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RESUMO

A paromomicina (PA), um antibiético aminoglicosideo hidrofilico, tem sido
utilizada como alternativa para o tratamento tépico de leishmaniose cutanea (LC).
Apesar de esta alternativa ter mostrado resultados promissores, ndo tem acelerado a
recuperacao em muitos casos. Isto pode ser atribuido, pelo menos em parte, a baixa
penetracdo da PA na pele devido a sua hidrofilia. Uma alternativa para aumentar sua
permeacao/penetracao seria a formagdo de um par i6nico neutro, formado pela PA
na forma de base livre e acidos organicos, uma vez que lipofilicidade do par i6nico é
maior do que aquela dos ions individualmente. Neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados os sais (pares i6nicos): lactato, butirato, benzoato e cinamato de PA.
Avaliou-se o impacto da formagédo dos pares i6nicos sobre o coeficiente de particdo
octanol/agua (log K), solubilidade em solventes de polaridades diferentes e
permeacao/penetracdo cutadnea in vitro da PA. Os experimentos de permeacgao
cutédnea foram realizados utilizando pele de orelha de porco montadas em células de
difusdo de Franz. Dois modelos foram usados: pele intacta e sem estrato cérneo
(EC). A formacéao dos pares ibnicos nao foi suficiente para aumentar o log K, porém
promoveu aumento na solubilidade dos sais em solventes menos polares, mostrando
que houve um pequeno aumento na lipofilia das moléculas, porém insuficiente para
aumentar os valores de log K. A permeacao da PA base livre e dos pares iGnicos
através da pele intacta foi baixa. Entretanto, houve aumento da penetracdo cutanea
da PA quando esta estava sob a forma de par idbnico com o lactato e o benzoato. Na
auséncia do EC, ndo houve aumento da permeacao dos sais em relacdo a PA base
livre. Por outro lado comparando cada sal com a PA base livre individualmente,
observa-se que a quantidade de butirato de PA e de cinamato de PA que permeou
através da pele sem EC foi maior do que aquela observada para a PA base livre. Os
sais que apresentaram maior permeacao na pele sem EC (butirato de PA e cinamato
de PA) foram aqueles cuja penetracao na pele intacta foi menor. Os dados obtidos
neste trabalho sugerem que a escolha do contra-ion que ira favorecer efetivamente
a permeacao/penetracao da PA deve ser baseada no fato de o aumento da massa

molecular do contra ion ser um fator limitante.

Palavras chave: Paromomicina, leishmaniose cutanea, par ibnico, permeacgao /

penetracao cutanea.



ABSTRACT

Paromomycin (PA), an aminoglicoside antibiotic, has been used as an alternative for
topical treatment of the cutaneous leishmaniasis (CL). Although this treatment has
shown promising results, it has not been successful in accelerating the recovery in
most cases. This could be attributed, at least in part, to the low skin penetration of PA
due to its hidrophilicity. An alternative to increase its skin permeation / penetration
would be the formation of a neutral ion pair, formed by PA in free base form and
organic acids, since lipophilicity of the ionic pair is higher than that of ions
individually. This work aimed to synthesise and characterize the following PA salts
(ion pairs): lactate, butyrate, benzoate and cinnamate. The impact of the formation of
ion pairs on the PA partition coefficient octanol / water (log K), on the PA solubility in
solvents of different polarities and on the in vitro skin permeation / penetration of PA,
was evaluated. Permeation experiments using pig ear skin were performed in Franz
diffusion cells. Two models of skin were used: intact and stripped skin. The formation
of ion pairs was insufficient to increase the log K, but increased the solubility of salts
in less polar solvents, showing that there was an increase in lipophilicity of the
molecules, but insufficient to increase the values of log K. The permeation of the PA
free base and ion pairs across intact skin was low. However, there was increased
skin penetration when PA was in the form of ionic pair with lactate and benzoate. In
the absence of the SC, there was no increase in the permeation of salts on the PA
free base. Although, when the individual salt was compared with PA free base form, it
is observed that the amount of PA butyrate and PA cinnamate that permeated
through the stripped skin was higher. The salts that showed higher permeation on
stripped skin (PA butyrate and PA cinnamate) were those whose penetration into the
intact skin was lower. Data obtained in this study suggest that the choice of counter-
ion that will effectively promote the permeation / penetration of the PA must be based
on the fact that increasing the molecular weight of counter ion be a limiting factor.

Keywords: Paromomycin, cutaneous leishmaniasis, ion pairing, skin permeation /

penetration.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um complexo de doengcas com grande
diversidade clinica e epidemiolégica. A doenca é mais facilmente reconhecida
quando se apresenta na forma cuténea, ndo fatal, em que causa sérias lesées,
porém atualmente a forma visceral da doenca é responsavel por milhares de mortes.

Os compostos antimoniais pentavalentes, administrados por via parenteral,
vém sendo utilizados ha sessenta anos como farmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses. Este regime apresenta reacdes adversas freqlentes
e muitas vezes preocupantes. Além disso, as dificuldades relacionadas a aplicacao
de injetaveis em seguimentos populacionais de baixo nivel sécio-econémico, e o
acesso restrito aos servicos de saude, constituem as principais causas de nao
adesao ao tratamento.

Uma tentativa inovadora para tratamento da forma cutanea da doenca
(leishmaniose cutdnea) € um agente topico que pode ser aplicado diretamente sobre
a lesédo devido a simplicidade de administracdo e redugédo dos custos de aplicacao.
A aplicacdo de uma formulacdo topica de baixa toxicidade surge como uma
possibilidade para resolver o problema da falta de opcdes terapéuticas.

A paromomicina (PA), um antibiético aminoglicosideo, normalmente utilizado
na forma de sulfato, vem sendo o farmaco mais usado para a terapia tépica da LC.
No entanto, a penetragdo cutdnea de farmacos hidrofilicos, tais como a PA, através
de pele intacta, geralmente é dificultada pela sua incapacidade de penetrar no
estrato corneo (EC). Neste sentido, uma alternativa para aumentar da atividade
leishmanicida da PA tépica é aumentar a sua absor¢édo e penetragdo na pele. Uma
possivel estratégia seria a formag¢do de um par iénico entre a PA na forma de base
livre e um ion orgéanico de carga oposta, uma vez que a lipofilicidade do par iénico €
maior que a lipofilicidade dos ions individualmente, portanto, a penetracdo na pele
seria aumentada.

Assim sendo, este trabalho tem como objetivo comparar a permeacao
cuténea in vitro da PA base livre com a permeacao de pares ibnicos contendo PA

através da pele de orelha de porco, um modelo relevante para a pele humana.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Leishmanioses

As leishmanioses representam hoje um grave problema para a saude publica.
As atuais perspectivas para o controle da doenca ainda estao altamente ligadas ao
desenvolvimento de estratégias com melhor custo-beneficio para o tratamento dos
doentes e controle do vetor (DESJEUX, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude doze milhdes de pessoas estao
infectadas atualmente em todo o mundo e aproximadamente 350 milhdes estdo em
situagdo de risco. Sdo relatados cerca de dois milhdes de novos casos de
leishmaniose a cada ano, dentre os quais 50% a 75% correspondem a leishmaniose
cutdnea (LC). Porém estes dados podem ser ainda piores, uma vez que ha uma
grande diferenca entre o numero de casos relatados e o real numero de doentes no
mundo (DESJEUX, 2004; OMS, 2008).

Apesar de a leishmaniose afetar 88 paises, cerca de 90% dos casos de LC
ocorre no Afeganistdo, Algéria, Ira, Arabia Saudita e Siria (no “Velho Mundo”), e
Brasil e Peru (no “Novo Mundo”), enquanto que 90% dos casos de leishmaniose
visceral ocorrem em Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil (OMS, 2008).

As leishmanioses sao causadas por protozoarios do género Leishmania ssp.
Ap6s serem inoculados na pele, pela picada da fémea do flebotomineo
(Phlebotomus spp. e Lutzomyia spp.), estes microorganismos rapidamente se
deslocam para células do sistema fagocitario mononuclear de humanos e outros
mamiferos, principalmente macréfagos (BERMAN, 2003). A multiplicacdo das
leishmanias nos macréfagos da pele causa a forma cutdnea da doenca (LC)
enquanto a multiplicagdo nos macrofagos do figado, bago e medula 6ssea causa a
leishmaniose visceral (LV), que é grave e fatal quando nao tratada (MURRAY et al.,
2005).

A LC pode ainda evoluir para leishmaniose mucocutanea (LM) ou para a
leishmaniose cutanea difusa (LCD). A LM comeca com uma Uulcera evoluindo para
sérias lesdes com destruicdo drastica dos tecidos principalmente do nariz e da boca
ou para a LCD que causa lesdes crbnicas e disseminadas na pele, de dificil
tratamento (DESJEUX, 2004).
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2.2 Leishmaniose cutanea

A LC é a forma mais comum da doenca podendo causar lesdes unicas ou
multiplas na pele. As lesdes podem ser de dificil tratamento, sendo que neste caso
podem acarretar deformidades e sequelas (OMS, 2008).

Multiplas espécies causam LC em criancas e adultos, primariamente
Leishmania (Leishmania) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica (Velho Mundo); L.
(L.) infantum e L. (L.) chagasi (regido do Mediterrdneo e mar Caspio); L. (L.)
mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
peruviana e L. (V.) guyanensis (Novo Mundo) (MURRAY et al., 2005).

As lesdes associadas a LC se localizam, principalmente, em partes expostas
do corpo, em que o vetor tem mais facil acesso. As lesdes podem ser Unicas, mais
comuns no Novo Mundo, ou multiplas, encontradas no Velho Mundo. Apds um
periodo médio de incubacao, que varia de uma semana a trés meses, aparece uma
papula vermelha que aumenta de tamanho formando uma placa ou um nédulo. A
lesdo freqientemente se desenvolve levando a formagdo de uma ulcera bem
circunscrita com uma borda violacea. A base da ulcera € granulomatosa, apresenta
crosta, e as margens sao hipertréficas, porém, sem extensao determinada. Nédulos
subcutaneos indolores podem se desenvolver ao redor da Ulcera em decorréncia da
expansao linfatica local do organismo (GREVELINK & LERNER, 1996).

2.3 Quimioterapia da leishmaniose cutanea

O tratamento da LC é necesséario essencialmente para acelerar o tempo de
cura das lesdes, reduzindo o tamanho das Ulceras e prevenindo sua disseminacao
pelo corpo e reincidéncia (MURRAY et al., 2005).

O tratamento de primeira escolha para a LC tem sido a administracao
parenteral de antimoniais pentavalentes, na forma de estibogluconato de sddio
(Pentostam®) e antimoniato de n-metilglucamina (Glucantime®), em uma dose diaria
de 20 mg/kg/dia de antiménio durante vinte dias. Entretanto, a toxicidade destes
medicamentos é muito alta, sendo relatados sintomas como mal-estar, anorexia,
mialgia, artralgia e sintomas abdominais como pancreatite quimica, cardiotoxicidade
e hepatoesplenomegalia. Além disso, ultimamente, sinais de resisténcia aos
antimoniais tém sido relatados. (MURRAY et al., 2005).
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A anfotericina B e a pentamidina, administradas por via parenteral, constituem
os farmacos de segunda escolha. No entanto, estes farmacos também estao
associados com incidéncia elevada de reagdes adversas.

Por isso, uma grande diversidade de tratamentos alternativos (sistémicos ou
topicos) vem sendo estudada para o tratamento da LC. Uma tentativa inovadora
para um problema dermatolégico como a LC é um agente topico que pode ser
aplicado diretamente sobre a lesao.

Na década passada, varios estudos foram realizados na tentativa de
encontrar um tratamento tépico seguro e eficaz, e o farmaco mais empregado nestes
estudos foi a paromomicina (WEINRAUCH et al., 1993).

2.3.1 Paromomicina

A paromomicina, um antibiético aminoglicosideo comumente encontrado na
forma de sulfato, € um p6 amorfo branco a amarelado, inodoro ou praticamente
inodoro, muito higroscopico e apresenta gosto de sal. Sua solubilidade em agua é
alta (> 1 g/ml) e é baixa em alcool ou solventes organicos (< 0,1 mg/ml)
(SWEETMAN, 2006) . A PA vem sendo considerada um dos principais alvos de
estudo para o tratamento tépico da LC. Na Figura 1 é apresentada a férmula

estrutural da PA na forma de base livre, convertida da forma n&o ionizada a forma

ionizada.
OH OH
HO o HO Q ®
5 H*
HO H,N HO H3;N
NH, NH; ®
5 NH, ® Y NH;
HO 0 HO 0
o o
OH OH
@
H,N. o] OH HsN. ® o OH
NH, NH;
HO He
HO o) HO 9

Figura 1 — Férmula estrutural da PA base livre — conversdo da forma ndo ionizada a forma ionizada.
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2.3.1.1 Estudos in vitro e in vivo envolvendo PA

Com o objetivo de selecionar um farmaco leishmanicida a ser incorporado em
uma formulagéo tépica, EL-ON & GRENBLATT (1983) conduziram estudos in vitro
utilizando amastigotas de L. (L.) major em macréfagos peritoniais de camundongos.
Somente a PA, na concentragdo de 10 pg/mL, eliminou totalmente os parasitas
intracelulares sem causar toxicidade relevante aos macréfagos.

Em outro estudo, NEAL et al. (1995) verificaram a atividade da PA contra
diferentes espécies de leishmanias na forma de amastigotas, em macréfagos
peritoniais coletados de camundongos CD1. A PA apresentou alta eficacia contra L.
(L.) major e L. (L.) tropica, entretanto, a eficacia foi menor em relacdo as cepas do
Novo Mundo — L. (V.) panamensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana.

Diversos estudos in vivo, utilizando animais experimentalmente infectados,
foram realizados a fim de avaliar a atividade leishmanicida da PA. Agentes
quimioterapicos com atividade leishmanicida potencial ou estabelecida foram
incorporados em diferentes pomadas ou bases para cremes e testados em
camundongos BALB/c infectados com L. major. Somente formulagdes contendo PA
a 15%, associada ao cloreto de metilbenzeténio (CMB) a 12%, incorporados em
pomada de vaselina branca, se mostraram eficazes (EL-ON et al.,, 1984). Estudos
posteriores também confirmaram a eficacia da combinagcdo PA a 15 % e CMB a 12
% utilizando, inclusive, outras espécies de Leishmania (EL-ON et al., 1987; EL-ON et
al., 1989; CARTER et al., 1989). No entanto, o CMB, um tensoativo quaternario de
amonio, se mostrou muito irritante.

A fim de reduzir esta reacdo inflamatéria, o CMB foi substituido pela uréia
(NEAL et al., 1994) e pela gentamicina (GROGL et al., 1999). Estas formulacées
mostraram alta taxa de cura em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major.

Em outro estudo avaliou-se a eficacia de um gel hidrofilico contendo PA. A
eficacia desta nova formulacdo foi maior do que o antiménio em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis (GONCALVES et al, 2005). A formulacdo
inovadora do gel hidrofilico de PA apresentou vantagens em relacdo a pomada
contendo a associacao PA/CMB, devido a auséncia do agente diretamente implicado
na toxicidade local (CMB), bem como pelo fato de a concentracdo de PA ser menor
(10%).
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2.3.1.2 Estudos clinicos envolvendo PA

EL-ON et al. (1986) foram os primeiros a realizar um estudo clinico para
avaliar a eficacia de formulacées contendo PA para o tratamento tépico de LC.
Pacientes infectados por L. (L.) major e tratados com uma pomada contendo PA a
15% associada ao CMB a 12%, obtiveram 72% de cura (EL-ON et al., 1986). A
eficacia desta mesma formulacéo foi avaliada posteriormente em estudos clinicos,
em pacientes infectados por L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana (WEINRAUCH et
al., 1993). Os autores relataram 68% de cura dos pacientes. ARANA et al. (2001)
obtiveram 91,4% de cura clinica dos pacientes, contra 39,4% de cura no grupo que
recebeu o placebo. Avaliando ainda a mesma formulagdo, no Equador, 72% dos
pacientes infectados com L. (V.) panamensis obtiveram cura (KRAUSE &
KROEGER, 1994).

Outros dois estudos clinicos avaliaram formulagdes contendo 15% de PA e
CMB em concentragcbes menores do que aquela descrita anteriormente. Dois
pacientes portadores de LC recidivante causada por L. (L.) tropica foram curados
mediante um tratamento com uma pomada contendo 15% de PA e 1% de CMB (EL-
ON et al., 1985). Entretanto, para a pomada contendo PA a 15% e CMB a 5%, a
taxa de cura foi de 66,6% dos pacientes (EL-ON et al., 1992).

A avaliacao clinica de uma pomada contendo apenas PA a 15% foi realizada
em pacientes infectados por L. (L.) major, porém, o resultado deste estudo nao
revelou diferencas significativas entre o grupo tratado e o placebo (EL-SAFI et al.,
1990). ASILIAN et al. (2003) também trataram pacientes com uma pomada contendo
PA, a fim de comparar a eficacia clinica e parasitolégica de um tratamento de duas
semanas com outro de quatro semanas. A cura clinica e parasitolégica foi de 74% e
44%, respectivamente, para o tratamento por quatro semanas e de 59% e 24% para
os pacientes que foram tratados por duas semanas.

Preparacoes topicas contendo PA associada a uréia foram avaliadas em
estudos clinicos. A eficacia de uma pomada contendo PA a 15% e uréia a 10% foi
avaliada em pacientes infectados por L. (L.) major duas vezes ao dia, durante 14
dias, por ASILIAN et al. (1995) e SALAH et al. (1995). Os resultados destes estudos
nao revelaram diferencgas significativas entre o grupo tratado e o placebo. Entretanto,
um tratamento de 12 semanas em pacientes com LC do Velho Mundo, utilizando
uma formulagdo contendo PA a 12 ou 15% e uréia a 10%, obteve uma cura
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equivalente a 85% (BRYCESSON et al., 1994). A eficacia de uma pomada contendo
15% de PA e 10% de uréia foi avaliada no tratamento da LC n&o-ulcerativa causada
por L. (L.) mexicana e L. (L.) chagasi. O grupo tratado e o controle ndo apresentaram
diferencas significativas, talvez pelo fato de que as les6es n&o estavam ulceradas, o
que limitaria a penetracdo cutanea do farmaco (NEVA et al., 1997).

No Ir4, dois estudos revelaram a ineficacia do tratamento toépico contendo PA
a 15% e uréia a 10% em pacientes com a leishmaniose do Velho Mundo. A taxa de
cura em ambos foi de 17% (FAGHIHI et al., 2003; IRAJI et al., 2005).

SOTO et al. (2002) avaliaram a eficacia de uma emulséo hidrofilica tipo éleo
em agua (O/A) contendo 15% de PA e 0,5% de gentamicina em pacientes infectados
por L. (V.) panamensis. A taxa de cura do grupo tratado (61%) n&o foi
significantemente diferente daquela observada com o placebo (55%).

O conjunto destes resultados mostra que a eficacia das preparacdes tépicas
contendo PA associada ao CMB é geralmente maior do que aquela da PA/uréia, a
despeito do fato de que um estudo recente tenha mostrado taxa de cura similar entre
as duas formulacbes (ARMIJOS et al, 2004). O CMB e a uréia tém sido
incorporados nestas formulagbes com o objetivo de aumentar a penetracao cutanea
de PA, no entanto, isto ndo tem sido investigado experimentalmente. Nao existem
evidéncias do papel acelerador de absor¢do do CMB e existem poucos relatos sobre
esta atividade em relagdo a uréia. Por outro lado, essas substancias tém sido
incorporadas em bases hidrofébicas, as quais limitam a permeacao cutanea de PA,
sobretudo através da pele lesionada (CASTRO et al., 2003).

Uma andlise desses dados mostra também que, embora a PA seja tenha
atividade leishmanicida comprovada (NEAL et al., 1995), os resultados dos estudos
clinicos sao inconsistentes. Estes resultados podem ser explicados, pelo menos em
parte, pela baixa penetragdo da PA na lesdo. Seu carater hidrofilico e massa
molecular alta (MM ~ 1000) limitam sua penetracéao através da pele.

Uma alternativa interessante para o aumento da eficacia do tratamento tépico

da LC usando formulac6es contendo PA seria facilitar sua absorcéo através da pele.

2.3.1.3 Permeacao cutanea in vitro da PA

A permeagado cutanea in vitro da PA, na auséncia do EC, a partir de
formulagbes hidrofilicas (gel e emulsdo O/A) foi consideravelmente maior quando
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comparada com uma pomada de vaselina (CASTRO et al., 2003; FERREIRA et al.,
2004). No entanto, estes estudos de permeacao cutanea in vitro foram conduzidos
com a pele de camundongos, um modelo que tem sido considerado de baixo valor
preditivo em relacdo a pele humana. O uso de pele humana em estudos de
permeacao in vitro apresenta limitagdes inerentes as dificuldades de obtencdo. A
pele suina é uma alternativa interessante, uma vez que este modelo tem sido
considerado relevante para a pele humana (WALKER et al., 1997; JACOBI et al.,
2007).

Por outro lado, nossos dados prévios mostraram que a permeacdo da PA,
através da pele de porco sem EC, foi baixa indicando que mesmo na auséncia da
principal barreira a penetracdo sua difusdo foi lenta. A incorporagédo da PA em
lipossomas aumentou consideravelmente sua permeacdo, 0 que sugere que 0S
dados observados quando a PA foi aplicada na forma livre podem atribuidos ao seu
carater fortemente hidrofilico (CARNEIRO, 2007).

2.4 Pele

A pele humana € uma barreira eficaz e seletiva para a permeacao de agentes
quimicos. Sendo assim, a eficacia de farmacos de uso topicos € freqliientemente

limitada devido a baixa penetracéo destes farmacos na pele (MOSER et al., 2001).

2.4.1 Estrutura da pele

A pele é composta principalmente de duas partes: a epiderme e a derme. A
derme é um tecido conjuntivo em que se encontram varias estruturas como foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas e vasos sanglineos. A epiderme, um
epitélio estratificado pavimentoso, é avascular. Os nutrientes e oxigénio chegam a

epiderme por difusdo a partir de vasos sanglineos da derme (Figura 2).
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Figura 2 — Representacao das camadas da pele e suas estruturas.

A epiderme apresenta varias camadas que vao desde o estrato basal até o
EC. O estrato basal, que é o mais profundo, esta em contato com a derme e é
constituido por células cubicas, pouco diferenciadas, que se dividem continuamente
e dao origem a todas as outras camadas. Algumas destas células diferenciam-se e
passam para as camadas mais superficiais, enquanto outras permanecem na
camada basal e continuam a dividir-se. O EC, camada mais externa da epiderme, é
considerado a principal barreira a entrada e saida de substancias. O EC é
constituido de células achatadas eosinéfilas com grande quantidade de filamentos.
Possui de 10 a 20 um de espessura, e é composto por células funcionalmente
mortas e queratinizadas, denominadas cornedcitos.

As propriedades de barreira do EC sao atribuidas a composicao dos lipides
presentes e, em especial, ao excepcional arranjo estrutural desta matriz intercelular

e ao envelope lipidico que circunda as células (MOSER et al., 2001).
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2.4.2 Rotas de permeacao de substancias através da pele

Ha trés vias potencias de penetragcdo de moléculas na pele: através dos
foliculos pilosos associados as glandulas sebdaceas; através das glandulas
sudoriparas; ou através do EC entre esses apéndices (Figura 3) (BARRY, 2001).
Porém, esses apéndices ocupam apenas 0,1% da superficie total da pele e a
contribuicdo dessa via de permeacado € normalmente considerada pequena (MOSER
et al., 2001).

Neste sentido, a via transepidérmica (através do EC), é considerada a mais
importante. Ha duas vias possiveis rotas de permeacao através do EC intacto: a rota
lipidica intercelular que ocorre entre os corneocitos, e a rota transcelular que ocorre

através dos cornedcitos e lipideos (Figura 3) (MOSER et al., 2001).

Figura 3 — Diagrama simplificado do estrato corneo e duas micro-rotas de penetracao de farmacos
(BARRY, 2001).

2.4.3 Avaliacao da permeacao cutanea in vitro

A permeacao de farmacos através da pele pode ser investigada in vitro, uma
vez que este tecido conserva suas caracteristicas de permeabilidade apds a exciséao.

A permeagéao cutanea in vitro tem sido extensivamente investigada com fragmentos
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de pele humana ou animal, montados em células de difusdo de Franz (CDF) (Figura
4).
COMPARTIMENTO DOADOR

CHAPEU

PELE
COMPARTIMENTO RECEPTOR

ABERTURA PARA AMOSTRAGEM

SAIDA DE AGUA )
CAMISA DE AGUA (37°C)

ENTRADA DE AGUA (37°C)

BARRA MAGNETICA

Figura 4 — Representacao esquematica de uma célula de difusao de Franz.

Nesses experimentos, os fragmentos de pele sdo colocados horizontalmente
na CDF dividindo-a em dois compartimentos: doador e receptor. O uso de pele
humana nestes estudos apresenta limitagdes inerentes as dificuldades de obtencao
e as variabilidades individuais, além de requerer a aprovacdo do Comité de Etica
Médica (GUPTA et al., 1999; BENECH-KIEFFER et al., 2000). A pele suina é uma
alternativa interessante, uma vez que ela tem sido considerada um modelo relevante
para a pele humana (WALKER et al., 1997; SIMON & MAIBACH, 2000).

A pele de porco apresenta similaridades fisiolégicas e histolégicas em relagao
a pele humana como: morfologia geral, espessura e estrutura da epiderme,
espessura do EC, estrutura da derme, conteudo de lipidios, estrutura folicular,
presenca de tecido adiposo subcutdneo, glandulas sebaceas associadas aos
foliculos pilosos e glandulas sudoriparas (DICK & SCOTT, 1992; JACOBI et al.,
2007). Além disso, este modelo apresenta maior disponibilidade quando comparado
a pele humana (DIEMBECK et al., 1999; BENECH-KIEFFER et al., 2000). Apesar de
se utilizar pele suina da regiao dorsal em alguns estudos, a pele da regido da orelha
€ mais confiavel e tem sido usada por muitos pesquisadores (DICK & SCOTT, 1992).

Os fragmentos de pele usados podem ser intactos ou artificialmente
lesionados a fim de simular uma situacao clinica, como por exemplo, a LC em que

ha desenvolvimento uma ulcera com perda de epiderme e derme (NEAL et al., 1994;
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ASILIAN et al., 1995) resultando em um comprometimento da funcédo barreira da
pele. No tratamento da LC, as formulacdes topicas podem ser aplicadas em lesdes
abertas, as quais perderam a protecdo do EC, ou em lesées com hiperqueratose,

que representam uma barreira adicional a absorgao.

2.4.3.1 Método de remocao do EC

O método mais comumente empregado para a remogao do EC é o uso da
técnica do tape stripping (BENECH-KIEFFER et al., 2000). Nesta técnica, o EC é
removido mecanicamente com uma fita adesiva (tape) firmemente aderida ao
fragmento de pele (Figura 5).

Tape Stratum
corneum

Epidermis Epidermis

Figura 5 — Representacéo esquematica da retirada do EC por meio da técnica do tape stripping.

A utilizagdo de um cilindro que exerca uma pressao constante sobre a pele
tem minimizado a influéncia das invaginagdes que dificultam a retirada total do EC
(LADEMANN et al., 2005). A remocao completa do EC pode ser comprovada por
meio de analises histolégicas (JACOBI et al., 2005) e/ou das medidas da perda de

agua transepidérmica (PAT).

2.5 Estratégias de aumento da permeacao cutanea de farmacos

As principais propriedades dos farmacos que influenciam sua absorgéo,
distribuicdo e transporte através de sistemas biol6gicos sdo a massa molecular,
solubilidade, lipofilicidade, estabilidade e carater acido-basico. Para que farmacos
possam permear através da pele, uma avaliacdo preliminar destas propriedades é

importante.
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A penetragéo atravées do EC é favoravel a moléculas lipofilicas de baixo peso
molecular, enquanto moléculas polares e eletricamente carregadas apresentam
baixo potencial para penetrar na ou através da pele (SARVEIYA et al., 2005). Assim,
a penetracao cutanea de fa&rmacos hidrofilicos, tais como a PA, é dificultada pela sua
incapacidade de penetrar no EC.

Em geral, os farmacos apresentam propriedades desfavoraveis a penetracao
cutdnea, e, portanto, a eficacia de formulagcbes tépicas € geralmente limitada.
Diversas alternativas vém sendo estudadas para que farmacos possam penetrar
efetivamente na pele, entre elas o uso de pro-farmacos, de lipossomas e
microemulsdes, além do desenvolvimento de estratégias fisicas tais como
iontoforese e o emprego de substancias capazes de modificar o EC (BARRY, 2001;
MOSER et al., 2001). Uma estratégia interessante para o aumento da penetracao e
permeacdo de farmacos na pele € o uso de um pré-farmaco lipofilico ou a formacgao

de um par idnico.

2.5.1 Formacao do par idénico

Preconiza-se 0 uso de farmacos na forma de sal, ao invés da forma néo
ionizada devido a algumas vantagens como melhora da solubilidade e assim da
velocidade de difusdo (NEUBERT, 1989). Porém, quando o sal é formado por um
cation e um anion organicos, pode apresentar certo grau de hidrofobicidade residual
apesar de seu carater idnico. Estes sais se comportam como pares idnicos e podem
ser transportados através de membranas hidrofobicas (FINI et al., 1999; VALENTA
et al., 2000).

O par ibnico é definido como uma espécie neutra, formada por ions de cargas
opostas e que freqiientemente é capaz de se dissolver em solventes ndo aquosos.
Os ions sao ligados por interacdes eletrostaticas e ndao pela formacao de ligagdes
covalentes. A notacdo A, B" é geralmente usada para descrever o par ibnico que
existe como uma espécie estavel e termodinamicamente diferente dos ions
isoladamente (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997). Experimentalmente, o par
ibnico se comporta como uma unidade na determinagédo da condutividade, cinética,
propriedades osmoticas e etc.

O par ibnico se apresenta como uma molécula cuja lipofilicidade é maior do

que aquela dos ions individualmente. Portanto, a formacao do par idbnico aumenta a
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sua permeabilidade na pele (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997; SARVEIYA et
al., 2005). Além disso, a capacidade do par iénico influenciar a permeacgao cutanea
de farmacos estd intimamente ligada as propriedades fisico-quimicas de ambos,
farmaco e contra-ion.

O contra-ion, para ser adequado ao transporte através de membranas
biolégicas como a pele, deve apresentar propriedades como alta lipofilia,
solubilidade adequada, compatibilidade fisiologica e estabilidade metabdlica
(NEUBERT, 1989).

O tamanho do par i6nico € um fator que interfere de forma direta na sua
permeacdo cutanea. Contra-ions de grande massa molecular contribuem
significativamente para o aumento do tamanho do par iénico, podendo diminuir sua
permeacdo através da pele (NEUBERT, 1989). A despeito disso, 0 aumento da
cadeia carb6nica dos contra-ions contribui para o aumento de sua lipofilicidade e,
consequentemente, para a lipofilicidade do par iénico.

A determinacdo do coeficiente de particao octanol/agua (log K) vem sendo
amplamente usada como medida da lipofilicidade de farmacos. GREEN &
HADGRAFT (1987) usaram log K como parametro para avaliar o aumento da
lipofilicidade de pares i6nicos formados entre diferentes 3- bloqueadores e acidos
orgéanicos. O valor de log K para o par i6nico formado entre o metoprolol e &cido
laurico foi 45 vezes maior que aquele para o metoprolol na forma de base. Em outro
estudo, comparou-se o log K do acido salicilico com aqueles de pares i6nicos
formados com varias aminas. Um aumento de 41 vezes no log K do par ibnico
contendo dodecilamina foi observado (MEGWA et al., 2000). SARVEIYA et al. (2005)
compararam os valores de log K de pares ibnicos entre benzidamina e acidos
organicos, encontrando um aumento de seis vezes no log K do par iénico
envolvendo benzidamina e ibuprofeno.

O aumento de log K se deve ao aumento da lipofilicidade do farmaco devido a
formacdo do par idnico. GREEN & HADGRAFT (1987) tentaram promover o
aumento log K do atenolol (um farmaco B -bloqueador bastante hidrofilico) através
da formacao de par ibnico com &cidos organicos. Porém, mesmo na presenca de
contra ions lipofilicos, isto é, na forma de um par i6nico, ndo houve aumento de log
K, devido a solvatacdo destas moléculas na fase aquosa. Para que moléculas
passem da fase aquosa para a fase organica, estas devem superar a energia de
hidratagédo e devem ser estabilizadas na fase organica. Neste mesmo estudo o
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maior aumento de log K obtido com a formacédo de par idnico, foi obtido para B-
bloqueadores com caracteristicas de particido intermediarias (metoprolol e
oxprenolol) (HADGRAFT & GREEN, 1987).

Em 1926, Bjerrum introduziu o conceito de par idnico e mostrou que, a sua
formacado sé é possivel se os ions se aproximarem e atingirem uma distancia critica
de separacéo (D). A equacéo de Bjerrum diz que:

D=12*Z | é*/2EkT

Onde Z* Z~ sdo as cargas idnicas, e é a carga do elétron, € é a constante
dielétrica, k é a constante de Boltzmann’s e T € a temperatura absoluta. Segundo
esta equacao, solventes com baixa constante dielétrica favorecem a formacéao do
par idnico. Solventes como a agua, que possui alta constante dielétrica (€ = 78,5),
desfavorecem, mas nao impossibilitam a formacédo do par ibnico. Lee et al. (1987)
mostraram que a constante de formacao de pares i6nicos usando diclofenaco de
sédio foi igual a zero em agua, enquanto que, em etanol e i-propanol, esta foi igual a
1115 e 2969, respectivamente.

O EC apresenta baixa constante dielétrica e, portanto € possivel inferir que o
par ibnico atravesse o EC sem se dissociar € que a separagcao sO ocorra
provavelmente, quando o par ibnico alcance uma regiao da pele com alta constante
dielétrica (KAMAL et al., 2006).

Estudos anteriormente realizados mostraram que o par ibnico pode existir sob
duas formas: coesa ou fluida. A primeira consiste em ions fortemente ligados entre
si. Ja a forma fluida representa ions livres, separados e solvatados pelo solvente. A
forma fluida apresenta menor estabilidade, o que pode resultar em pares iénicos que
s6 existem em determinado solvente e que se dissociam consideravelmente. Este
tipo de par ibnico apresenta instabilidade frente a interfaces e por isso apresentam
menor capacidade de penetrar em membranas (QUINTANAR-GUERRERO et al,,
1997).

2.5.2 Estudos envolvendo o par ibnhico como estratégia de aumento da lipofilia
de farmacos

A formacgao de um par idnico tem sido descrita como estratégia para aumentar
a lipofilia de farmacos o que pode favorecer a sua permeacao cutanea (MEGWA et
al., 2000b; BARRY et al., 2001; SARVEIYA et al., 2005; KAMAL et al., 2006).
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VALENTA et al. (2000) demonstraram um aumento de 2,5 vezes na difusdo
de lignocaina através de uma membrana de silicone (polidimetilsiloxano — PDMS),
através da formacao de um par ibnico com contra ions acidos. Em diversos trabalhos
a membrana de PDMS é usada como um modelo de EC (VALENTA et al., 2000;
SARVEIYA et al., 2004; SARVEIYA et al., 2005).

Foi realizado um estudo em que se demonstrou que o par i6nico formado
entre ibuprofeno e trietilamina, penetrou 16 vezes mais em membrana de PMDS que
o ibuprofeno de so6dio. As interagdes intermoleculares entre o farmaco e o contra ion
foram confirmadas por ressonancia magnética nuclear (RMN), evidenciando a
formacao do par iénico (SARVEIYA et al., 2004).

Em outro estudo, SARVEIYA et al. (2005) confirmaram por RMN a formagéao
de pares i6nicos contendo benzidamina e contra-ions &cidos. Foram comparados os
coeficientes de particdo octanol/agua do cloridrato de benzidamina e dos pares
ibnicos. Também foi comparada a difusdo em membrana de PDMS dos pares
i6nicos e do cloridrato de benzidamina. Observou-se um aumento de 7,3 e 6,3 vezes
no coeficiente de particdo e de 144 e 129 vezes na difusdo em membrana de PDMS,
para o ibuprofenato de benzidamina e o benzoato de benzidamina, respectivamente.

Foi realizado um estudo em que se mostrou que aminas secundarias,
tercidrias e quaterndrias aumentaram a permeacao in vitro de salicilato na pele
humana, sendo que o maior aumento foi observado com a trietilamina, uma amina
terciaria. A permeagédo de pares i6nicos formados entre o acido salicilico e
alquilaminas em pele humana, foi comparada a permeagdo do salicilato
isoladamente. Houve um aumento de até 4,8 vezes na permeacado do par ibnico
(contendo tridodecilamina, uma amina terciaria), em relacdo a permeacao do
farmaco isolado. Além disso, as mudancas no fluxo através da pele humana devido
a formacao dos pares ibnicos foram relacionadas as propriedades fisico-quimicas
dos contra-ions usados. Os resultados destes estudos mostraram que a formacao do
par ibnico como estratégia de aumento da permeacdo de farmacos depende
fortemente das propriedades fisico-quimicas (massa molecular, tamanho da cadeia
carbodnica e lipofilia — expressa pelo log K) de ambos, farmaco e contra-ion (MEGWA
et al., 2000b).

Assim sendo, este trabalho tem por objetivo investigar a influéncia da
formacdo de um par i6nico entre a PA na forma de base livre e diversos acidos de

lipofilicidade variavel (&cido latico — Cs; &cido butirico — Ca4; &cido benzdico — C7 e
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acido cinamico — Cg) sobre a permeacado e penetracdo cutanea in vitro da PA.
Considerando que na LC as formulagdes podem ser aplicadas tanto na pele com EC
(lesdes nodulares que nao formam uma ulcera), quanto na pele ulcerada, na qual a
principal barreira (EC) foi pedida, os estudos de permeacdo serdo conduzidos com
dois modelos in vitro: pele intacta com EC e pele sem EC.

Espera-se que o aumento da lipofilicidade da PA quando na forma de par
ibnico possa contribuir para aumento do seu transporte topico aumentando a sua
penetracdo cutanea. Por outro lado, a PA base livre tem um pKa igual a 8,0 e,
portanto, em condi¢des fisiologicas (pH da pele é cerca de 5) este farmaco esta na
forma protonada, o que limita sua permeacao através da pele. Desta maneira, a
formacdo do par i6nico neutralizaria sua carga contribuindo assim para aumento da

permeacao/penetracao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da formacao de um par iénico entre PA na forma de base
livre e diversos acidos organicos sobre a permeagdo cutanea in vitro deste

antibiético.

3.2 Objetivos especificos

e Obtencédo da PA base livre a partir do sulfato de PA por processo de troca
ibnica.

e (Caracterizacdao da PA base livre por testes fisico-quimicos, doseamento
microbioldgico e por ressonancia magnética nuclear (RMN).

e Sintese de sais (pares idnicos) a partir da PA base livre e 4cidos organicos.

e (Caracterizacdo da formacao dos pares i6nicos por RMN.

e Determinagéo de log K da PA base livre em fung¢éo do pH.

e Determinagéo de log K de pares ibnicos (sais) formados pela PA base livre e
acidos orgéanicos, em pH fixo.

e Determinagéo da solubilidade da PA base livre e dos sais em solventes com
polaridades diferentes.

e Avaliacdo da permeacdo cutanea in vitro, na pele intacta e na pele sem EC,

da PA base livre e dos pares ibnicos a partir de solu¢des etandlicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Materiais

O sulfato de paromomicina foi obtido da Antibidticos (Mildo, Itélia), na poténcia
757 mg/g. O padrdo usado foi o sulfato de paromomicina, poténcia 730 mg/g
(Padrao USP). O &cido cinamico foi obtido por sintese a partir do benzaldeido.
Todos os &cidos foram analisados por RMN e os espectros comprovam suas
estruturas e purezas. Todos os demais reagentes e solventes usados tinham grau
analitico.

O microrganismo padrdo foi o Bacillus subtilis ATCC 6633. Os meios de
cultura usados foram: meio antibiético n° 1 (DIFCO, Franga) e meio antibiético n° 5
(DIFCO, Franca).

Tampao Fosfato Salina (PBS) pH 7.4
Dissolveram-se 0,795 g de fosfato dibasico de sb6dio heptahidratado
(NazHPO4.7H20), 0,144 g de fosfato monobasico de potassio (KH2PO4) e 9,0 g de

cloreto de sédio em 500 mL de agua destilada. Esta solucdo foi transferida para

baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado com agua destilada. Ajustou-
se 0 pH para 7,4 com acido cloridrico (HCI) 1 mol/L ou hidréxido de s6dio (NaOH) 1
mol/L conforme a necessidade.

Tampao Fosfato pH 8,0

Dissolveram-se 16,73 g de fosfato dibasico de potassio (K;HPO,), 0,523 g de
fosfato monobasico de potassio (KH.PO4) em 500 mL de agua destilada. Esta
solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado
com agua destilada. Ajustou-se o pH para 8,0 com HCI 1 mol/L ou NaOH 1 mol/L
conforme a necessidade.

Todos os materiais e solugdes utilizadas em ensaio microbiol6gico foram
previamente esterilizados em autoclave vertical 415 (Fanem, Brasil) a 121°C durante

15 minutos.
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Métodos
4.1 Obtencao da PA na forma de base livre

A PA base livre foi obtida a partir do sulfato de PA, usando uma resina
anibnica Amberlite IRA 402 (OH) (Figura 6), conforme descrito previamente por
BARBIERI & PILCH, 2006. Estes autores usaram uma resina Amberlite IRA-400 na
forma OH que é muito semelhante a resina Amberlite IRA-402, e a substituicdo de

uma pela outra ndo acarreta mudancas no produto final, apds a troca idnica.

Figura 6 — Resina Amberlite IRA-402 (imagem ampliada)

Em um béquer de 100 mL, mediu-se 70 mL de uma resina Amberllite IRA-
402. Foi adicionada agua destilada ao béquer em quantidade suficiente para cobrir a
resina, aguardou-se sua decantagdo e quando necessario o volume da resina foi
corrigido. Descartou-se a agua, inclusive o sobrenadante contendo particulas
suspensas, e repetiu-se esse procedimento cinco vezes, sendo que na ultima vez
nao se descartou a agua.

Transferiu-se a resina juntamente com a agua para uma coluna de vidro de
2,5 cm de didmetro e 30 cm de comprimento, e lavou-se com 50 ml de agua,
deixando-se sempre um volume morto na coluna (aproximadamente 0,5 cm) (Figura
7).

Transferiu-se 1,0 ml de uma solugéo 0,5 M de sulfato de PA para a coluna. A
PA foi eluida com 300 mL de agua num fluxo aproximado de 1,0 mL/min. Foram
coletadas 10 fracdes de 30 mL, sendo que a primeira foi descartada. Mediu-se o pH
das fragbes como com objetivo de se verificar a ocorréncia da troca ibnica (pH >
9,0). As fragbes foram congeladas e liofilizadas (Liofilizador EC — Modulyo) por 72
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horas. As fragdes foram reunidas, dessecadas em estufa a vacuo retilinea (FANEM,
Brasil) a 60°C durante 3 horas e armazenadas em dessecador a vacuo, ao abrigo da

luz.

ie

s >ulfate de Paromomicina

= Paromomicina base livre
Figura 7 — Desenho esquematico do sistema de troca ibnica.

4.2 Ensaio microbioldgico para doseamento da PA

O método utilizado para o doseamento da PA € o ensaio de difusdo em agar,
baseado na Farmacopéia Americana — USP 24 (THE UNITED..., 2000) e modificado
por FERREIRA et al. (2004).

Para a execucdo do ensaio, o B. subtilis (ATCC 6633) foi repicado na
superficie inclinada do meio antibidtico n° 1 e incubado a 36 + 0,5°C em estufa para

cultura microbiolégica (Forma Scientific Inc., USA). Apds 24 horas de incubacéo,



MATERIAIS E METODOS 38

parte da cultura foi transferida para um tubo de ensaio estéril contendo 10 mL de
salina, Tween 80 (0,2% p/v) e pérolas de vidro. Procedeu-se a agitacao em agitador
de tubos do tipo vértex (Phoenix AP56, Brasil) para completa homogeneizacao das
células. Uma suspensao estoque de microrganismo foi obtida em espectrofotdmetro
(Jenway 6400, Inglaterra) com 7,0 £ 1,0% de transmitancia a 580 nm, equivalendo a
3,4 x 10’ UFC/mL. Esta suspensdo padronizada foi diluida 10 vezes em salina e
incorporada a 0,05 % (v/v) no meio para antibiéticos n° 5, fundido e mantido a 48 -
50°C em banho-maria (Lauda E100, Alemanha) acoplado a agitador magnético (IKA,
Labortechnik, Alemanha).

Aliquotas de 10 mL de meio para antibi6ticos n°5 inoculado foram distribuidas
em placas de Petri estéreis. Apds a solidificacdo do meio, seis cilindros de aco
inoxidavel, estéreis (10 mm de altura, 8 mm de didmetro externo e 6 mm de diametro
interno) foram colocados em cada placa, com o auxilio de uma pin¢ca metalica estéril.
Nos cilindros adicionou-se 200 pyL da amostra de maneira alternada em trés dos seis
cilindros utilizando pipeta automatica (Gilson, Franga). Nos outros trés cilindros
adicionou-se 200 pL de solucdo padrao de PA na concentracdo de 0,8 pg/mL (P3)
denominada de referéncia. As placas permaneceram a temperatura ambiente
durante uma hora, para permitir a difusdo do antibiético no agar, antes de iniciar o
crescimento do microrganismo-teste. Apds esse periodo, foram colocadas na estufa
a temperatura de 36 = 0,5°C (Forma Scientific Inc., USA) por um periodo de 18
horas. A leitura do didmetro dos halos de inibicao foi realizada utilizando paquimetro
digital (Mitutoyo, Brasil).

Para calculo da concentracdo de PA, a média dos diametros dos halos de
inibicdo obtidos para P3 em cada ensaio foi subtraida do valor do didametro do halo
de inibicdo correspondente a essa concentragdo na curva-padrdo, originando um
fator de corregdo. A medida dos didmetros dos halos de inibigdo de cada amostra foi
corrigida de acordo com esse fator. As concentracées de PA nas amostras foram
calculadas por interpolacdo na curva padrao correspondente (PA base livre ou PA
sulfato).
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4.3 Caracterizacao da PA base livre

4.3.1 Teste de identificacao de sulfato

As aliquotas de PA base livre obtidas apds troca ibnica foram submetidas ao
teste de identificacdo de sulfato conforme descrito na Farmacopéia Americana —
USP 31 (THE UNITED..., 2008). Segundo esse teste de identificacdo, a adi¢do de
cloreto de bario as solugcdes contendo sulfato, forma um precipitado branco que é
insoluvel em &cido cloridrico e &cido nitrico. A PA na forma de base livre ndo contém
sulfato, portanto apds troca ibnica, os resultados desse teste devem ser negativos. O
mesmo teste foi realizado com a PA sulfato para que os resultados (positivo e
negativo) pudessem ser comparados.

4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A obtencdo da PA base livre foi confirmada com base nas anadlises dos
espectros de RMN de 'H, de '*C, DEPT135 e dos mapas de contornos COSY,
HMQC e HMBC e por comparagcdo com os espectros correspondentes do sulfato de
PA. Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram registrados no espectrémetro Bruker
Avance DRX400 (Depto. de Quimica - ICEx - UFMG), utilizando-se 4gua deuterada
(D20O) como solvente, sendo o proprio solvente deuterado empregado como padrao

interno. Os valores de deslocamento quimico foram descritos em ppm.

4.3.3 Atividade da PA apos processo de troca idnica

Durante o processo de troca ibnica, usado para a conversao do sulfato de PA
em PA base livre, a amostra foi submetida a algumas condi¢cdes de estresse (meio
fortemente alcalino, exposicao a luz e o processo de congelamento), o que poderia
causar uma diminuicdo da atividade da PA. A manutencao da atividade da PA, apds
0 processo de troca idnica, foi avaliada pela comparacgao estatistica entre trés curvas
analiticas obtidas a partir da PA base livre, € uma curva padréo, obtida a partir do
sulfato de PA (Padrdo USP).
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A metodologia utilizada para determinacao da atividade de PA foi o0 ensaio de
difusdo em agar, baseado na Farmacopéia Americana — USP 24 (THE UNITED...,
2000) e modificado por FERREIRA et al., 2004.

4.3.3.1 Obtencao da curva padrao do sulfato de PA

A curva padrao do sulfato de PA foi tracada a partir da média dos pontos de
duas curvas analiticas, realizadas em dias diferentes.

Para a obtencdo das duas curvas analiticas pesou-se 0,0343 g de sulfato de
PA (quantidade de Padrao UPS correspondente a 0,025 g de PA base livre)
(balanga analitica Sartorius BP221S, Alemanha). A PA foi previamente dessecada
em estufa retilinea a vacuo (FANEM, Brasil), a 60°C durante 3 horas e transferida
guantitativamente para um baldo volumétrico ambar de 25 mL completando-se o
volume com tampéo fosfato pH 8,0.

Obteve-se assim, uma solucéo estoque correspondente a 1000 ug/mL de PA
base livre, que pode ser mantida em refrigerador por 21 dias sem alteracao da sua
atividade (THE UNITED..., 2000). Transferiu-se 1 mL da solug¢do estoque para um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com tampéao fosfato pH 8,0,
obtendo-se uma solugédo de PA de 10 pug/mL, denominada P10. Aliquotas de 0,5; 1;
2; 4 e 8 mL desta solugédo foram transferidas para balées volumétricos de 25 mL.
Completou-se o volume com tampao fosfato pH 8,0. Foram obtidas concentracdes
de 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 ug/mL de PA base, denominadas respectivamente P1, P2,
P3, P4 e P5.

Em cada cilindro, foram adicionados 200 pL da solugcdo de antibiético,
utiizando pipeta automatica (Gilson, Franca). Foram preparadas placas em
triplicatas para as concentracées de 0,2; 0,4; 1,6 e 3,2 ug/mL de PA. A concentracao
de 0,8 pg/mL (P3) foi utilizada como referéncia em trés dos seis cilindros de cada
placa.

Foi realizada analise estatistica para verificar se as curvas analiticas obtidas a
partir da PA sulfato poderiam ser reunidas em uma unica curva padrdo. A analise
estatistica realizada incluiu os seguintes testes: o teste de significancia da regresséo
de ambas as curvas e a comparagao estatistica entre elas. Ap6s a comprovacao
estatistica da possibilidade de reunir os dados em uma sé curva-padrdo para o
sulfato de PA, esta foi tracada com os valores dos diametros médios dos halos de
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inibicdo na abscissa e o logaritmo das concentracoes de PA na ordenada. A
equacéao da reta foi calculada pelo método dos minimos quadrados. Foi realizada
uma analise estatistica utilizando analise de variancia da regressao para p < 0,05,
que incluiu o teste de significancia da regressao, do intercepto e da inclinacao da

reta comum.

4.3.3.2 Obtencao da curva analitica da PA base livre

Foram obtidas trés curvas analiticas para PA base livre, em dias diferentes.
Para isso, pesou-se 0,025 g de PA base livre (balanga analitica Sartorius BP221S,
Alemanha), previamente dessecada em estufa retilinea a vacuo (FANEM, Brasil), a
60°C durante 3 horas, e procedeu-se de forma idéntica aquela usada para o preparo
das curvas analiticas do sulfato de PA, conforme descrito anteriormente. Estas
curvas foram comparadas estatisticamente, uma a uma, com a curva padrao do
sulfato de PA.

Para verificar se as trés curvas analiticas obtidas para PA base livre poderiam
ser reunidas em uma unica curva padrao, a ser utilizada para as interpolagdes em
doseamentos posteriores, foi realizada uma analise estatistica, que incluiu os
seguintes testes: o teste de significancia da regressao das trés curvas e a
comparacao estatistica entre as elas. Apdés a comprovacdo estatistica da
possibilidade de se tracar uma curva padrao para PA base livre, esta foi tracada a
partir da média dos pontos de trés curvas analiticas. Foi realizada analise estatistica
da curva padréao da PA base livre, que incluiu o teste de significancia da regresséao,

do intercepto e da inclinacao da reta comum.

4.4 Sintese dos sais de PA

Quantidades estequiométricas de PA base livre e cada um dos &acidos
organicos (acido latico, acido butirico, acido benzoico e &cido cinamico) foram
dissolvidas em metanol e submetidas a agitacdo magnética por 16 horas a
temperatura de 25° C. Evaporou-se o solvente usando um rotavapor. Foram
sintetizados os seguintes sais: lactato de paromomicina (lactato de PA), butirato de
paromomicina (butirato de PA), benzoato de paromomicina (benzoato de PA) e
cinamato de paromomicina (cinamato de PA).
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4.5 Caracterizacao da formacao dos pares idnicos

A caracterizacao inequivoca da formagao dos pares ibnicos entre a PA e os
acidos organicos foi realizada com base na andlise e comparag¢ao dos espectros de
RMN de 'H e de ®C do par iénico e seus respectivos acidos livres. A diferenca entre
deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos vizinhos
ao grupamento carboxilato dos sais, e 0s sinais correspondentes no espectro dos
acidos orgéanicos, serviu como evidéncia da formagéo dos pares i6nicos.

Os espectros foram registrados no espectrémetro Bruker Avance DRX400
(Depto. de Quimica - ICEx - UFMG), utilizando-se metanol deuterado (MeOD) como
solvente. O préprio solvente deuterado foi empregado como padrao interno. Os

valores de deslocamento quimico foram descritos em ppm.
4.6 Determinacao do coeficiente de particao octanol/agua (log K) da PA

Para a determinacédo de log K alguns fatores sdo muito importantes como a
pré-saturacdo de ambas as fases organica e aquosa, a separacao completa das
fases apds agitacao e o uso de amostras em concentragdo abaixo da concentracao
micelar critica (POOLE? & POOLE®, 2003).

4.6.1 Influéncia do pH

O coeficiente de particao foi avaliado entre n-octanol e tampao fosfato 0,05 M
em diferentes valores de pH (5,0; 6,0; 7,0 e 8,5). O pH final do tampéo fosfato 0,05M
foi ajustado com adicdo de solucdo NaOH 0,1M em quantidade suficiente para
obtencdo dos diferentes valores. As fases aquosa e organica foram pré-saturadas,
uma com a outra, por 24 horas, a 25 °C.

Pesou-se 50 mg da PA base livre, transferiu-se para baldo volumétrico de 5
mL e completou-se o volume com agua destilada. Obteve-se assim uma solucao
estoque de PA na concentracdo de 10 mg/mL. Transferiu-se 1,0 mL da solucéo
estoque para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com tampao
fosfato e ajustou-se o pH para o valor desejado, obtendo-se uma solucdo de
concentragao aproximadamente igual de 1,0 mg/mL. Retirou-se uma aliquota desta
solugdo para posteriormente determinar-se a concentragéo inicial de PA. Adicionou-
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se 9 ml de n-octanol a 9 ml da solucao de PA e deixou-se sob agitacdo magnética
continua (agitador magnético IKA, Labortechnik, Alemanha) por 24 horas, a 25 °C.
Em seguida, as fases foram separadas em centrifuga HIMAC CF-7D2 (Hitachi,
Japao) por 5 minutos a 2800 rpm. As concentracdes de PA no tampéo, antes e apos
particdo, foram determinadas por ensaio microbiol6gico conforme descrito
anteriormente. Considerando que a concentracao inicial de PA (antes da particédo) é
conhecida, a concentragdo de PA no octanol pode ser determinada por diferenca.

4.6.2 Influéncia da adicao de contra-ions — formacao do par i6nico

Foi avaliado o log K dos pares ibnicos formados pela PA base livre e os
acidos organicos: acido butirico, acido benzdico e 4cido laurico. O log K foi avaliado
entre n-octanol e tampéao fosfato 0,05 M em pH igual a 6,0. Neste valor de pH, a
proporcdo de PA na forma n&o ionizada € muito pequena e sua contribuicdo pode
ser considerada insignificante. As fases aquosa e organica foram pré-saturadas,
uma com a outra, por 24 horas, a 25°C. A PA base livre e os acidos organicos foram
usados em propor¢ao estequiométrica (razao molar igual a 1:5). A PA base livre e 0s
acidos hidrossoluveis (acido butirico e acido benzoico) foram adicionados ao tampao
fosfato 0,05 M, enquanto o acido laurico foi adicionado ao octanol. O coeficiente de

particao dos pares iénicos foi determinado conforme descrito anteriormente.

4.7 Determinacao da solubilidade da PA e seus sais em diferentes solventes

A solubilidade do sulfato de PA, da PA base livre e dos sais de PA, em trés
solventes com polaridades distintas (agua, metanol e etanol), foi determinada e
comparada a fim de avaliar a influéncia da formacédo do par idnico na lipofilicidade
dos sais.

Foram pesadas quantidades de PA (base livre, sulfato e sais) suficientes para
saturar o solvente e submeteu-se a mistura a agitacdo magnética por 24 horas, a
temperatura de 25°C. Centrifugou-se a mistura, e com auxilio de uma seringa,
retirou-se quantidade adequada do sobrenadante limpido. O sobrenadante foi em
seguida filtrado (filtro de 0,45 um; Millipore) e a concentracéo da PA foi determinada

por ensaio microbioldgico. A partir da concentracdo de PA, calcularam-se as
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solubilidades de cada um dos sais, as quais foram expressas em funcdo dos

diferentes solventes usados.
4.8 Permeacao e penetracao cutanea in vitro

Os estudos de permeacdo e penetracdo cutanea in vitro de PA foram
realizados em células de difusdao de Franz (CDF) modificadas constituidas por um
compartimento doador, um compartimento receptor com volume de 6,7cm? e area de
superficie da membrana de 1,77cm®. Para este estudo foram utilizadas peles de
orelha de porco, com trés a seis meses, sacrificados em abatedouro. Foram usadas
amostras de pele intacta e pele sem EC.

4.8.1 Preparacao da pele

Apoés a excisao das orelhas dos animais, essas foram submetidas a limpeza
sob agua corrente. A regido externa das orelhas foi depilada com o auxilio de um
tricotomizador elétrico 9603 (3M, EUA) e a pele removida cuidadosamente da
cartilagem com o auxilio de um bisturi. Em seguida, o tecido adiposo subcutaneo foi
removido também com o auxilio de um bisturi e as peles foram inspecionadas
visualmente para deteccéo de possiveis danos.

Os fragmentos da pele foram acondicionados em papel filme e colocados em
sacos plasticos de polietilieno hermeticamente fechados e estocados a — 18°C por no
maximo quatro semanas. Uma hora antes de serem montados nas células de
difusdo de Franz, os fragmentos foram mantidos a temperatura ambiente. Os
estudos de permeacdo foram conduzidos com pele intacta e pele sem EC. Os
fragmentos com pele intacta foram obtidos conforme descrito acima, enquanto que

aqueles sem EC foram obtidos conforme descrito abaixo.
4.8.1.1 Retirada do estrato cérneo

O EC foi removido por meio de desgaste realizado com fita adesiva (Scotch
845 Book Tape 2” x 540; 3M, EUA) no dia do experimento. Esta fita foi aderida ao
lado epidérmico do fragmento de pele, com o auxilio de um cilindro que realiza uma

pressdo de 140 g/cm?, sendo posteriormente retirada (tape stripping). O stripping foi
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realizado por 25 vezes para a remocado completa do EC. A validacdo da remocéao
completa do EC foi confirmada em um estudo anterior por meio de analises
histologicas e medidas da perda de agua transepidérmica (PAT) (CARNEIRO, 2007)

4.8.2 Montagem das células de Franz

Os fragmentos de pele (intacta ou sem EC), apds atingirem a temperatura
ambiente, foram hidratados em tampao fosfato salina (PBS), pH 7,4 e colocados
horizontalmente na CDF, dividindo-a em compartimentos doador e receptor. O
compartimento receptor foi preenchido e mantido por 1 hora com tampao fosfato
salina (PBS), pH 7,4 contendo 0,01% de cloreto de mercurio como conservante.
AplGs este periodo, o compartimento receptor foi lavado trés vezes com tampao
fosfato salina (PBS), pH 7,4 sem conservante, a fim de evitar a interferéncia no
método analitico de doseamento da PA. Este procedimento de limpeza foi validado
previamente por GOMES et al. (1998). Durante o experimento, a temperatura da
pele foi mantida a 32°C por meio de um sistema de circulacdo de agua a 37°C e

agitacdo magnética.

4.8.3 Preparo e aplicacao das formulacoes (solucoes)

Para avaliacdo da permeacao dos sais de PA foram preparadas solu¢des na
concentracao de 1% (p/p), usando os sais de PA previamente sintetizados e etanol
como solvente. Nao foi possivel preparar uma solucao da PA base livre em etanol
devido a sua baixa solubilidade neste solvente. Assim sendo, a solugcdo de PA base
livre foi preparada usando-se uma solucao de etanol/agua (80:20). A concentracao
de PA base livre e dos sais de PA nas solugdes foi confirmada por ensaio
microbioldgico.

Os experimentos foram conduzidos em dose finita, a qual imita as condicbes
normais de aplicagdo. Nesses experimentos, o compartimento doador serd mantido
aberto, permitindo a evaporacao da fase aquosa volatil das preparagdes simulando
as condicdes normais de aplicacao de formulagdes topicas.

Amostras de 100 uL das solugdes foram aplicadas sobre as peles com
pipetador automatico (Gilson, Franca) de forma a permitir o espalhamento
homogéneo da solucéo sobre a pele.



MATERIAIS E METODOS 46

4.8.4 Determinacao da difusao

As amostras foram coletadas 8 horas apds a aplicacdo das solugdes por meio
da remocéo total do fluido receptor. A coleta somente ap6s 8 horas se justifica uma
vez que a concentragdo da PA a intervalos de tempo inferiores foi abaixo do limite de
deteccao. A concentracdo de PA no liquido receptor foi determinada por ensaio
microbioldgico. Nos experimentos utilizando pele intacta procedeu-se a extracdo da
PA que penetrou na pele, conforme descrito em 4.8.4.1 € 4.8.4.2..

4.8.4.1 Remocao da PA nao absorvida

Em experimento com pele intacta, a quantidade de PA nao absorvida, a qual
permaneceu na superficie da pele e ndo penetrou no tecido cutdneo apos 8 horas,
foi removida utilizando-se 0,5 mL de uma solugdo aquosa a 1% de um tensoativo
nao idnico (éter oléico de polioxietileno 20 — Volpo 20), seguido da aplicacdo de 0,5
mL de agua destilada. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes. O
chapéu da célula de difusdo de Franz foi retirado e o excesso da formulacédo da pele
foi removido com o auxilio de um cotonete umedecido na solu¢do aquosa do
tensoativo. Por ultimo, um cotonete seco foi utilizado para remover o excesso da

umidade. Este procedimento foi validado previamente por FERREIRA et al., 2004.

4.8.4.2 Extracao da PA na pele

Este procedimento foi previamente validado por FERREIRA et al. (2004) para
o sulfato de PA. Apés a limpeza, descrita em 4.8.4.1, os fragmentos de pele foram
removidos da célula, recortados na regidao demarcada pelo chapéu com o auxilio de
um bisturi e acondicionados em frascos de penicilina a —20°C por 12 horas. Apéds
este periodo, os fragmentos foram gradualmente descongelados e 5 mL de tampao
fosfato pH 8,0 foram adicionados em cada um dos frascos. Ap6s 2 horas de contato,
os frascos foram submetidos ao vortex (IKA Laubotechnik, Alemanha) por 5 minutos.
O sobrenadante foi filtrado por meio da passagem por uma membrana de 1,2 um e
submetido ao doseamento microbioldgico.

A extracdo da PA base livre e dos sais PA na pele foi realizada conforme
descrito para o sulfato de PA. Porém, devido as diferencas de solubilidade entre os
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sais e o sulfato de PA, foi realizada a validacao da extracdo de um dos sais (butirato

de PA) conforme descrito em 4.8.4.2.1.

4.8.4.2.1 Validacao da extracao do butirato de PA da pele

Para a validacdo da extracdo do butirato de da pele, foi preparada uma
solugcédo na concentracdo de a 1,0 mg/mL utilizando tampéao fosfato pH 8,0 como
diluente. Foram montadas trés células de Franz utilizando pele intacta, conforme
descrito em 4.8.2. Em cada célula foram aplicados 50 uL de cada solucédo. Apos
aproximadamente 3 horas (tempo necessario para evaporacdo do solvente e
penetracdo da PA na pele), os fragmentos de pele foram removidos da célula,
recortados na regido demarcada pelo chapéu com o auxilio de um bisturi e
acondicionados em frascos de penicilina a —20°C por 12 horas. Em seguida,

procedeu-se conforme descrito em 4.8.4.2.

4.8.5 Analise estatistica

A comparacao entre as médias dos experimentos de permeacdo cutanea na
pele intacta foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA). As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas ao nivel p < 0,05. Foi realizado pés teste
de Tukey.

A comparacao entre as médias dos valores de permeacao cutanea na pele
sem EC foi realizada pelo teste t. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas ao nivel p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencao da paromomicina na forma de base livre

Ao longo do procedimento de troca ibnica, o pH das fracbes eluidas foi
aferido, e em todas elas, seu valor foi maior que 9, confirmando o predominio de
ions OH" na solugdo. Apés serem liofilizadas, as fracoes foram pesadas para se
calcular o rendimento do processo. A quantidade de PA base livre obtida foi

equivalente a 70% do valor esperado.
5.2 Caracterizacao da PA base livre
5.2.1 Teste de identificacao de sulfato

O resultado do teste para PA base livre foi negativo (auséncia de sulfato),
uma vez que nao houve formacao de precipitado branco ao se adicionar cloreto de
bario as solucdes acidas da PA base livre obtida por troca iénica. O resultado do
teste de identificagdo do sulfato realizado com o sulfato de PA foi positivo (presenca
de sulfato), uma vez que um precipitado branco foi observado.

5.2.2 RMN
Nas Figuras 8 e 9 estdo representados os espectros de RMN de 'H da PA

base livre e do sulfato de PA respectivamente. A atribuicdo dos sinais foi realizada

de acordo com a numeracgao proposta na Figura 10.
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Figura 8 — Espectro de RMN de 'H da PA base livre.
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Figura 10 — Estrutura da PA usada para atribuicao dos sinais referentes aos hidrogénios da PA base
livre e do sulfato de PA

Na Figura 11 esta representada a sobreposicdao entre os espectros de RMN
de 'H da PA base livre e do sulfato de PA de forma a facilitar a visualizacdo das

diferencas entre os deslocamentos quimicos.
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Figura 11 — Comparacéo entre os espectros de RMN de 'H do sulfato de PA (vermelho) e da PA base

livre (azul).

No espectro de RMN de 'H da PA base livre (Figura 8) observa-se que todos

os sinais relativos aos hidrogénios da molécula encontram-se mais blindados,
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quando comparados com os respectivos sinais referentes aos hidrogénios do sulfato
de PA (Figura 9).

Tabela 1 — Atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios da PA base livre e do
sulfato de PA.

. L Deslocamento quimico (ppm) . _ . Deslocamento quimico (ppm)
Hidrogénio Hidrogénio
Sulfato de PA PA base livre Sulfato de PA  PA base livre
H-1a 5,70 5,30 H-1c 5,24 4,91
H-2a 3,33 2,68 H-2¢ 3,53 2,98
H-3a 3,89 3,22 H-3c 4,19 3,97
H-4a 3,42 3,76 - 3,62 H-4c 3,74 - 3,63 3,61 - 3,59
H-5a 3,77 - 3,69 3,42 - 3,32 H-5¢ 3,74 - 3,63 2,86 -2,78
H-6a 3,87 - 3,82 3,83 - 3,72 H-5¢” 3,74 - 3,63 2,71 -2,63
H-6a’ 3,87 - 3,82 3,83 - 3,72 H-1d 5,33 5,31
2,83 ou 2,71-
H-1b 3,40 - 3,18 H-2d 4,36 4,23
2,63
H-2b 3,87 - 3,82 3,62 - 3,52 H-3d 4,48 4,38
H-3b 3,87 - 3,82 3,62 - 3,52 H-4d 4,15 4,09
H-4b 3,87 - 3,82 3,62 - 3,52 H-5d 3,73 - 3,63 3,90 - 3,77
2,71 - 2,63 ou
H-5b 3,40 - 3,18 H-6d 3,29 - 3,16 2,99 - 2,93
2,83

H-6b 1,75 1,14 H-6d’ 3,29 - 3,16 2,86 - 2,63
H-6b’ 2,37 1,91 - - -

Os sinais referentes aos hidrogénios do sulfato de PA encontram-se mais
desblindados, ou seja, apresentam maior deslocamento quimico quando
comparados aos sinais da PA base livre. Essa diferenca no deslocamento quimico é
devido a presenca dos grupamentos amino carregados positivamente o que
desprotege os hidrogénios vizinhos. As atribuicbes dos sinais referentes aos
hidrogénios da PA base livre e do sulfato de PA encontram-se descritas na Tabela 1.

Devido a complexidade da estrutura da PA e, consequentemente, de seu
espectro de RMN de 'H, observa-se sobreposi¢ao de varios sinais (figuras 8 e 9), o
que dificulta a sua atribuicdo. Portanto, a andlise dos espectros de RMN de '°C, sub-
espectro de DEPT135 e dos mapas de contornos COSY, HMQC e HMBC foi
fundamental para a atribuicdo dos sinais apresentados na Tabela 1.
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5.2.3 Atividade da PA base livre apds processo de troca idnica

5.2.3.1 Obtencao da curva padrao do sulfato de PA

Na figura 12 estdo apresentadas as curvas-padrao obtidas em dias diferentes
para o sulfato de PA, com as respectivas equacbes da reta e coeficientes de
determinacéo (r°).

25.0

y = 18,6435 + 8,4347 x ; > = 0,9818
22.5

Y y=18,6384 + 8,2786 X ; r? = 0,9875
20.0

17.51

15.0

Halo de Inibicao (mm)

12.51

T T T T T
-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75

log da concentragao (ug/mL)

Figura 12 — Representacao grafica de duas curvas analiticas do sulfato de PA, obtidas por

doseamento microbiolégico, em dias diferentes.

A analise de regressao para cada curva revelou linearidade adequada dentro
da faixa de concentracdo trabalhada e concluiu-se que a regressdo €
estatisticamente significativa para P < 0,05.

A fim de tracar uma curva comum foi necessario comprovar que a curva 1 e a
curva 2 nao diferiam estatisticamente. Para isso, foi formulada hipétese nula de que
tanto os valores de a (coeficiente linear) quanto os de b (inclinagdo) nao diferiam
estatisticamente. A hip6tese nula foi aceita e concluiu-se que as curvas nao sao
estatisticamente diferentes. Desta forma, tracou-se uma curva comum (Figura 13) a
partir da média dos pontos das duas curvas. A andlise de regressdo da curva
revelou linearidade adequada dentro da faixa de concentracéo trabalhada.
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25.07 y = 18,6409 + 8,3567 X ; r° = 0,9852
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Figura 13 — Representacao grafica da curva padrdo de sulfato de PA (média + dp), obtida por

doseamento microbioldgico, na faixa de 0,2 a 3,2 pg/mL.

5.2.3.2 Obtencao das curvas analiticas da PA base livre

Na Figura 14 estdo apresentadas trés curvas-padrdao para a PA base livre,
com as respectivas equagdes da reta e coeficientes de determinacéo (r?), obtidas em
dias diferentes.
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Figura 14 — Representagao grafica de trés curvas padrao de PA base livre, obtidas por doseamento
microbioldgico, em dias diferentes.



RESULTADOS E DISCUSSAO 54

A analise de regressao para cada curva revelou linearidade adequada dentro
da faixa de concentracdo trabalhada e regressao significativa para P < 0,05. Foi
realizada analise estatistica para comparar cada uma das trés curvas analiticas
obtidas a partir da PA base livre, com a curva padrao do sulfato de PA. Para isso, foi
formulada hip6tese nula de que tanto os valores de a (coeficiente linear) quanto os
de b (inclinagéo), nao diferiam estatisticamente. A hipétese nula foi aceita e concluiu-
se que as curvas nao sao estatisticamente diferentes.

Esta avaliagdo nos permitiu concluir que durante o processo de troca iGnica
ndo houve diminuicdo da atividade da PA base livre. Além disso, é possivel inferir
sobre a eficacia de obtencédo da PA base livre. Além das evidéncias quimicas, o fato
de terem sido feitas pesagens de quantidades equivalentes de base e de sulfato
(ndo iguais) para a obtengdo das curvas e dessas curvas ndo terem diferido atesta
nao s6 a manutencao da atividade, mas também a retirada do sulfato.

5.2.3.3 Obtencao da curva padrao de PA base livre

Para que se pudesse tracar uma curva comum para PA base livre, foi
necessario comprovar que as trés curvas analiticas ndo diferiam estatisticamente.
Para isso, foi formulada hipétese nula de que tanto os valores de a (coeficiente
linear) quanto os de b (inclinag&o) ndo diferiam estatisticamente. A hip6tese nula foi
aceita e concluiu-se que as curvas sao estatisticamente semelhantes. Desta forma,
tracou-se uma curva comum (Figura 15) a partir da média dos pontos das duas
curvas. A andlise de regressao da curva revelou linearidade adequada dentro da

faixa de concentracédo trabalhada.
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Figura 15 — Representacao grafica da curva padrdao da PA base livre (média + dp), obtida por

doseamento microbioldgico, na faixa de 0,2 a 3,2 pg/mL.

5.3 Sintese dos sais de PA
Os sais foram sintetizados e armazenados em dessecador a vacuo até o uso.
Na Tabela 2 as massas moleculares dos acidos organicos e dos sais sao

apresentadas.

Tabela 2 — Massa molecular dos acidos organicos e dos sais sintetizados.

Substancia Massa Molecular (g) Substancia Massa Molecular do sal (g)
Acido Latico 90,08 LAC — PA 1066,04
Acido Butirico 88,11 BUT - PA 1056,19
Acido Benzéico 122,0 BENZ - PA 1221,14
Acido Cinamico 148,17 CIN - PA 1356,44

O aumento da massa molecular dos acidos organicos contribui
significativamente para o aumento da massa molecular do sal uma vez que este
contém cinco moléculas de &cido para uma molécula de base livre. Conforme
mencionado anteriormente, o aumento da cadeia carbénica dos &cidos organicos
contribui para o aumento da lipofilicidade do par iénico. Por outro lado o aumento da
massa molecular e assim, do tamanho do par idnico, desfavorece sua permeacgao

cutanea.
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5.3.1 Caracterizacao da formacao dos pares idnicos

Os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos
proximos ao grupo carboxilato e dos sinais correspondentes no espectro dos acidos
organicos estdo descritos na tabelas 3, assim como a diferengca entre estes
deslocamentos (A). Na Tabela 3 também sédo apresentadas as estruturas dos acidos

organicos.

Tabela 3 — Estrutura molecular dos acidos organicos e comparacao entre os

deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios do acido versus sal.

Estrutura Molecular Atribuicao Deslocamento quimico (ppm)
Acido Latico Lactato de PA A
(0] COOH 5,01 - -
H;C CH(OH) 4,22 4,04 0.18
OH
OH CHs; 1,38 1,34 0,04
Acido Butirico Butirato de PA A
0 CHs; 0,96 0,94 0,02
M 2 x H-3 1,62 1,61 0,01
HO CH, 2x H-2 2,26 2,18 0.08
2 OH 4,87 - ;
Acido Benzdico Benzoato de PA A
0] 2 x H-b 8,03 7,96 0,07
2 x H-c 7,46 7,38 0,08
A OH
d b H-d 7,58 7,44 0.14
C
Acido Cinamico Cinamato de PA A
H-2 6,47 6,50 -0,03
H-3 7,67 7,48 0.19
2x H-c + H-d 7,4-7,37 7,37-7,32 0,04
2 x H-d 7,58-7,56 7,53 0,04
c OH 4,97 -

Na Tabela 3 estdo destacadas (sublinhado e em negrito) as maiores
diferencas encontradas entre o0s deslocamentos quimicos dos sinais
correspondentes aos hidrogénios dos sais e dos acidos. Esta diferenga corresponde
aos sinais referentes aos hidrogénios vizinhos ao grupo carboxilato (no caso do
lactato de PA e do butirato de PA) ou hidrogénios em ressonancia com esse grupo
(benzoato de PA e cinamato de PA), pois estes sofrem maior influéncia da carga

negativa.
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Na Figuras 16, 17, 18 e 19 estao representadas as sobreposicoes entre os
espectros de RMN de 'H dos Acidos livres (4cido latico, acido butirico, &cido
benzoico e acido cindmico, respectivamente) e do sais correspondentes, de forma a
facilitar a visualizacdo das diferencas entre os deslocamentos quimicos. Além disso,
em cada figura esta representada a formula estrutural do respectivo acido. Os sinais
correspondentes aos mesmos hidrogénios, no espectro do &acido e do sal estdo

assinalados com a mesma cor.

o

. 0
= HZCWAI\OH

| OH
o CH;
w
-t _4—-—)"\"\-— LJ{ h _—
" L«JV\
o - AW‘)[\ — "

I I I T I I
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Figura 16 — Comparagao entre os espectros de RMN de 'H do 4acido latico (vermelho) e do lactato de
PA (azul).



RESULTADOS E DISCUSSAO 58

E i
0 CH

2 = 3
=

- HO 5 CHs

] 2xH-2
m p—
m —
= A ‘ 1
N QD
o JLfLJ"\_Mr\JL)m\ ., o _F

T [
4 3 2 [ppm]

Figura 17 — Comparacao entre os espectros de RMN de 'H do acido butirico (vermelho) e do butirato
de PA (azul).
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Figura 18 — Comparagdo entre os espectros de RMN de 'H do acido benzédico (vermelho) e do

benzoato de PA (azul).
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Figura 19 — Comparagcao entre os espectros de RMN de 'H do 4cido cindmico (vermelho) e do

cinamato de PA (azul).

Observa-se que os deslocamentos quimicos dos sinais correspondentes aos
hidrogénios dos sais (carboxilatos) encontram-se mais préximos ao TMS, ou seja,
mais blindados, devido a carga negativa desse grupo.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 16, 17,
18 e 19 é possivel concluir que a adicao dos contra ions acidos a PA base livre
acarreta mudancas no seu espectro de RMN de 'H. Essas mudancas indicam que
houve formacdo de pares iGnicos entre a PA base livre e os acidos organicos em

metanol.

5.4 Determinacao do coeficiente de particao octanol/agua (log K) da PA base

livre
5.4.1 Influéncia do pH
As concentracbes da PA base livre na fase aquosa e no octanol, apés

particdo por 24 horas, foram determinadas em fungéo do pH. A partir destes dados

foram calculados os valores de log K, como mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Determinagéo de log K da PA base livre, em fungéo do pH.

pH log K
5,0 -

6,0 -0,97 £ 0,11
7,0 -0,96 £ 0,06
8,5 -0,75 £ 0,06

Foi observado um pequeno aumento do /log K com o aumento do pH,
conforme esperava-se para uma base fraca como a PA base livre. No caso de bases
fracas, o aumento do pH contribui para que a molécula esteja predominantemente
na forma n&o ionizada, aumentando sua concentragdo na fase organica e assim
podendo levar a um aumento de log K. Porém, mesmo em pH igual a 8,5 a afinidade
da PA base livre pela fase organica ainda € muito baixa. Verificou-se que o aumento
do pH nao foi suficiente para aumentar significativamente o log K da PA base livre.

5.4.2 Influencia da adicao de contra ions

A influéncia da adicao de diferentes contra ions sobre o0 log k da PA base livre
foi investigada. As concentracbes da PA base livre na fase aquosa (pH fixo = 6,0) e
no octanol, apos particdo por 24 horas, foram determinadas. A partir desses valores
foram calculados os valores de log K da PA base livre e dos sais como mostrado na
Tabela 5.

Tabela 5 — Determinagéo de log K da PA base livre e dos sais em pH igual a 6,0.

Substancia K log K

PA base livre 0? -0,97
Butirato de PA 0 -

Benzoato de PA 0,04 -1,36

A concentracéo de PA no tamp&o antes da particdo com o octanol foi igual aquela observada apés a
particao; portanto, a quantidade de PA que migrou para a fase orgéanica foi desprezivel.

Esperava-se que a formacao do par i6nico fosse suficiente para promover um
aumento na lipofilicidade da molécula, capaz de aumentar seu log K e que quanto
maior a cadeia carbbnica dos 4cidos organicos maior seria 0 log K dos sais. Porém,
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os valores de log K dos sais e da PA base livre foram similares. Este resultado
pode ser explicado pelo alto grau de solvatagdo dos sais na fase aquosa, pela
dificuldade de superacao da alta energia de hidratacao e pela baixa estabilizacao do
par iénico dentro do ambiente lipidico (GREEN & HADGRAFT, 1987). Mesmo na
forma de par ib6nico, a PA apresenta-se como uma molécula bastante hidrofilica.
Assim, os valores de log K encontrados nao significam que nao esteja havendo
aumento da lipofilicidade dos pares i6nicos em relagcdo a PA base livre, mas que
esse aumento de lipofilicidade seja insuficiente para que os pares idnicos tenham

afinidade pelo octanol, bastante lipofilico.

5.5 Determinacao da solubilidade da PA base livre e dos sais em diferentes
solventes
A solubilidade da PA base livre e dos sais, foi determinada em diferentes

solventes e esta descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Determinagéo da solubilidade da PA base livre e seus sais em diferentes

solventes.
Substancia Solubilidade (mg/mL) + desvio padrao
Agua Metanol Etanol
Sulfato de PA > 1000 < 0,01 < 0,005
Pa base livre > 1000 8,3%0,2 1,4 +0,1
Lactato de PA 26,4 £24 110,6 £3.2 10,3 +£0,7
Butirato de PA 255+£1,0 110,4 +4,3 12,4 +0,4
Benzoato de PA 34,8+1,3 280,5 £21,5 57,9 £2,7
Cinamato de PA 14,2+0,9 113,8 £4,0 348+1,3

Foram usados trés solventes de polaridades diferentes, sendo a 4gua o mais
polar e o etanol o mais apolar. Como esperado, observou-se uma nitida diminuicao
da solubilidade da PA base livre e do sulfato de PA a medida que a polaridade do
solvente diminuiu. A solubilidade da PA base livre e do sulfato de PA em agua foi
significativamente maior que aquela observada para os sais. Em contrapartida, a
solubilidade em metanol e etanol da PA livre e do sulfato foi menor do que aquela

observada para os sais. Assim, a formacao do par i6nico entre a PA e acidos
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organicos diminuiu a solubilidade aquosa e aumentou a solubilidade em solventes
organicos deste farmaco base.

De uma forma geral, a solubilidade do lactato de PA e do butirato de PA em
cada um dos solventes foi similar, 0 que pode ser explicado pela semelhanca entre
as estruturas dos acidos butirico e latico, levando a formacdo de pares iGnicos com
massa e estrutura semelhantes. Para esses pares ibnicos, em metanol, houve um
aumento de solubilidade de aproximadamente 10.000 vezes em relacdo ao sulfato
de PA e de 13 vezes em relacdo a PA base livre. Os pares ibnicos que
apresentaram maior solubilidade em etanol foi o benzoato e o cinamato de PA, o
que sugere maior carater lipofilico destes sais em comparacao com o lactato e o
butirato.

Finalmente, observou-se que a formacgao do par iénico entre a PA e os acidos
organicos levou a uma diminuicdo do carater hidrofilico dos sais, ou seja, aumento
do carater lipofilico. No entanto, deve ser observado que a solubilidade de todos os
sais foi maior em metanol do que em etanol (Tabela 6). Estes dados sugerem que
este aumento do carater lipofilico, através da formacao do par ibnico, foi moderado e
isto esta em consonancia com nossos dados prévios, 0s quais mostraram que a

formacao do par i6nico nao foi suficiente para aumentar o log K.

5.6 Permeacao e penetracao cutanea in vitro da PA base livre e dos sais

5.6.1 Validacao da extracao do butirato de PA da pele

O objetivo da validacao da extracao do butirato de PA da pele é assegurar
que a PA que penetrou na pele seja extraida e quantificada adequadamente.
Determinou-se exatamente a concentracao da solucéo de butirato de PA aplicada na
pele e calculou-se a concentracdo de butirato de PA esperada no liquido extrator
apos a extracao. A quantidade de butirato de PA quantificada ap6s a extragdo (n=3)
foiigual a 72 £ 4,7% em relagcédo a quantidade esperada.

A validacao da extracdo do sulfato de PA, realizada em um estudo anterior,
mostrou que através do procedimento de extracdo deste sal é possivel recuperar
aproximadamente 100% (ver dados) da quantidade aplicada na pele (FERREIRA et
al., 2004). A diferenca entre estes resultados pode ser justificada pela diferenca de

solubilidade entre os sais de PA. O sulfato de PA é mais soluvel no tampao usado
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para extracdo que o butirato de PA. Desta maneira sugeriu-se 0 uso de outros
solventes para extrair o butirato da pele como, por exemplo, etanol. Porém isto levou
a extracdo de outras substancias da pele como lipides que interferiram no
doseamento microbiolégico do liquido extrator. Assim, decidiu-se prosseguir com a
extracao usando tampao fosfato pH 8,0.

5.6.2 Permeacao e penetracao através da pele intacta

Os dados obtidos nos estudos de permeacao cutanea da PA base livre e seus

sais, através da pele intacta, podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Permeacao e penetracdo cutanea in vitro (% dose aplicada) da PA e
seus sais, a partir das solucdes etandlicas, através da pele intacta apés 8 h.

B Permeacao Penetracao
Formulacao .
(% dose aplicada)

PA base livre ND? 0,30 + 0,02
Lactato de PA ND 0,77 £ 0,04
Butirato de PA ND 0,23 £ 0,04
Benzoato de PA ND 0,49 £0,02
Cinamato de PA ND 0,37 £0,09

#ND (Nao detectada)
Os valores expressos correspondem a média (n=3) + dp (desvio padrao)

Foram aplicadas sobre a pele intacta, amostras de 100 puL das solucdes
etandlicas de PA base livre e dos sais, na concentracao de 1% (p/p). Apds 8 horas
foram retiradas amostras de liquido receptor e foi realizada a extracdo da PA base
livre e dos sais da pele. As amostras foram submetidas ao doseamento
microbioldgico para determinagcdo da permeacdo e da penetracdo (% da dose
aplicada) da PA base livre e dos sais.

A permeagdo cutanea in vitro da PA através da pele intacta a partir das
solugdes foi abaixo do limite de detec¢cdo do método de doseamento. Assim sendo,
a PA néo foi detectada no liquido receptor, ou seja, a permeacao da PA através da
pele intacta foi muito baixa. Portanto, embora a formagdo do par ibnico tenha

aumentado o carater lipofilico da PA base livre, conforme demonstrado pelos dados
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de solubilidade, isto ndo foi suficiente para aumentar a sua permeagado. Outra
explicacdo seria o fato de que a PA e seus sais apresentam massa molecular
elevada, o que pode constitui um obstaculo para permeacao através da barreira
compacta representada pelo EC

Em contrapartida, a penetracao cutanea a partir dos sais (lactato, cinamato e
benzoato) foi maior do que aquela observada para a PA base livre (0,30 = 0,02%).
As diferencas entre sais e da PA base livre foram estatisticamente significativas (P <
0,05). Foi realizado pds-teste de Tuckey, em que a penetracdo cutdnea dos sais foi
comparada individualmente com aquela da PA base livre e apenas o lactato de PA e
0 benzoato de PA apresentaram diferenga estatistica significativa ao nivel de p <
0,05.

Surpreendentemente, a penetracado da PA a partir do butirato de PA (0,23 +
0,04) foi menor do que aquela observada para a base livre. Porém, se levarmos em
consideracao que a extracdo do butirato de PA que penetrou na pele foi menor
(72%; ver item 5.6.1) do que aquela observada para a PA base livre, os valores de
penetracdo deste sal, corrigidos em relacao a esta diferenca, sdo similares aqueles
para a penetracdo da PA base livre. Deve ser enfatizado que entre os sais que
proporcionaram aumento da penetracao, o efeito foi mais pronunciado com o lactato
em comparagcao com o benzoato e o cinamato. Assim sendo, o sal de menor massa
molecular proporcionou maior penetracdo. Por outro lado, nossos dados prévios
mostraram que a solubilidade da PA em etanol, o solvente menos polar usado
naqueles estudos, foi maior para o cinamato e benzoato em compara¢cdo com o
lactato, o que sugere maior carater lipofilico destas substancias. No entanto, o
aumento do carater lipofilico em associacdo com o aumento da massa molecular
pode ser um limitante para a penetracao cutanea. Em conclusdo, o aumento das
propriedades lipofilicas aumentou a penetragdo cutanea da PA e isto pode ser
atribuido ao aumento do carater lipofilico, no entanto o aumento da massa molecular

parece ser um fator limitante.
5.6.3 Permeacao através da pele sem EC
Na Tabela 8 podem ser visualizados os dados obtidos nos estudos de

permeacdo cutdnea da PA (em % da dose aplicada), a partir das diferentes

solucdes, apos 8 horas.
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Tabela 8 — Permeacao cutanea in vitro da PA e seus sais, a partir das solucoes

etandlicas, através da pele sem EC.

Permeacao (% dose aplicada)

Solucao — T
NV Orelha  ®média por média por ooy
(substancia) célula fragmento média geral
. 1 90,1 11+2.1
PA Base Livre 1 12+0,5 10 + 1
2 10£0,0 11407 B
2 11 +£0,2 -
3 20 +1,1
Lactato de PA 3 15 +0,1 18435 11+7
4 1,5+0,0
4 9+0,1 5£53
1 15+1,2
Butirato de PA 1 50 +2.7 33£25
33 +14
2 34 +2,1 35 +14
2 36 +1,7 -
5 15+0,5 o8 + 18
Benzoato de PA 5 41 £ 3,8 22 + 14
6 22 +1,7
6 9105 16 £9,2
Cinamato de 5 25+1,1 25+0,7
5 24 £ 0,5
PA 17 +9
6 12£0,6 10435
6 7104 -7

®0Os valores expressos correspondem a média (n=2) + dp (desvio padrdo). Para o doseamento
microbiol6gico sdo aceitos valores de desvio de até 10% em relagdo ao valor médio determinado.

°Os valores expressos correspondem a média (n=2) + dp (desvio padréo)

°Os valores expressos correspondem a média (n=4) + dp (desvio padréo)

Ap6s a remocgao quase completa do EC a permeacao da PA base livre foi
relativamente baixa (10 £ 1% da dose aplicada). Assim sendo, a epiderme sem EC
ou com uma pequena quantidade residual desta camada ainda constitui uma
barreira importante para a permeacao da PA.

Pode-se observar que a permeacgéao da PA na forma de sais foi maior do que
aquela observada para a PA base livre. Os dados de permeacao dos sais foram
comparados estatisticamente com aqueles da base livre por meio do teste t ao nivel
p < 0,05. A permeacdo do butirato de PA (33 £ 14% da dose aplicada) foi
significativamente maior do que aquela observada para a PA base livre (10 £ 1). A
permeacao para sais benzoato (22 + 14), cinamato (17 + 9) e lactato (11 = 7) foi
também maior do que aquela observada para a base livre, no entanto, as diferencas
ndo foram estatisticamente significativas. Portanto, o sal que apresentou maior

permeacgao foi o butirato de PA, seguido pelo benzoato, cinamato e lactato. Pode se
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concluir que o aumento de lipofilia favoreceu a permeacao através da pele sem EC e
isto pode ser atribuido ao aumento do coeficiente particdo pele/veiculo. No entanto,
da mesma forma como observado na pele intacta, o aumento da massa molecular
constitui um fator limitante, uma vez que os sais benzoato e cinamato
proporcionaram aumento da permeacao inferior aquele observado para o butirato. O
lactato de PA, apesar de apresentar massa molecular semelhante a do butirato,
apresenta em sua estrutura uma hidroxila capaz de formar ligagbes de hidrogénio
com as substancias endbégenas da pele e isso pode explicar a baixa permeacao
cutdnea observada. Vale ressaltar que nossos dados prévios mostraram que o
lactato favoreceu a penetracdo na pele intacta, mas isto nao foi suficiente para
aumentar a permeacdo em comparacdo com a base (Tabela 8). Alguns autores
mostraram que farmacos que apresentam potencial elevado para formar pontes de
hidrogénio estao associados com baixa permeacéao através da pele (MOSER et al.,
2001)

Deve ser enfatizado que o desvio padrdo associado com a permeacao de
todos os sais foi alto (DPR > 50%) e isto pode ter contribuido para mascarar as
diferencas entre os sais e a base livre. Desta maneira, a fim de investigar a origem
da alta variabilidade observada nos estudos de permeacao, sobretudo no caso dos
sais, os dados de quantidade permeada para cada substancia (sais e base livre)
foram apresentados para cada célula de Franz e por fragmento de orelha usado
(Tabela 9). Estes dados mostram claramente que esta variabilidade ndo pode ser
explicada pela orelha usada, uma vez que a mesma orelha, usada com preparacoes
diferentes, proporcionou dados varidveis em um caso e ndo em outro (comparar
orelha 1 para PA base livre e butirato; Tabela 8). A variabilidade ndo esta também
associada com o método de doseamento, uma vez que as meédias por célula foram
associadas com desvios baixos (DPR < 10%). Nés especulamos que esta
variabilidade possa estar associada com o processo de remocao da camada cornea.

O procedimento de remocdo do EC foi validado previamente, conforme
mencionado na se¢do material e métodos, através de analises histologicas e das
medidas da perda de agua transepidérmica. No entanto, esta validacdo foi
conduzida em fragmentos de pele fresca (ndo congelada), enquanto que os estudos
de permeacao foram conduzidos com pele congelada e posteriormente
descongelada. O processo de congelamento e descongelamento pode contribuir
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para alterar a adesédo da camada cornea sobre a fita adesiva gerando variabilidades
na quantidade de células removidas com esta técnica.

Na tabela 9 estdo apresentados dados selecionados nos estudos de
permeacgao cutanea na pele sem EC. Os dados foram selecionados da Tabela 9, de
acordo com o desvio padrao associado a permeac¢ao em cada fragmento de orelha
de porco. Os fragmentos cuja permeacado apresentou desvio padrao alto foram

descartados.

Tabela 9 — Dados selecionados no estudo de permeacéao cutanea in vitro da PA e
seus sais, através da pele sem EC, de acordo com o fragmento de orelha que

apresentou menor desvio padrao.

Solucao Permeacao
(substancia) % dose aplicada
PA Base Livre 11407
Lactato de PA 18435
Butirato de PA 35+1.4
Benzoato de PA 28 +18.4
Cinamato de PA 25+ 0.7

Os valores expressos correspondem a média (n=2) + dp (desvio padrao)

Os dados mostram um perfil similar aquele apresentado anteriormente, no
qual a permeacao dos sais foi maior do que aquela observada para a PA base livre,
no entanto, com médias associadas com uma variabilidade muito menor. No caso do
butirato de PA, considerando apenas os fragmentos provenientes da orelha nimero
2, o0 valor da permeacao foi de 35 + 1,4%, ou seja, o desvio padrao associado foi 10
vezes menor que aquele calculado usando os 4 fragmentos provenientes das 2
orelhas. Em relacdo ao cinamato de PA, considerando apenas os fragmentos
provenientes da orelha numero 5, o valor da permeacéo foi de 25 + 0,7%, ou seja, 0
desvio padrao associado foi 20 vezes menor que aquele calculado usando os 4
fragmentos provenientes das 2 orelhas.

Foi realizado teste t comparando individualmente a permeacédo de cada um

dos sais com a permeagdo da PA base livre ao nivel de p < 0,05. Quando
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comparados a PA base livre, o butirato de PA e o cinamato de PA apresentaram
diferenca estatisticamente significativa. Conforme mostrado na tabela 10, o maior
aumento de permeacao encontrado em relagdo a base livre foi a partir do butirato de
PA (3,2 vezes), seguido do cinamato de PA (2,3 vezes). A permeacao para o
benzoato de PA (28 + 18,4) e lactato de PA (18 = 3,5) foi maior do que aquela
observada para a base livre, no entanto, as diferencas nao foram estatisticamente
significativas.

A formacgao de um par idnico tem sido descrita como estratégia para aumentar
a lipofilia de farmacos o que pode favorecer a sua permeacao cutanea (MEGWA et
al., 2000 a,b; BARRY et al., 2001; SARVEIYA et al., 2005; KAMAL et al., 2006).
Nesses trabalhos foram usados farmacos de natureza acida, (MEGWA et al., 2000
a,b; BARRY et al., 2001; SARVEIYA et al., 2005; KAMAL et al., 2006) e basica
(HADGRAFT & GREEN, 1987), porém com estruturas menos complexas que a PA.
Esse € o primeiro trabalho que propde a formacao de pares idnicos contendo a PA
para aumentar a permeacgao/penetragdo cutdnea deste antibiético aminoglicosideo
que possui cinco grupos amino e varias hidroxilas (Figura 1).

Em estudos anteriores avaliou-se o impacto da formagcédo dos pares i6nicos
sobre 0 log K e a permeacao/penetracdo cutdnea dos farmacos. Aumentos
significativos no log K foram observados: 45 vezes no caso do par ibnico metoprolol
— acido laurico, (HADGRAFT & GREEN, 1987) e de 41 vezes no log K do par idnico
acido salicilico — dodecilamina (MEGWA et al., 2000). No presente trabalho nao se
observou aumento significativo do log K dos pares ibnicos formados entre a PA e
diferentes acidos organicos a despeito da caracterizacao inequivoca dos compostos
pela andlise de seus espetros de RMN. Estes achados podem ser atribuidos ao fato
de que, a despeito da formacao do par idnico, a PA ainda possui varias hidroxilas
livres, o que pode ter contribuido para manutencao de seu carater hidrofilico, mesmo
contendo acidos organicos de cadeia longa. No entanto, embora o /log K tenha sido
similar entre a PA base livre e 0s pares idnicos, a solubilidade dos pares idnicos em
solventes menos polares que agua aumentou em comparag¢ao com a PA base livre,
demonstrando que estes apresentam maior carater lipofilico que a PA base livre.

Em dois trabalhos, a permeacao de pares i6nicos formados entre o &cido
salicilico e alquilaminas em pele humana, foi comparada a permeacado do acido
salicilico isoladamente. Houve um aumento de até 4,8 vezes na permeacao cutanea

do par ibnico (contendo tridodecilamina, uma amina terciaria), em relacdo a
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permeacgado do farmaco isolado. Além disso, as mudancas no fluxo através da pele
humana devido a formacao dos pares iGnicos foram relacionadas as propriedades
fisico-quimicas dos contra-ions usados. Os resultados destes estudos mostraram
que a formacdo do par ibnico como estratégia de aumento da permeacao de
farmacos depende fortemente das propriedades fisico-quimicas (massa molecular,
tamanho da cadeia carbdnica e lipofilia — expressa pelo log K) de ambos, farmaco e
contra-ion (MEGWA et al., 2000a, 2000b).

Nossos dados mostraram que os pares ibnicos nao foram capazes de
aumentar a permeacao da PA através da pele intacta, 0 que seria esperado em
funcdo dos valores de log K obtidos. No entanto, um aumento da permeacgao e
penetracdo cutanea na pele sem EC e intacta, respectivamente foi observado
qguando os pares ibnicos foram comparados com a PA base livre. Esses dados sé&o
particularmente relevantes para o tratamento tdépico da LC com a PA. As
formulacbes podem ser aplicadas sobre a pele com EC, a qual apresenta uma
barreira a absorcao dos farmacos, ou, mais frequentemente, sobre a pele ulcerada,
na qual a principal barreira foi perdida. No caso da pele ulcerada, a despeito da
auséncia completa de barreira no inicio da terapia, a reepitelizacdo da ulcera, ainda
que parcial, pode contribuir para diminuir significativamente a penetracao da PA.
Assim sendo, a formacao do par idnico pode ser uma alternativa para aumento da
penetragcdo cutdnea da PA nesta condicdo de pele com barreira parcialmente
comprometida.

A escolha do par i6nico que apresente melhores propriedades de
permeagao/penetracdo deve ser empirica, uma vez que ndo é possivel prever até
que ponto o aumento da massa molecular favorece a permeacgao/penetracéao da PA.
Porém, os dados sugerem fortemente que no caso da PA, o aumento da massa
molecular do contra ion seja um fator limitante. Apesar da tendéncia geral de
aumento da permeacao/penetracao cutanea dos pares idnicos em relacdo a PA
base livre, alguns destes sais como o lactato de PA, ndo promoveram aumento na
permeacdo da PA através da pele sem EC. Além disso, o processo de obtengédo dos
sais € bastante simples e permite ainda avaliar outros acidos organicos disponiveis e

ainda néo testados.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo obter a PA base livre, sintetizar e
caracterizar pares ibnicos formados pela PA base livre e acidos organicos, e
comparar o log K, solubilidade e permeacao/penetragcdo cutanea in vitro destes
sais/pares ibnicos e da PA base livre, através da pele de orelha de porco.

A formacdo dos pares ibnicos nao foi suficiente para aumentar o log K dos
sais, porém promoveu aumento na solubilidade dos sais em solventes menos
polares, mostrando que houve discreto aumento na lipofilia das moléculas porém
insuficiente para aumentar os valores de log K.

Os experimentos de permeacdo foram conduzidos com pele intacta e sem
EC. A permeacédo da PA base livre e dos pares idnicos através da pele intacta foi
baixa. Entretanto, houve aumento da penetracdo cutanea da PA quando esta estava
sob a forma de par ibnico com o lactato e o benzoato.

Na auséncia do EC, ndo houve diferenca significativamente estatistica entre a
permeacgao dos sais e da PA base livre. Por outro lado a quantidade de butirato de
PA e de cinamato de PA que permeou através da pele sem EC de um mesmo
fragmento de orelha de porco foi maior do que aquela observada para a PA base
livre. Acredita-se que essa variabilidade possa estar relacionada a um processo
heterogéneo de remocao do EC da pele de porco.

Os sais que apresentaram maior permeacao na pele sem EC (butirato de PA
e cinamato de PA) foram aqueles cuja penetracdo na pele intacta foi menor.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que a escolha do contra-ion que ira
favorecer efetivamente a permeacao/penetracdo da PA, que sozinha ja apresenta
alta massa molecular, deve ser baseada no fato de o aumento da massa molecular

do contra ion ser um fator limitante.
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