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Fármacos contidos em formas farmacêuticas sólidas devem ter
adequada solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal para
serem absorvidos após administração oral. A velocidade e a extensão
com as quais um fármaco é absorvido podem variar devido às suas
características físico-químicas e fatores relacionados à
desintegração e dissolução. Segundo o Sistema de Classificação
Biofarmacêutica (SCB), a dissolução e a permeação intestinal do
fármaco podem limitar a absorção e, conseqüentemente, a ação
terapêutica. Este trabalho objetiva discutir dados da literatura
referentes à previsão da relação entre a dissolução de fármacos e
sua absorção empregando sistemas in vitro. Para avaliar a
permeação in vitro são discutidos modelos com tecidos e segmentos
intestinais, vesículas extraídas de membranas e cultura de células.
Na literatura existem estudos de permeabilidade utilizando células
Caco-2, TC-7, 2/4/A1, MDCK e MDCK-MDR1. As células Caco-2
são extraídas de adenocarcinoma de cólon humano que, em cultura
celular, se diferenciam em enterócitos, podendo ser acopladas a
sistemas de dissolução. Estas técnicas representam importante
ferramenta para estudos de dissolução/permeação, porém, ainda
são limitadas e não conseguem reproduzir adequadamente os
mecanismos de transporte ativo.
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INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, têm-se estudado outras vias de
administração de fármacos, mas a via oral ainda continua
sendo preferencial. Isto ocorre devido à sua conveniência,
baixo custo e maior aderência ao tratamento pelo pacien-
te (Çelik, 1996; Manadas et al., 2002).

Os compostos para serem administrados oralmente

devem ter adequada solubilidade aquosa e permeabilidade
intestinal, de forma a atingir sua concentração terapêutica na
circulação sistêmica (Çelik, 1996; Balimane et. al., 2000).

A ineficácia clínica observada com o uso de alguns
medicamentos, além de episódios de intoxicação, deram ori-
gem às investigações relacionadas à biodisponibilidade de
produtos farmacêuticos (Storpirtis, Consiglieri, 1995;
Dokoumetzidis, Macheras, 2006). Estudos mostraram que
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variações na formulação ou na técnica de fabricação podem
gerar diferenças substanciais na absorção e, conseqüentemen-
te, na resposta terapêutica dos fármacos (Rouge et al., 1996;
Consiglieri, Storpirtis, 2000). Essas modificações podem ser
monitoradas in vitro pelo perfil de dissolução, por meio da
quantificação da fração de fármaco dissolvido e in vivo pela
sua concentração plasmática, ambas em função do tempo. Os
dados in vivo permitem determinar a biodisponibilidade do
fármaco (Banakar, 1992; Ginski, Poli, 1999).

Atualmente, são realizados estudos de correlação in
vitro/in vivo (CIVIV), que consistem na relação entre a pro-
priedade biológica ou parâmetro derivado desta, produzi-
do pela forma de dosagem e uma propriedade físico-quími-
ca da mesma forma de dosagem (United, 2005). As pers-
pectivas regulatórias das correlações obtidas entre os da-
dos de dissolução 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 três níveis de correlação:
C, que avalia um único ponto entre um parâmetro da dis-
solução e um parâmetro farmacocinético; B, que se baseia
no tempo médio de dissolução (TMD) in vitro comparado
ao tempo médio de residência (TMR) ou ao TMD in vivo
e A, que consiste em uma correlação ponto a ponto entre o
perfil de dissolução in vitro e a fração absorvida in vivo.
Esta última é obtida a partir da curva de concentração
plasmática do fármaco em função do tempo. O estabeleci-
mento de um modelo de correlação CIVIV, que atenda aos
aspectos regulatórios, pode contribuir para a redução do
número de estudos de bioequivalência utilizando voluntá-
rios humanos (Uppoor, 2001; Brasil, 2002).

Para estabelecer uma CIVIV é necessário conhecer as
características físico-químicas dos fármacos, principalmente
a solubilidade em líquidos biológicos e a permeabilidade. O
Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB) (Amidon et
al., 1995) divide os fármacos em quatro grupos: I - altamen-
te solúveis e altamente permeáveis (fosfato de cloroquina,
cloridrato de biperideno, tartarato de ergotamina, etilestradiol,
cloridrato de prometazina, cloridrato de propranolol); II -
pouco solúveis e altamente permeáveis (praziquantel,
fenitoína, nifedipino, nevirapina, ibuprofeno); III - altamen-
te solúveis e com baixa permeabilidade (hidroclorotiazida, áci-
do fólico, sulfato ferroso, fluconazol, captopril, amoxicilina,
atenolol) e IV - fármacos pouco solúveis e pouco permeáveis
(doxiciclina, dapsona, alopurinol, ácido nalidíxico). O SCB
pode auxiliar na previsão da absorção in vivo e identificar se
a biodisponibilidade de determinado produto farmacêutico é
sensível a alterações do processo produtivo, dos constituintes
da formulação ou da concentração do fármaco (Dressman et
al., 1998; Kassin et al., 2003).

Para classificar um fármaco de acordo com o SCB

devem-se realizar os estudos de dissolução in vitro cujo fun-
damento está descrito nos códigos oficiais farmacêuticos. O
teste de dissolução determina a porcentagem da quantidade
de princípio ativo, declarado no rótulo do produto, liberado
no meio de dissolução, dentro do período de tempo especifi-
cado na monografia de cada produto, quando o mesmo é
submetido à ação de aparelhagem específica, sob condições
experimentais descritas (Farmacopéia, 1988). Para avaliar
a fração do fármaco dissolvido em função do tempo podem
ser traçados gráficos ou perfis de dissolução.

A determinação da permeabilidade dos fármacos atra-
vés de membranas do trato gastrintestinal (TGI) contribui para
prever sua biodisponiblidade. Existem vários 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 diferença morfológica e funcional entre os
modelos animais e os enterócitos humanos. Devido a isto sur-
giram pesquisas e modelos matemáticos visando correlacionar
os resultados de permeabilidade obtidos em animais com os
originados em humanos. Atualmente, estão sendo estudadas
metodologias empregando cultura de células como Caco-2,
TC-7; 2/4/A1; MDCK e MDCK-MDR1 (Balimane et al.,
2000; Putnam et al., 2002; Neulroff et al., 2005).

Este trabalho objetiva discutir dados da literatura
referentes à previsão da relação entre a dissolução e a
permeação de fármacos in vitro e sua absorção in vivo uti-
lizando diferentes modelos experimentais.

DISSOLUÇÃO

Os testes de dissolução para formas farmacêuticas
sólidas foram inicialmente incluídos na Farmacopéia Ame-
ricana na década de 1960. Estes objetivam avaliar a
cedência do fármaco contido ou não (dissolução intrínse-
ca) em uma forma farmacêutica, para um meio similar aos
líquidos corpóreos. O obstáculo mais significativo à apli-
cação universal dos métodos de dissolução foi a padroni-
zação das condições necessárias ao teste e que possibilitam
a reprodução dos resultados por outros laboratórios. A
partir desta constatação foram estudadas diferentes variá-
veis como: vibração durante o funcionamento do equipa-
mento, alinhamento e velocidade do sistema de agitação,
geometria da cuba de dissolução, adsorção, presença de gás
dissolvido nos meios de dissolução, centralização dos ces-
tos, posição/local de amostragem, entre outras. Os resulta-
dos desses trabalhos deram origem a um guia de dissolução
publicado em 1978, nos Estados Unidos (Cox et al., 1978).

Os estudos de dissolução representam uma ferramenta
indispensável para as várias etapas dos processos de desen-
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volvimento farmacotécnico de medicamentos, permitindo
verificar a estabilidade dessas formulações. Na área de pro-
dução farmacêutica e controle de qualidade, os resultados do
teste de dissolução podem ser empregados para detectar
desvios de fabricação, para assegurar uniformidade duran-
te a produção de um lote e reprodutibilidade lote a lote. Testes
de dissolução também podem ser utilizados para avaliar
mudanças após o registro do produto e podem auxiliar na
decisão para a realização de estudos de bioequivalência e no
desenvolvimento de CIVIV (Marques, 2002).

A modernização dos processos de produção farma-
cêutica e as pesquisas sobre diferentes formas de liberação
de fármacos, como formas farmacêuticas sólidas de libera-
ção prolongada e/ou retardada, têm suscitado o estudo de
novas condições para realização do teste de dissolução. Isto
tem ocasionado, também, maior ênfase no uso dos resulta-
dos in vitro para a previsão dos efeitos da terapêutica in
vivo (Khan, 1996; Manadas et al., 2002).

O teste de dissolução, que era inicialmente indicado
para fármacos com baixa solubilidade, vem sendo mais
amplamente utilizado. Para realização do teste é necessá-
rio estabelecer condições, como: tipo de agitação, volume
e características do meio de dissolução (de acordo com a
solubilidade do fármaco e o local do TGI onde ocorre sua
absorção) e valor de cedência do fármaco em função do
objetivo terapêutico do medicamento. Para isto são consi-
deradas as características físico-químicas da molécula e o
poder discriminativo desejável para o teste. Os resultados
obtidos devem possibilitar comparar a influência do pro-
cesso produtivo e das variáveis da formulação com a ade-
quada e completa liberação do fármaco em determinado
tempo (Sathe et al., 1996; Manadas et al., 2002).

Os primeiros estudos de dissolução começaram a ser
desenvolvidos há cerca de 100 anos, porém, foi a partir de
1950, com o reconhecimento da sua importância na
biodisponibilidade de fármacos, que houve o crescimento
no interesse por estes estudos (Dokoumetzidis, Macheras,
2006). Visando prever ou simular o comportamento in vivo
de fármacos, foram desenvolvidos os gráficos de fração de
fármaco dissolvido em função do tempo, também chama-
dos de perfis de dissolução. Para melhor simular in vitro as
condições in vivo é importante conhecer os fatores que
podem retardar ou diminuir a dissolução e a permeação de
fármacos, dentre os quais é possível citar: retenção do
fármaco na forma farmacêutica; decomposição do mesmo
pelos líquidos do TGI ou formação de complexos não-
absorvíveis; ineficácia do transporte do fármaco através
das membranas biológicas e metabolismo ou eliminação do
mesmo antes de atingir a corrente sangüínea. Os dois pri-
meiros fatores citados podem ser facilmente previstos por
testes in vitro (Dressman et al., 1998).

A etapa limitante da absorção de fármacos pouco so-
lúveis (classe II do SCB) é a dissolução in vivo, por isso é
crescente o estudo de condições in vitro que reflitam ou con-
trolem o processo de dissolução in vivo. Visando obter um
método físico-químico que possibilite mimetizar a velocidade
e a quantidade de fármaco dissolvido no TGI, além da ação
de enzimas foi desenvolvido por Grundy e colaboradores
(1997) um método de dissolução em duas fases. Eles
objetivaram verificar a dissolução in vitro da formulação em
uma fase aquosa composta de líquido intestinal simulado e
a permeação através de membranas por meio da transferên-
cia do fármaco contido na fase aquosa para uma fase orgâ-
nica constituída de n-octanol. O modelo foi denominado sis-
tema terapêutico gastrintestinal (GITS), sendo utilizado para
avaliar partículas finamente divididas de nifedipino contidas
em uma suspensão. O sistema possibilitou a liberação do
fármaco por meio de uma bomba osmótica seguindo cinética
de ordem zero. Os autores concluíram que o método de dis-
solução em duas fases produz valores semelhantes aos en-
contrados in vivo em relação à velocidade e extensão da
absorção do nifedipino no TGI. Este método pode ser utili-
zado para avaliar outras formulações de fármacos pouco
solúveis em água (Grundy et al., 1997).

O estabelecimento de uma correlação entre
parâmetros inerentes ao fármaco, determinados in vitro, e
as conseqüências de sua absorção determinadas in vivo,
poderia minimizar custos no desenvolvimento e pesquisa de
novas opções terapêuticas. Visando desenvolver modelos in
vitro para prever a absorção destes novos fármacos, atual-
mente são realizadas pesquisas objetivando estimar a sua
permeação através de membranas biológicas e criar mode-
los associando dissolução/permeação (Ginski, Polli, 1999).
Foram descritos na literatura sistemas que mimetizam as
mudanças fisiológicas e de pH do TGI. Para tal, o medica-
mento ou fármaco é adicionado, sob agitação, a um recipi-
ente contendo meio líquido com pH 1, sendo este acoplado
a outro recipiente cujo pH do meio foi modifcado para 6.
O sistema contínuo é ligado a uma câmara contendo mem-
brana formada de células de adenocarcinoma de cólon hu-
mano (Caco-2) visando determinar a permeabilidade do
fármaco. Este sistema possibilita avaliar a dissolução e a
permeação de fármacos solúveis em água, prevendo sua
velocidade de absorção após administração oral em huma-
nos. Ele possibilitou ainda, estimar a velocidade e a vari-
abilidade da absorção de albendazol, que é um fármaco
pouco solúvel (Kobayashi et al., 2001; He et al., 2003).

ABSORÇÃO

Os processos de absorção estão relacionados à
permeação de compostos através de membranas biológicas
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sob influência das características físico-químicas de am-
bos. O transporte de fármacos para o interior da membra-
na intestinal é complexo e dinâmico. Ele inclui o transporte
passivo, através dos enterócitos (transcelular), das junções
entre os enterócitos (paracelular) e os mecanismos ativos,
via transportadores (Balimane et al., 2000).

Dentre as principais famílias de transportadores de
fármacos que promovem a absorção estão: os transportado-
res ABC, compostos pelos grupos MDR, cujos substratos
típicos são os compostos hidrofóbicos, agentes antitumorais,
digoxina e imunossupressores, e MRP, cujos substratos tí-
picos são conjugados aniônicos, agentes antitumorais,
metotrexato e pravastatina. Existem também os transporta-
dores peptídicos (PEPT) que são responsáveis pelo transpor-
te de di e tripeptídeos e antibióticos β-lactâmicos; os trans-
portadores de ácido monocarboxílico (MCT) que atuam na
permeação de ácido lático e ácido salicílico; os transporta-
dores de ânions orgânicos (OATP), cujo exemplo de
substrato típico é a tiroxina, e de íons orgânicos (OAT, OCT
e OCTN), cujos exemplos de substratos típicos são
dopamina, metotrexato e cimetidina e os transportadores
nucleosídeos (CNT e ENT), que atuam no transporte de
nucleosídeos purínicos e pirimidínicos (Katsura, Inui, 2003).

Cabe ressaltar os transportadores de efluxo ou secre-
ção, ou seja, aqueles que transportam os fármacos da mem-
brana intestinal de volta para o lúmen. Estes transportado-
res funcionam como barreira à absorção. Os principais
componentes desta classe são as glicoproteínas-P (Pgp),
que são dependentes de ATP (170-180 KDa) e estão presen-
tes em inúmeros órgãos e tecidos, incluindo cérebro, fíga-
do, intestino, glândula adrenal, placenta, barreira hemato-
encefálica e rim (Katsura, Inui, 2003).

A absorção de substâncias é afetada por fatores fisi-
ológicos relacionados ao TGI, características físico-quími-
cas do fármaco e influência da forma farmacêutica e seus
excipientes (Aulton, 1996; Macheras, Argyrakis, 1997).

Dentre os fatores fisiológicos podem-se ressaltar o
tempo de esvaziamento gástrico e o trânsito intestinal das
diversas formas farmacêuticas. O primeiro é mais lento em
presença de alimento, sendo o segundo menos afetado pe-
las condições alimentares. A combinação entre os efeitos
referentes ao maior tempo para ocorrer o esvaziamento
gástrico e a potencial ligação entre os componentes alimen-
tares e o fármaco pode diminuir sua absorção, principal-
mente para fármacos hidrossolúveis com alta bio-
disponibilidade. Fármacos pouco solúveis em água ou com
solubilidade pH dependente são altamente afetados pelas
mudanças pós-prandial do TGI podendo ter diferenças sig-
nificativas na sua biodisponibilidade (Macheras,
Argyrakis, 1997; Charman et al., 1997). As alterações de
pH, a área superficial de contato, a atividade enzimática,

e a microflora presente também podem modificar a absor-
ção de fármacos (Rouge et al., 1996).

A velocidade e a extensão da absorção de um
fármaco podem ser alteradas devido à sua lipofilicidade,
estado de ionização ou tamanho das partículas (Aungst,
Shen, 1986; DeSesso, Jacobson, 2001). Fatores inerentes
às formas farmacêuticas sólidas, administradas por via
oral, como velocidade e extensão de desintegração e disso-
lução também são relevantes (Aulton, 1996).

SÍTIOS DE ABSORÇÃO

Os parâmetros anatômicos e fisiológicos do TGI afe-
tam drasticamente a velocidade e a extensão da absorção de
fármacos e nutrientes administrados por via oral.

A porção do TGI onde ocorre maior absorção é o
duodeno e a parte proximal do jejuno. A mucosa onde este
fenômeno ocorre consiste em um epitélio colunar simples,
com uma membrana proeminente e vascular denominada
lâmina própria. Para aumentar sua área superficial e, con-
seqüentemente, sua capacidade de promover absorção, esta
mucosa possui pregas, depressões e microvilosidades. O
epitélio formado não é uniforme, mas o principal tipo de
células são os enterócitos. Estes se compõem de células
epiteliais colunares, que são interligadas por estreitas jun-
ções. Existem numerosas microvilosidades na membrana
celular apical das células epiteliais colunares, o que ocasi-
ona aumento significativo da área superficial disponível
para absorção e a aparência de borda em escova quando
visualizadas ao microscópio (Pappenheimer, Reiss, 1987;
DeSesso, Jacobson, 2001).

Fármacos ácidos são também absorvidos no estôma-
go, pois nesta região, o pH ácido dificulta sua dissociação,
promovendo sua difusão passiva pela porção lipofílica da
bicamada da membrana. Fármacos básicos são absorvidos
preferencialmente no intestino (Hirtz, 1984). O cólon tam-
bém pode ser importante como sítio de absorção para al-
guns fármacos, como por exemplo, a teofilina (Rouge et
al., 1996).

MÉTODOS IN VITRO PARA DETERMINAÇÃO
DA ABSORÇÃO DE FÁRMACOS

A dissolução do fármaco e sua permeação intestinal
podem representar fenômenos limitantes do processo de
absorção, para formas farmacêuticas de uso oral (Polli et
al., 1996). Existem vários estudos objetivando o desenvol-
vimento de modelos de correlação entre dados obtidos in
vitro e o comportamento in vivo de fármacos (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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correlações estatisticamente aceitáveis entre o processo de
absorção do fármaco e sua liberação da forma farmacêu-
tica determinada in vitro (Skelly et al., 1990; Cutler et al.,
1997).

O grau de CIVIV depende da dissolução do fármaco,
sua permeação intestinal e da fração da dose absorvida (Polli
et al., 1996). A CIVIV apresenta grande relevância ética, pois
minimiza os testes em voluntários sadios, podendo ser utili-
zada nos processos iniciais de aprovação do registro de no-
vos medicamentos e/ou para isentar da repetição dos estudos
de bioequivalência, produtos farmacêuticos que passaram
por pequenas alterações pós-registro ou na sua escala de
produção (GUIDANCE, 2002; Brasil, 2002).

Os métodos in vitro têm sido considerados adequados
para mimetizar as características in vivo do epitélio intes-
tinal. Eles são vastamente empregados no estudo de novos
fármacos e permitem desvendar o mecanismo de absorção
de moléculas em condições controladas. São usados, tam-
bém, para avaliar a absorção de pró-fármacos e de aditivos
farmacêuticos em uma formulação (Balimane et al., 2000).

A seguir serão abordados alguns modelos in vitro
utilizados para determinação da absorção de fármacos
administrados por via oral.

Baseado em tecido animal

Os modelos utilizando tecido animal para avaliar a
permeabilidade intestinal são empregados desde 1950
(Balimane et al., 2000). Eles podem apresentar constitui-
ção semelhante às células do epitélio intestinal humano
saudável, porém as diferenças observadas podem ter mag-
nitudes diversas de acordo com a espécie (Atisook et al.,
1990; Karasov et al., 1991; Laboisse et al., 1994; Asada
et al., 1995). Werle e Hoffer (2006) utilizaram uma porção
intestinal de íleo de cobaio, para avaliar a atividade da
glicoproteína-P sobre a permeação da glutationa. O tecido
foi contido em Câmara de permeabilidade dividida em duas
porções sendo o experimento realizado utilizando solução
salina tamponada (pH 7,4), em atmosfera de 95% O2, 5%
CO2 e temperatura de 37 °C. Os resultados consistiram no
cálculo das permeabilidades aparentes da glutationa no
sentido absortivo e secretório. Como controles do método
experimental, foram utilizados terfenadina e verapamil, que
são inibidores da Pgp e já possuem seus valores de
permeabilidade aparente divulgados. O uso deste modelo
possibilitou aos autores concluírem que a glutationa é um
potente inibidor da Pgp.

Dentre os tecidos de intestino de animais utilizados,
o de porco, além de ser de fácil aquisição e baixo custo,
apresenta similaridades anatômicas e biológicas ao intes-
tino humano. Este tem sido freqüentemente utilizado para

estudos de mecanismos de transporte e metabolismo de
fármacos (Hossain et al., 1990; Pietzonka et al., 2002).
Uma restrição para a utilização deste modelo é a dificulda-
de em obter tecidos viáveis, ou que se mantenham adequa-
dos durante os experimentos, uma vez que necessitam de
sangue e oxigenação constantes (Pietzonka et al., 2002).

Os modelos utilizando células de difusão são bastante
descritos na avaliação da permeação cutânea. Estas célu-
las são compostas de dois compartimentos, sendo um con-
tendo o líquido receptor e o outro a fase doadora, separa-
dos por uma membrana sintética ou pele. Sato e colabora-
dores (1991) descreveram a utilização da pele de orelha de
porco como modelo animal para simular a pele humana.
Eles estudaram a permeação do nicorandil, utilizado para
prevenir e tratar angina. Os autores observaram que os
resultados foram semelhantes utilizando a pele humana e a
pele de orelha de porco. Isto pode ser devido a semelhan-
ça de espessura, aspecto morfológico e superfície lipídica
entre os dois modelos.

Intestino invertido

O método utilizando porções invertidas do intestino
consiste em avaliar a absorção por meio de segmentos de
origem animal. Ele foi descrito inicialmente na década de
50 para estudar o transporte de açúcares e aminoácidos da
porção mucosa para a parte serosa do intestino. Este mo-
delo é ideal para o estudo de mecanismos de transporte de
fármacos, assim como, absorção passiva, transporte ativo,
além da cinética de transporte na presença e ausência de
glicoproteínas-P (Balimane et al., 2000).

Essas porções intestinais são geralmente extraídas do
intestino delgado de ratos e exigem cuidados durante a sua
inversão, visando evitar danos morfológicos. Devido à
ausência de sangue e nervos, estes tecidos apresentam re-
duzida viabilidade. Quando mantidos a 37 oC, em meios de
cultura adequados, podem permanecer morfológica e me-
tabolicamente ativos por cerca de 2 horas.

Galvão e colaboradores (1993) descreveram a utili-
zação 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 três
períodos (15, 30 e 45 minutos), utilizando-se uma câmara
de permeabilidade.

Essa técnica, comparativamente aos modelos com
células Caco-2, mostrou-se mais adequada aos estudos de
transporte paracelular de fármacos. A absorção de
fármacos contidos em vesículas lipídicas também pode ser
adequadamente observada, possibilitando verificar a influ-
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ência do muco intestinal, das concentrações de íons sódio
e dos inibidores das glicoproteínas-P na absorção. Esta
metodologia pode ser uma ferramenta potencial para os
estudos de mecanismos e cinética de absorção de fármacos,
devido ao baixo custo e à simplicidade de sua aplicação.
(Rowland, Woodley, 1981; Barthe et al., 1998; Santos et
al., 1999; Chen et al., 2003).

Segmentos intestinais

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

Papp= (V/A*Co) (dC/dT)

onde: V é o volume da câmara receptora; A é a área super-
ficial da membrana; Co é a concentração inicial do fármaco
na câmara doadora; dC/dT representa a mudança de con-
centração do fármaco no compartimento receptor em fun-
ção do tempo.

Werle e Hoffer (2006) descreveram um experimento
utilizando esta técnica, que consistiu no estudo da inibição
das glicoproteínas-P (P-gps) pela glutationa, utilizando
como modelo experimental um segmento de íleo de cobaio,
fixado em uma câmara contendo líquidos semelhantes aos
corpóreos. Os experimentos avaliaram o transporte de
glutationa no sentido absortivo e secretório. Para verificar
a ação das glicoproteínas-P os experimentos foram realiza-
dos com e sem a presença de terfenadina e verapamil, que
são inibidores das P-gps. Os autores concluíram que a
glutationa é uma ferramenta importante para inibir a ativi-
dade das P-gps no intestino.

Essa técnica é ideal para estudar a diferença na ab-
sorção de fármacos em várias regiões intestinais. Pode-se
avaliar a permeabilidade utilizando tecido intestinal huma-
no, ou tecido animal de diferentes espécies, efetuando as
correções 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 preparação que pode ocasionar danos
morfológicos (Balimane et al., 2000; Cook, Shenoy, 2003,
Menon, Barr, 2003).

Células Caco-2 e Células TC-7

As células Caco-2 são extraídas de adenocarcinoma de
cólon humano. Durante sua cultura em filtros permeáveis e
porosos, elas se diferenciam espontaneamente em
enterócitos, formando uma membrana composta de células
em monocamada aderidas por junções e apresentam como
vantagem a rápida multiplicação celular (Balimane et al.,
2000). O emprego de co-solventes orgânicos (metanol,
etanol, propilenoglicol e polietilenoglicol) em concentrações
maiores que 1-2% (v/v) durante os estudos de permea-
bilidade deve ser limitado, pois comprometem a integridade
dessas junções (Balimane et al., 2000). Inicialmente as cé-
lulas são cultivadas em meio líquido Eagle suplementado
com 10% soro de feto bovino contendo 1% de antibiótico
(penicilina e/ou estreptomicina) e aminoácidos. As células
são cultivas à temperatura de 37 °C com 5% de CO2 e 95%
de ar atmosférico (Benet et al., 2004). A preparação das cé-
lulas da monocamada requer um período de cultura de três
semanas. Entretanto, este tempo pode ser reduzido para
menos de uma semana por modificações simultâneas no
material de revestimento dos filtros e no meio de crescimento.
A redução no período de cultura proporciona monocamada
funcional com maior produtividade, além de reduzir a con-
taminação por fungos/bactérias (Chong et al., 1997). Ape-
sar destas limitações, este é o modelo mais empregado no
momento e permite obter importantes informações para o
estudo de novos fármacos.

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

Nos últimos anos houve o crescente emprego de cé-
lulas Caco-2 nos ensaios de permeabilidade e absorção de
fármacos. Estes modelos auxiliam na pesquisa de molécu-
las que apresentem potencial terapêutico, pois possibilitam
prever sua absorção in vivo contribuindo para triagem de
moléculas previamente aos estudos pré-clínicos. O mode-
lo pode ser utilizado pela indústria farmacêutica na desco-
berta de novos fármacos ou como sistema integrado a mé-
todos de dissolução para predizer a relação dissolução-
absorção (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 dissolução em predizer a absorção de fármacos.
Eles determinaram a fração de fármaco dissolvida e a fração
de fármaco permeada, ambas em função do tempo, para
fármacos solúveis em água como: cloridrato de ozagrel,
levofloxacino, enoxacino, tartarato de metoprolol, cloridrato
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de ranitidina, cafeína anidra, cimetidina e o albendazol, que
é fracamente solúvel em água. Estes estudos foram corrobo-
rados por Lentz e colaboradores (2000) para outros fámacos
(atenol, manitol, furosemida, fosfato de disopiramida,
maleato de clorfeniramina, aspirina, indometacina,
dexametazona, cloridrato de diltiazem, teofilina e cumarina),
sendo o tartarato de metoprolol empregado como referência
para alta permeabilidade. Os resultados apresentados possi-
bilitaram verificar uma coerência entre os dados de
permeabilidade obtidos por meio deste método e os descritos
no SCB.

Embora sejam poucas, existem limitações ao empre-
go de células Caco-2 para avaliar a absorção. Dentre elas
pode-se citar o reduzido número de transportadores (como
peptídeos: PEPT 1 e PEPT 2); a baixa permeabilidade de
compostos hidrofílicos; os danos causados à membrana
devido à presença de co-solventes no sistema; a aderência
física do fármaco ao filtro de policarbonato, apresentando
reduzida permeação 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 são quantitativamente
inexpressivos quando comparados à absorção in vivo. Isto
pode explicar o fato de que antibióticos beta-lactâmicos
(cefalexina, amoxicilina) apresentam baixa permeabilidade
através da monocamada de células Caco-2, mas são com-
pletamente absorvidos in vivo (Chong et al., 1996).

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

As células TC-7 são subclones isolados das células
Caco-2, sendo morfologicamente semelhantes com presen-
ça de borda em “escova”, microvilosidades e formação de
junções. Aparentemente mais homogêneas que as células de
Caco-2, elas apresentam vantagens como menor tempo de
crescimento, borda em escova mais desenvolvida e secre-
ção de glicoproteínas-P semelhante ao epitélio intestinal
(Gres et al., 1998).

Existem diferenças 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
regulação da expressão de UDP-glicuroniltransferases (UGT)
em humanos. As UGTs no epitélio humano podem significar
um sistema de desintoxicação de agentes presentes em nossa
dieta. Após a quantificação desses agentes em sistemas con-
tendo células Caco-2 ou seus subclones, os autores concluíram
que é maior a expressão de UGT 1A6 no subclone TC-7
(Bock-Hennig et al., 2002).

Células 2/4/A1

De acordo com Tavelin e colaboradores (1999), 2/4/
A1 são células originárias do intestino fetal de ratos. Estas
podem mimetizar a permeabilidade do intestino delgado
humano para transporte passivo (transcelular e paracelular).
Estas células formam monocamadas diferenciáveis com fi-
nas junções e presença de borda em “escova”.

As junções nas células de Caco-2 parecem ser mais
estreitas que as junções das células endoteliais do intesti-
no humano, o que não ocorre nas células 2/4/A1. Devido a
isto, as células 2/4/A1 são consideradas adequadas ao es-
tudo de fármacos absorvidos de forma lenta e 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 constituição e viabilidade devido
a mudanças de temperatura. Culturas a 39 oC são bastan-
te frágeis ocasionando, freqüentemente, morte celular.
Como alternativa pode-se realizar adequado crescimento a
37 oC, porém ocorre menor diferenciação das células da
monocamada com baixa expressão das enzimas presentes
na borda em escova, se comparado ao cultivo a 39 oC
(Tavelin et al., 2003b).

Células MDCK

MDCK é um modelo de células de rim canino
(“Madin-Darby”). Estas células quando cultivadas em
membranas semi-permeáveis se diferenciam em epiteliais
colunares, com junções semelhantes às 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 necessário
para o crescimento de células Caco-2. A permeabilidade de
55 compostos absorvidos passivamente, já 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 expressão
de transportadores é diferente nos tecidos intestinais e re-
nais, também ocorre diferença entre estes modelos
(Balimane et al., 2000). Ainda não são conclusivos os es-
tudos sobre a correspondência entre estes dados de
permeabilidade e os valores de absorção humana para com-
postos secretados ou transportados ativamente.

As células MDCK são largamente utilizadas para
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estudar a fisiologia tubular distal renal, incluindo o trans-
porte de íons. Os íons Na+ e Cl- são filtrados nos rins e cerca
de 5 a 10% de sua reabsorção é regulada por co-transpor-
tadores. As células MDCK representam um dos poucos
modelos que expressam quantidade adequada de co-trans-
portadores. Estes estudos são relevantes no delineamento
da terapêutica com compostos diuréticos tiazídicos empre-
gados no tratamento da hipertensão (Jong et al., 2003;
Wegmann, Nüsing, 2003).

SISTEMAS INTEGRADOS DISSOLUÇÃO/
ABSORÇÃO

A resposta biológica ou terapêutica do produto far-
macêutico pode estar relacionada com a quantidade e a
velocidade de passagem do fármaco para a corrente
sangüínea. Para fármacos contidos em formas farmacêu-
ticas sólidas é necessário que ocorra a sua liberação da
formulação, seguida da dissolução nos líquidos corpóreos
e posterior permeação através das membranas biológicas
(Dunne et al., 1999). Modelos in vitro que permitam simu-
lar estes processos são úteis para prever a absorção in vivo.
Ginski e Polli (1999) descreveram um sistema contínuo de
dissolução/permeação. O método consistiu em um estudo
de dissolução utilizando os meios descritos nos compêndios
farmacêuticos, com retirada de alíquotas do meio de disso-
lução nos tempos: 5, 10, 20, 30, 40 e 60 minutos e cálculo
da quantidade ou fração de fármaco dissolvido nos referi-
dos tempos. O meio contendo o fármaco dissolvido foi
bombeado para uma câmara em contato com a membrana
de células Caco-2. A determinação da permeação do
fármaco foi efetuada calculando-se a permeabilidade efe-
tiva do fármaco através da membrana em meio isotônico.
Para determinar a relação entre dissolução e permeação
foram traçados gráficos contendo as frações dissolvidas
(Fd) e absorvidas (Fa) em função do tempo. Os dados de
Fd são obtidos diretamente quantificando a concentração
em determinado tempo. Os valores de tempo associados a
Fa devem ser ajustados, pois antes que a permeação se
inicie é necessário que tenha ocorrido a dissolução. Devi-
do a isto se calculou o tempo médio de dissolução e o va-
lor encontrado foi somado aos tempos de permeação, que
foram 20, 40, 60, 90, 120 e 180 minutos. Com este estudo
foi possível conhecer previamente as frações absorvida e
dissolvida de formulações, antes dos estudos clínicos em
humanos. Este sistema apresenta como limitação o empre-
go de membranas constituídas 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 permeação.

Este simula também as condições fisiológicas do trato
gastrintestinal, ajustando o pH do meio a valores semelhan-
tes ao pH estomacal e intestinal. O procedimento experi-
mental consiste na colocação do fármaco em um compar-
timento contendo suco gástrico artificial (pH 1,0). Este
meio contendo a fração dissolvida do fármaco 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 mudança de pH que ocorre no TGI. Posterior-
mente, a solução passa para outro compartimento onde será
simulada a absorção. Este será o compartimento doador
que está em contato com a membrana adequada para ava-
liar a permeação. O fluxo é aumentado para 1,0 mL/min e
o fármaco é permeado para um compartimento receptor
contendo solução com eletrólitos e pH 7,4. As amostras são
coletadas em diferentes compartimentos e tempos. Os da-
dos de fração dissolvida e fração absorvida são emprega-
dos em um modelo farmacocinético monocompartimental
para o cálculo da área sob a curva de concentração
plasmática do fármaco em função do tempo (Kobayashi et
al., 2001; He et al., 2003).

CONCLUSÃO

Existem muitos estudos objetivando substituir os
métodos in vivo destinados a determinação da absorção de
fármacos por métodos in vitro. Foram observados avanços
neste sentido, devido ao aprimoramento das técnicas de
cultura de células e aos sistemas acoplados de dissolução
e permeação. Porém, estas técnicas ainda são limitadas,
requerem estudo e padronização para o cultivo das células,
além de não reproduzirem adequadamente os mecanismos
de transporte ativo de fármacos.

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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