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Farmacos contidos em formas farmacéuticas solidas devem ter
adequada solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal para
serem absorvidos apos administrag¢do oral. A velocidade e a extensdo
com as quais um farmaco é absorvido podem variar devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas e fatores relacionados a
desintegracgdo e dissolugdo. Segundo o Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB), a dissolu¢do e a permeagdo intestinal do
farmaco podem limitar a absor¢do e, conseqiientemente, a a¢do
terapéutica. Este trabalho objetiva discutir dados da literatura
referentes a previsdao da relagdo entre a dissolu¢do de farmacos e
sua absor¢do empregando sistemas in vitro. Para avaliar a
permeacdo in vitro sdo discutidos modelos com tecidos e segmentos
intestinais, vesiculas extraidas de membranas e cultura de células.
Na literatura existem estudos de permeabilidade utilizando células
Caco-2, TC-7, 2/4/41, MDCK e MDCK-MDRI. As células Caco-2
sdo extraidas de adenocarcinoma de colon humano que, em cultura
celular, se diferenciam em enterdcitos, podendo ser acopladas a
sistemas de dissolug¢do. Estas técnicas representam importante
ferramenta para estudos de dissolu¢do/permeacdo, porém, ainda
sdo limitadas e ndo conseguem reproduzir adequadamente os
mecanismos de transporte ativo.
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e Farmaco/permeabilidade
e Farmaco/absor¢do oral

e Farmaco/dissolugdo

* Modelos in vitro

e Célula Caco-2

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, t€ém-se estudado outras vias de
administracdo de farmacos, mas a via oral ainda continua
sendo preferencial. Isto ocorre devido a sua conveniéncia,
baixo custo e maior aderéncia ao tratamento pelo pacien-
te (Celik, 1996; Manadas et al., 2002).

Os compostos para serem administrados oralmente

devem ter adequada solubilidade aquosa e permeabilidade
intestinal, de forma a atingir sua concentragao terapéutica na
circulagdo sistémica (Celik, 1996; Balimane et. al., 2000).

A ineficécia clinica observada com o uso de alguns
medicamentos, além de episodios de intoxicagao, deram ori-
gem as investigacoes relacionadas a biodisponibilidade de
produtos farmacéuticos (Storpirtis, Consiglieri, 1995;
Dokoumetzidis, Macheras, 2006). Estudos mostraram que
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varia¢Oes na formulagdo ou na técnica de fabricagao podem
gerar diferencas substanciais na absor¢ao e, conseqiientemen-
te, na resposta terapéutica dos farmacos (Rouge et al., 1996;
Consiglieri, Storpirtis, 2000). Essas modificagdes podem ser
monitoradas in vitro pelo perfil de dissolugo, por meio da
quantificacdo da fragdo de farmaco dissolvido e in vivo pela
sua concentra¢do plasmatica, ambas em fun¢ao do tempo. Os
dados in vivo permitem determinar a biodisponibilidade do
farmaco (Banakar, 1992; Ginski, Poli, 1999).

Atualmente, sdo realizados estudos de correlagao in
vitro/in vivo (CIVIV), que consistem na relagdo entre a pro-
priedade bioldgica ou parametro derivado desta, produzi-
do pela forma de dosagem e uma propriedade fisico-quimi-
ca da mesma forma de dosagem (United, 2005). As pers-
pectivas regulatdrias das correlagdes obtidas entre os da-
dos de dissolugao in vitro e a biodisponibilidade in vivo de
acordo com o guia para CIVIV do FDA (Food and Drug
Administration) foram discutidas em 2001, por Uppoor.
Para tal podem ser estabelecidos trés niveis de correlagao:
C, que avalia um unico ponto entre um parametro da dis-
solucdo e um pardmetro farmacocinético; B, que se baseia
no tempo médio de dissolu¢ao (TMD) in vitro comparado
ao tempo médio de residéncia (TMR) ou ao TMD in vivo
e A, que consiste em uma correlagdo ponto a ponto entre o
perfil de dissolugdo in vitro e a frag@o absorvida in vivo.
Esta ultima ¢ obtida a partir da curva de concentragao
plasmatica do fArmaco em fungao do tempo. O estabeleci-
mento de um modelo de correlagdo CIVIV, que atenda aos
aspectos regulatorios, pode contribuir para a reducao do
numero de estudos de bioequivaléncia utilizando volunta-
rios humanos (Uppoor, 2001; Brasil, 2002).

Para estabelecer uma CIVIV é necessario conhecer as
caracteristicas fisico-quimicas dos fArmacos, principalmente
a solubilidade em liquidos biologicos e a permeabilidade. O
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) (Amidon et
al., 1995) divide os farmacos em quatro grupos: I - altamen-
te soluveis e altamente permeéveis (fosfato de cloroquina,
cloridrato de biperideno, tartarato de ergotamina, etilestradiol,
cloridrato de prometazina, cloridrato de propranolol); II -
pouco soluveis e altamente permeaveis (praziquantel,
fenitoina, nifedipino, nevirapina, ibuprofeno); III - altamen-
te soliveis e com baixa permeabilidade (hidroclorotiazida, aci-
do folico, sulfato ferroso, fluconazol, captopril, amoxicilina,
atenolol) e I'V - farmacos pouco soltiveis e pouco permeaveis
(doxiciclina, dapsona, alopurinol, &cido nalidixico). O SCB
pode auxiliar na previsao da absor¢do in vivo e identificar se
abiodisponibilidade de determinado produto farmacéutico ¢
sensivel a alteragdes do processo produtivo, dos constituintes
da formulagdo ou da concentragdo do farmaco (Dressman et
al., 1998; Kassin et al., 2003).

Para classificar um farmaco de acordo com o SCB
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devem-se realizar os estudos de dissolucao in vitro cujo fun-
damento esta descrito nos codigos oficiais farmacéuticos. O
teste de dissolugao determina a porcentagem da quantidade
de principio ativo, declarado no rétulo do produto, liberado
no meio de dissolucdo, dentro do periodo de tempo especifi-
cado na monografia de cada produto, quando o mesmo ¢
submetido a acdo de aparelhagem especifica, sob condi¢des
experimentais descritas (Farmacopéia, 1988). Para avaliar
a fracdo do farmaco dissolvido em fung@o do tempo podem
ser tragados graficos ou perfis de dissolucao.

A determinagao da permeabilidade dos farmacos atra-
vés de membranas do trato gastrintestinal (TGI) contribui para
prever sua biodisponiblidade. Existem varios modelos in vitro
que possibilitam determinar a permeabilidade efetiva (Makhey
et al., 1998; Luo et al., 2002; Mariappan et al., 2004). Os
primeiros experimentos neste sentido utilizaram tecidos e seg-
mentos de intestino de diferentes espécies animais. Foi obser-
vada significativa diferenga morfologica e funcional entre os
modelos animais e os enterdcitos humanos. Devido a isto sur-
giram pesquisas e modelos matematicos visando correlacionar
os resultados de permeabilidade obtidos em animais com os
originados em humanos. Atualmente, estao sendo estudadas
metodologias empregando cultura de células como Caco-2,
TC-7;2/4/A1; MDCK e MDCK-MDRI1 (Balimane et al.,
2000; Putnam et al., 2002; Neulroff et al., 2005).

Este trabalho objetiva discutir dados da literatura
referentes a previsao da relacao entre a dissolucdo e a
permeacao de farmacos in vitro e sua absorc¢ao in vivo uti-
lizando diferentes modelos experimentais.

DISSOLUCAO

Os testes de dissolug@o para formas farmacéuticas
solidas foram inicialmente incluidos na Farmacopéia Ame-
ricana na década de 1960. Estes objetivam avaliar a
cedéncia do farmaco contido ou nédo (dissolugédo intrinse-
ca) em uma forma farmacéutica, para um meio similar aos
liquidos corpdreos. O obstaculo mais significativo a apli-
cacdo universal dos métodos de dissolugdo foi a padroni-
zacao das condicOes necessarias ao teste e que possibilitam
a reproducao dos resultados por outros laboratorios. A
partir desta constatagdo foram estudadas diferentes varia-
veis como: vibragdo durante o funcionamento do equipa-
mento, alinhamento e velocidade do sistema de agitagao,
geometria da cuba de dissolucao, adsor¢do, presenca de gas
dissolvido nos meios de dissolugao, centralizagao dos ces-
tos, posic¢ao/local de amostragem, entre outras. Os resulta-
dos desses trabalhos deram origem a um guia de dissolugdo
publicado em 1978, nos Estados Unidos (Cox et al., 1978).

Os estudos de dissolugao representam uma ferramenta
indispensavel para as varias etapas dos processos de desen-
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volvimento farmacotécnico de medicamentos, permitindo
verificar a estabilidade dessas formulagdes. Na area de pro-
ducdo farmacéutica e controle de qualidade, os resultados do
teste de dissolugdo podem ser empregados para detectar
desvios de fabricagao, para assegurar uniformidade duran-
te a produgdo de um lote e reprodutibilidade lote a lote. Testes
de dissolucao também podem ser utilizados para avaliar
mudangas ap6s o registro do produto e podem auxiliar na
decisdo para a realizagao de estudos de bioequivaléncia e no
desenvolvimento de CIVIV (Marques, 2002).

A modernizagao dos processos de produgao farma-
céutica e as pesquisas sobre diferentes formas de liberacdo
de farmacos, como formas farmacéuticas solidas de libera-
¢do prolongada e/ou retardada, tém suscitado o estudo de
novas condicdes para realizagao do teste de dissolucdo. Isto
tem ocasionado, também, maior énfase no uso dos resulta-
dos in vitro para a previsao dos efeitos da terapéutica in
vivo (Khan, 1996; Manadas et al., 2002).

O teste de dissolugdo, que era inicialmente indicado
para farmacos com baixa solubilidade, vem sendo mais
amplamente utilizado. Para realizag@o do teste ¢ necessa-
rio estabelecer condigdes, como: tipo de agitagdo, volume
e caracteristicas do meio de dissolucdo (de acordo com a
solubilidade do farmaco e o local do TGI onde ocorre sua
absorcao) e valor de cedéncia do farmaco em fung¢ao do
objetivo terapéutico do medicamento. Para isto sdo consi-
deradas as caracteristicas fisico-quimicas da molécula e o
poder discriminativo desejavel para o teste. Os resultados
obtidos devem possibilitar comparar a influéncia do pro-
cesso produtivo e das variaveis da formula¢ao com a ade-
quada e completa liberacdo do farmaco em determinado
tempo (Sathe et al., 1996; Manadas et al., 2002).

Os primeiros estudos de dissolugdo comegaram a ser
desenvolvidos ha cerca de 100 anos, porém, foi a partir de
1950, com o reconhecimento da sua importancia na
biodisponibilidade de farmacos, que houve o crescimento
no interesse por estes estudos (Dokoumetzidis, Macheras,
2006). Visando prever ou simular o comportamento in vivo
de farmacos, foram desenvolvidos os graficos de fragao de
farmaco dissolvido em fung¢ao do tempo, também chama-
dos de perfis de dissolugao. Para melhor simular in vitro as
condigdes in vivo é importante conhecer os fatores que
podem retardar ou diminuir a dissolugdo e a permeagao de
farmacos, dentre os quais ¢ possivel citar: retencao do
farmaco na forma farmacéutica; decomposi¢ao do mesmo
pelos liquidos do TGI ou formagado de complexos nao-
absorviveis; ineficacia do transporte do farmaco através
das membranas bioldgicas e metabolismo ou eliminagdo do
mesmo antes de atingir a corrente sangiiinea. Os dois pri-
meiros fatores citados podem ser facilmente previstos por
testes in vitro (Dressman et al., 1998).
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A etapa limitante da absor¢ao de farmacos pouco so-
[uveis (classe II do SCB) ¢ a dissolugao in vivo, por isso ¢
crescente o estudo de condicdes in vitro que reflitam ou con-
trolem o processo de dissolugdo in vivo. Visando obter um
método fisico-quimico que possibilite mimetizar a velocidade
¢ a quantidade de farmaco dissolvido no TGI, além da acdo
de enzimas foi desenvolvido por Grundy e colaboradores
(1997) um método de dissolugdao em duas fases. Eles
objetivaram verificar a dissolucao in vitro da formulagao em
uma fase aquosa composta de liquido intestinal simulado e
apermeagao através de membranas por meio da transferén-
cia do farmaco contido na fase aquosa para uma fase orga-
nica constituida de n-octanol. O modelo foi denominado sis-
tema terapéutico gastrintestinal (GITS), sendo utilizado para
avaliar particulas finamente divididas de nifedipino contidas
em uma suspensdo. O sistema possibilitou a liberacao do
farmaco por meio de uma bomba osmotica seguindo cinética
de ordem zero. Os autores concluiram que o método de dis-
solucdo em duas fases produz valores semelhantes aos en-
contrados in vivo em relagcdo a velocidade e extensdo da
absor¢do do nifedipino no TGI. Este método pode ser utili-
zado para avaliar outras formula¢des de farmacos pouco
soluveis em agua (Grundy et al., 1997).

O estabelecimento de uma correlagdo entre
parametros inerentes ao fAirmaco, determinados in vitro, e
as conseqiiéncias de sua absor¢ao determinadas in vivo,
poderia minimizar custos no desenvolvimento e pesquisa de
novas opgoes terapéuticas. Visando desenvolver modelos in
vitro para prever a absor¢ao destes novos farmacos, atual-
mente sdo realizadas pesquisas objetivando estimar a sua
permeacao através de membranas bioldgicas e criar mode-
los associando dissolugao/permeacao (Ginski, Polli, 1999).
Foram descritos na literatura sistemas que mimetizam as
mudangas fisiologicas e de pH do TGI. Para tal, o medica-
mento ou fAirmaco ¢ adicionado, sob agitacdo, a um recipi-
ente contendo meio liquido com pH 1, sendo este acoplado
a outro recipiente cujo pH do meio foi modifcado para 6.
O sistema continuo ¢ ligado a uma camara contendo mem-
brana formada de células de adenocarcinoma de célon hu-
mano (Caco-2) visando determinar a permeabilidade do
farmaco. Este sistema possibilita avaliar a dissolugdo e a
permeagdo de fAirmacos soltiveis em agua, prevendo sua
velocidade de absorc¢ao apds administragdo oral em huma-
nos. Ele possibilitou ainda, estimar a velocidade e a vari-
abilidade da absorcao de albendazol, que ¢ um farmaco
pouco soluvel (Kobayashi et al., 2001; He et al., 2003).

ABSORCAO

Os processos de absor¢ao estdo relacionados a
permeacao de compostos através de membranas biologicas
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sob influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de am-
bos. O transporte de farmacos para o interior da membra-
na intestinal ¢ complexo e dinamico. Ele inclui o transporte
passivo, através dos enterocitos (transcelular), das jungoes
entre os enterdcitos (paracelular) e os mecanismos ativos,
via transportadores (Balimane et al., 2000).

Dentre as principais familias de transportadores de
farmacos que promovem a absor¢ao estao: os transportado-
res ABC, compostos pelos grupos MDR, cujos substratos
tipicos sdo os compostos hidrofobicos, agentes antitumorais,
digoxina e imunossupressores, ¢ MRP, cujos substratos ti-
picos sdo conjugados anidnicos, agentes antitumorais,
metotrexato e pravastatina. Existem também os transporta-
dores peptidicos (PEPT) que sao responsaveis pelo transpor-
te de di e tripeptideos e antibidticos 3-lactamicos; os trans-
portadores de acido monocarboxilico (MCT) que atuam na
permeacao de acido latico e acido salicilico; os transporta-
dores de anions organicos (OATP), cujo exemplo de
substrato tipico ¢ a tiroxina, e de ions organicos (OAT, OCT
e OCTN), cujos exemplos de substratos tipicos sdo
dopamina, metotrexato e cimetidina e os transportadores
nucleosideos (CNT e ENT), que atuam no transporte de
nucleosideos purinicos e pirimidinicos (Katsura, Inui, 2003).

Cabe ressaltar os transportadores de efluxo ou secre-
¢do, ou seja, aqueles que transportam os farmacos da mem-
brana intestinal de volta para o limen. Estes transportado-
res funcionam como barreira a absorc¢ao. Os principais
componentes desta classe sdo as glicoproteinas-P (Pgp),
que sao dependentes de ATP (170-180 KDa) e estdo presen-
tes em inimeros 6rgaos e tecidos, incluindo cérebro, figa-
do, intestino, glandula adrenal, placenta, barreira hemato-
encefalica e rim (Katsura, Inui, 2003).

A absorcao de substancias ¢ afetada por fatores fisi-
ologicos relacionados ao TGI, caracteristicas fisico-quimi-
cas do farmaco e influéncia da forma farmacéutica e seus
excipientes (Aulton, 1996; Macheras, Argyrakis, 1997).

Dentre os fatores fisiologicos podem-se ressaltar o
tempo de esvaziamento gastrico e o transito intestinal das
diversas formas farmacéuticas. O primeiro ¢ mais lento em
presencga de alimento, sendo o segundo menos afetado pe-
las condigdes alimentares. A combinagdo entre os efeitos
referentes ao maior tempo para ocorrer o esvaziamento
gastrico e a potencial ligacdo entre os componentes alimen-
tares e o firmaco pode diminuir sua absor¢ao, principal-
mente para farmacos hidrossoluveis com alta bio-
disponibilidade. Farmacos pouco soliiveis em agua ou com
solubilidade pH dependente sdo altamente afetados pelas
mudangas pés-prandial do TGI podendo ter diferengas sig-
nificativas na sua biodisponibilidade (Macheras,
Argyrakis, 1997; Charman et al., 1997). As alteragoes de
pH, a area superficial de contato, a atividade enzimatica,

J. Souza, Z. M. F. Freitas , S. Storpirtis

e a microflora presente também podem modificar a absor-
¢ao de farmacos (Rouge et al., 1996).

A velocidade ¢ a extensao da absor¢do de um
farmaco podem ser alteradas devido a sua lipofilicidade,
estado de ionizag@o ou tamanho das particulas (Aungst,
Shen, 1986; DeSesso, Jacobson, 2001). Fatores inerentes
as formas farmacéuticas so6lidas, administradas por via
oral, como velocidade e extensdo de desintegracao e disso-
lugdo também sao relevantes (Aulton, 1996).

SITIOS DE ABSORCAO

Os parametros anatomicos e fisiologicos do TGI afe-
tam drasticamente a velocidade e a extensao da absor¢ao de
farmacos e nutrientes administrados por via oral.

A por¢ao do TGI onde ocorre maior absor¢do ¢ o
duodeno e a parte proximal do jejuno. A mucosa onde este
fendmeno ocorre consiste em um epitélio colunar simples,
com uma membrana proeminente e vascular denominada
lamina propria. Para aumentar sua area superficial e, con-
seqlientemente, sua capacidade de promover absorcao, esta
mucosa possui pregas, depressoes e microvilosidades. O
epitélio formado ndo € uniforme, mas o principal tipo de
células sdo os enterdcitos. Estes se compoem de células
epiteliais colunares, que sdo interligadas por estreitas jun-
¢oes. Existem numerosas microvilosidades na membrana
celular apical das células epiteliais colunares, o que ocasi-
ona aumento significativo da area superficial disponivel
para absor¢ao e a aparéncia de borda em escova quando
visualizadas ao microscopio (Pappenheimer, Reiss, 1987;
DeSesso, Jacobson, 2001).

Féarmacos 4cidos sao também absorvidos no estoma-
g0, pois nesta regido, o pH acido dificulta sua dissociagao,
promovendo sua difusdo passiva pela porgao lipofilica da
bicamada da membrana. Farmacos basicos sao absorvidos
preferencialmente no intestino (Hirtz, 1984). O colon tam-
bém pode ser importante como sitio de absor¢ao para al-
guns farmacos, como por exemplo, a teofilina (Rouge et
al., 1996).

METODOS IN VITRO PARA DETERMINACAO
DA ABSORCAO DE FARMACOS

A dissolugdo do farmaco e sua permeacao intestinal
podem representar fenomenos limitantes do processo de
absorgao, para formas farmacéuticas de uso oral (Polli et
al., 1996). Existem varios estudos objetivando o desenvol-
vimento de modelos de correlacdo entre dados obtidos in
vitro e o comportamento in vivo de farmacos (CIVIV)
(Katori et al., 1995; Eddington et al., 1998; Balan et al.,
2001; Rao et al., 2001). Estes estudos visam estabelecer
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correlacdes estatisticamente aceitaveis entre o processo de
absorcdo do farmaco e sua liberacdo da forma farmacéu-
tica determinada in vitro (Skelly et al., 1990; Cutler et al.,
1997).

O grau de CIVIV depende da dissolugdo do farmaco,
sua permeacao intestinal e da fracdo da dose absorvida (Polli
etal., 1996). A CIVIV apresenta grande relevancia ética, pois
minimiza os testes em voluntarios sadios, podendo ser utili-
zada nos processos iniciais de aprovagao do registro de no-
vos medicamentos e/ou para isentar da repeticao dos estudos
de bioequivaléncia, produtos farmacéuticos que passaram
por pequenas alteragdes pos-registro ou na sua escala de
producdo (GUIDANCE, 2002; Brasil, 2002).

Os métodos in vitro t€ém sido considerados adequados
para mimetizar as caracteristicas in vivo do epitélio intes-
tinal. Eles sdo vastamente empregados no estudo de novos
farmacos e permitem desvendar o mecanismo de absorgao
de moléculas em condi¢des controladas. Sdo usados, tam-
bém, para avaliar a absor¢ao de pro-farmacos e de aditivos
farmacéuticos em uma formulacgdo (Balimane et al., 2000).

A seguir serdo abordados alguns modelos in vitro
utilizados para determinagdo da absorcao de farmacos
administrados por via oral.

Baseado em tecido animal

Os modelos utilizando tecido animal para avaliar a
permeabilidade intestinal sdo empregados desde 1950
(Balimane et al., 2000). Eles podem apresentar constitui-
¢do semelhante as células do epitélio intestinal humano
saudavel, porém as diferencas observadas podem ter mag-
nitudes diversas de acordo com a espécie (Atisook et al.,
1990; Karasov et al., 1991; Laboisse et al., 1994; Asada
etal., 1995). Werle e Hoffer (2006) utilizaram uma por¢ao
intestinal de ileo de cobaio, para avaliar a atividade da
glicoproteina-P sobre a permeagao da glutationa. O tecido
foi contido em Camara de permeabilidade dividida em duas
porgdes sendo o experimento realizado utilizando solugao
salina tamponada (pH 7,4), em atmosfera de 95% O,, 5%
CO, e temperatura de 37 °C. Os resultados consistiram no
calculo das permeabilidades aparentes da glutationa no
sentido absortivo e secretdrio. Como controles do método
experimental, foram utilizados terfenadina e verapamil, que
sdo inibidores da Pgp e ja possuem seus valores de
permeabilidade aparente divulgados. O uso deste modelo
possibilitou aos autores concluirem que a glutationa ¢ um
potente inibidor da Pgp.

Dentre os tecidos de intestino de animais utilizados,
o de porco, além de ser de facil aquisicao e baixo custo,
apresenta similaridades anatdmicas e bioldgicas ao intes-
tino humano. Este tem sido freqlientemente utilizado para
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estudos de mecanismos de transporte ¢ metabolismo de
farmacos (Hossain et al., 1990; Pietzonka et al., 2002).
Uma restri¢ao para a utilizagao deste modelo ¢ a dificulda-
de em obter tecidos vidveis, ou que se mantenham adequa-
dos durante os experimentos, uma vez que necessitam de
sangue e oxigenagdo constantes (Pietzonka et al., 2002).

Os modelos utilizando células de difusdo sao bastante
descritos na avaliagdao da permeacao cutanea. Estas célu-
las s3o compostas de dois compartimentos, sendo um con-
tendo o liquido receptor e o outro a fase doadora, separa-
dos por uma membrana sintética ou pele. Sato e colabora-
dores (1991) descreveram a utilizagdo da pele de orelha de
porco como modelo animal para simular a pele humana.
Eles estudaram a permeag¢ao do nicorandil, utilizado para
prevenir e tratar angina. Os autores observaram que 0s
resultados foram semelhantes utilizando a pele humana e a
pele de orelha de porco. Isto pode ser devido a semelhan-
ca de espessura, aspecto morfologico e superficie lipidica
entre os dois modelos.

Intestino invertido

O método utilizando porg¢des invertidas do intestino
consiste em avaliar a absor¢do por meio de segmentos de
origem animal. Ele foi descrito inicialmente na década de
50 para estudar o transporte de aglicares e aminoacidos da
por¢ao mucosa para a parte serosa do intestino. Este mo-
delo ¢ ideal para o estudo de mecanismos de transporte de
farmacos, assim como, absor¢ao passiva, transporte ativo,
além da cinética de transporte na presenca e auséncia de
glicoproteinas-P (Balimane et al., 2000).

Essas porgdes intestinais sao geralmente extraidas do
intestino delgado de ratos e exigem cuidados durante a sua
inversdo, visando evitar danos morfolégicos. Devido a
auséncia de sangue e nervos, estes tecidos apresentam re-
duzida viabilidade. Quando mantidos a 37 °C, em meios de
cultura adequados, podem permanecer morfoldgica e me-
tabolicamente ativos por cerca de 2 horas.

Galvao e colaboradores (1993) descreveram a utili-
zacao de um método de permeabilidade intestinal in vitro,
utilizando segmentos jejunais de 7 cm obtidos de ratos
Wistar (259-300 g). Para testar o modelo foi utilizado o
PEG 900 radioativamente marcado. As medidas de
permeabilidade intestinal in vitro foram realizadas em trés
periodos (15, 30 e 45 minutos), utilizando-se uma camara
de permeabilidade.

Essa técnica, comparativamente aos modelos com
células Caco-2, mostrou-se mais adequada aos estudos de
transporte paracelular de farmacos. A absorcdo de
farmacos contidos em vesiculas lipidicas também pode ser
adequadamente observada, possibilitando verificar a influ-
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éncia do muco intestinal, das concentracoes de ions s6dio
e dos inibidores das glicoproteinas-P na absor¢do. Esta
metodologia pode ser uma ferramenta potencial para os
estudos de mecanismos ¢ cinética de absor¢ao de farmacos,
devido ao baixo custo e a simplicidade de sua aplicagdo.
(Rowland, Woodley, 1981; Barthe et al., 1998; Santos et
al., 1999; Chen et al., 2003).

Segmentos intestinais

O método de avaliar a absor¢ao utilizando segmen-
tos intestinais consiste na determinacao do fluxo de
farmaco através de segmento intestinal animal de tamanho
apropriado, isolado e contido em equipamento adequado.
A permeabilidade é baseada no aparecimento do farmaco
no lado seroso e desaparecimento do lado mucoso. Para
avaliar a integridade da membrana é medida a resisténcia
elétrica transepitelial antes e durante o experimento (Grass,
Sweetana, 1989; Menon, Barr, 2003). O coeficiente de
permeabilidade aparente ¢ estimado utilizando a seguinte
equacao (Grass, Sweetana, 1989):

P, =(V/4*C,) (dC/dT)

onde: V¢ o volume da cAmara receptora; 4 € a drea super-
ficial da membrana; C_¢ a concentragdo inicial do farmaco
na camara doadora; dC/dT representa a mudanca de con-
centracdo do farmaco no compartimento receptor em fun-
¢do do tempo.

Werle e Hoffer (2006) descreveram um experimento
utilizando esta técnica, que consistiu no estudo da inibi¢do
das glicoproteinas-P (P-gps) pela glutationa, utilizando
como modelo experimental um segmento de ileo de cobaio,
fixado em uma camara contendo liquidos semelhantes aos
corporeos. Os experimentos avaliaram o transporte de
glutationa no sentido absortivo e secretdrio. Para verificar
aacdo das glicoproteinas-P os experimentos foram realiza-
dos com e sem a presenca de terfenadina e verapamil, que
sdo inibidores das P-gps. Os autores concluiram que a
glutationa ¢ uma ferramenta importante para inibir a ativi-
dade das P-gps no intestino.

Essa técnica ¢ ideal para estudar a diferenga na ab-
sor¢ao de firmacos em vérias regides intestinais. Pode-se
avaliar a permeabilidade utilizando tecido intestinal huma-
no, ou tecido animal de diferentes espécies, efetuando as
corregdes pertinentes. Como outros métodos que empregam
tecidos, eles apresentam como desvantagens a falta de san-
gue e nervos, a restrita viabilidade dos tecidos, além da
dificuldade de preparacdo que pode ocasionar danos
morfologicos (Balimane et al., 2000; Cook, Shenoy, 2003,
Menon, Barr, 2003).
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Células Caco-2 e Células TC-7

As células Caco-2 sdo extraidas de adenocarcinoma de
c6lon humano. Durante sua cultura em filtros permeaveis e
porosos, elas se diferenciam espontaneamente em
enterdcitos, formando uma membrana composta de células
em monocamada aderidas por jungdes e apresentam como
vantagem a rapida multiplicagdo celular (Balimane et al.,
2000). O emprego de co-solventes organicos (metanol,
etanol, propilenoglicol e polietilenoglicol) em concentracdes
maiores que 1-2% (v/v) durante os estudos de permea-
bilidade deve ser limitado, pois comprometem a integridade
dessas jungodes (Balimane et al., 2000). Inicialmente as cé-
lulas sdo cultivadas em meio liquido Eagle suplementado
com 10% soro de feto bovino contendo 1% de antibidtico
(penicilina e/ou estreptomicina) e aminoacidos. As células
sdo cultivas a temperatura de 37 °C com 5% de CO2 ¢ 95%
de ar atmosférico (Benet et al., 2004). A preparacao das cé-
lulas da monocamada requer um periodo de cultura de trés
semanas. Entretanto, este tempo pode ser reduzido para
menos de uma semana por modificacdes simultdneas no
material de revestimento dos filtros e no meio de crescimento.
A redug@o no periodo de cultura proporciona monocamada
funcional com maior produtividade, além de reduzir a con-
taminagdo por fungos/bactérias (Chong et al., 1997). Ape-
sar destas limitacdes, este ¢ 0 modelo mais empregado no
momento e permite obter importantes informagdes para o
estudo de novos farmacos.

Este modelo celular pode ser utilizado para predizer a
absor¢do oral de farmacos por transporte passivo
(transcelular e paracelular) em humanos (Horie et al., 2003).

Nos tltimos anos houve o crescente emprego de cé-
lulas Caco-2 nos ensaios de permeabilidade e absor¢ao de
farmacos. Estes modelos auxiliam na pesquisa de molécu-
las que apresentem potencial terap€utico, pois possibilitam
prever sua absorgdo in vivo contribuindo para triagem de
moléculas previamente aos estudos pré-clinicos. O mode-
lo pode ser utilizado pela industria farmacéutica na desco-
berta de novos farmacos ou como sistema integrado a mé-
todos de dissolugdo para predizer a relagdo dissolugdo-
absor¢ao (Artursson, Magnusson, 1990; Rubas et al, 1993;
Artursson, Borchardt, 1997; Ginsk, Polli, 1999; Lentz et
al., 2000; Gershanik et al., 2000; Kobayashi et al., 2001;
Neulroff et al., 2005).

Kobayashi e colaboradores (2001) avaliaram a capa-
cidade do sistema integrado contendo células Caco-2 e mé-
todos de dissolucao em predizer a absor¢ao de farmacos.
Eles determinaram a fragdo de farmaco dissolvida e a fragdo
de farmaco permeada, ambas em fungdo do tempo, para
farmacos soluveis em dgua como: cloridrato de ozagrel,
levofloxacino, enoxacino, tartarato de metoprolol, cloridrato
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de ranitidina, cafeina anidra, cimetidina e o albendazol, que
¢ fracamente soltivel em agua. Estes estudos foram corrobo-
rados por Lentz e colaboradores (2000) para outros famacos
(atenol, manitol, furosemida, fosfato de disopiramida,
maleato de clorfeniramina, aspirina, indometacina,
dexametazona, cloridrato de diltiazem, teofilina € cumarina),
sendo o tartarato de metoprolol empregado como referéncia
para alta permeabilidade. Os resultados apresentados possi-
bilitaram verificar uma coeréncia entre os dados de
permeabilidade obtidos por meio deste método e os descritos
no SCB.

Embora sejam poucas, existem limitagdes ao empre-
go de células Caco-2 para avaliar a absor¢do. Dentre elas
pode-se citar o reduzido numero de transportadores (como
peptideos: PEPT 1 e PEPT 2); a baixa permeabilidade de
compostos hidrofilicos; os danos causados 8 membrana
devido a presenga de co-solventes no sistema; a aderéncia
fisica do farmaco ao filtro de policarbonato, apresentando
reduzida permeacao e o elevado tempo de crescimento das
células Caco-2 (Chong et al., 1996; Chong et al., 1997;
Balimane et al., 2000).

No modelo citado anteriormente, transportadores
farmaceuticamente importantes sdo quantitativamente
inexpressivos quando comparados a absor¢ao in vivo. Isto
pode explicar o fato de que antibioticos beta-lactimicos
(cefalexina, amoxicilina) apresentam baixa permeabilidade
através da monocamada de células Caco-2, mas sdo com-
pletamente absorvidos in vivo (Chong et al., 1996).

Compostos hidrofilicos com baixa massa molecular
(ranitidina, atenolol, furosemida, hidroclorotiazida, entre
outros) apresentam fraca permeabilidade (igual ou menor
a do manitol) através de células Caco-2, embora em huma-
nos a absor¢ao seja maior que 50% (Balimane et al., 2000).

As células TC-7 sdo subclones isolados das células
Caco-2, sendo morfologicamente semelhantes com presen-
¢ade borda em “escova”, microvilosidades e formagao de
jungdes. Aparentemente mais homogéneas que as células de
Caco-2, elas apresentam vantagens como menor tempo de
crescimento, borda em escova mais desenvolvida e secre-
cdo de glicoproteinas-P semelhante ao epitélio intestinal
(Gres et al., 1998).

Existem diferengas entre as membranas formadas por
células Caco-2 e seus subclones. Um exemplo foi descrito por
Bock-Hennig e colaboradores (2002), durante o estudo da
regulagdo da expressao de UDP-glicuroniltransferases (UGT)
em humanos. As UGTs no epitélio humano podem significar
um sistema de desintoxicagao de agentes presentes em nossa
dieta. Apos a quantificagdo desses agentes em sistemas con-
tendo células Caco-2 ou seus subclones, os autores concluiram
que € maior a expressao de UGT 1A6 no subclone TC-7
(Bock-Hennig et al., 2002).
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Células 2/4/A1

De acordo com Tavelin e colaboradores (1999), 2/4/
Al sao células originarias do intestino fetal de ratos. Estas
podem mimetizar a permeabilidade do intestino delgado
humano para transporte passivo (transcelular e paracelular).
Estas células formam monocamadas diferenciaveis com fi-
nas jungoes e presenga de borda em “escova”.

As jungdes nas células de Caco-2 parecem ser mais
estreitas que as jungoes das células endoteliais do intesti-
no humano, o que ndo ocorre nas cé¢lulas 2/4/A1. Devido a
isto, as células 2/4/A1 sao consideradas adequadas ao es-
tudo de farmacos absorvidos de forma lenta ¢ incompleta,
transportados por via paracelular, como o atenolol e a
furosemida (Tavelin et al., 2003a).

As células 2/4/A1 apresentam como desvantagem
alta variabilidade na sua constitui¢do e viabilidade devido
a mudangas de temperatura. Culturas a 39 °C sdo bastan-
te frageis ocasionando, freqiientemente, morte celular.
Como alternativa pode-se realizar adequado crescimento a
37 °C, porém ocorre menor diferenciacao das células da
monocamada com baixa expressao das enzimas presentes
na borda em escova, se comparado ao cultivo a 39 °C
(Tavelin et al., 2003D).

Células MDCK

MDCK ¢ um modelo de células de rim canino
(“Madin-Darby”). Estas células quando cultivadas em
membranas semi-permeaveis se diferenciam em epiteliais
colunares, com jun¢des semelhantes as células Caco-2.
Este modelo foi descrito inicialmente em 1989 (Cho et al.,
1997) e, posteriormente, foi utilizado para avaliar a
pemeabilidade in vitro de novos compostos (Irvine et al.,
1991). As células MDCK foram inseridas em cultura de
membranas de alta densidade e incubadas por 3 dias, repre-
sentando tempo significativamente inferior ao necessario
para o crescimento de cé¢lulas Caco-2. A permeabilidade de
55 compostos absorvidos passivamente, ja descrita na lite-
ratura, foi avaliada utilizando membranas compostas por
células MDCK e Caco-2. Para tal foi determinada a
permeabilidade efetiva nos sentidos apical para basolateral
e basolateral para apical em ambos os modelos, sendo os
resultados obtidos semelhantes. Porém, como a expressao
de transportadores € diferente nos tecidos intestinais e re-
nais, também ocorre diferenga entre estes modelos
(Balimane et al., 2000). Ainda ndo s@o conclusivos os es-
tudos sobre a correspondéncia entre estes dados de
permeabilidade e os valores de absor¢ao humana para com-
postos secretados ou transportados ativamente.

As células MDCK sao largamente utilizadas para
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estudar a fisiologia tubular distal renal, incluindo o trans-
porte de ions. Os ions Na* e Cl sdo filtrados nos rins e cerca
de 5 a 10% de sua reabsorcao ¢ regulada por co-transpor-
tadores. As células MDCK representam um dos poucos
modelos que expressam quantidade adequada de co-trans-
portadores. Estes estudos sdo relevantes no delineamento
da terapéutica com compostos diuréticos tiazidicos empre-
gados no tratamento da hipertensdo (Jong et al., 2003;
Wegmann, Niising, 2003).

SISTEMAS INTEGRADOS DISSOLUCAO/
ABSORCAO

A resposta biologica ou terapéutica do produto far-
macéutico pode estar relacionada com a quantidade e a
velocidade de passagem do farmaco para a corrente
sangiiinea. Para farmacos contidos em formas farmacéu-
ticas solidas é necessario que ocorra a sua liberagao da
formulagao, seguida da dissolugdo nos liquidos corporeos
e posterior permeacdo através das membranas bioldgicas
(Dunne et al., 1999). Modelos in vitro que permitam simu-
lar estes processos sdo Uteis para prever a absorc¢ao in vivo.
Ginski e Polli (1999) descreveram um sistema continuo de
dissolugdo/permeagdo. O método consistiu em um estudo
de dissolu¢ao utilizando os meios descritos nos compéndios
farmacéuticos, com retirada de aliquotas do meio de disso-
lugdo nos tempos: 5, 10, 20, 30, 40 e 60 minutos e calculo
da quantidade ou fragdo de farmaco dissolvido nos referi-
dos tempos. O meio contendo o farmaco dissolvido foi
bombeado para uma cdmara em contato com a membrana
de células Caco-2. A determinacdo da permeacdo do
farmaco foi efetuada calculando-se a permeabilidade efe-
tiva do farmaco através da membrana em meio isotonico.
Para determinar a relacdo entre dissolucdo e permeacao
foram tragados graficos contendo as fragdes dissolvidas
(Fd) e absorvidas (Fa) em fungdo do tempo. Os dados de
Fd sdo obtidos diretamente quantificando a concentragao
em determinado tempo. Os valores de tempo associados a
Fa devem ser ajustados, pois antes que a permeagao se
inicie € necessario que tenha ocorrido a dissolucao. Devi-
do a isto se calculou o tempo médio de dissolugdo e o va-
lor encontrado foi somado aos tempos de permeacao, que
foram 20, 40, 60, 90, 120 e 180 minutos. Com este estudo
foi possivel conhecer previamente as fragdes absorvida e
dissolvida de formulagdes, antes dos estudos clinicos em
humanos. Este sistema apresenta como limitagao o empre-
go de membranas constituidas apenas por células Caco-2
(Ginski et al., 1999).

Kobayasi e colaboradores (2001) descreveram um
modelo que possibilita empregar membranas artificiais ou
tecidos isolados de animais para determinar a permeagao.
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Este simula também as condi¢des fisioldgicas do trato
gastrintestinal, ajustando o pH do meio a valores semelhan-
tes ao pH estomacal e intestinal. O procedimento experi-
mental consiste na colocagdo do farmaco em um compar-
timento contendo suco gastrico artificial (pH 1,0). Este
meio contendo a fragdo dissolvida do farmaco é bombea-
do sob fluxo constante de 0,5 mL/min para um comparti-
mento contendo meio com pH ajustado para 12,0 ou 6,0, si-
mulando a mudancga de pH que ocorre no TGI. Posterior-
mente, a solu¢do passa para outro compartimento onde sera
simulada a absorcao. Este sera o compartimento doador
que esta em contato com a membrana adequada para ava-
liar a permeacdo. O fluxo é aumentado para 1,0 mL/min e
o farmaco ¢ permeado para um compartimento receptor
contendo solucgdo com eletrolitos e pH 7,4. As amostras sao
coletadas em diferentes compartimentos e tempos. Os da-
dos de fracdo dissolvida e fragdo absorvida sdo emprega-
dos em um modelo farmacocinético monocompartimental
para o calculo da area sob a curva de concentragdo
plasmatica do farmaco em func¢ao do tempo (Kobayashi et
al.,2001; He et al., 2003).

CONCLUSAO

Existem muitos estudos objetivando substituir os
métodos in vivo destinados a determinacao da absorc¢ao de
farmacos por métodos in vitro. Foram observados avangos
neste sentido, devido ao aprimoramento das técnicas de
cultura de células e aos sistemas acoplados de dissolucao
¢ permeagdo. Porém, estas técnicas ainda sdo limitadas,
requerem estudo e padronizagdo para o cultivo das células,
além de ndo reproduzirem adequadamente os mecanismos
de transporte ativo de farmacos.

ABSTRACT

In vitro models for the determination of drug
absorption and a prediction of dissolution/absorption
relationships

Drugs contained in a solid pharmaceutical form should be
adequately water soluble and permeable, into the intestine
in order to be effectively absorbed after oral adminis-
tration. The speed and extent at which a drug is absorbed
can vary due to its physicochemical characteristics and
factors related to disintegration and dissolution of the
drug. According to Biopharmaceutical Drug System
Classification (BSC), the dissolution and the intestinal
permeation of a drug can limit the absorption and,
consequently, the therapeutic action of that drug. This
article focuses on data concerning the predictability of
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dissolution and absorption of drugs using in vitro models.
There are several methods for determining in vitro intes-
tinal permeability. These include diffusion studies with
intestinal segments from various species or with cultured
cell monolayer. Some of the most commonly used cell
models are Caco-2, TC-7, 2/4/A1 and MDCK. Caco-2
cells have been the most extensively characterized and
useful cell models. The Caco-2 cell, a human colon
adenocarcinoma, undergoes spontaneous enterocytic
differentiation in culture. A dissolution Caco-2 system has
been developed to predict dissolution/absorption
relationships of oral solid dosage forms of drugs prior to
human studies. The in vitro permeability models represent
an important tool for drug discovery within the
pharmaceutical industry. However, similar models are
likely to generate false negative results with actively
transported drugs, and the use of a sophisticated
mathematical model could be required.

UNITERMS: Drug/permeability. Drug/oral absorption.
Drug/dissolution test. In vitro models. Caco-2 cell.
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