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ESTUDOS DE PERMEABILIDADE INTESTINGIL

O processo de P&D e o lancamento de
medicamentos

Os custos médios divulgados pela industria para se levar um
medicamento inovador ao mercado nos Estados Unidos é da
ordem de US$ 800 milhdes - 1,4 bilh&o (incluindo os testes clinicos
e pré-clinicos).
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QUIMICA COMBINATORIA
= tornou possivel a sintese de bibliotecas de compostos a partir de uma
mesma reagdo quimica
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Tecnologias de alta capacidade de rastreio (HTS, High-throughput
screening )
= permitiram o rastreamento da atividade de substancias por meio de
ensaios in vitro miniaturizados baseados em ligagdes com moléculas-
alvo. 5

U0 Y)
A
SO I

_J
TR

Figura 19. A. Esquema de semeamento dos candidatos a farmacos; B,

I humanos (i), fe i (ii)e tripe meta-
ciclicas (iii) usadas para a triagem de novos compostos. Representagdo do
experimenta logo apds a adigdo do substrata (iv). Viabilidade do parasita

3 hapds a adicda do substrato (v)

Problemas no desenvolvimento de novos farmacos
Tais esforgos, no entanto, ndo foram suficientes para
aumentar o nimero de novos farmacos lancados no

mercado e muitos dos novos compostos identificados sequer

chegam aos testes pré-clinicos.

ABSORGAO, DISTRIBUICAO, METABOLISMO E EXCREGAO (ADME)

Principal razao de falha nos
ensaios clinicos
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Absor¢do oral de farmacos

estdmago
N
farmaco liberagéo do
e \, farmaco da FFS 1
d& . :;::.;; [E— transporte através
\ y gxé:’;.‘;' de membranas
. 4. . h
boca intestino intestino reto
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delgado grosso
Solubilidade Permeabilidade
em agua intestinal

*adaptado de Amidon, G — Dissolution in vitro and ex-vivo: implicatios for BE standards
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Fatores que afetam a absorcao oral de farmacos

= composicao dos liquidos fisiologicos do trato gastrintestinal
(suco gastrico, sais biliares e liquidos intestinais);

= precipitagdo no local de absorcéao;

= adsorgéo do fArmaco aos compostos presentes no limen;
= a degradagédo quimica ou bacteriana;

= metabolizacéo na parede do trato gastrintestinal (TGI)

= mecanismos de transportes que determinam as rotas de
absorcéo

Epitélio intestinal

Duodeno

Calén Transverso

Intestino Delgatio - Yeyuno
Colon

Ascenderts

Clego

Colon
Fetvico TR

=Area de aproximadamente 200 m2 (projecdes,
vilosidades e microvilosidades)

= Pelos capilares passam cerca de 1,0 a 1,5 L de
plasma/min

Epitélio intestinal

I

= Enterécito

= Porcao basal em contato com a matriz extracelular
= Tight junctions (jun¢des oclusivas)
= Muco

limenintest

Mecanismos de absorcgao

Basolateral

(GONGALVES et al, 2009).

Importancia das alternativas aos métodos de
absorcdo in vivo

= Etica

= EconOGmica

= Tempo de andlise

= Pesquisa de novos farmacos
= Quantitativa

Modelos para a avaliacdo da permeabilidade
intestinal de farmacos

@ Fisico-Quimicos
@ in situ
@ in silico

= in vitro
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Métodos fisico-quimicos

Consistem em prever a absorcao de farmacos a partir de
suas propriedades fisico-quimicas. Em geral, a
permeabilidade dos farmacos € o principal fator para
determinar sua absorgao intestinal por transporte passivo

Principais propriedades fisico-quimicas
Peso molecular;

PKa;

Lipofilicidade;

carga/ionizacao;

Solubilidade;

Tamanho ou porgao molecular

5 EEE & &

Permeabilidade aparente
PA = |Og (p- F non [SO' VL / Xo])

P = Coeficiente de particdo octanol/agua
Fnon = Fracéo do farmaco n&o ionizado no pH
6,5

S, = Solubilidade aquosa do farmaco nédo
ionizado a 37°C

V|, = Volume luminal (= 250 mL)

X, = Dose do farmaco

Métodos in situ

Consiste na perfusdo de substéncias por segmentos
intestinais de roedores (ratos e coelhos) para estudar a
permeabilidade e a cinética de absor¢do dos mesmos.

Célculo da perfusao
Pet = [- Qir* In (Co/ Ci)] 29RL

Q,, = E araz&o do fluxo de perfusdo

29RL = E a éarea da transferéncia de massas avaliada
pela absorgdo no cilindro intestinal

Co e Ci Sdo as concentracbes no lado da injecéo
(limen) e no outro lado apés o equilibrio

Métodos in situ

Stomach drainage

Dista) balloon —
uspension and perfusion
plution IN

Un-inflated balloon

== Perfusion samples OUT

Fig. 1. The multichannel perfusion tube Loc-l-Gut* in the proximal
human jejunum. Air is blown into the distal balloon to ereate a semi-open
segment. Gastric drainage is applied by a separate tube placed in the
antrunt region of the stomach

BONLOKKE, L.; HOVGAARD, L.; KRISTENSEN, H.G.; KNUSTON, L.; LENNERNAS, H. -

Direct estimation of the in vivo dissolution of spironolactone, in two particle size ranges, using the single-pass difusion
technique (Loc--Gut®) in humans. European Journal of Pharmaceutics, V.12, p.239-250, 2.001.

Métodos in situ

Bilz-duct-cannula
Intestinal
pertusion

-

- Intestinal loop

/]

Bladder.cannua

Femoral-vein-cannula
for drug administration

. Femoral-arteny-cannuia
for biood sampling

nfuson pumg

Métodos in silico

Sdo métodos computacionais usados para
prever a permeabilidade da membrana aos compostos
com exatidao.

Este método se baseia na lipofilicidade do
composto, capacidade de formar ligagdes de
hidrogénio, tamanho molecular, area superficial polar e
propriedades quanticas.
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Métodos in vitro

Grande variedade de modelos: no entanto, ndo existe
nenhum método in vitro, até 0 momento, que mimetize
adequadamente todos os mecanismos envolvidos.

a

Aplicagdo de um modelo in vitro paraa
permeabilidade intestinal depende de sua capacidade
de simular as caracteristicas das barreiras biologicas

in vivo.

Importancia no aspecto ético

Métodos in vitro

Baseado em membranas artificiais
»>PAMPA

Baseado em tecido animal
»Intestino “invertido”
»Segmentos intestinais
»>Vesiculas isoladas de membranas

Baseado em células
»Caco-2
»MDCK

PAMPA - Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

Técnica desenvolvida em 1998 por Kansy etal .

Caracteriza-se por ser uma técnica ndo celular na qual
uma membrana sintética formada por fosfolipidios
depositados em um suporte poroso simula a composi¢ao de
uma membrana celular .

Composigéo basica
Fosfatidilcolina + Lecitina 1% em Dodecano — suporte p oroso de PVDF

Utilizada para previsdo da permeabilidade transcelu  lar
passiva — exclusivamente — ndo apresenta
transportadores.

Considera apenas a lipofilicidade do composto a ser avaliado

Técnica rapida — robusta — baixo custo

PAMPA - Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

Step 1. Form Swp 2. Add compound. St 3, Add Bufierse  Swp 4, Anclyae

orfificial membrane to comparimant on one e fransport recaiver compoend concentralion

in tha fller platn side of the arifcial plote. Assembie filer  cher difusion
membrane. scoiver plot

Intestino “invertido”

O método consiste em avaliar a absorgao
utilizando porgao de intestino animal invertido
Possivel estudar o transporte passivo e ativo e
comparar a cinética do transporte de farmacos na
presenga e na auséncia de inibidores ou substratos de
glicoproteinas-P
o e, o B85,
L R

Pertusion

s =
Everted Outside (mucosal side)
Intestine i | /J
[ arsares
|

Inside; A
(serosal side) / i
i /

nside (serosal ide) Everted ntestine
Outsige (mucosal side) finchar

Intestino “invertido”

@ VANTAGENS = DESVANTAGENS
@ Analitica, pois o = Falta de sangue e
volume de amostra nervos.
do lado seroso é @ Diminuicdo da
relativamente viabilidade.
pequeno e o0 s
farmaco se

morfolégicos
acumula

rapidamente
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Segmentos intestinais

Consiste no isolamento de tecido animal, de
tamanho apropriado.

Determina-se a razdo de farmaco que
atravessou o tecido. A permeabilidade é baseada no
aparecimento do farmaco no lado seroso e
desaparecimento no lado mucoso.

VANTAGENS = DESVANTAGENS
Absorg&o em varios = Falta de sangue e nervos
segmentos intestinais = Viabilidade dos tecidos
Pouca amostra = Mudancas morfolégicas
Farmaco coletado suficiente funcionais

e

Vesiculas isoladas de membranas

As vesiculas podem ser preparadas de qualquer
porcao intestinal ou de enterdcitos isolados.

Elas oferecem uma oportunidade Unica de
estudar as propriedades dos farmacos e o transporte
de nutrientes em niveis celulares

= VANTAGENS = DESVANTAGENS

@ Congelamento = N&o possibilita integracdo de
metodologias

= Impurezas
= Volume pequeno de vesiculas
= Métodos analiticos sensiveis

= Preservagdo

Células Caco-2

S&o células extraidas de adenocarcinoma de
célon humano, que, em cultura, se diferenciam
espontaneamente em enteracitos.

As células sdo cultivadas em filtros permeaveis
€ porosos.

Monocamada celular com microvilosidades,
sistemas de transportes ativos e passivos, sistemas

enzimaticos. ‘

Possibilitam a avaliagao das diferentes vias de
absorcao (paracelular e transcelular).

Células Caco-2

: Comprimant sl
[olo[a]olo e o]
N comparimento bosoter

Coeficiente de Permeabilidade aparente

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

V = Volume da camara receptora

A= Area de tecido exposta

Co = Concentragao inicial do farmaco na
camara doadora

dC/dT = E a mudancga da concentracdo do
farmaco na cdmara receptora em fungéo do
tempo

Cultura de células Caco-2

Manutengéo da cultura de células em condigdes
assépticas

Fluxo laminar

Utensilios estéreis, apirogénicos:
Filtros esterilizantes, pipetas ,
garrafas de cultivo (descartaveis)
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Cultura de células Caco-2

Meio de cultivo:

DMEM

Meio com alta concentragdo de nutrientes (aminoéacidos,
| vitaminas e micronutrientes. A formulagéo inicial continha
5,6 mM de glicose — 25mM mostrou ser melhor para
crescimento de variados tipos celulares de mamiferos.

Forma de p6s

| Agua de preparo = bastante critica sua qualidade —
tracos de minerais ou contaminantes = impacto na
viabilidade celular

Deve ser ultrapura = resistividade > 20mOhms

Cultura de células Caco-2

Meio de cultivo:

Antibiéticos

Evitar estocar o meio com antibiéticos por muito tempo —
| mascarar contaminagdo em baixo nivel que podem ser

problematicas futuramente e criar resisténcia bacteriana.

' Os mais empregados:
Penicilina (1001U/mL) bactérias gram positivas

' Estreptomicina (50ug/mL) bactérias gram negativas
Anfoterecina-B 25ug/mL antifingico

Cultura de células Caco-2

Meio de cultivo:

Nutrientes

Glicose - principal carboidrato normalmente utilizado
em células de mamiferos—5 a 25mM.

Glicose — Piruvato—lactato—acido lactico

Glutamina - amino&cido adicionado em maior
concentracdo que outros — fonte de energia adicional

Aminoéacidos nédo essenciais — células ndo produzem

Cultura de células Caco-2
Meio de cultivo:
Sais
| Garantem a osmolaridade do meio (300mOsm/kg)
Principais Na* K* Mg* Ca* CI- Sulfato e Fosfato.

' Tragos de Elementos
Elementos inorgéanicos Mn, Cu, Zn, Mo, Va, Se, Fe, Ca,
' Mg, Si, Ni, etc.— atividades enzimaticas

Vitaminas e horménios
Presente no soro fetal

Estabilizante de pH: Bicarbonato de Sédio, CO, (5 a 10
%) e sais de Hepes.

Cultura de células Caco-2

Cultivo em garrafas 75cm? - Meio
DMEM suplementado com 10% soro
fetal bovino + 1% a.a. n&o essenciais
+ 1% glutamina +
penicilina/estreptomicina Mantidas em incubadora de CO,

37°C

5% CO,

90% Umidade Relativa

Cultura de células Caco-2

Acompanhamento do crescimento celular

| Células em garrafa
de cultura

Cultura celular atinge
mais que 90% de
cobertura da area da
garrafa— necessidade
de repique ( 3 a 4 dias)

Microscépio invertido
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Cultura de células Caco-2 Experimento de permeabilidade com células

Caco-2
Repique de cultura

Placas Transwell® - suporte permeével de policarbonato, polietileno,

polietilenoftalato, policarbonato revestido com colageno.
Cultura em garrafa

- Células em Placas com 6, 12, 24 96 pogos
com, no minimo, 90% ~
; suspensao
cobertura da érea de
crescimento
Solugéo de Diluigéo
Tripsina/EDTA 1:4

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

Contagem celular para transferéncia as placas Transwell®

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

Transferéncia de células para placas
Suspensao celular (10uL) + Triptan Blue (10uL)

Células em Suspens’ao celular
suspens&o com ndmero de
células viaveis
determinada
.

E—)

Solucholde Transferéncia de

LLRIEEES volume adequado de
suspensao celular

para pocos da placa

Densidade celular utilizada:
5 x 10* céllcm?
Microscépio biolégico
Determinacéo do nimero de células viaveis
Experimento de permeabilidade com células Experimento de permeabilidade com células
Caco-2 Caco-2
Incubagéo da cultura em placas do experimento de permeabilidade Manutengéo da cultura nas placas

Placa contendo as células Caco-2
Meio DMEM suplementado com 10%
soro fetal bovino + 1% a.a. ndo

essenciais + 1% glutamina + Mantidas em incubadora de CO,
penicilina/estreptomicina 37°C
5% CO, e P
90% Uniidade Relativa Substituicdo do meio de cultivo a cada 48 horas

Tempo de cultivo: 21 dias
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Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

Ap6s 21 dias de cultivo, as células estéo diferenciadas para realizagéo do
experimento

Avaliagéo da integridade da membrana por meio Minivoltimetro - Millicell
da medida da resisténcia elétrica transepitelial ERS®
(RET)

Diferenga do potencial elétrico entre
compartimentos apical e basolateral

| -

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

-

=

—
=
=
=

=~ ~

Agitador Orbital Termostatizado Coleta_ das amostras em tempos
Experimento realizado sob agitacdo determlnados X X
moderada 25 a 50 rpm a 37°C Experimento realizado em meio de

solucéo balanceada de Hanks
Os valores do pH do meio variam
entre 5,0 a 7,4 ( faixa fisiolégica)

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

Quantificacdo das amostras provenientes dos experimentos de
| permeabilidade

B )ﬁ'

HPLC — UV-Vis HPLC — MS/MS
| HPLC - FL

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

Os valores de Permeabilidade Aparente ( Papp)
em cm/s foram determinados segundo a

equagéo :
VR dc

Papp - X
{Ax ) dt

Experimento de permeabilidade com células
Caco-2

g

Figure 4. Relationship between Caco-2
permeability and % human intestinal
absorption.

8

&

% Human Intestinal Almorpion

F]

1.00£.08 100£-07 100E 06 100E 08 100E-04
Caco2 AZB Papp (cav)

Zhao YH et al. (2001) J Pharmaceut Sci 90; 749-784

Valores de Papp

< 1 x 10-6 cm/s - Baixa Permeabilidade (0 - 20%
de absor¢éo)

1-10 x 10-6 cm/s - Perm. intermediaria (20 —
70%)

>10 x 10-6 cm/s - Alta Perm. (70 — 100%)

YEE, S. - Invitro Permeability Across Caco-2 Cells (Colonic)
Can Predict In Vivo (Small Intestinal) Absorption in Man -
Fact or Myth. Pharm. Res., v. 14, p. 763 — 766, 1.997.
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Empregos potenciais para as células Caco-2

AVALIACAO DE:

« permeagdo de farmacos em desenvolvimento
« fungdes das células epiteliais do intestino

« estratégias de formulagdes (dendrimeros,
nanoencapsulamento)

« efeito toxico potencial de determinados compostos
* metabolismo de pré-sistémico farmacos

* possiveis interacdes entre farmacos no processo de
absorcao

Limitagcbes ao empregos de células Caco-2

» Variagdo do nimero de transportadores

* Abaixa permeabilidade de compostos hidrofilicos
com baixo peso molecular

* A presenca de co-solventes (metanol, etanol,
propilenoglicol e polietilenoglicol)

» Aaderéncia fisica de farmacos de alta
lipossolubilidade aos materiais do suporte de cultivo
celular

» Tempo de crescimento das células Caco-2

» Variabilidade entre diferentes laboratérios levam a
necessidade de padronizacdo da técnica.

» Variabilidade dependente das condi¢8es de cultivo

Necessidade de padronizagdo da técnica

Condicgdes de cultivo das células

Tempo de cultivo

Duracao do estudo

pH

Substratos para adsor¢éo do farmaco antes
e apos a permeacao.

@@

FDA — Guia Bioisen¢des - 2000

Descreve a necessidade da utilizagdo de compostos com valores de Papp
previamente determinadas para padronizar e validar a técnica

Antipyrine High (Potential IS candid
Caffeine High

Cart High

Fluvastatin High

Ketoprofen High

it 1 High (Potential IS did:
Naproxen High

P lol High

Theophylline High

Verapamil High (Potential ES candidate)
Amoxicillin Low

Atenolol Low

Furosemide Low

Hydrochl Low

Mannitol Low (Potential IS candidate)
o p Low
[Polyethylene glycol (400) | Low

Polyethylene glycol (1000) | Tow

Polyethy] lycol (4000) | Low (Zero bility marker)

d: Low

Células MDCK

MDCK é um modelo proposto por “Madin-
Darby” a partir de células de rim canino

Quando cultivadas em membranas
semipermeaveis se diferenciam em células epiteliais
colunares, com jungdes semelhantes as células
Caco-2

Nado apresentam n° expressivo de
transportadores (ideal para estudar transporte de
farmacos por difusao passiva)

Comparacéo entre células Caco-2 e MDCK

Células Espécie Origem Cultura Limitacies
Caco-2 Humana Célon 2-3 semanas Auséncia de muco e
CYP 3A4.
MDCK Canina Rim 3-7 dias Concentragio de
solventes orgiinicos <
MDCK- Canina Rim com gene 3-7 dias 1-2%.
MDR1 MDRI1
humano
transfectado
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Outras linhagens celulares LimitagBes x Melhorias em cultura celulares

Cell culture Origin Ref

CaCo-2 cell line: Human adenocarcinoma cell line expressing P-gp Human intestinal Artursson, et alN

TC7: CaCo-2 subclone obtained from CaCo-2 isolation Human intestinal Rousset, et al.2

HT29-MTX: Hurnan intestinal cell line characterised by their Human intestinal Walter, et al? A A . d C 7 I I d t

e w— uséncia de muco - Células produtoras

LLCPKI: Pig kidney epithelial cell line (parental cell line; P-gp Pig kidney Mils, et al.2 . . . -

practically absent) Perantoni, et al® 1 Enzimas CYP 3A4 - Vitamina D3/ transfeccéo de
Paul, et als

LLC-GA5-COLI50 and LMDRI correspond to the parental LLC-PKI Pig kidney Tanigawara, et al.™ gene

transfected with human MDRI cDNA. B ~ . . a

LMRP I LLC-PK| transfected with human MRPI <DNA Pig kidney Van der Sandt, et alY leerentes porgoes do lnteStan - Camaras Com

MDCK: Canine kidney cell fine (P-gp practically absent) Dog kidney Irvine, et al.¥ diferentes pHs

(Madin-Darby canine kidney) Braun, et al.%

HDRE = . .

Zgwcﬁ'ﬁ’:(?:;;:;a:gszrom the parental cell line transfected Dog kidney Soldner, et al. Jungao |nadequada /Hetel‘OgeneIdade da fase aquosa

MDCK-28: Human MRP2ransfected MDCK cells Do kidney e variabilidade na expresséo dos transportadores —

Calu-3 cells: Human submucosal serous cell line Human Cowley, et al.¥ H E H

LS180: Cell line derived from a primary human colon carcinoma Human Dudgzisz Sled, et alZ Ag Ita(;ao do SIStema

LS180-AD50: A Doxorubicin-selected LSI80 subline expressing Human Bhat, et al.®

moderate levels of P-gp

Desafios e perspectivas para culturas celulares Desafios e perspectivas para métodos  in vitro

Area académica e industrial:

* PADRO'\”ZAQAO DAS COND|QOES DA CULTURA « desenvolvimento de modelos in vitro adequados, de

CELULAR elevado poder preditivo e custo-efetivos para a
5 i avaliagdo das caracteristicas de permeabilidade e de
« FORNECIMENTO/AQUISICAO DAS CELULAS absorcéo de farmacos
+ SISTEMAS VALIDAVEIS E INTEGRAVEIS PARA
ESTUDOS DE CORRELAGAO IVIV Area regulatoria:
« ASPECTOS REGULATORIOS » adotar modelos correlacionaveis com os resultados

de estudos de BD, de modo a isentar medicamentos
de estudos in vivo nas etapas de registro ou pds-
registro

GONCALVES, J.E.; SOUZA, J.; STORPIRTIS, S. - Avaliagdo da Permeabilidade de Farmacos
Empregando Culturas Celulares. In:

Storpirtis, S.; Gongalves, J.E.; Chiann, C.; Gai, M.N. — Biofarmacotécnica — Colegéo Ciéncias
Farmacéuticas. Ed. Guanabara Koogan, cap. 19, p. 204 — 211, 2.009.

PER ARTURSSON et al. — Caco-2 monolayers in experimental and theoretical predictions of drug
transport. Adv. Drug Del. Ver., v. 46, p. 27-43, 2001.

SOUZA, J.; BENET, L.Z. ; HUANG, Y. ; STORPIRTIS, S. Comparison of Bidirectional Lamivudine
and Ziduvudine Transport Using MDCK, MDCK-MDR1, and Caco-2 Monolayers. Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 98, p. 4413-4419, 2.009.

SOUZA, J.; FREITAS, Z.M.F,; STORPIRTIS, S. — Modelos in vitro para determinacéo da absor¢éo
de farmacos e previsdo da relacéo dissolugdo/absorcéo. Rev. Bras. Cienc. Farm., v. 43, n. 4, p.
515-527,2.007.

BALIMANE P. V.; CHONG S. Cell culture-based models for intestinal permeability: a critique. Drug
Discovery Today. v.10, n.5, p. 335-343, 2.005.
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