos processos de absorcéo,
distribuicdo e eliminacdo de farmacos (WROBLEWSKA et al., 2016). Sdo exemplos
de substratos da P-gp: digoxina, loperamida, quinidina e losartana (CDER/FDA, 2016;
YERASI; VURIMINDI; DEVARAKONDA, 2015)

No transporte ativo secundario, o transporte de um soluto contra seu gradiente
eletroquimico é energeticamente impulsionado pelo transporte de outro soluto.
Quando os solutos se movem para mesma direcdo, denomina-se simporte. Quando
0s solutos se movem em dire¢des opostas, é designado antiporte ou contra-transporte
(BUXTON, 2017).
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O amplo uso de ratos da espécie Rattus norvegicus nas pesquisas cientificas
é justificado pelas semelhancas anatémicas, fisiolégicas e genéticas com 0s seres
humanos, no entanto em relacdo ao intestino delgado de ratos, observa-se que,
diferente da anatomia humana, o jejuno corresponde a maior por¢cédo do 6rgado, como
observado na Figura 4. Ao longo da regido final do jejuno e ileo é possivel visualizar
estruturas circulares e esbranquicadas externa e internamente denominadas pontos
ou placas de Peyers (BAKER; LINDSEY; WEISBROTH, 1980).

Figura 4 Anatomia do trato gastrointestinal de ratos

(A) pontos Peyers (B) Estdmago (C) Duodeno (D) Jejuno (E) ileo (F) Ceco (G) Coélon (H)
Pancreas.
Fonte: (BAKER; LINDSEY; WEISBROTH, 1980)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos

Famotidina — Fabricante: Suleshvari Pharma / Lote: 11/FMD/088
Losartana — Fabricante: Medley / Lote: 0500003271

Naproxeno — Fabricante: Sigma-Aldrich / Lote: 041M1171V
Verapamil — Fabricante: EMS — Lote: M527214

Os farmacos losartana e verapamil foram gentilmente cedidos pelo Laboratério

de Desenvolvimento e Inovacdo Farmacotécnica do Departamento de Farmécia da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

A losartana foi selecionada como farmaco modelo substrato da glicoproteina P.

O naproxeno como marcador de alta permeabilidade. A famotidina, marcador de baixa

permeabilidade e o verapamil, como inibidor da glicoproteina P(CDER/FDA, 2016,

2017).

4.2 Reagentes, solventes e solucdes

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizados os seguintes

reagentes e solventes:

Acetonitrila de pureza cromatografica - Merck

Acido acético glacial - Merck

Acido Cloridrico 0,1M

Agua purificada obtida em equipamento de osmose reversa
Agua ultrapura obtida em equipamento Milli-Q®
Bicarbonato de sédio P.A. - Synth

Cetamina 116mg/mL - Ceva

Cloreto de célcio P.A. - Synth

Cloreto de potassio P.A. - Synth

Cloreto de sodio P.A. - Synth

Fosfato de potassio monobasico P.A. - Synth

Fosfato de sodio dibasico P.A. - Synth

Gas carbogénio (95% oxigénio + 5% gas carbdnico) - Oxilumen
Glicose P.A. - Merck



e Hidréxido de Sadio 0,1M

e Kit comercial Glicose Liquiform, referéncia 133, Labtest

e Metanol de pureza cromatogréafica — J.T. Baker
e NaCl 0,9% (soro fisiologico)
e Sulfato de magnésio P.A. - Synth

e Xilazina 23mg/mL — Ceva

4.2.1 Preparo do tampéo Krebs

Todos os componentes foram pesados em balanca analitica nas quantidades

descritas no Quadro 1.

Quadro 1 Composicao do tampéao Krebs

Componente Concentracéo
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 2,1g/L

Cloreto de Sodio (NaCl) 6,99/L

Cloreto de Calcio (CaCl2) 0,373g/L
Cloreto de Potassio (KCI) 0,35¢/L
Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4) 0,16g/L
Glicose 2,0g/L

Sulfato de Magnésio (MgS04) 0,141g/L

Fonte: QUEVEDO: NIETO; BRINON, 2011

Primeiramente foram solubilizados em agua ultrapura, sob agitacdo constante
em agitador magnético, os seguintes componentes: cloreto de sédio, cloreto de
potassio, sulfato de magnésio, fosfato de potassio monobasico e glicose. Apos
completa solubilizacéo, acrescentou-se o cloreto de calcio e por fim, o bicarbonato de

sodio.
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O pH da solucéo foi ajustado para 7,4 e, quando necessario, foram utilizadas
solugdes de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1M ou &cido cloridrico (HCI) 0,1 M.
A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 1L e, com o auxilio de

uma pipeta de Pasteur, o volume foi completado com agua ultrapura.
4.2.2 Preparo das solucdes de farmacos

As solucdes dos farmacos utilizadas nos experimentos de permeabilidade foram
preparadas diariamente seguindo as massas e volumes descritos nos Quadros 2 e 3.
As concentracdes de trabalho foram determinadas a partir do célculo da Highest Drug
Strenght, que se refere a dose terapéutica do farmaco dissolvida em 250mL de agua,
multiplicado por 10% (fator de ajuste para estudos de permeabilidade intestinal). Por
exemplo: dose terapéutica de losartana (40mg), dissolvidas em 250mL de agua
resulta na concentracao de 0,16mg/mL, multiplicado por 10% é igual a 16 pg/mL. Com
excecdo da concentragcdo de verapamil, que foi baseada na publicacdo de
(INCECAYIR; TSUME; AMIDON, 2013).
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Quadro 2 Preparo das solucfes concentradas de farmacos

Farmaco

Massa

Volume Final

Solucgéo

concentrada

Consideracdes do

preparo:

Famotidina

12,5mg

25mL de agua

ultrapura

500 pg/mL

Agitou-se durante dois
minutos em vortex e
manteve-se durante uma
hora em banho de

ultrassom.

Losartana

12,5mg

25mL de

tampéao Krebs

500 pg/mL

A losartana dissolve-se

facilmente em TK.

Naproxeno

20,0mg

25mL de
tamp&o Krebs

800 pg/mL

Agitou-se durante dois
minutos em vortex e
manteve-se durante 30
minutos em banho de

ultrassom.

Verapamil

50,0mg

5mL de

metanol

10 mg/mL

Foram necessarias as
seguintes diluicdes para
reduzir a concentracéo de
metanol:

12 1mL solugdo 10mg/mL
+ 1mL de agua = solucéo

a 5mg/mL.

22 1mL solugdo 5mg/mL +
1mL de &gua = solucéo a
2,5mg/mL.

32 1mL solugéo 2,5mg/mL
+ 1mL de agua = solugéo
a 1,25mg/mL

Fonte: autoria prépria
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Quadro 3 Preparo de solugéo de farmacos utilizados nos ensaios de
permeabilidade

Volume de solucgéo )
Farmaco Concentracéo Final
concentrada

Famotidina 500 ug/mL 0,8mL 16 ug/mL
Losartana 500 pg/mL 2,0mL 40 pg/mL
Naproxeno 800 ug/mL 6,25mL 200 pg/mL
Verapamil* 1,25mg/mL 0,9mL 45 pg/mL

. Quantidade suficiente para 25mL (em baldo

Tampao Krebs o
volumétrico)

*Adicionado aos experimentos com a variavel “com inibidor da P-gp”.

Fonte: autoria propria.

Para a realizacao dos ensaios de permeabilidade foram preparados 25 mL de
solucado de farmacos diluidos em tampéo Krebs, o suficiente para preencher todos os
sacos intestinais nos experimentos sem inversao. Nos experimentos com inversao do

saco intestinal, foi preparado o dobro de solucéo.

4.3 Equipamentos e materiais

e Agitador Magnético e Barra Magnética — Nova Etica

e Amostrador Automatico SIL-10AD - Shimadzu

e Balanca analitica Ax200 - Shimadzu

e Balanca semi-analitica

e Banho Maria — Nova Etica

e Bomba de vacuo isenta de 0leo R-TE-0582 — Tecnal

e Bomba de dois canais LC-10AD — Shimadzu

e Bomba de um canal LC-10AT - Shimadzu

e Coluna Agilent Zorbax® Eclipse XDB — C18, 5 um, de fase reversa: 150x4,6mm
e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu — LC10
o Desgaseficador DGU-14A - Shimadzu
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e Detector UV SPD-M10A - Shimadzu

e Forno de Coluna CTO-102 — Shimadzu

e Integrador SCL-10A - Shimadzu

e Lavadora ultrassonica — Unique

e Micropipeta monocanal de 10-100uL - Transferpette®

e Micropipeta monocanal de 100-1000uL - Transferpette®
e Micropipeta monocanal de 0,5 — 5mL - Transferpette®

e PHmetro digital PG200 - Gehaka

e Software HPLC Class VP

Os materiais utilizados foram: espéatula, vidros de reldgio, provetas, seringa
descartaveis de diferentes volumes, agulhas descartaveis, esparadrapo, baldes
volumétricos de diferentes volumes, membrana de celulose 22um (Millipore®), sistema
de filtracdo a vacuo, béquer de diferentes volumes, funil de vidro, bagueta, frascos de
vidro ambar, etiquetas, tubos de ensaio, estante para tubos de ensaio, ponteiras

descartaveis, vials, materiais cirtrgicos (pincas e tesouras), gaze, linha de algodao.

4.4 Condi¢Oes cromatograficas dos métodos para quantificacdo de famotidina,

losartana e naproxeno em tampao Krebs

Os métodos de quantificacdo de farmacos foram desenvolvidos e validados
utilizando-se o tampao Krebs como diluente, uma vez que todos os experimentos
foram realizados com esse meio de incubacéao.

A famotidina, que apresenta baixa permeabilidade e solubilidade, (CDER/FDA,
2017), foi selecionada para avaliar a integridade do tecido, dado que seu transporte
se da por via paracelular (HAKKER et al., 1999).

A losartana foi utilizada por ser substrato da P-gp e, por fim, o naproxeno foi
empregado como marcador de alta permeabilidade, pois é transportado através da
membrana plasmatica por difusao passiva (CDER/FDA, 2017; WROBLEWSKA et al.,
2016).

As condi¢gBes cromatograficas para a quantificacdo dos farmacos de estudo

constam no Quadro 4.
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Quadro 4 Condi¢cbes cromatograficas para quantificacdo dos farmacos em tampao

Krebs

Farmaco Famotidina Losartana e Naproxeno

C18, 150x4,6mm,
Coluna C18, 150x4,6mm, 5um

5um
Temperatura 22 a25°C 22 a 25°C
Fluxo 1,0 mL/min 1,0 mL/min
Volume de injecéo 80uL 80puL

_ 205nm (de 0 até 3 min e 59 seq)

Comprimento de 267nm
onda 273nm (de 4 até 6,5 min)
Tempo de corrida 4,5 min 6,5 min
Método baseado na | (ZARGHI et al., (VELDANDI et al., 2010, ZAKERI-
publicacéo de: 2005) MILANI et al., 2005)

Fonte: autoria propria

As fases méveis de cada um dos métodos constam no Quadro 5:

Quadro 5 Fases moéveis dos métodos cromatograficos desenvolvidos

Farmaco Fase Mével
_ y Acetonitrila Fosfato de sodio dibasico
amotidina 15% 0,03M (pH 6,5) -
85%
Acetonitrila Solucao acida pH 3,0 Metanol
Losartana e Naproxeno .
10% 32% 58%

Fonte: autoria propria
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Para o preparo da solucéo de fosfato de sddio dibasico 0,03M foram pesados
4,269 de fosfato de sodio dibasico em balanc¢a analitica. O sal foi dissolvido em cerca
de 900 mL de agua ultrapura sob agitacdo constante em agitador magnético. Quando
necessario, foram utilizadas solu¢cées de hidréoxido de sédio (NaOH) 0,1M ou acido
cloridrico (HCI) 0,1M para ajuste de pH a 6,5, utilizando-se um pHmetro. A solucao foi
transferida para baldo volumétrico de 1L e o seu volume final ajustado com agua
ultrapura com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

A solucéo acida foi preparada em capela de seguranca e, com o auxilio de uma
pipeta graduada de vidro, adicionou-se &cido acético glacial a cerca de 900mL de
agua ultrapura contida em um béquer, sob agitagdo constante até atingir valor de pH
igual a 3,0. A solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 1L e o menisco foi
ajustado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. A solucdo foi homogeneizada.

Essas solucdes foram filtradas em sistema a vacuo com membrana Durapore®
PVDF, hidrofilica, 0,22um.

4.5 Validacdo dos métodos cromatograficos para quantificagcdo de famotidina,

losartana e naproxeno em tampao Krebs

O procedimento de validacdo dos métodos analiticos seguiu as instrucdes
contidas na RDC 166/2017 e RDC 899/2003, que traz especificacbes para métodos

bioanaliticos.

4.5.1 Linearidade: solucao de farmacos em tampéo Krebs

Para a determinacdo da linearidade dos métodos de quantificacdo da
famotidina, losartana e naproxeno foram desenvolvidas curvas com as seguintes
concentragdes: 1, 5, 10, 25 e 50 pg/mL.

O preparo das solucdes concentradas esta descrito no Quadro 2.

Uma vez que as solucdes utilizadas nos experimentos de permeabilidade
apresentam concentracdes extremamente baixas, foi necessario diluir as solucbes
concentradas para 100 pg/mL, utilizando o tampao Krebs como solvente, conforme
Quadro 6.
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Quadro 6 Diluicdo das solucfes concentradas de farmacos

Volume de .
) . Volume de _ Concentracéo
Farmaco solugéo Volume Final _
tampao Krebs Final
concentrada
Naproxeno
0,625 mL 4,375 mL 5,0 mL 100 pg/mL
800 pg/mL
Losartana
1,0 mL 4,0 mL 5,0mL 100 pg/mL
500 pg/mL
Famotidina
1,0 mL 4,0 mL 5,0 mL 100 pg/mL
500 pg/mL

Fonte: autoria propria

Deste modo foi possivel prosseguir com as diluicées da curva de calibracédo de

acordo com os Quadros 7 e 8.

Quadro 7 Preparo da curva de calibracao: losartana e naproxeno

Concentracfes das amostras padrdo da curva de calibracéo

Farmaco

1,0 pg/mL 5,0 ug/mL 10,0 pg/mL 25,0 ug/mL 50,0 ug/mL
Losartana 10 uL 50 pL 100 pL 250 pL 500 pL
100 pg/mL H H H H H
Naproxeno

10 pL 50 pL 100 pL 250 pL 500 pL
100 pg/mL
Volume de
TK 980 uL 900 pL 800 pL 500 pL 0

Fonte: autoria propria
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Quadro 8 Preparo da curva de calibracao: famotidina

Concentracfes das amostras padrao da curva de calibragcéo
Farmaco 1,0 pg/mL 5,0 pg/mL 10,0 pg/mL | 25,0 pg/mL | 50,0 pg/mL
Famotidina 10 pL 50 pL 100 pL 250 pL 500 pL
100 pg/Ml H H H H H
Volume de
TK 990 uL 950 uL 900 pL 750 pL 500 pL

Fonte: autoria propria

As diluicbes foram realizadas em vials, utilizando pipetas volumétricas com
volumes variaveis (10 a 100uL, 100 a 1000 pL e 0,5 a 5mL). Para completa
homogeneizacéo, foi utilizado vortex durante cinco segundos em cada vial.

Todas as amostras padrao foram preparadas em triplicatas.

4.5.2 Precisao e exatidao: solucdo de farmacos em tampéao Krebs

Na determinacdo da precisdo e exatiddo do método cromatografico para
quantificacdo de naproxeno, foram utilizadas amostras de controle de qualidade em
trés diferentes concentracdes: alta (500 pg/mL), média (250 pg/mL) e baixa (40 pg/mL)
e foram preparadas trés replicatas de cada concentracdo. Foram avaliadas a precisédo
e a exatidao do método a partir de analises realizadas no mesmo dia (intradia) e em
trés dias diferentes (interdias). As concentracdes definidas para os farmacos losartana
e famotidina foram: alta (60 pg/mL), média (30 pg/mL) e baixa (3 pg/mL).

A precisao foi calculada a partir da Equacao 1.

Equacéo 1: Célculo do desvio padrao relativo - precisao

DP
DPR (%) = — x 100

Onde: DPR (%): Desvio padrao relativo em porcentagem
DP: Desvio padrao
CME: concentracdo média experimental
O valor do DPR deve ser menor ou igual a 15% (RDC 27/2012).
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A exatidao foi calculada a partir da Equagéao 2.

Equacéao 2: Determinacéo da exatidao

o CME
Exatidao (%) = x 100

CN

Onde: CME: Concentracdo média experimental
CN: Concentracdao nominal
O calculo da exatiddo deve apresentar valor correspondente a 100% * 20%
(RDC 27/2012).

4.5.3 Limites de deteccédo e quantificacdo: solucao de farmacos em tampéao Krebs

O limite de deteccao refere-se a menor quantidade de analito que pode ser
detectada em uma amostra, mas nao necessariamente quantificado. Em relacdo ao
limite de quantificacédo, este compreende a menor quantidade de analito presente em
uma amostra capaz de ser quantificada com preciséo e exatidao aceitaveis (BRASIL,
2017).

Para se estabelecer os limites de detec¢cédo e quantificacdo foram realizadas
diluicdes seriadas dos farmacos de estudo, em triplicatas, até que a razao sinal/ruido
fosse maior ou igual a 2:1 (para o limite de deteccédo) e de 10:1 (para o limite de
quantificacdo) (BRASILY, 2017).

4.5.4 Estabilidade de curta e longa duracédo das amostras de farmacos em tampéo
Krebs

Foram preparadas triplicatas de amostras de controle de qualidade de
famotidina, losartana e naproxeno em concentracdes altas, médias e baixas. Para
determinacao da estabilidade de curta duragao, as amostras de controle de qualidade
foram analisadas imediatamente ap0s seu preparo e entdo mantidas em temperatura
ambiente (24°C), protegidas da luz, por um periodo de 24h. Apos esse periodo as

amostras foram analisadas novamente.
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Dada a possibilidade de armazenar as amostras para andlises posteriores, foi
realizado um teste de estabilidade de longa duracéo, no qual as amostras de controle
de qualidade foram analisadas imediatamente apds 0 seu preparo e entdo submetidas
a congelamento lento em freezer convencional a -8 °C, por 30 dias. ApOs esse
periodo, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente,

homogeneizadas em vortex durante dois segundos e analisadas novamente.

4.5.5 Estabilidade de farmacos solubilizados em tampao Krebs apoés ciclos de
congelamento e descongelamento

Para determinagéo da estabilidade das amostras submetidas a ciclos de
congelamento e descongelamento, foram preparadas triplicatas de amostras de
controle de qualidade de famotidina, losartana e naproxeno em concentracdes altas,
médias e baixas. As amostras de controle de qualidade foram analisadas
imediatamente apds o preparo e, em seguida submetidas a congelamento lento em
freezer convencional a -8 °C, por pelo menos 12h.

ApoOs 24h, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente durante
cerca de 30 minutos, homogeneizadas em vortex durante dois segundos e analisadas
novamente.

Repetiu-se esse ciclo por trés vezes.

4.5.6 Seletividade dos métodos cromatograficos para quantificacdo dos farmacos de

estudo

De acordo com o capitulo 1V, secéo I, art. 19 da RDC 166/2017:

“A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes
na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz”

Para verificar se os componentes do tampéao Krebs eram capazes de interferir
na quantificacdo dos farmacos empregados no presente estudo, foram realizadas
analises dessa solucdo, seguindo as condigcbes cromatograficas de cada um dos
métodos desenvolvidos.

Além disso, dada a utilizacdo de material biolégico e a possivel interferéncia de
fragmentos e conteldos intestinais na quantificacdo de farmacos, foi realizado um

ensaio de permeabilidade (denominado BRANCO), no qual ndo se usou nenhum
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farmaco e as amostras de tampé&o Krebs coletadas ao longo do experimento foram

analisadas conforme os métodos cromatogréaficos desenvolvidos.

4.6 Quantificacdo de glicose em tampéao Krebs por método

espectrofotométrico

A quantificacdo da glicose foi realizada por método espectrofotométrico
enzimatico de ponto final utilizando-se o kit comercial Glicose Liquiform, referéncia

133 da marca Labtest.

Para realizacdo dos testes foram seguidas as instru¢des fornecidas pelo
fabricante (Labtest). Primeiramente foram pipetados os volumes descritos no Quadro
8 em tubos de ensaio devidamente identificados.

Quadro 9 Volumes de amostras, padrao calibrador e reagente para quantificacéo de
glicose em tampéao Krebs

Branco Padréo Teste
Amostra - - 100puL
Padrao calibrador 1mg/mL - 100uL -
Reagente 1* 1,0mL 1,0mL 1,0mL

* tampao fosfato 30 mmol/L, pH 7,5; fenol 1 mmol/L; glicose oxidase 12500 U/L;
peroxidase 800 U/L; 4-aminoantipirina 290 mol/L;
azida sodica 7,5 mmol/L e surfactantes
Fonte: (LABTEST, 2011)
ApOs pipetar os volumes supracitados, os tubos de ensaio foram
homogeneizados vigorosamente utilizando vortex e incubados a 37 °C durante 10

minutos em banho-maria.

As absorbéancias das amostras foram determinadas em espectrofotometro com
comprimento de onda de 505nm. O zero foi definido a partir da leitura do reagente 1

(branco).
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4.7 Validacdo do método espectrofotométrico para quantificacdo de glicose em
tampéo Krebs

Para proceder a validacdo do método espectrofotométrico para quantificacdo de
glicose em tampéao Krebs foram seguidos os testes e parametros descritos na RDC
166/2017.

4.7.1 Linearidade: solucao de glicose em tampao Krebs

Para determinar a linearidade do método, foram preparadas triplicatas de
solucgdes de glicose em tampéao Krebs (preparado previamente sem adi¢éo de glicose)
com as seguintes concentrac¢des: 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 pg/mL.

Pesaram-se 75,0 mg de glicose e dissolveram-se em 25 mL de tampéao Krebs
(sem glicose), o que resultou em solugdo com concentragao igual a 3000 ug/mL.

Para atingir as concentracbes definidas para a curva de calibracdo, foram
realizadas as diluicdes descritas no Quadro 9.

Quadro 10 Diluicbes da solugéo de glicose em tampé&o Krebs para se determinar a

linearidade
Volume de solucéo ,
concentrada (3000 g/mL) Volume de tampdao Krebs Concentracgéo Final
500 pL 2500 L 500 ug/mL
1000 pL 2000 pL 1000 pg/mL
1500 pL 1500 pL 1500 pg/mL
2000 pL 1000 pL 2000 pg/mL
2500 pL 500 pL 2500 pg/mL

Fonte: autoria prépria

As solucdes foram preparadas em tubos de ensaio com o auxilio de pipetas
volumétricas com volumes variaveis (10 a 100uL, 100 a 1000 pL e 0,5 a 5mL). Para
completa homogeneizacao, foi utilizado vortex durante cinco segundos em cada tubo

de ensaio.
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4.7.2 Precisao e exatidao: solucédo de glicose em tampéo Krebs

Para determinar a precisdo e exatidao, foram selecionadas trés diferentes
concentracdes: alta (1200 pg/mL), média (800 pug/mL) e baixa (400 pg/mL).

Foram analisadas trés replicatas de cada concentracdo em trés dias diferentes
para se determinar a precisao e exatidao interdia e, foram analisadas trés replicatas
de cada concentracdo em um mesmo dia, para se determinar a precisédo e exatidao
intradia.

Os calculos estédo apresentados no item 4.5.2 deste trabalho.
4.7.3 Limites de deteccédo e quantificagdo: solucéo de glicose em tampéao Krebs
O limite de deteccéo foi determinado a partir da equagéao 3:

Equacéo 3: Célculo do limite de deteccao
3 Xo
LD = —Ic
Onde:
o = desvio padrao do intercepto com o eixo Y de trés curvas de calibracio.
IC = Inclinac&o da curva de calibracdo (BRASIL', 2012).
Para determinacdo do limite de quantificacdo, foram realizadas diluicdes
seriadas e em triplicatas da solucdo de glicose em tampdo Krebs até que o desvio
padrdo relativo atingisse valor superior a 20% (BRASIL', 2012).

4.7.4 Estabilidade de curta e longa duracéo das amostras de glicose em tampéo
Krebs

Prepararam-se triplicatas de amostras de solucbes de glicose nas
concentracdes de 1200, 800 e 400 pg/mL. Para se determinar a estabilidade de curta
duracdo analisaram-se as solucdes imediatamente ap0s seu preparo e entdo as
mesmas foram mantidas em temperatura ambiente (24°C), protegidas da luz, por um

periodo de 24h. Apds esse periodo as amostras foram analisadas novamente.
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A fim de se estabelecer a estabilidade de longa duracdo, as amostras foram
analisadas imediatamente ap0s 0 seu preparo e entdo submetidas a congelamento
lento em freezer convencional a -8 °C, por 30 dias.

Apo6s 30 dias, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente,

homogeneizadas em voértex durante dois segundos e entdo analisadas novamente.

4.7.5 Estabilidade das amostras de glicose em tampao Krebs apés ciclos de

congelamento e descongelamento

Para determinagdo da estabilidade das amostras submetidas a ciclos de
congelamento e descongelamento, foram preparadas triplicatas de amostras de
glicose nas concentracdes de 1200, 800 e 400 pg/mL. As amostras foram analisadas
imediatamente apds o preparo e, em seguida submetidas a congelamento lento em
freezer convencional a -8 °C, por pelo menos 12h.

ApoOs 24h, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente durante
30 minutos, homogeneizadas em voértex durante dois segundos e entdo analisadas
novamente.

Repetiu-se esse ciclo por trés vezes.

4.7.6 Seletividade do método espectrofotométrico para quantificacdo de glicose em
tampéao Krebs

Para verificar possivel interferéncia dos farmacos na quantificacdo de glicose,
primeiramente foi analisado o tampé&o Krebs sem nenhum farmaco (Branco) e este foi
comparado com a solucao de trabalho contendo famotidina, losartana, naproxeno e
verapamil.

Uma vez que a glicose € ativamente transportada nos enterdcitos e é essencial
para a viabilidade do tecido, ndo foi possivel estabelecer possivel interferéncia da
presenca de residuos bioldgicos nas amostras coletadas no ensaio de permeabilidade

denominado BRANCO, no qual ndo se usou nenhum farmaco.
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4.8 Aspectos éticos na utilizacdo dos animais

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade de Séo
Paulo (USP) com numero de registro 109.2018-P574 (Anexo). Foram utilizados 33
Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, jovens adultos, com peso entre 200 g
e 300 g.

Os animais foram adquiridos mensalmente no Biotério de Producdo de Ratos
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, conforme o nimero de experimentos
realizados no més. Ficaram em caixas contendo maravalha, sem necessidade de
isolamento, com livre acesso a agua potavel e racdo comercial esterilizada pelo
meétodo de radiacdo Gama. Os animais permaneceram no Biotério de Producédo e
Experimentacéo da FCF e Instituto de Quimica (IQ) USP, em ambiente climatizado a
22 + 2 °C, umidade relativa de 55+10% e ciclo sono-vigilia controlado através de luzes
qgue ficavam acesas por 12h e apagadas por 12h (NEVES; FILHO; WENZEL DE
MENEZES, 2013).

4.9 Planejamento estatistico

O delineamento experimental foi realizado a partir do planejamento fatorial
multinivel como ilustrado na Figura 5. Os experimentos foram executados em
triplicatas e os resultados analisados por analise de variancia (ANOVA), seguida de
pés-teste de Tukey.
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Figura 5 Planejamento fatorial multinivel para avaliacdo da influéncia das condi¢des
experimentais no resultado de estudos de permeabilidade em saco intestinal de rato.
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Fonte: autoria propria.

De acordo com o Quadro 11, foram considerados os seguintes fatores e niveis

para a construcao do planejamento fatorial:

Quadro 11 Fatores e niveis utilizados para a constru¢do do planejamento fatorial

Fatores

Niveis

1. Inversao do saco intestinal

Com ou sem (dois niveis)

2. Banho de gelo

Sem gelo, banho de gelo imediatamente
apos a retirada do intestino ou banho de gelo
durante o preparo dos segmentos (trés

niveis)

3. Inibidor da glicoproteina-P -

Verapamil

Com ou sem (dois niveis)

4. Segmentos intestinais

S1, S2, S3, S4, S5 ou S6 (seis niveis)

5. Tempo de experimento

30, 45, 60, 90 ou 120 minutos (cinco niveis)

Fonte: autoria propria.
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E importante ressaltar que em cada rato, foram obtidos seis segmentos
intestinais de intestino delgado.

Os resultados da permeabilidade aparente da losartana na presenca ou
auséncia de inibidor de Pg-P foram comparados entre as condicfes experimentais
propostas e expressos em meédia + desvio padrdo. Valores de p <0,05 foram
considerados significativos.

Tendo em vista a complexidade do procedimento experimental, foram utilizados
guatro animais para treinamento da técnica cirurgica.

Todas as condi¢cbes experimentais analisadas estao detalhadas no Quadro 12.

Quadro 12 Resumo das condicfes experimentais testadas no ensaio de

permeabilidade (continua)

Inversé&o o
Banho de Inibidor da Segmentos N° de
do saco _ i _ o Tempo o
_ _ Gelo glicoproteina P intestinais animais
intestinal
Com _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Sem gelo | Com verapamil _ 3
inversao S4, S5 e S6 e 120 minutos
Com _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Sem gelo | Sem verapamil _ 3
inversao S4, S5 e S6 e 120 minutos
Com Banho de _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Com verapamil _ 3
inversao geloT1 S4, S5 e S6 e 120 minutos
Com Banho de _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Sem verapamil _ 3
inversao geloT1 S4,S5e S6 e 120 minutos
Com Banho de _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Com verapamil _ 3
inversao gelo T2 S4,S5e S6 e 120 minutos
Com Banho de . S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ . Sem verapamil _ 3
inversao gelo T2 S4,S5e S6 e 120 minutos
Sem _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ Sem gelo | Com verapamil _ 3
inversao S4, S5 e S6 e 120 minutos
Sem _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
, Sem gelo | Sem verapamil , 3
inversao S4,S5e S6 e 120 minutos
Sem Banho de _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
. Com verapamil , 3
inversao geloT1 S4,S5e S6 e 120 minutos
Sem Banho de _ S1, S2, S3, 30, 45, 60, 90
_ . Sem verapamil _ 3
inversao geloT1 S4,S5e S6 e 120 minutos




Quadro 12 Resumo das condi¢cbes experimentais testadas no ensaio de

permeabilidade (conclusao)

Inversao do Banho de I_n|b|dor d,a Segmentos N° de
saco glicoproteina : o Tempo L
. . Gelo intestinais animais
intestinal P
Sem Banho de Com S1, S2, S3, 3804(;5158 3
inversao gelo T2 verapamil S4, S5 e S6 .
minutos
Sem Banho de Sem S1,52,83, | S 59 .
inversao gelo T2 verapamil S4, S5 e S6 .
minutos
Total de
experimentos: 36
Animais para
. . 4
treinamento:
To_tal de 40
animais:

Fonte: autoria propria.

4.10 Ensaios de permeabilidade intestinal

Nos dias dos experimentos os animais foram deixados em jejum (com livre
acesso a agua) durante quatro horas. Ainda no Biotério de Producdo e
Experimentacédo da FCF/IQ - USP, cada rato foi pesado em balanca semi-analitica e
recebeu anestesia com xilazina (10mg/kg) e cetamina (100mg/kg) por via
intraperitoneal, no quadrante inferior direito do abdome, utilizando seringa descartavel
de 1mL e agulha no calibre de 20 x 5,5mm. (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO
GRANDE DO SUL, 2016). A anestesia nesse momento foi essencial para evitar o
estresse resultante do transporte do animal até o Laboratério de Permeabilidade e
Biodisponibilidade (LPB), localizado no bloco 15 da FCF/USP onde foram realizados
os experimentos. No LPB foi certificada a auséncia de reflexos sensoriais e dolorosos
através da avaliacdo de sinais como reflexo caudal e palpebral. Durante todo o
procedimento cirargico certificou-se a auséncia de reflexos dolorosos. Quando
necessario, realizou-se suplementacdo anestésica com 10% da dose de xilazina e
cetamina. Com vista no bem-estar animal, € importante ressaltar que foi realizado
apenas um experimento por vez e que, durante o mesmo, ndo houve outros animais

no laboratorio. Estes permaneceram no Biotério da FCF/IQ USP.

Os procedimentos sem inversdo do saco intestinal e sem banho de gelo foram

realizados seguindo as etapas a seqguir:
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Etapa 1: Realizagdo de incisdo abdominal mediana com cerca de cinco cm para

exposicao do intestino delgado.

Etapa 2: Identificacdo e isolamento do duodeno a partir do estbmago até o
ligamento de Treitz, que indica a transi¢ao entre duodeno e jejuno (Figura 6).

Figura 6 Ligamento de Treitz (seta)

Fonte: autoria propria.

Quando néao foi possivel identificar essa estrutura anatdbmica, considerou-se
como jejuno a primeira por¢do na qual se observou a presenca de placas de Peyers
(Figura 7).
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Figura 7 Placa de Peyers (seta)

Fonte: autoria propria.
Etapa 3: Retirada do mesentério delicadamente com as maos ou com o auxilio
de uma pinca. Divisdo do jejuno em seis segmentos com cerca de 8,5 cm cada, (S1,
S2, S3, S4, S5 e S6). A medigéo é demonstrada na Figura 8.

Figura 8 Medic&o de segmento intestinal

Fonte: autoria propria
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Etapa 4: Lavagem da parte interna do segmento de jejuno com cerca de 10mL
de soro fisiolégico aquecido a 37°C, utilizando uma seringa com ponta do tipo luer slip
(Figura 9).

Figura 9 Lavagem do segmento com soro fisiolégico

Fonte: autoria prépria

Etapa 5: Remoc¢édo do excesso de soro fisioldgico com o auxilio de uma gaze
(Figura 10).
Figura 10 Remocao do excesso de soro fisioldgico

Fonte: autoria prépria

Etapa 6: Formacdo de saco intestinal, para tanto amarrou-se uma das
extremidades do segmento com linha de algodéo, como demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 Preparacédo do saco intestinal

Fonte: autoria prépria

Etapa 7: Preenchimento do segmento com cerca de 1,5 mL de solugéo
contendo os farmacos de estudo. Esse procedimento foi realizado com o auxilio de
uma seringa de ponta luer slip como ilustrado na Figura 12. Imediatamente apos o
preenchimento, a outra extremidade do segmento foi amarrada com linha de algodéao

para fechamento do saco intestinal.

Figura 12 Finalizagdo do saco intestinal

Fonte: autoria prépria
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Etapa 8: Verificagcdo do comprimento do saco intestinal apds o preenchimento
com a solugcdo de farmacos (Figura 13). Foi possivel observar expansdo do saco
intestinal, portanto essa medicao é fundamental para os calculos da permeabilidade

aparente.

Figura 13 Saco intestinal preenchido

Fonte: autoria prépria

Etapa 9: Colocagcdo do saco intestinal em tubo de ensaio (com diametro
13,5mm, comprimento 150mm e espessura 0,9mm) contendo 25mL de tampéo Krebs
aguecido em banho maria a 37 °C e oxigenado com gas carbogénio. Foi montado um
sistema conforme ilustrac&o na Figura 14. E importante ressaltar que a oxigenac&o do
meio também possibilitou certa movimentagédo do saco intestinal dentro do tubo de

ensaio, com o intuito de promover maior semelhanga as condic¢des in vivo.
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Figura 14 Sistema para ensaio de permeabilidade
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Fonte: autoria prépria

Imediatamente apds a coleta de todos os segmentos, o animal foi eutanasiado
por meio de exsanguinacao sob anestesia através de incisdo da artéria abdominal.
Para determinacdo do comprimento total do intestino delgado, ao final do

experimento foram medidas as por¢des de duodeno e ileo.
4.10.1 Variaveis dos ensaios de permeabilidade

O método do saco intestinal para avaliar a permeabilidade de substancias ao
longo do intestino delgado foi desenvolvido em 1954 por WILSON e WISEMAN, no
entanto, ao longo dos anos, diversos autores desenvolveram varia¢cdes na execugao
da técnica experimental. Com bases nas publicaces de (ALl et al., 2018; GARRAIT
et al., 2006; LIFSCHITZ et al., 2009; QUEVEDO; NIETO; BRINON, 2011b; SHARMA;
CHAWLA; PANCHAGNULA, 2002; SILVA, 2014) foram avaliadas as seguintes
variaveis na realizacdo dos experimentos:

e Saco intestinal invertido: uma das dificuldades enfrentadas na realizagéo do
procedimento experimental € garantir a adequada oxigenacédo do tecido, para

tanto, a inversdo do saco intestinal € um recurso utilizado para expor maior
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parte da mucosa ativa ao meio oxigenado, além de aumentar a superficie de
contato e reduzir a espessura da parede do saco intestinal (WILSON;
WISEMAN, 1954).

Para realizag&o dos experimentos com inversao do saco intestinal, foram seguidas
as etapas um, dois, trés, quatro e cinco, descritas anteriormente, no entanto, antes de
prosseguir com o preenchimento do saco intestinal, os mesmos foram invertidos

conforme os procedimentos descritos esquematicamente a seguir:

1. O segmento intestinal foi inserido na agulha de croché que espessura de
aproximadamente 2 mm e comprimento de 120 mm, com curvatura arredondada
em sua extremidade (figura 15).

2. A extremidade do segmento intestinal foi amarrada com linha de algodao na
parte curvada da agulha de croché, como ilustrado na Figura 16.

4 N

3. Inverteu-se o segmento, delicadamente, com as maos, retirando-o da agulha de
croché (Figura 17).

4. Cortou-se a porcdo amarrada que ficou presa a agulha de croché (Figura 18).

Figura 15 Inserc@o do segmento intestinal em instrumento metalico para iniciar a
inverséo

Fonte: autoria prépria
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Figura 16 Amarracao do segmento intestinal para realizar sua inversao

Fonte: autoria prépria

Figura 17 Inversdo do segmento intestinal

Fonte: autoria propria

Figura 18 Segmento intestinal invertido

\
)

Fonte: autoria propria

ApGs a inversdo do segmento, foram seguidos os procedimentos descritos nas

etapas seis a nove dos experimentos sem inversao.
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Vale ressaltar que em todos 0s experimentos com inverséo, o saco intestinal foi
preenchido com tampéo Krebs e os farmacos foram colocados nos tubos de ensaio
para avaliacdo de seu transporte na direcdo da regido apical para basal dos
enterocitos, assim como acontece nos experimentos sem inversao.

e Submersado do segmento intestinal em banho de gelo: a viabilidade do saco
intestinal depende do tempo entre a retirada do 6rgéo e o inicio do experimento,
alguns autores mantém o0s segmentos intestinais em gelo para garantir a

viabilidade, entdo foram comparados os segmentos intestinais:

- Sem passagem pelo tampao Krebs gelado ((ALI et al., 2018; QUEVEDO;
NIETO; BRINON, 2011)

- Lavados imediatamente apOs sua retirada com tampdo Krebs gelado,
procedimento denominado como T1 no presente ensaio (JONKER; HAMMAN;
KOTZE, 2002; SA et al., 2012);

- Mantidos em tampéo Krebs gelado durante todo o preparo dos segmentos,
procedimento denominado T2 no presente ensaio (HAMILTON; BUTT, 2013a).

Para realizacdo dos experimentos com banho de gelo (T1), imediatamente
apos a retirada do segmento intestinal (etapa 3), o0 mesmo foi submerso em tampéao
Krebs gelado (2 °C) e a parte interna de cada segmento do jejuno foi lavada com cerca
de 10mL desta solucao (Figura 19).

Figura 19 Segmento intestinal em banho de gelo

Fonte: autoria prépria
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Nos experimentos realizados com banho de gelo (T2), o jejuno inteiro foi
retirado e submergido em tampé&o Krebs gelado (2 °C), onde permaneceu durante o
preparo de todos os segmentos intestinais, os quais foram lavados com cerca de 10mL

desta solucéo (Figura 20).

Figura 20 Intestino delgado inteiro em banho de gelo (T2)

Fonte: autoria prépria

4.10.2 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de 500uL do meio de incubacéo nos tempos zero, 30,
45, 60, 90 e 120 minutos de experimento e, a cada coleta, foram adicionados 500 pL
de tampéao Krebs ao meio de incubacdo para manutencdo do volume. Foi elaborado
um sistema para coleta das amostras, no qual foi colocada uma canula exclusiva para

tal fim no meio de incubacgéao (Figura 21).
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Figura 21 Sistema para coleta de amostras
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Fonte: autoria prépria

Cada amostra foi filtrada com filtro de seringa do tipo PVDF, hidrofilico, com poros
de 0,45um.

4.10.3 Célculo da permeabilidade aparente (Papp)

A Papp foi calculada com base na equacédo 3 (JONKER; HAMMAN; KOTZE,
2002):

Equacéo 4: Célculo da permeabilidade aparente

pavr = (57) (e
PP =\at)\ax 60 x ¢,

Onde Papp: permeabilidade aparente em cm/s, dc/dt € a taxa de

permeabilidade em unidades de massa/minuto.
A: superficie do segmento intestinal em cm?2.

Co € a concentracéo inicial do farmaco dentro do segmento intestinal.

A superficie do segmento intestinal (A) foi calculada a partir da Equacéo 4
(JONKER; HAMMAN; KOTZE, 2002):



0,4cm.

Equacao 5: Célculo da superficie do segmento intestinal
A = 2nrh

Onde r tamanho do raio do segmento intestinal (cm)

h: comprimento (cm).

De acordo com os dados de Quevedo et.al (2009), o raio foi definido como

62
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validagdo dos métodos cromatograficos para quantificacdo de famotidina,

losartana e naproxeno em tampéao Krebs

5.1.1 Linearidade: solugéo de farmacos em tampéao Krebs
Os métodos cromatograficos para quantificacdo de famotidina, losartana e
naproxeno mostraram-se lineares entre as concentragdes de 1,0 a 50,0 pg/mL, as

Figuras 22, 23 e 24 apresentam as demonstracdes graficas das curvas de calibracao.

Figura 22 Representacédo grafica das respostas em funcdo da concentracéo de

famotidina
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Fonte: autoria prépria



Figura 23 Representacédo grafica das respostas em funcdo da concentracéo de

losartana
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Fonte: autoria prépria
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Naproxeno: entre 1,0 e 50,0 pg/mL, cuja curva esta apresentada na figura 24.

Figura 24 Representacao grafica das respostas em funcéo da concentracao de

naproxeno
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Fonte: autoria prépria
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5.1.2 Precisao e exatidao: solucédo de farmacos em tampao Krebs

Em um mesmo dia, foram analisadas trés replicatas das concentracdes alta,
meédia e baixa de cada um dos farmacos usados no presente estudo. Os resultados
estdo expressos na Tabela 1 e indicam precisdo e exatiddo intradia do método

proposto.

Tabela 1 Resultados de precisdo e exatiddo intradia dos métodos cromatograficos
para quantificacdo de famotidina, losartana e naproxeno em tampéao Krebs

. Concentracao
Concentracao ) ) ] )
] _ média Desvio Precisdo  Exatidao
Farmaco nominal _ .
experimental Padréo (%) (%)
(ng/mL)
(ng/mL)

Famotidina 3,0 3,10 0,010 0,32 103,21
30,0 31,57 0,221 0,70 105,22
60,0 62,62 0,116 0,19 104,36

Losartana 3,0 2,51 0,037 1,48 83,59
30,0 33,18 0,162 0,49 110,60
60,0 60,19 1,289 1,75 100,31

Naproxeno 40,0 35,91 0,067 0,19 82,16
250,0 283,53 3,819 1,35 113,41

500,0 410,80 11,791 2,87 89,78

Fonte: autoria prépria

O mesmo procedimento foi realizado em trés dias diferentes e os resultados

estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 Resultados de preciséo e exatidao interdias dos métodos cromatograficos
para quantificagdo de famotidina, losartana e naproxeno em tampao Krebs

Concentracdo Concentragéo _ . o
Desvio Preciséo Exatid&o

Farmaco nominal experimental
i Padréo (%) (%)
(Mg/mL) média (ug/mL)

Famotidina 3,0 3,06 0,044 1,44 101,87
30,0 30,91 0,708 2,29 103,04
60,0 61,09 1,595 2,61 101,82

Losartana 3,0 2,30 0,112 4,87 76,58
30,0 32,75 0,891 2,72 109,15

60,0 59,13 2,351 3,98 98,55

Naproxeno 40,0 35,72 0,610 1,71 89,29
250,0 287,89 5,942 2,06 115,16

500,0 398,30 18,060 4,53 79,66

Fonte: autoria prépria

E importante ressaltar que os resultados de precisdo e exatiddo interdia se
enquadram nos limites estabelecidos na RDC 27/2012, com valores de precisdo
menores que 15% e exatiddo no intervalo entre 100% + 20%.

Entretanto, os métodos de quantificacdo de losartana, especificamente na
concentracdo de 3,0 uyg/mL e de naproxeno, na concentracdo de 500 pg/mL
apresentaram exatidao interdia fora do intervalo estabelecido, com valor de 76,58% e
79,66%, respectivamente, o que nao interferiu nos resultados experimentais, dado que
todas as analises sempre eram realizadas de uma sé vez, ndo houve necessidade de

analisar amostras do mesmo experimento em dias diferentes.

5.1.3 Limites de deteccao e quantificacdo: solucao de farmacos em tampéao Krebs
A partir de diluicbes seriadas dos farmacos e analise da raz&o sinal/ruido, foi
possivel determinar os limites de deteccédo da famotidina (0,02 pg/mL), da losartana

(0,03 pg/mL) e do naproxeno (0,01 pg/mL).
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Os limites de quantificagdo dos farmacos em questdo foram: 0,05 pg/mL
(famotidina), 0,08 pg/mL (losartana) e 0,03 pg/mL (naproxeno).

Nos experimentos de Zargui et.al (2005), o limite de quantificacdo da famotidina
foi de 0,015 ug/mL. Valdandi et. al (2010) obteve limite de quantificacdo de losartana
igual a 0,05 pyg/mL em plasma humano, valores bastantes proximos ao obtido no
presente estudo.

Vakeri-Milani et. al (2005) obtiveram limite de quantificacdo de naproxeno igual
a 0,0003 pg/mL. Embora o resultado obtido no presente estudo tenha sido bastante
diferente (0,03 ug/mL), deve-se considerar que os autores em questao néo utilizaram
o tampé&o Krebs nos ensaios de permeabilidade e o método desenvolvido foi ajustado
para que se pudesse quantificar losartana e naproxeno em uma mesma corrida
cromatografica. Ainda assim, o método apresentou sensibilidade adequada aos

ensaios realizados.

5.1.4 Estabilidade de curta e longa duracgéo: solugcédo de farmacos em tampao Krebs

As andlises realizadas em amostras mantidas durante 24h em temperatura
ambiente demonstraram estabilidade, uma vez que os parametros de preciséo e
exatiddo se mantiveram dentro dos limites estabelecidos na RDC 27/2012. Os
resultados estdo expostos nas tabelas 4 e 5.

Tabela 3 Estabilidade de 24h - Famotidina

Famotidina Andlise inicial Andlise apés 24h
60,0 pg/mL CME 59,57 pg/mL 57,52 pg/Mi
Preciséo (DPR) 0,28% 3,80%
Exatidao 99,29% 95,87%
30,0 pg/mL CME 30,26 pg/mL 28,56 pg/mL
Precisdo (DPR)% 0,53% 1,53%
Exatidao 100,86% 95,21%
3,0 pg/mL CME 3,02 pg/mL 2,63 pg/mL
Precisdo (DPR)% 0,56% 2,02%
Exatidao 100,53% 87,69%

Fonte: autoria prépria
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Tabela 4 Estabilidade de 24h — Losartana

Losartana Andlise inicial Andlise apds 24h
60,0 pg/mL CME 62,11 pg/mL 59,12 pg/mL
Preciséo (DPR) 1,88% 0,642%
Exatiddo 103,52% 98,53%
30,0 pg/mL CME 33,26 pg/mL 34,03 pg/mL
Precisdo (DPR)% 0,545% 0,547%
Exatidao 110,88% 113,44%
3,0 pg/mL CME 2,18 pg/mL 2,67 pg/mL
Precisdo (DPR)% 1,90% 1,49%
Exatidao 72,51% 88,94%

Fonte: autoria prépria

A estabilidade das amostras de naproxeno com concentracao alta (500 pg/mL)
e média (250 pug/mL) nado foi estabelecida devido problemas instrumentais. Ainda
assim, foi possivel constatar estabilidade das amostras de 40 pug/mL, de acordo com
os dados apresentados na tabela 5.

Tal concentracado representa bem as condi¢des dos ensaios de permeabilidade,

que atingiram concentracdes de até 90 pg/mL de naproxeno.

Tabela 5 Estabilidade de 24h — Naproxeno

Naproxeno Andlise inicial Analise ap06s 24h
40,0 pg/mL CME 32,67 pg/mL 35,03 pg/mL
Precisdo (DPR)% 0,19% 0,95%
Exatidao 81,67 87,58

Fonte: autoria prépria

Com relacdo ao ensaio de estabilidade de longa duracéo, apos os 30 dias de
congelamento, as amostras tornaram-se turvas e, mesmo apos filtracdo com filtro de
seringa do tipo PVDF, hidrofilico, com poros de 0,45um, as andlises cromatograficas

nao resultaram em picos bem definidos.
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5.1.5 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamentos: solucéo de

farmacos em tampéao Krebs

Ao descongelar as amostras que ficaram 24h armazenadas entre -8 °C, todas
elas ficaram turvas. As mesmas foram filtradas com filtro de seringa do tipo PVDF,
hidrofilico, com poros de 0,45um, mas as analises cromatograficas ndo resultaram em

picos bem definidos.

5.1.6 Seletividade: solucdo de farmacos em tampéao Krebs

Constatou-se que as analises cromatograficas do tampdo Krebs (Branco)
apresentaram ruidos em 3,0 minutos de corrida no método de quantificacdo de
famotidina e ruidos entre 1,5 e 2,0 minutos no método de quantificacdo de losartana
e naproxeno, como é possivel observar nos cromatogramas representados nas
Figuras 25 e 26.

Contudo, ndo houve interferéncia na andlise dos farmacos, pois esses
demonstraram tempos de retencdo diferentes dos ruidos apontados na analise do
tampéao Krebs (Branco).

Famotidina apresentou tempo de retencéo de 3,4 minutos, conforme exemplo de
cromatograma representado na Figura 27.

Losartana apresentou tempo de retencdo de 3,4 minutos e o naproxeno, 5,0

minutos, de acordo com exemplo de cromatograma demonstrado na Figura 28.



Figura 25 Cromatograma de amostra “Branco” analisada pelo método de
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Fonte: autoria prépria

Figura 26 Cromatograma de amostra “Branco” analisada pelo método de
guantificacdo de losartana e naproxeno
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Figura 27 Exemplo de cromatograma do método de quantificacdo de famotidina
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Fonte: autoria prépria

Figura 28 Exemplo de cromatograma do método de quantificacdo da losartana e

Intensity (mV)
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Fonte: autoria prépria

Nao foi constatada interferéncia de possivel material biolégico presente nas

amostras na quantificacdo dos farmacos, pois nos cromatogramas obtidos no

experimento BRANCO nao se observou nenhum pico além do ruido ja esperado do

tampéo Krebs.
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5.2 Validacdo do método espectrofotométrico para quantificacdo de glicose em

tampéo Krebs

5.2.1 Linearidade: solugéo de glicose em tampé&o Krebs
O método espectrofotomeétrico para quantificacdo de glicose mostrou-se linear
entre as concentracdes de 500 a 2500ug/mL, a Figura 29 apresenta a demonstragéo

gréfica da curva de calibracao.

Figura 29 Representacao grafica da absorbancia em funcéo da concentracéo de
glicose
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Fonte: autoria prépria

5.2.2 Precisao e exatidao: solugcéo de glicose em tampéao Krebs

Em um mesmo dia, foram analisadas trés replicatas das concentracdes baixa,
média e alta de glicose (400, 800 e 1200 pg/mL). Os resultados estdo expressos na
Tabela 6.
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Tabela 6 Resultados de preciséo e exatidao intradias do método espectrofotométrico
para quantificagédo de glicose em tampéo Krebs

Concentracdo Concentracao

nominal experimental Desvio Padrdo Preciséo (%) Exatid&o (%)
(ug/mL) média (pug/mL)

400 417,94 24,85 5,94 104,48

800 823,61 20,96 2,55 102,95

1200 1232,26 38,59 3,13 102,69

Fonte: autoria prépria

O mesmo procedimento foi realizado em trés dias diferentes e os resultados

estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7 Resultados de preciséo e exatidao interdias do método espectrofotométrico
para quantificacao de glicose em tampé&o Krebs

Concentracdo Concentragcédo

nominal experimental Desvio Padrdo Preciséo (%) Exatidao (%)
(ug/mL) média (ug/mL)

400 393,09 41,30 10,51 98,27

800 811,62 34,09 4,20 101,45

1200 1221,31 27,25 2,23 101,78

Fonte: autoria prépria

O presente método para quantificacédo de glicose em tampao Krebs demonstrou
precisao e exatidao intra e interdia, uma vez que os parametros descritos acima se

engquadram nos limites estabelecidos na RDC 27/2012.

5.2.3 Limites de deteccao e quantificagédo: solucao de glicose em tampéao Krebs

O limite de deteccéo calculado a partir da equacgéao 3 foi de 71,41 pg/mL, tal
valor se mostra em conformidade com a metodologia do presente estudo, uma vez
que a concentracdo de glicose no tampao Krebs é de 2mg/mL.

A partir de diluicdes seriadas de uma solucéo de glicose em tampéao Krebs, foi
possivel determinar que o limite de quantificacdo do método em questdo foi de
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80ug/mL, pois essa foi a menor concentracdo na qual se obteve valor de precisao
menor que 20% (9,86%) e exatidao entre 80 e 120% (115,97).

5.2.4 Estabilidade de curta e longa duracéo: solucao de glicose em tampéao Krebs

As amostras de glicose em tampao Krebs mantidas em temperatura ambiente
durante 24h exibiram estabilidade, pois os valores de precisao e exatiddo mantiveram-
se dentro dos limites estabelecidos pela RDC 27/2012. Os dados estdo demonstrados

na Tabela 8.

Tabela 8 Estabilidade de curta duracao: solucéo de glicose em tampé&o Krebs

Glicose Analise inicial Andlise apés 24h
400,0 ug/mL CME 356,82 pg/mL 328,77 pg/mL
Precisdo (DPR) 9,45% 8,55%
Exatidao 89,20% 82,19%
800,0 pg/mL CME 835,30 pg/mL 718,37 pg/mL
Precisdo (DPR)% 1,12% 6,36%
Exatidao 104,41% 89,80%

Fonte: autoria prépria

Ap0s congelamento durante 30 dias, as amostras ndo mostraram estabilidade,
pois constatou-se perda de precisdo e exatiddo do método. Os valores estdo expostos
na Tabela 9.

Tabela 9 Estabilidade de longa duracéo: solucdo de glicose em tampéao Krebs

Glicose Andlise inicial Andlise ap06s 24h
400,0 pg/mL CME 365,10 pg/mL 665,23 pg/mL
Precisdo (DPR) 10,87% 25,57%
Exatid&o 91,27% 166,31%
800,0 pg/mL CME 790,13 pg/mL 1123,23 pg/mL
Precis&o (DPR)% 1,64% 26,49%
Exatidao 98,77% 140,40%

Fonte: autoria prépria
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Inicialmente, os ensaios de estabilidade foram realizados com a concentracao
baixa de 80 pg/mL, no entanto, por se tratar do limite de quantificacdo do método, as
analises apresentaram muita variacdo. Contudo, os resultados obtidos com as
concentracfes de 400 e 800 pg/mL sédo condizentes com 0s ensaios de
permeabilidade, nos quais se utiliza tampao Krebs com concentracéo de glicose
igual a 2mg/mL.

5.2.5 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento: solucao de

glicose em tampéo Krebs

Embora as amostras apresentassem turvacdo apés o congelamento e
descongelamento, foi possivel observar que a precisdo e exatiddo do método
espectrofotométrico para quantificacdo de glicose mantiveram-se dentro dos limites
determinados na RDC 27 de 2012. Possivelmente devido ao baixo volume de amostra
utilizado para a analise, apenas 10uL para 1mL do reagente de trabalho. Os dados

estao demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento: solugéo de
glicose em tampéao Krebs

_ Analise ) . .
Glicose o Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
inicial
400,0 CME 351,93 355,40 332,02 419,94
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Preciséo
0, 0, 0, 0,
(DPR) 5,89% 1,52% 2,97% 1,78%
Exatidao 87,98% 88,85% 83,01% 104,99%
800.,0 CME 803,54 798,56 673,02 833,33
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Precisao
0, 0, 0, 0,
(DPR)% 1,96% 6,95% 7,84% 1,77%
Exatidao 100,44% 99,82% 84,13% 104,17%

Fonte: autoria prépria
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5.2.6 Seletividade: solucdo de glicose em tampéao Krebs

Nos resultados obtidos da analise do tampéao Krebs com e sem farmacos, néao se
observou interferéncia dos mesmos na quantificacdo de glicose, como demonstrado

na Tabela 11.

Tabela 11 Seletividade de método espectrofotométrico para quantificacédo de glicose
em tampao Krebs

Concentragdao nominal: 2000,00 pg/mL :é}?rﬁzzznos :é}?rrﬁgcr:nos
Concentracao experimental média (ug/mL) 2060,19 2075,25
Desvio Padréao 15,33 34,41
Preciséo (%) 0,74 1,66
Exatid&o (%) 103,01 103,76

Fonte: autoria prépria

5.3 Ensaios de permeabilidade

E importante ressaltar que, a respeito do tempo de jejum dos animais n&o foi
possivel constatar um consenso no periodo. Por exemplo, nos experimentos de
Quevedo et al. (2009) os animais eram deixados em jejum durante 24h; nos de Jonker
et al. (2002), 12h; Sa et al. (2012) ndo especificaram o tempo em horas, mas
descreveram que o0s animais ficavam em jejum durante a noite anterior ao
procedimento cirdrgico. Ali et al. (2018) deixaram os animais em jejum durante 18h. O
procedimento em comum de todos eles foi o livre acesso a agua.

A finalidade do jejum é a reducgédo da quantidade de contetdo intestinal durante
o procedimento experimental. Destaca-se que o0 epitélio intestinal € altamente
adaptavel a variacdes de contetdo no limen, mas o jejum prolongado pode causar
interferéncias na atividade enzimatica do intestino (ALAM; AL-JENOOBI; AL-
MOHIZEA, 2011).

Para evitar quaisquer danos relacionados ao jejum prolongado, foi estipulado
um periodo de abstencdo de comida entre quatro e seis horas, o que foi suficiente
para a adequada inducdo anestésica e nao houve dificuldades na execucdo do

experimento.
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5.3.1 Comprimento intestinal
Foram calculadas as médias de todas as massas dos ratos e dos comprimentos
do intestino delgado, uma vez que esses dados sdo escassos na literatura. Os

resultados estao expostos na Tabela 12.

Tabela 12 Comprimento das diferentes por¢des do intestino delgado dos ratos

Massa total Compriment

média dos o] total_do Duodeno

animais (g) Intestino (cm)
delgado (cm)

Jejuno (cm)  ileo (cm)

Média +
Desvio
Padrao

284,10 +

46.77 85,70+10,24 4,98+1,07 52,12+11,48 28,74+ 8,90

Porcentagem
relativa ao
intestino
delgado

5,8% 60,8% 33,5%

Fonte: autoria prépria

Foi possivel observar que a espécie de rato utilizada no presente estudo
(Rattus norvegicus da linhagem Wistar), apresenta o jejuno como a maior por¢éo do
intestino delgado, diferente do intestino delgado de seres humanos, cuja maior por¢ao
€ o0 ileo (TORTORA; DERRICKSON, 2010).

No presente estudo, a divisdo do intestino delgado foi realizada da seguinte
forma: duodeno (cerca de 5cm ap6s o piloro ou até o ligamento de Treitz quando sua
visualizacao era possivel), jejuno (a primeira por¢do na qual se observou a presenca
de placas de Peyers, seis segmentos entre 7,5 e 8,5cm cada) e ileo (por¢do de
aproximadamente 30cm acima do ceco).

No experimento realizado por Quevedo et al. (2009), o intestino delgado foi
dividido em quatro por¢des: jejuno (15cm de porcao proximal e 15cm de porgéo distal)
e ileo (15cm de porcéo proximal e 15cm de porcao distal).

Sharma et al. (2002) descreveram em sua publicacdo que a divisdo do intestino
foi feita da seguinte maneira: duodeno (cerca de 5cm de comprimento apds o piloro),

jejuno (trés a seis segmentos com cerca de 6cm cada) e ileo (acima do ceco).
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Lacombe et al. (2004) realizaram experimentos com a técnica do saco intestinal
invertido e o intestino delgado foi dividido considerando as seguintes por¢oes: 25% de
duodeno, 50% de jejuno e 25% de ileo.

A correta resseccao dos segmentos do intestino delgado € importante, pois ja
sao estabelecidas diferencas importantes na absorcdo de substancias ao longo do
intestino, devido as diferencas de pH, a atividade enzimatica, expressao de
transportadores, volume de fluido intestinal, entre outras (ALAM; AL-JENOOBI; AL-
MOHIZEA, 2011).

5.3.2 Viabilidade tecidual

Desde o desenvolvimento da técnica do saco intestinal em 1954 por Wilson e
Wiseman, muitas alteragdes foram realizadas para melhorar a viabilidade do tecido e
garantir a integridade da membrana. Esta técnica é amplamente utilizada para estudar
0 mecanismo de absor¢cédo de substancias, a acdo de enzimas na conversao de pro-
farmacos e biotransformacéo de farmacos nos segmentos intestinais, 0 mecanismo
de interacbes medicamentosas, entre outras aplicagbes, incluindo também o
funcionamento de transportadores de membrana. (ALAM; AL-JENOOBI e AL-
MOHIZEA, 2011).

5.3.3 Glicose

A Figura 30 ilustra o transporte transcelular que acontece por canais e
transportadores de membrana, o transporte paracelular de ions e outros solutos de
baixo peso molecular que acontece entre 0S pequenos espacos existentes entre os
enterécitos, as chamadas juncdes intimas (JI) e o transporte de ions cloreto, que
acontece especificamente por canais ha membrana apical. Destaca-se nesta figura o
transportador sddio-glicose co-transportador (SGLT1) presente na membrana apical
do intestino delgado, que capta glicose em processo impulsionado pelo sddio. A cada
duas moléculas de glicose, também entram dois ions sodio na célula epitelial. A
energia requerida neste processo € proveniente de duas fontes:

l. A maior concentracdo de soédio fora da célula gera um gradiente
eletroquimico. O interior da célula apresenta entdo um potencial elétrico

negativo que favorece a entrada destes ions e da glicose;
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Il. Transportador Na*/K*-ATPase mantém niveis elevados de sddio fora da
célula em um processo com gasto de energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP).

J& no interior da célula, a glicose se desloca até a membrana basal, onde é
transportada para o sangue via Transportador de Glicose (Glucose Transporter)
GLUT2 de forma passiva, sempre a favor do gradiente de concentracdo. No intestino
podem ser encontrados: GLUT 2, 5, 7 e 12 (FERRARIS; CAREY, 2000; NELSON;
COX, 2014).

Figura 30 Transporte de substéncias atraves dos enterdcitos
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Fonte: adaptado de (FERRARIS; CAREY, 2000)
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5.3.3.1 Experimentos sem inversdo do saco intestinal

Baseado no funcionamento do transportador SGLT1, nos experimentos
realizados sem inversao do saco intestinal espera-se que a glicose presente dentro
do saco intestinal seja transportada para fora, no sentido mucosa-serosa (ou apical-
basal). Quando o transportador Na/K/ATPase nao tiver mais energia (ATP) para
transportar sodio para fora da célula, o gradiente eletroquimico fica comprometido e
transporte de glicose ndo ocorre, assim a concentracdo dessa substancia no meio
externo tende a diminuir ou se estabilizar ao longo do tempo.

No grafico de interacbes principais representado pela Figura 31 é possivel
observar que nos tempos de gelo T1 e T2 as concentragcdes médias de glicose no



80

meio externo foram estatisticamente menores em relagcdo ao experimento sem banho

de gelo (p<0,05). Os valores estdo demonstrados no Quadro 13.

Figura 31 Representacao grafica de interacdes principais entre as variaveis de
estudo e a concentragéo de glicose nos sacos intestinais sem inversao
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Fonte: autoria prépria

Quadro 13 Concentracfes de glicose nos experimentos sem inversao do saco

intestinal
Tempo de gelo Concentracéo de glicose (ug/mL)
Sem gelo 2743,87 £ 559,38
T1 1725,80 + 95,01
T2 1714,00 + 84,85

Fonte: autoria propria

No experimento sem banho de gelo o aumento de glicose no meio externo
indica que houve transporte ativo dessa substancia da mucosa para a serosa. Ja a
reducdo da concentracdo média de glicose nos experimentos com banho de gelo T1
e T2 a pode indicar que esse transporte ficou comprometido, uma vez que alteracbes

de temperatura podem interferir nos transportes ativos e/ou passivos (ALAM; AL-
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JENOOBI; AL-MOHIZEA, 2011). Ou entdo houve maior consumo de glicose pelo
proprio tecido, porém para confirmar essa hipétese, seria necessario desenvolver um
dispositivo para coleta de amostra do interior do saco intestinal para quantificacao de
glicose ao longo do experimento, assim seria possivel calcular o balanco final dessa
substéancia e estimar a quantidade consumida pelo préprio tecido.

As concentracdes de glicose ao longo dos segmentos intestinais mantiveram-
se praticamente constantes, com discreto aumento a partir do segmento S4, o que
indica certa uniformidade de transportadores SGLT1 ao longo do jejuno. Em estudo
publicado por Koepsell (2020), é descrito que ha maior expressao do transportador
SGLT1 no intestino delgado em relag&o ao intestino grosso, e o jejuno apresenta maior
capacidade de transporte de glicose quando comparado ao duodeno e o ileo.

Os resultados demonstram que, ao longo do experimento, houve moderado
aumento da concentracdo de glicose entre 45 e 60 minutos, possivelmente foi o
periodo de adaptacédo do tecido as condigdes experimentais, uma vez que a presenca
de movimentos peristalticos também s6 foi observada apds 30 a 45 minutos e
manteve-se ao longo de todo o experimento (120 minutos) com a variavel “sem

inversao do saco intestinal’.

5.3.3.2 Experimentos com inversdo do saco intestinal

A partir do funcionamento do transportador SGLT1, nos experimentos com
inversdo do saco intestinal, supde-se que a glicose que esta fora do saco intestinal
(mucosa) seja transportada para dentro (serosa). Quando o transportador Na*/K*-
ATPase ndo tiver mais energia (ATP) para transportar sddio para fora da célula, o
gradiente eletroquimico fica comprometido e o transporte de glicose ndo ocorre,
portanto espera-se aumento ou estabilidade da concentracdo dessa substancia fora
do saco intestinal ao longo do tempo.

A Figura 32 apresenta o gréafico das interacdes principais entre as variaveis dos
experimentos com inversdo do saco intestinal e a concentracéo de glicose e o Quadro
14 contém os valores das concentracfes de glicose, representados pela média +

desvio padréo.
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Figura 32 Representacao grafica de interacdes principais entre as variaveis de
estudo e a concentracéo de glicose nos sacos intestinais com inversao
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Fonte: autoria prépria

Quadro 14 Concentracdo de glicose nos experimentos com inversdo do saco

intestinal
Tempo de gelo Concentracgao de glicose (ug/mL)
Sem gelo 1293,20 + 380,83
T1 1173,94 + 237,26
T2 1390,93 + 158,59

Fonte: autoria prépria

E possivel observar que com o tempo de gelo T2 a concentracdo média de
glicose foi estatisticamente maior em relacdo aos demais tempos de gelo (p<0,05).
Esse resultado indica que o transportador SGLT1 teve sua atividade comprometida
devido a permanéncia do tecido em baixa temperatura durante todo o preparo dos
segmentos, tal como observado nos experimentos sem inversdao do saco intestinal.
Esse resultado difere dos achados de Hamilton e Butt (2013), que observaram

reducgéo significativa de glicose no meio de incubagdo em experimentos com saco



83

intestinal invertido e manutencédo do tecido em banho de gelo durante todo o preparo
dos segmentos.

Nos ensaios com o0 banho de gelo T1 e inversdo do saco intestinal, observou-
se reducéo significativa (p<0,05) da concentracdo média de glicose, indicando que o
transporte dessa substancia no sentido mucosa-serosa aconteceu de forma mais
efetiva quando comparado as demais condi¢des experimentais, inclusive sem banho
de gelo.

Li-A et al. (2011) utilizaram a quantificacéo de lactato desidrogenase e glicose
como marcador de viabilidade tecidual em seus experimentos com saco intestinal
invertido e lavagem dos segmentos com solucéo salina gelada imediatamente apds a
resseccdo. Os autores observaram que o tecido se manteve viavel até 120 minutos
de experimento.

Ao longo dos experimentos foi possivel observar reducdo das concentracfes
de glicose, independentemente da temperatura. Supde-se que o tecido permaneceu
integro, uma vez que o transportador SGLT1 manteve o transporte ativo de glicose
para o interior do saco intestinal. A inversdo do saco intestinal € um procedimento
amplamente utilizado, Barthe et al. (1998) concluiram que n&o ha alteracdo
significativa na morfologia dos enterdcitos de sacos intestinais submetidos a inversao
mesmo apos duas horas de experimento, além disso apds 60 minutos de experimento,
constatou que a concentracdo de glicose no interior do saco intestinal era entre trés e
quatro vezes maior do que no meio de incubacéo, indicando integridade do tecido
devido a atividade do transportador SGLT1.

Com relacdo aos diferentes segmentos, observou-se elevagdo da
concentracdo de glicose na porcéao distal do jejuno, entre os segmentos S3 e S6. Tal
resultado difere da condicdo experimental “sem inversdo do saco intestinal” que
manteve concentragdes bastante semelhantes entre os diferentes segmentos e condiz
com dados da literatura que indicam que a presenca do transportador SGLT1 difere
apenas entre as diferentes por¢des do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo)
(KOEPSELL, 2020).

Alam et al. (2011) afirmam que o modelo de saco intestinal invertido apresenta
vantagens como ampla superficie de contato e presenca de barreira de muco, que
garante certa semelhanca aos modelos in vivo. Como principal desvantagem, os
autores destacam a viabilidade do tecido por cerca de duas horas de experimento,

periodo que pode ser insuficiente para certas determinacgdes.
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A respeito dos movimentos peristalticos, considera-se a seguinte citacao:
“A peristalse é controlada pela atividade miogénica intrinseca das
células musculares lisas. Também é influenciada pelas células
intersticiais de Cajal que atuam como marca-passo. Essas células se

despolarizam espontaneamente”

Poderia se supor que a peristalse fosse um bom marcador da viabilidade
tecidual. Nos experimentos sem inverséo do saco intestinal, observou-se movimentos
peristalticos a partir de 30 minutos de experimento, aproximadamente, resultado que
vai ao encontro de um discreto aumento do transporte de glicose no sentido mucosa-
serosa nesse tempo e poderia corresponder a um periodo de adaptacéo do tecido as
condi¢cdes experimentais. No entanto, nos experimentos com inversdo do saco
intestinal, ndo se observou movimentos peristalticos, mas o transporte ativo de glicose
pelo transportador SGLT1 aconteceu de forma efetiva, indicando viabilidade do tecido.

A auséncia dos movimentos peristalticos pode estar relacionada com as
alteracdes anatdmicas decorrentes do processo de inversdo, uma vez que a camada
de mdasculos lisos permaneceu no interior do saco intestinal. A partir dessa
observacédo, € importante se estabelecer um dispositivo que mimetize a peristalse
durante os ensaios com a inversao do saco intestinal, tal como realizado por Barthe
et al. (1998) e Wilson e Wiseman (1954), entre outros autores. No entanto, esse

procedimento ndo é comum a todos os experimentos, como o0s realizados por

Hamilton e Butt (2013) e Quevedo et al. (2009)., por exemplo.

5.3.4 Permeabilidade aparente: Naproxeno

Para melhor compreensédo dos resultados, o Quadro 15 sumariza os valores
médios de Papp obtidos em todas as variaveis experimentais, seguidos do seu
respectivo desvio padrao.



Quadro 15 Valores médios de permeabilidade aparente obtidos em todas as
condi¢des experimentais
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Condi¢cdes Experimentais

Papp.10® Papp.10° Papp.10°®
Inversao . cm/s cm/s cm/s
Banho de Inibidor

do saco Naproxeno Famotidina Losartana
, _ Gelo da P-gp

intestinal
Com Com
_ . Sem gelo 1 5,03+£4,97 48,56 £ 19,39 | 3,49+0,52
inversao verapamil
Com Sem
_ . Sem gelo ~1543+£4,73 17,03+ 3,74 5,80 + 4,84
inversao verapamil
Com Banho de | Com
_ ~126,05+14,87 |14,39+9,11 *
inversao geloT1 verapamil
Com Banho de | Sem
_ ~18,39+£3,94 34,50 + 25,57 | 21,09 + 18,92
inversao geloT1 verapamil
Com Banho de | Sem
_ ~17,A45+£7,10 12,87 + 8,54 31,16 £ 13,43
inversao gelo T2 verapamil
Sem Com
_ . Sem gelo | 545+1,27 4,02+2,51 2,65+2,61
inversao verapamil
Sem Sem
. . Sem gelo 1580+ 1,64 0,72 £ 0,37 0,66 £ 0,55
inversao verapamil
Sem Banhode | Com
_ ~14,03+£1,90 3,92 + 0,66 *
inversao geloT1 verapamil
Sem Banho de | Sem
_ ~1552+£231 18,69+ 24,76 | *
inversao geloT1 verapamil
Sem Banho de | Sem
. - 19,60+2,91 55,34 +19,82 |4,81+1,27
inversao gelo T2 verapamil

Fonte: autoria prépria
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Figura 33 Interacdes principais entre as condi¢cdes experimentais e a Papp do
naproxeno
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Fonte: autoria prépria

Ao analisar os dados representados no Quadro 16, de forma individual, nota-
se grande variabilidade dos valores da Papp do naproxeno, mas de acordo com 0s
resultados da andlise fatorial multinivel, cujo grafico de interacdes principais é
representado na Figura 33, € possivel observar que houve diferenca significativa
(p<0,001) da Papp do naproxeno entre 0os experimentos com e sem inversao do saco
intestinal, com médias iguais a 10,41.10¢ + 10,87.10° cm/s e 6,08.10% + 2,66.10°
cm/s, respectivamente. E importante ressaltar a grande variabilidade entre os
resultados, mas a maior Papp desse farmaco nos segmentos com inversao por ser
justificada devido a maior exposicdo da mucosa intestinal ao meio externo,
favorecendo esse transporte.

Valladares-Méndez et al. (2017) utilizaram o naproxeno como marcador de alta
permeabilidade em experimentos realizados com o modelo de saco intestinal invertido
e sem banho de gelo. A Papp obtida foi de 15,4.10°% cm/s, valor muito semelhante ao
marcador de baixa permeabilidade utilizado, a furosemida, com Papp igual a 11,6.10"
6 cm/s. Os autores néo discutem o motivo de tais resultados, mas os utilizam com fim
de comparacao a Papp de duas moléculas em desenvolvimento.

Dependendo da técnica utilizada, nota-se grande variacdo dos resultados de
permeabilidade de uma substancia, no caso do naproxeno, em experimento utilizando
células Caco-2, a Papp obtida foi igual a 48,8.10¢ cm/s (CORTI et al., 2008).
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Dados publicados por Zazeri-Milani et al. (2005), demonstram que a
permeabilidade efetiva do naproxeno foi igual a 117,00.10° cm/s em estudo de
perfuséo intestinal in situ realizado com ratos da linhagem Wistar.

Em um modelo de perfusédo intestinal, especificamente na regidao proximal do
jejuno de humanos, a permeabilidade efetiva do naproxeno foi de 850,00.10° cm/s.
(LENNERNAS, 2014).

Levando em conta apenas as variaveis envolvendo o banho de gelo, ndo ha
diferenca significativa entre as médias da Papp do naproxeno (p>0,05). Os valores
expressos na figura 33 sdo: Sem banho de gelo (5,43 + 3,36.10¢ cm/s), T1 (11,00 +
11,61.10% cm/s) e T2 (8,38 + 5,33.10°° cm/s).

A Figura 34 traz a representacao grafica desses resultados de forma detalhada,

considerando os experimentos com e sem inversdo do saco intestinal.

Figura 34 Papp do naproxeno com as variaveis envolvendo inversao do saco
intestinal e banho de gelo
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Fonte: autoria prépria

Nota-se que, nos experimentos sem inversdo do saco intestinal, a variavel T2
apresentou valor médio igual a 9,60 + 2,9.10° cm/s, que é significativamente maior
(p<0,001) em relagdo aos demais banhos de gelo (Sem gelo = 5,63 + 1,41.10°® cm/s)
e (T1=4,78+2,17.10% cm/s).

Ao inverter 0 saco intestinal, constatou-se que no tempo de gelo T1 houve

aumento significativo (p<0,05) da Papp média do naproxeno, 17,22 + 13,88.10¢ cm/s.



88

Por se tratar de um marcador de alta permeabilidade, esses valores se
destacam entre os resultados obtidos no presente estudo.

A presenca do verapamil ndo interferiu de forma significativa na Papp do
naproxeno (p>0,05), resultado esperado, uma vez que o transporte do naproxeno se
da por difusdo passiva e o verapamil € um inibidor da P-gp (WROBLEWSKA et al.,
2016).

Independente se houve ou nédo inversdo do saco intestinal, ndo se observou
diferenca significativa da Papp do naproxeno ao longo dos segmentos intestinais
(p>0,05).

5.3.5 Permeabilidade aparente: Famotidina

A Figura 35 refere-se a demonstragao gréafica dos efeitos principais das variaveis
de estudo sobre a Papp da famotidina e o0 Quadro 16 contém os valores de média +
desvio padrao apresentados no grafico correspondente. Os resultados da analise de
variancia demonstraram que a inversdo do saco intestinal ndo interferiu de forma

significativa na Papp da famotidina (p>0,05).

Figura 35 Representacéo gréfica de efeitos principais entre a diferentes condi¢cdes
experimentais e a Papp da famotidina
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Fonte: autoria prépria
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Quadro 16 Valores médios de Papp da famotidina representados no grafico de
interagdes principais

Condicdes experimentais

Famotidina Papp.10° cm/s

Com inverséo 25,5+ 20,2
Sem inversao 51,0+ 11,10
Sem banho de gelo 19,80 + 20,64
GeloT1 17,87 + 20,49
Gelo T2 115,88 + 156,00

Fonte: autoria propria

E possivel constatar grande variabilidade dos resultados da Papp da famotidina
entre as diferentes condicbes experimentais, mas com rela¢cdo ao banho de gelo T2
nos experimentos sem inversao do saco intestinal, nota-se aumento expressivo da
Papp desse farmaco (p<0,001). Uma vez que a famotidina é transportada por via
paracelular (HAKKER et al., 1999), esse aumento indica que houve leséo tecidual.
Nos experimentos com inversdo do saco intestinal ndo ha diferenca significativa do
valor médio de Papp de famotidina entre os diferentes tempos de gelo (p>0,05). O

gréfico representado pela Figura 36 ilustra de forma mais clara tal resultado.

Figura 36 Papp da famotidina com as variaveis envolvendo inversédo do saco
intestinal e banho de gelo
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Os valores de Papp de famotidina na literatura também diferem bastante um
dos outros dependendo da técnica experimental utilizada. Rozenhnal et al. (2012)
realizaram experimentos utilizando intestino delgado humano no modelo experimental
da camara de Ussing. A Papp da famotidina obtida foi igual a 1,12 + 0,44.10%cm/s.
Dubbelboer et al. (2019) efetuaram extensa busca na literatura e compilaram
resultados de multiplas determinagdes da permeabilidade efetiva de diversos
farmacos em estudos com a técnica de perfusdo intestinal in situ em ratos. Para a
famotidina, o valor encontrado foi de 3,7 +. 0,87.10° cm/s.

Uma vez que a famotidina é um farmaco que apresenta baixa permeabilidade,
no presente estudo destaca-se o menor valor com as variaveis: “Sem invers&do do saco
intestinal” e “Sem gelo”, com Papp igual a 0,72 + 0,37.10° cm/s.

Quanto aos diferentes segmentos intestinais, embora seja possivel observar
valores mais elevados de Papp de famotidina nos segmentos proximais, essa
diferenga néo é significativa (p>0,05). Essa tendéncia foi confirmada em estudo de
perfuséo intestinal in situ realizado por Dahan e Amidon (2009).

A analise fatorial multinivel também demonstrou que o verapamil nao interferiu
de forma significativa na Papp da famotidina, com valor de p>0,05. Reforgando esse
dado, a publicacdo de Dahan e Amidon (2009) demonstrou que esse farmaco é
substrato da P-gp, mas sua permeabilidade sé é afetada nos segmentos distais do
intestino delgado, principalmente no ileo.

Ao verificar os resultados de forma individual (Quadro 16), € interessante o fato
de que na maioria das condigcbes experimentais a Papp do marcador de alta
permeabilidade (naproxeno) foi maior do que o de baixa (famotidina). Valladares-
Méndez et al. (2017) obtiveram resultados em que o marcador de alta permeabilidade
(naproxeno) apresentou Papp semelhante ao marcador de baixa permeabilidade
(furosemida), 15,4.10° e 11,6.10°° cm/s, respectivamente. Entretanto ndo discutiram
esse resultado em especial.

Ao analisar todas as interferéncias das variaveis experimentais na Papp dos
farmacos, € possivel concluir que nos experimentos com e sem inversao, os variados
tempos de gelo interferem de formas diferentes e, muitas vezes significativa no
resultado final da concentracéo de glicose ou na permeabilidade aparente. Admitindo
maiores valores de Papp para o marcador de alta permeabilidade (naproxeno) e

baixos valores para o marcador de baixa permeabilidade (famotidina), o Quadro 17
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traz um breve resumo das condi¢cdes experimentais que devem ser adotas ou

evitadas.

Quadro 17 Resumo das condi¢cbes experimentais a serem adotadas ou evitadas

Sem inversao Com inversao
Adotar Evitar Adotar Evitar
Glicose Sem gelo TleT2 SemgeloouT1l | T2
Naproxeno T2 SemgeloeTl |T1 Semgeloe T2
o Sem gelo, T1
Famotidina SemgeloouT1l | T2 -
ouT2

Fonte: autoria prépria

E possivel observar que o tempo de gelo T2 corresponde a variavel
experimental que trouxe maiores interferéncias negativas nos resultados finais de
glicose e permeabilidade aparente do naproxeno e da famotidina.

Nos experimentos com inversdo do saco intestinal, o tempo de gelo T1
apresentou resultados favoraveis em todos os parametros analisados.

Nos ensaios sem inversao do saco intestinal observa-se maior variagao de
recomendacdes quanto ao banho de gelo, portanto ndo é possivel se estabelecer uma
Gnica condicdo experimental nesse caso. Mas, nos experimentos sem inversao do
saco intestinal e sem banho de gelo foi possivel observar que os valores de Papp do
naproxeno (5,45+ 1,27.10 cm/s e 5,80 + 1,64.10® cm/s) foram maiores que os da
famotidina (4,02 + 2,51.10° cm/s e 0,72 + 0,37.10°® cm/s). O aumento a Papp da
famotidina na presenca do verapamil vai ao encontro dos achados de Dahan e Amidon
(2009), os quais demonstram que esse farmaco € um substrato da P-gp.

Existem diferentes técnicas para a determinacdo da permeabilidade de
substancias ao longo do TGI, cada uma delas possui vantagens, desvantagens e
limitacBes. A técnica do saco intestinal se demonstrou econémica, de facil execucao,
atil para estudos envolvendo transportadores de membrana, preserva a estrutura do
tecido, 0 que € importante para a investigacao do transporte de substancias por via
transcelular ou paracelular, por exemplo. Além disso, apresenta diversas formas de
se avaliar a viabilidade tecidual. Outra vantagem a ser destacada relaciona-se a facil

quantificacdo de farmacos no tampao de incubacdo nos experimentos com inversao
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do saco intestinal, uma vez que ha maior concentracdo dos mesmos no meio externo,
ndo sao necessarios métodos quantitativos de elevada sensibilidade.

No entanto, possui limitacbes, como a falta de inervacdo e vascularizacéo,
reduzido muco intestinal, auséncia de fluidos intestinais (ALAM; AL-JENOOBI; AL-
MOHIZEA, 2011). Além da grande variabilidade de resultados que esta relacionada a
diferentes condi¢cdes experimentais, segmento intestinal empregado e viabilidade
intestinal limitada a cerca de duas horas.

Quanto ao aspecto ético na utilizacdo de animais na pesquisa, ha anos
extensas buscas sao realizadas para substituicdo do modelo animal por outros in vitro
ou in silico, no entanto, para a realizacdo desta técnica, € possivel que os demais
tecidos e 6rgdos provenientes de um mesmo animal sejam empregados em outras
pesquisas cientificas. Para isso € necessaria uma rede de comunicacéao eficaz entre
pesquisadores e comités de ética de uma instituicao.

A qualidade dos resultados de permeabilidade aparente e efetiva é importante
para a construcdo de modelos in silico e a falta de padronizacdo das condigdes
experimentais dificulta ainda mais essa evolucdo (LENNERNAS, 2007). A Agéncia
Europeia de Medicamentos (2018) estabelece que, nos ensaios para determinagao
de Papp com células Caco-2, deve-se utilizar substancias padronizadas que servem
de marcadores de baixa, moderada e alta permeabilidade, com o intuito de comparar
os resultados com o farmaco em estudo e assim classifica-lo quanto a sua
permeabilidade no SCB. A partir dessa premissa, a técnica do saco intestinal poderia
ser empregada na classificagdo da permeabilidade de uma substancia a partir da
comparacao entre marcadores de alta e baixa permeabilidade, no entanto, devido a
grande variabilidade de condi¢cdes experimentais, dificilmente os resultados podem
ser comparados entre diferentes laboratérios.

Embora a realizacdo dos experimentos tenha sido feita em um Unico
laboratério, por um mesmo analista, utilizando apenas uma técnica cirdrgica, com 0s
mesmos aparatos para todas as replicatas, foi constatada grande variabilidade dos
resultados, portanto sdo necessarios estudos complementares que avaliem a Papp
de diferentes farmacos com o controle das condi¢cbes experimentais com o intuito de
reduzir tamanha variabilidade. Também é importante avaliar se ha interferéncia
significativa nos resultados quando se muda o analista ou o0 experimento é realizado

em laboratérios diferentes sob mesmas condi¢gfes experimentais.
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5.3.5 Permeabilidade aparente: Losartana

A losartana € um farmaco substrato da P-gp, que é expressa na membrana
apical dos enterécitos, € um transportador de efluxo e limita a absorcdo de
xenobidticos (TERAO et al., 1996).

Achados de Dahan e Amidon (2009) e Tian et al. (2002) demonstraram que a
expressdo de P-gp é crescente ao longo do intestino delgado de ratos e
camundongos, com menor expressao nas regides proximais e maior expressao no
ileo, os resultados do presente estudo indicam que ndo héa diferenca significativa da
Papp de losartana entre os segmentos do jejuno (p>0,05).

Considerando que as condigdes experimentais ideais foram “sem inversao do
saco intestinal” e “sem banho de gelo”, foi obtida Papp média de losartana na auséncia
de verapamil foi igual a 0,66 + 18,92 .10°% cm/s. Dados provenientes de estudo com
células Caco-2 demonstram Papp da losartana igual a 1,05 + 0,21.10% cm/s (ZHAO;
WEI; ZHANG, 2019)

Em um levantamento de dados publicados com a técnica de perfuséo intestinal
in situ em ratos, Dubbelboer et al. (2019) demonstram que o valor médio de
permeabilidade efetiva da losartana é de 48,7 + 29,5 .10® cm/s. J& a permeabilidade
efetiva desse farmaco em experimentos de perfusao intestinal em humanos € igual a
11,5.10° cm/s (LENNERNAS, 2014).

Os resultados encontrados na literatura diferem bastante um dos outros e
também entre os valores obtidos no presente estudo, variando de 0,66 + 0,55.10
cm/s a 31,16 + 13,43.10° cm/s.

A presenca do verapamil, ndo interferiu de forma significativa na Papp da
losartana (p>0,05). Uma vez que se trata de um inibidor da P-gp, esse reduz o
transporte de efluxo da losartana no sentido basal-apical (HUSAIN et al., 2022), logo
seria esperado o aumento da Papp da losartana, como observado por Zhao et al.
(2019) em seus experimentos com células Caco-2.

E importante ressaltar que achados do presente estudo utilizando as variaveis
‘sem inversdo do saco intestinal” e “sem gelo”, as mesmas que demonstraram
coeréncia entre os valores de Papp do naproxeno e famotidina, apresentaram discreto
aumento da Papp da losartana na presenca do verapamil: de 0,66 + 0,55.10° cm/s
para 2,65 + 2,61.10° cm/s. No entanto, ndo houve significancia estatistica, com valor
de p>0,05.
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6. CONCLUSAO

As diferentes condi¢cdes experimentais adotadas para realizacdo da técnica do
saco intestinal demonstraram influéncias bastante significativas na permeabilidade
aparente de farmacos e corroboraram para grande variabilidade de resultados.

A glicose se mostrou um 6timo marcador de viabilidade tecidual, enquanto que a
presenca ou auséncia de movimentos peristalticos ndo apontou relagdo com esse
parametro.

Com relacdo a correta resseccdo dos segmentos intestinais, € importante que o
intestino delgado seja dividido corretamente em duodeno, jejuno e ileo, segundo a
anatomia da espécie em estudo, uma vez que pode haver diferencas significativas na
permeabilidade de substancias entre essas porc¢oes.

A técnica se mostrou eficiente para estudos envolvendo substratos da
glicoproteina-P e compostos com diferentes formas de transporte celular, além disso
€ de facil execucdo e baixo custo. As principais desvantagens identificadas
relacionam-se a falta de parametros fisioldgicos, como a inervacao, vascularizacéo e
presenca de fluidos intestinais. Além da elevada variabilidade dos resultados obtidos.

A partir dos resultados de permeabilidade aparente dos marcadores de alta e baixa
permeabilidade, recomenda-se que nos experimentos realizados com inversdo do
saco intestinal se utilize o banho de gelo T1, que corresponde a submersdo do
segmento intestinal em banho de gelo e sua lavagem com soro fisiolégico gelado
imediatamente apds sua ressecc¢do. No entanto, quando ndo se realiza inversao do
saco intestinal, nenhum tipo de banho de gelo é recomendado.

No momento atual, as limitacbes da técnica podem impossibilitar sua aplicacdo
para a classificacdo dos farmacos no SCB, mas esta se mostra bastante eficiente no
estudo do mecanismo de transporte de substancias ao longo do intestino, bem como
na determinacdo da permeabilidade de novos compostos logo nas fases iniciais de
desenvolvimento, desde que sejam utilizados marcadores com diferentes graus de
permeabilidade com efeito de comparagao.

A falta de padronizacdo das condi¢cdes experimentais dificulta a comparacdo dos
resultados entre diferentes laboratorios, mesmo se tratando de um mesmo modelo
experimental. Portanto sdo necessarios estudos complementares que controlem

essas condi¢cdes com o objetivo de reduzir tamanha variabilidade de resultados.
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ANEXO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

CEUA/FCF 109.2018-P574

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Estudo da
permeabilidade de farmacos por meio do modelo de saco intestinal de ratos,
registrada com o n° 574, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a) Bruna
Kogici Mohammed Hatem, sob orientagao do(a) Profa. Dra. Valentina Porta —
que envolve produgao ou manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao
flo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto Federal n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e das
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP),
em reuniao de 06 de novembro de 2018.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao | 06/11/2018 a 31/07/2020
 Espécie/linhagem/raga | Rattus norvegicus - Wistar

| Numero de animais 40
[ Sexo Macho
Peso/ldade 200 - 300g — 8 semanas
| Origem Biotério de Producao de Ratos do ICB-USP

Conforme a legislagao vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatorio final.
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