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RESUMO: Englobado na tematica do desenvolvimento de métodos in vitro para avaliacdo
da biodisponibilidade de farmacos, este trabalho de investigacdo teve como objectivo a
optimizacao de um método para avaliar em simultaneo a dissolucdo e permeabilidade de
farmacos usando uma célula de fluxo bilateral com membranas de Polyvinylidene Fluoride
(PVDF). Através de uma avaliacdo inicial, na qual se testou o efeito de diversas variaveis na
permeabilidade da cafeina e do acido acetilsalicilico, obtiveram-se resultados que per-
mitiram concluir que os ensaios realizados sao mais reprodutiveis, quando a célula de
fluxo é utilizada em circulagao unilateral no lado dador e com agitacdo do lado aceitador.
Observou-se ainda que o0 método permite detectar a influéncia do pH (P,,, da cafeina a pH
7,4 e4,5:4,84+1,57x10°cm.s" e 6,00+0,70x10°cm.s™"; P,,, do &cido acetilsalicilico a pH
7,4 e4,5: 3,85+0,38x10°cm.s" e 5,11+0,65x10°cm.s™") e dos excipientes (P,,, da cafeina
isoladamente e em presenca de excipientes: 6,76x1,22 x 10°cm.s” e 5,84+0,43x10°cm.s-";
P.pp do &cido acetilsalicilico isoladamente e em presenca de excipientes: 7,07+1,56x107
cm.s’ e 5,19+0,23x10°cm.s™) na permeabilidade dos compostos. Na avaliacdo da disso-
lucao testou-se um método descrito na United States Pharmacopeia (USP) com meio de
dissolucdo a pH 4,5 e um método com meio de dissolucdo a pH 7,4 pois na perspectiva
de no futuro se realizarem ensaios com membranas celulares Caco-2, foi necessario testar
um meio compativel com estas. As percentagens de dissolu¢do dos ensaios a pH 7,4 foram
de 96,3% para a cafeina e de 87,1% para o acido acetilsalicilico, o que permitiu a utilizacdo
deste meio, visto ter sido superior ao limite minimo de 80% estabelecido pela USP. Apods
estabelecimento das metodologias de dissolucdo e permeabilidade individuais, passou-se
ao acoplamento das duas técnicas, tendo sido realizados ensaios de dissolucdo/permea-
bilidade com uma forma farmacéutica contendo os dois compostos em estudo (Melhoral®),
nos quais se obtiveram permeabilidades aparentes de 3,97+0,37x10°cm.s” e 3,69+0,29
x10°cm.s” para a cafeina e acido acetilsalicilico a pH 4,5 e de 3,77+0,40x10°cm.s e 4,08+
0,04x10°cm.s™ para a cafefna e acido acetilsalicilico a pH 7,4, resultados estes que foram
reprodutiveis e descriminativos e que perspectivam a possibilidade da utilizacdo do sistema
para futuros trabalhos envolvendo membranas de culturas celulares (Caco-2) ou tecidos
(pele ou intestino).

Palavras-chave: biodisponibilidade, dissolucdo, permeabilidade, métodos in vitro.

Optimization of a drug simultaneous dissolution and permeability
screening method

ABSTRACT: The goal of this research project was the optimization of a method for
simultaneously screen the dissolution rate and the permeability of drug formulations
across Polyvinylidene Fluoride membranes, using a bilateral flow cell. Initially, the effect of
several variables was tested on caffeine and acetylsalicylic acid permeability. The obtained
results showed that the method is more reproducible when the flow cell is used with
unilateral flow at the donor side and with stirring on the acceptor side. It was also showed
that the method is able to detect the influence of pH (caffeine P,,, at pH 7,4 and 4,5:
4,84+1,57x10°cm.s" and 6,00+0,70x10°cm.s™"; acetylsalicylic acid P,,, at pH 7,4 and 4,5:
3,85+0,38x10°cm.s" and 5,11+0,65x10°cm.s") and excipients (P,,, of isolated caffeine
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and in the presence of excipients: 6,76+1,22x10°cm.s" and 5,84+0,43x10°cm.s™"; P,,, of
isolated acetylsalicylic acid and in the presence of excipients: 7,07+1,56 x 10°cm.s™" and
5,19+0,23x10°cm.s™) in drug permeability. A dissolution medium with pH 4.5, defined
in the United States Pharmacopeia (USP) for caffeine/acetylsalicylic acid tablets, was used.
Another biorelevant method was developed using a dissolution media with pH 7.4 due
to the future goal of testing drugs permeability with Caco-2 cellular membranes. The
dissolution percentages with this new media were of 96,3% for caffeine and 87,1% for
the acetylsalicylic acid, higher then the 80% minimum limit described by the USP, making
it possible to use this media in all the permeability assays. After the establishment of the
isolated dissolution and permeability methodologies, the next step was the connection of
both techniques. The dissolution/permeability assays were performed with a commercial
pharmaceutical form containing both caffeine and acetylsalicylic acid (Melhoral®). The
permeability results were reproducible and allowed discrimination between different media,
opening therefore the possibility of its application in future works using cellular (Caco-2)

or tissue (skin and intestinal) membranes.

Keywords: bioavailability, dissolution, permeability, in vitro methods.

Introducao

A utilizacdo cada vez mais recorrente de métodos in vitro
justifica-se pela constante evolucéo cientifica no campo
das ciéncias da salde, e mais concretamente na tecnologia
farmacéutica, a qual tem vindo a proporcionar um au-
mento na investigacdo de moléculas com novos efeitos
terapéuticos e no desenvolvimento de outras com efeitos
equivalentes a moléculas ja existentes.

No entanto, o desenvolvimento de novos farmacos é um
processo demorado e que comporta elevados custos finan-
ceiros'?, o que, aliado a tendéncia crescente de reduzir a
realizacdo de ensaios em humanos e animais, tem levado
a consciencializacdo da necessidade de desenvolver novos
métodos in vitro com o objectivo de aumentar a eficiéncia
do processo. A utilizagdo destes métodos, principalmente
nas fases iniciais de investigacdo, permite também uma
seleccdo precoce dos compostos em desenvolvimento e
o descarte dos compostos menos promissores, garantido
uma maior probabilidade de sucesso nas fases seguintes,
nomeadamente nos ensaios clinicos®.

Na tentativa de desenvolver métodos in vitro que simulem
cada vez melhor o processo in vivo, foram j& desenvolvidos
diversos modelos que avaliam a permeabilidade de prin-
cipios activos isolados. Os mais utilizados sdo o modelo
Caco-2 e PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay) que se baseiam na utilizacdo de uma membrana
celular no primeiro caso, e fosfolipidica no sequndo®>.

No entanto, devido a limitacdo que estes apresentam, pelas
suas dimensoes, de apenas permitirem avaliar compostos
j& previamente solubilizados, tém vindo a ser desenvolvidos
outros modelos que integram os passos da dissolucdo e
absorcdo. Estes modelos permitem testar a permeabilidade
de um farmaco a partir da sua forma farmacéutica sélida®¢%.

O presente trabalho de investigacdo realizou-se na tentativa
de responder ao mesmo problema que os estudos referidos,
reproduzindo mais fielmente o processo que ocorre in vivo,
perspectivando-se assim a sua utilizacao futura no estabe-
lecimento de correlacdes in vivo/in vitro.
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O objectivo principal foi a avaliacdo da viabilidade de
utilizacdo de uma célula de fluxo previamente construida
no laboratério para determinacao simultanea da solubi-
lidade/permeabilidade de formas farmacéuticas sélidas,
tendo sido para isso necessdrio alcancar os objectivos da
optimizacdo do método de determinacao da permeabili-
dade da cafeina e 4acido acetilsalicilico em separado e
conjuntamente em célula de fluxo e avaliada a precisao da
determinacdo, utilizando diferentes tipos de membranas
e variando outros parametros considerados relevantes, o
desenvolvimento de um método de dissolucdo adequado
e a aplicacdo do modelo para determinacdo da dissolucao
e permeabilidade, em continuo, usando formas comercial-
mente disponiveis de cafeina e acido acetilsalicilico e avali-
ada a sua reprodutibilidade.

Metodologia
Equipamento, materiais e reagentes

Os ensaios de permeabilidade foram conduzidos em célula
de fluxo continuo previamente projectada e desenvolvida
pelo laboratério (Figura 1). Para os ensaios de dissolucdo
foi utilizado o aparelho tipo Il (cestos). Para promover o
fluxo na célula de permeabilidade e entre esta e o apa-
relho de dissolucdo, utilizou-se uma bomba peristaltica
(Masterflex 7524-05, Cole-Parmer) e tubos de silicone para
direccionar o fluxo.

Como solventes para as solucdes e como eluentes para
HPLC utilizou-se agua desionisada, acetonitrilo, metanol e
acido acético glacial, todos da Lab-Scan.

As membranas artificiais utilizadas nos ensaios de permea-
bilidade foram de PVDF Millipore, com 0,22um de diametro
de poros.

Os compostos a analisar foram a cafeina (98%, SAFC) e o
acido acetilsalicilico (99%, SIGMA) e a forma farmacéutica
que contém ambos os principios activos, o Melhoral®.

A quantificacdo dos principios activos das amostras foi
efectuada pelo método do padrdo externo, por HPLC,
utilizando um aparelho Elite LaChrom (Hitachi), com um
detector de vector de diodos (L-2455), forno para a coluna
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Tabela 1: Descricao dos ensaios realizados.

Ensaios Descricao

Ensaios de permeabilidade da cafeina em 100ml de
solucdo com concentracdo de 100ppm em célula de
fluxo continuo com membrana de PVDF, circulacao

bilateral, meio de transporte tampao fosfato pH 7.4

Ensaios de permeabilidade da cafeina em 100ml de
solugao com concentragao de 100ppm em célula de
b fluxo continuo com membrana de PVDF, circulacao
unilateral, meio de transporte tampao fosfato pH
7.4

Ensaios de permeabilidade da cafeina em 100ml de
solugdo com concentragao de 100ppm em célula de
C fluxo continuo com membrana de PVDF, circulacdo
unilateral com agitacdo, meio de transporte tampao
fosfato pH 7.4

Ensaios de permeabilidade do &cido acetilsalicilico
em 100ml de solucdo com concentracdo de 100ppm
d em célula de fluxo continuo com membrana de
PVDF, circulacao unilateral com agitacao, meio de
transporte tampao fosfato pH 7.4

Ensaios de permeabilidade da cafeina em 100ml de
solucdo com concentracdo de 100ppm em célula de
e fluxo continuo com membrana de PVDF, circulacdo
unilateral, agitacdo, meio de transporte tampao
acetato pH 4.5

Ensaios de permeabilidade do &cido acetilsalicilico
em 100ml de solucdo com concentracdo de 100ppm
f em célula de fluxo continuo com membrana de
PVDF, circulagdo unilateral, agitacdo, meio de
transporte tampdo acetato pH 4.5

Ensaios de permeabilidade da cafeina em 100 ml

de solucdo com concentracdo de 100 ppm em

g célula de fluxo continuo com membrana de PVDF,
circulacao unilateral, agitacao, meio de transporte
tampédo HBSS pH 7.4

Ensaios de permeabilidade do &cido acetilsalicilico
em 100 ml de solucdo com concentracao de 100
h ppm em célula de fluxo continuo com membrana
de PVDF, circulagao unilateral, agitagdo, meio de
transporte tampao HBSS pH 7.4

Ensaios de permeabilidade da cafeina e do
acido acetilsalicilico em 100 ml de solucao
com concentracdo de 60ppm e 1000 ppm
respectivamente, em célula de fluxo continuo com
membrana de PVDF, circulacao unilateral, agitacao,
meio de transporte tampao fosfato pH 7.4

Ensaios de permeabilidade do Melhoral® em
100ml de solucédo, em célula de fluxo continuo com
membrana de PVDF, circulacdo unilateral, agitacao,
meio de transporte tampéao fosfato pH 7.4

Ensaios de dissolucao/permeabilidade do Melhoral®
em 500 ml de solucdo tampao acetato pH 4.5, em
célula de fluxo continuo com membrana de PVDF,
circulacao unilateral, agitacao

Ensaios de dissolucdo/permeabilidade do Melhoral®
em 500 ml de solucdo tampao fosfato a pH 7.4, em
célula de fluxo continuo com membrana de PVDF,
circulacao unilateral, agitacao
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Figura 1: Célula de fluxo continuo

Figura 2: Montagem do sistema de permeabilidade constituido por
célula de fluxo continuo, bomba peristaltica, tubos de silicone e placa
com agitagao.

(L-2300) amostrador automatico (L-2200) e bomba quatre-
naria (L-2130). A coluna cromatogréfica utilizada era
de fase reversa, sendo a fase estacionaria do tipo RP18
(250mmx4mm), LiChrospher 100 com tamanho de parti-
cula de 5um e tamanho de poro de 100A.

Procedimentos

O trabalho desenvolvido iniciou-se com ensaios de perme-
abilidade em isolado, seguidos de ensaios de dissolucao
também em isolado, e apés a optimizacao dos dois para-
metros procedeu-se a realizacdo dos ensaios de dissolucdo
e permeabilidade em simultaneo.

Os ensaios de permeabilidade (Tabela 1) foram optimi-
zados através da avaliacdo do efeito de algumas variaveis
na permeabilidade dos principios activos e consequente
avaliacdo da reprodutibilidade dos ensaios. Os factores
sujeitos a variacao foram a circulacdo unilateral (apenas
no lado dador) ou bilateral (no lado dador e aceitador),
presenca de agitacdo ou nado, o meio de transporte utili-
zado e respectivo pH, a comparacdo da permeabilidade
dos principios activos em isolado ou em simultaneo e a



Tabela 2: Valores de P, e % permeada dos ensaios realizados
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Concentracao Concentracao
Paop Percentagem maxima no maxima no

10°cm.s™ permeada (%) | compartimento | compartimento

dador (ppm) aceitador (ppm)
a 0,66+0,58 100 3,0
b 0,92+0,56 100 32,7
C 4,84+1,57 0,92+0,22 100 31,0
d 3,85+0,38 0,73+0,07 100 25,0
e 6,00+0,70 1,03+0,21 100 34,7
f 5,11+0,65 0,97+0,12 100 32,5
g 4,72+0,62 0,88+0,10 100 30,0
h 3,01+1,34 0,56+0,25 100 19,0
i cafeina 6,76+1,22 1,27+0,45 60 40,2
ac. acetilsalicilico 7,07+1,56 1,33+0,32 1000 449,9
j cafeina 5,84+0,43 1,08+0,07 60 22,1
ac. acetilsalicilico 5,19+0,23 0,98+0,03 1000 335,0
k cafeina 3,69+0,29 0,15+0,04 60 21,6
ac. acetilsalicilico 3,97+0,37 0,14+0,02 1000 338,2
| cafeina 3,77+0,40 0,16+0,01 60 22,6
ac. acetilsalicilico 4,08+0,04 0,14+0,01 1000 331,3

comparacao da permeabilidade dos principios activos em
simultaneo com a permeabilidade de uma formulacao
comercial dissolvida (Melhoral®), para avaliacao do efeito
dos excipientes.

A montagem dos equipamentos (Figura 2) foi feita de modo
a garantir fluxo através do sistema “recipiente dador —
bomba peristaltica — compartimento dador da célula =
recipiente dador” em circulacdo continua, tendo o cuidado
de verificar os tubos de silicone, e os parafusos que unem
ambos os compartimentos da célula de fluxo, para evitar
eventuais fugas de solucdo. As membranas utilizadas foram
de PVDF.

O fluxo utilizado em todos os ensaios realizados foi
0,8mL/min, j& que na perspectiva de utilizar futuramente
membranas de células Caco-2, o caudal ndo poderia ser
superior a TmL/min, visto que colocaria em causa a inte-
gridade da monocamada celular®. No entanto, visto que a
segunda bomba peristaltica apresentava um maximo de
0,8mL/min, foi este o valor seleccionado.

Os ensaios duraram trés horas, e foram retiradas amos-
tras de 100pl, com o auxilio de uma seringa de vidro aos
10, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos, sendo reposto
igual volume de tampdo para manutencao do volume
inicial. As amostras foram analisadas por HPLC, com um
método isocratico, cujo eluente era constituido por aceto
nitrilo:dgua desionisada:acido acético a 35:64:1, com um
fluxo de 1,2ml/min, a 40°C e com uma pressao de cerca
de 150 bar.

Os ensaios de dissolugdo foram realizados com o objectivo
de avaliar diferentes meios de dissolucdo com diferentes
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pHs. Isto porque o método descrito na USP para os ensaios
de dissolucdo de comprimidos contendo cafeina e cido
acetilsalicilico sao realizados com uma solucao tampao
acetato pH 4,5 e aquando da realizacdo dos ensaios de
dissolucdo/permeabilidade com membranas celulares nao
é possivel utilizar um meio de dissolucao acido, visto que
poria em causa a integridade das mesmas. Assim foram reali-
zados ensaios de dissolucao de comprimidos de Melhoral®
através do método descrito na USP e também com um meio
de dissolucdo com pH compativel com as células Caco-2, a
solucdo tampao fosfato pH 7,4.

Estes ensaios foram levados a cabo num aparelho de disso-
lucdo com 6 recipientes e respectivos cestos a 37°C e 50rpm.

Os ensaios demoraram 60 minutos e foram retiradas amos-
tras de 100ul, sem reposicdo de volume, aos 5, 10, 20, 30,
45 e 60 minutos. As amostras foram filtradas, através de
um filtro de PVDF com 0,45um de didametro de poros, e
acondicionadas em vials para analise por HPLC.

Quanto aos ensaios de dissolucao e permeabilidade em
simultaneo (Tabela 1), tiveram como objectivo a avaliacao
da permeabilidade dos compostos a partir da sua forma
oral solida, ao contrario dos outros ensaios realizados
anteriormente, que apenas testaram a permeabilidade
dos compostos a partir de uma solucao, e assim testar
os eventuais efeitos dos excipientes na permeabilidade.
Foram realizados ensaios com membranas de PVDF para
o Melhoral®.

Os procedimentos para estes ensaios foram em tudo
idénticos aos ensaios de permeabilidade e dissolucdo em
isolado, tendo apenas sido feita a conexao do aparelho de
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Figura 3: Comparacao de curvas de permeacao a pH 4.5 e 7.4 para cafeina e 4cido acetilsalicilico (médiazintervalo de confianca, n=3)

dissolucao a célula de fluxo, através de tubos de silicone,
e o fluxo foi garantido pela accdo da bomba peristaltica.

Tratamento estatistico dos dados

Os dados resultantes da analise por HPLC foram tratados
de forma a serem apresentados em forma de curva de per-
meacao (tempo vs massa permeada), tendo sido também
calculadas as percentagens permeadas e as permeabilidades
aparentes (P,,,) dos principios activos através da férmula,

_do 1

X_
AC,

app dt

onde P,,, é o coeficiente de permeabilidade aparente,
medido em cm.s, dQ/dt (mg.s™) é a quantidade acumu-
lada de composto permeado por unidade de tempo, A a
area superficial efectiva da membrana, exposta ao meio
de permeacéo e C, a concentracao inicial de composto a
permear no lado dador da célula de fluxo.

Os resultados apresentados sdo a média das trés repeti-
cOes, feitas para cada ensaio, com o intervalo de confianca
associado, calculado com a seguinte férmula,

o 2:92% DP
Jn

onde e é o intervalo de confianca, DP o desvio padrdo e n
0 nimero de ensaios.

Apresentacao e Discussao de resultados

Os primeiros ensaios de permeabilidade realizados permi-
tiram obter informacéo sobre alguns parametros que afectam
a reprodutibilidade do método em termos da P,,, e percen-
tagem permeada (Ver Tabela 2). Testaram-se nestes ensaios
preliminares para a cafeina com tampéao fosfato a pH 7.4,
a circulacao bilateral (a) ou unilateral (b) e a presenca ou
auséncia de agitacao, tendo-se verificado uma diferenca
significativa no erro associado a percentagem permeada
dos dois ensaios, tendo esta sido superior nos ensaios com
circulacao bilateral, o que vai de encontro aos resultados
obtidos por Motz (2007).

Este facto pode ter sido devido a utilizacdo das duas bom-
bas peristalticas diferentes em simultaneo. A possibilidade
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de nao se encontrarem ambas a funcionar com o fluxo
pretendido, e o facto de estarem a bombear as solucdes ao
mesmo tempo, pode ter originado alteracdes nos valores
de pressao dentro da célula de fluxo, o que influencia a per-
meacado dos compostos. Visto que as variacdes na pressao
afectam a integridade das membranas Caco-28, decidiu-se
optimizar o método com circulacdo apenas no compartimento
dador. Outra explicacdo para a pouca reprodutibilidade
dos ensaios pode residir no facto de que com circulacdo
bilateral, a solucao aceitadora tem necessariamente um
volume maior, o que condiciona a homogeneidade da
mesma. Com circulacdo unilateral, a parte aceitadora fica
confinada ao compartimento aceitador da célula, que ao
apresentar um volume reduzido, facilita a homogeneizacao
e a toma de amostras.

No entanto, e apesar de mais reprodutiveis, verificaram-se
ainda alguns valores fora do esperado nos ensaios com circu-
lacdo unilateral, facto que pode ser explicado pela falta
de agitacdo, provocando acumulacdo do principio activo
em certas zonas do compartimento aceitador, afectando a
toma de amostras. Com agitacao, a difusdo do composto
é facilitada, ficando com uma concentracdo homogénea
no compartimento aceitador, diminuindo eventuais erros
na toma de amostras. Posto isto, decidiu-se realizar todos
0s ensaios com circulacao unilateral e agitacdo. Compa-
rando os ensaios com circulacao unilateral sem agitacao (b)
e 0s ensaios com circulagao unilateral com agitacao (c)
é possivel verificar uma diminucao do erro associado as
percentagens permeadas nos ultimos, de 0,92+0,56% para
0,92+0,22%, o0 que comprovou que a agitacao, para além
da circulacao, é um factor que afecta a reprodutibilidade
do método.

Seguidamente realizaram-se 0s ensaios nas mesmas con-
dicdes para o acido acetilsalicilico (d), tendo-se obtido um
erro associado a percentagem permeada, 0,73+0,07%
inferior aos ensaios anteriores, o que pode ser explicado
pelo facto de nos primeiros ensaios ter sido utilizado um
aparelho de HPLC diferente, que originava picos menos
definidos e consequentemente mais dificeis de quantificar,
originando resultados mais dispares.

Para a avaliacdo do efeito do pH na permeabilidade foram
comparados ensaios realizados com tampao acetato a pH 4.5
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Figura 4: Curvas de ionizacao da cafeina e acido acetilsalicilico estimadas através do software Marvin Chemaxon.

e tampao fosfato a pH 7.4 para a cafeina (e) e para o
acido acetilsalicilico (f). A absorcao passiva através das
membranas fisioldgicas ocorre principalmente quando os
compostos se encontram na forma neutra. Assim sendo,
os acidos sao preferencialmente absorvidos no estémago
onde estdo protonados, enquanto que os compostos basicos,
gue estao ionizados no estdbmago, sao absorvidos no tracto
intestinal onde o pH varia entre 6 e 8, dependendo da area
e do estado de jejum ou ap6s refeicdo. No entanto, a biodispo-
nibilidade depende ndo s6 da permeabilidade mas também
da solubilidade e por isso ha que considerar a dissolucdo
dos compostos logo a chegada ao estdmago onde o pH é
bastante mais baixo®'".

A escolha dos pH de trabalho, teve assim em conside-
racdo estes factores e ainda a intencao de futura utilizacao
do método com membranas de células Caco-2, as quais
necessitam de um pH proximo da neutralidade para
manterem a sua viabilidade. Desta forma optou-se por
optimizar o método a pH 7,4. O valor de pH a 4,5 foi
escolhido, visto ser o pH descrito na USP para a realizacdo
de ensaios de dissolucao.

Em todos os ensaios de permeabilidade realizados,
verificou-se que nao foi atingido o equilibrio de concen-
tracbes entre o compartimento aceitador e dador (Tabela 2),
sendo que apenas se observou a zona linear, sem patamar
de saturacdo, nas curvas de permeacao (Figura 3)

Ao observar a comparacao das curvas de permeacao a
diferentes pHs, verifica-se uma variacdo na permeabilidade
dos dois principios activos, sendo que a diferenca é signi-
ficativa apenas para o acido acetilsalicilico.

Visto que a cafeina tem um pK, menor que 2 (Figura 4),
encontra-se completamente neutra tanto a pH 4,5 como 7,4,
apresentando por isso valores de permeabilidade idénticos.
O 4cido acetilsalicilico tem um pKa da ordem de 3,5 e
portanto sé se encontra parcialmente protonado (e por-
tanto neutro) a valores de pH abaixo dos 5,5, pelo que a
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pH 4,5 origina valores de permeabilidade mais elevados do
que a pH 7,4 onde estad completamente ionizado. O facto
de ter sido possivel detectar esta variacdo, a semelhanca de
outros estudos, revela-se de grande valor, pois a biodis-
ponibilidade dos compostos depende em grande parte da
sua lipofilicidade e solubilidade, que dependem por sua
vez do pH'*"2,

Os ensaios seguintes foram realizados com o objectivo
de testar um outro meio de transporte, o tampao HBSS a
pH 7,4 visto que aquando da realizacdo de ensaios com
membranas de células Caco-2 seria este meio o utilizado,
pois contém na sua COmpOosiCa0 0s Sais necessarios a
manutencao da viabilidade da monocamada celular.
Verificou-se que os ensaios com HBSS para a cafeina (g)
originaram resultados reprodutiveis e idéntidos aos ensaios
com tampao fosfato. Para os ensaios com o acido acetil-
saliciclico (h) registou-se uma ligeira diminuicao dos valores
de P,,, e de % de massa permeada, facto que se deveu a
degradacéo do acido acetilsalicilico, visto que as amostras
de dois dos ensaios apenas foram analisadas no final do dia.

Da comparacdo dos ensaios seguintes, com cafeina e acido
acetilsalicilico em solucdo e do Melhoral® em solucao (),
foi possivel verificar maiores permeabilidades aparentes e
percentagens permeadas no caso do acido acetilsalicilico e
cafeina em solucéo, em relacdo ao Melhoral® em solucéo.
Visto que ambos os ensaios foram realizados em condi¢des
iguais e ambas com tampéao fosfato a pH 7.4, considera-se
que as diferencas entre os dois ensaios, ainda que nao
estatisticamente significativa, pode ser devida a presenca
de excipientes na formulacdo comercial, que influenciaram
a permeacao dos principios activos. De facto verifica-se que
no caso dos compostos individuais que estd mais perto do
equilibrio entre as concentracdes nos dois compartimentos
do que no caso em que estdo presentes os excipientes.
Os excipientes podem ter um efeito de solubilizacdo dos
principios activos (efeito de “sink”), dificultando a sua
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permeabilizacdo para o compartimento aceitador de onde
estao ausentes, explicando assim a reducdo na percentagem
permeada’.

Apds os ensaios de permeabilidade, testou-se a dissolucdo
do Melhoral®, a dois pHs diferentes, com tampéo acetato
a pH 4.5 e com tampao fosfato a pH 7.4. Apesar de se
verificar uma ligeira diminuicdo da solubilidade a pH 7.4
(de 98,3% para 96,3% para a cafeina e de 94,3% para
87,1% no caso do acido acetilsalicilico respectivamente), a
guantidade dissolvida foi superior ao limite minimo descrito,
pelo que se decidiu que o tampao fosfato poderia ser utili-
zado nos ensaios de dissolucao/permeabilidade.

Apds optimizado o modelo nas componentes da permea-
bilidade e dissolucdo em isolado, foram realizados os ensaios
dos dois parametros em simultaneo, para o Melhoral® com
membranas de PVDF, com tampao acetato a pH 4.5 (k) e
tampao fosfato a pH 7.4 (), tendo originado resultados
idénticos para ambos os principios activos a diferentes
pHs, o que, mais uma vez pode ser justificado pelo efeito
de “sink” gque neste caso se sobrepde ao efeito de pH. Um
modo de confirmar este efeito e ao mesmo tempo aumen-
tar a percentagem permeada, poderia consistir na indugao
do efeito de “sink” também no compartimento aceitador'.

Também se verificou que a percentagem permeada foi igual
tanto no caso dos testes sobre comprimidos completamente
dissolvidos como no caso dos ensaios em que a dissolucao
ocorreu concomitantemente com a permeacao, sendo assim
possivel concluir que, neste caso a dissolucdo nao deve
constituir um passo limitante para a biodisponibilidade.

Conclusoes

Com a realizacao deste trabalho de investigacao foi
possivel concluir que o método origina os resultados mais
reprodutiveis com agitacdo no compartimento aceitador e
circulacdo unilateral apenas no lado dador da célula de
permeabilidade.

Concluiu-se também, conforme esperado, que o sistema
permite detectar a influéncia do pH na permeabilidade dos
compostos ionizaveis, ao verificar que a pH mais acido a
permeabilidade foi superior do que a pH 7.4 no caso do
acido acetilsalicilico, e que a presenca de excipientes afecta
a permeabilidade, visto que ensaios para os principios
activos nas mesmas concentracdes e em condicdes experi-
mentais idénticas aos ensaios para o comprimido, originaram
resultados diferentes de permeabilidade.

Quanto ao objectivo principal, foi possivel concluir que
o método origina resultados reprodutiveis nos ensaios de
dissolucdo e permeabilidade em simultdneo com membrana
de PVDF.

As quantidades permeadas foram em geral bastante
reduzidas pelo que a adicao de auxiliares de solubilizacdo
no compartimento aceitador serd um parametro a avaliar
no futuro e que podera elucidar o motivo pelo qual os
excipientes afectam a permeabilidade dos compostos in
vitro e contribuir para a aproximacgdo do modelo a realidade
fisiologica.
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