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apsorpcije leka posle oralne primene

Olivera Cudina’, Sote Vladimirov

Institut za farmaceutsku hemiju i analitiku lekova, Farmaceutski fakultet,
Univerzitet u Beogradu, Vojvode Stepe 450, 11221 Beograd, Srbija

Kratak sadrzaj

Savremeni razvoj kombinatorijalne hemije omogucio je sintezu velikog broja
jedinjenja sa potencijalnom bioloskom aktivno$c¢u. Ispitivanja koja ukljucuju izbor
jedinjenja i studije farmakoloskih osobina su dugotrajna, skupa i obi¢no zahtevaju
primenu eksperimentalnih Zivotinja. 1z etickih i/ili ekonomskih razloga, veliki napori
ulazu se u razvoj in vitro sistema koji mogu da pruze znacajne informacije u ranim
fazama razvoja leka.

Hromatografski modeli za predvidanje apsorpcije leka su eksperimentalno
jednostavni, tacni i ne zahtevaju primenu eksperimentalnih zZivotinja. Primena reverzno-
faznih hromatografskih sistema dala je dobre korelacije samo za homologe serije
jedinjenja. Uvodenje amfifilnih struktura u stacionarnu i/ili mobilnu fazu je bitan uslov
za simulaciju interakcija farmakoloski aktivnih jedinjenja sa fosfolipidnim dvoslojem u
membrani.

Kljucne reci: Micelarna tecna hromatografija, apsorpcija leka,
bioparticiona micelarna hromatografija
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Uvod

Istrazivanja novih farmakoloski aktivnih jedinjenja ukljucuju i ispitivanja
farmakokinetickih osobina, kao S$to su apsorpcija, raspodela, metabolizam 1
izluCivanje. Poznato je da je glavna barijera za apsorpciju lekova posle oralne
primene intestinalna mukoza i da se najveéi broj lekova apsorbuje mehanizmom
pasivne difuzije. Apsorpcija leka zavisi od brojnih fizioloskih faktora medu
kojima su najvazniji permeabilnost membrane i motilitet gastrointestinalnog
trakta. Na apsorpciju leka uticu formulacija leka kao 1 fizicko-hemijski faktori:
rastvorljivost i brzina otpuStanja leka iz farmaceutskog oblika (disolucija),
stepen jonizacije i protoliticke konstante (pK), lipofilnost, veli¢ina i oblik
molekula, sposobnost gradenja vodoni¢nih veza i amfifilnost.

U ranim fazama razvoja leka, prati se veliki broj jedinjenja koja su
nepotpuno karakterizovana. Ispitivanja permeabilnosti mogu da se obave na
eksperimentalnim Zivotinjama, ali cena i tehnologija znaCajno umanjuju
kapacitet ovih eksperimenata. /n vivo studije permeabilnosti kroz humanu
intestinalnu membranu su skupe, a kada se izvode sa nepotpuno ispitanim
jedinjenjima, potencijalno su Stetne za volontere. Na ovaj nacin permeabilnost
moze da se odreduje samo za mali broj potpuno karakterizovanih farmakoloski
aktivnih jedinjenja.

Iz eti¢kih i/ili ekonomskih razloga, veliki napori se ulazu u razvoj in vitro
modela koji omogucéavaju predvidanje permeabilnosti kroz intestinalnu
membranu za veliki broj farmakoloski aktivnih jedinjenja. Dodatna prednost
ovih modela je bolje razumevanje razliCitih stupnjeva procesa apsorpcije. In
vitro modeli obuhvataju razli¢ite metode kao $to su raspodela leka u dvofaznim
sistemima, retencija farmakoloski aktivnih jedinjenja u hromatografskim
sistemima sa surfaktantima, veStaCke membrane, intestinalne ¢elijske kulture,
kompleksne metode na izolovanim Zivotinjskim tkivima.

Hromatografske metode koje se koriste za ispitivanje
permeabilnosti farmakoloSki aktivnih jedinjenja

Hromatografija moze da se koristi kao pogodna tehnika za odredivanje
fizicko-hemijskih parametara i procenu hemijske 1 bioloske aktivnosti
jedinjenja. Hromatografski sistemi su dinamicki sistemi u kojima je moguca
dobra kontrola eksperimentalnih uslova, tako da su dobijeni retencioni podaci
reproduktivni. Osnovne osobine jedinjenja (hidrofobne, elektronske i sterne)
pod odgovaraju¢im eksperimentalnim uslovima odreduju ponaSanje jedinjenja i
u hromatografskim i u bioloskim sistemima (1). Primena retencionih parametara
u postavljanju prediktivnih modela za farmakoloski odgovor ispituje se u
QRAR (model kvantitativnog odnosa retencije i dejstva) studijama (2,3).
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Hromatografski modeli za predvidanje apsorpcije leka eksperimentalno su
jednostavni, ta¢ni i ne zahtevaju primenu eksperimentalnih zivotinja.

Kolone imobilizovane vestackim membranama — IAM kolone

Parametri dobijeni koriS¢enjem konvencionalnih RP kolona daju dobre
korelacije sa stepenom apsorpcije samo za homologne serije jedinjenja
odgovaraju¢ih farmakoloskih grupa. Kolone IAM sadrze razliCite vrste
jednoslojnih fosfolipida koji su kovalentno vezani za Cestice silikagela (4,5). To
su slobodni fosfolipidi ili smeSe fosfolipida koje uglavnom sadrze
fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilglicerol, fosfatidnu kiselinu i
fosfatidilserin. Artursson i Karlsson (6) su ispitivali korelaciju koeficijenata
permeabilnosti na Caco-2 celijama i retencionih faktora u IAM sistemu
odredenih na pH 7,4 (logK,,,, ) za 11 strukturno razli¢itih lekova (r* = 0,58).
Koeficijent korelacije poboljSan je uvodenjem korekcije za veli¢inu molekula
KIAM (r2 —

log v = 0,73). Ispitivana je i korelacija permeabilnosti odredene
r

perfuzionom tehnikom na tankom crevu pacova i logK,,,, odredenom na
pH 5.4 (* = 0,63). Veéi koeficijent korelacije se i ovde postize uvodenjem

Kum (r2 _

log i 0,74). Parametri hidrofobnosti odredeni su za 29 jedinjenja tipa
r

slabih organskih baza u sistemu u kome su kolone impregnirane lecitinom
kovalentno vezanim za propilamino-silikagel (7). Metodologija IAM je u
eksperimentalnom smislu jednostavna i omogucéava screening velikog broja
jedinjenja Cija se apsorpcija ispituje. Metoda zahteva male zapremine rastvora,
moze da se automatizuje, a retenciona vremena modifikuju primenom organskih
rastvaraca (5) ili menjanjem sadrzaja fosfolipida (8).

Hromatografija sa imobilizovanim lipozomima - IL hromatografija

Raspodela rastvorenog leka izmedu lipozoma i vode Kkoristi se za
bioloskim membranama nego jednostavni izotropni rastvaraci. Ova ispitivanja
izvode se sa lipozomima koji su suspendovani u vodenom rastvoru, pri ¢emu se
odreduje raspodela rastvora ispitivanog jedinjenja izmedu dvostrukog sloja
lipozoma i1 vode (9,10). Metoda ILC uspe$no opisuje humanu intestinalnu
apsorpciju  strukturno razli¢itih lekova kod kojih je logP dao
nezadovoljavajuce rezultate (9). Metoda je ograni¢ena na protoliticka jedinjenja,
ali ne zahteva razvoj analitickih postupaka koji su specificni za svako
jedinjenje.

Hromatografski IL sistem koristi stacionarnu fazu u kojoj su lipozomi
sterno, hidrofobno, elektrostaticki ili kovalentno imobilizovani u kuglice
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agaroza-dekstran gela. Priprema kolona je jednostavna i kolone su stabilne u
toku duzeg vremenskog intervala. Velika prednost IL hromatografije u odnosu
na IAM hromatografiju je odsustvo organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi za
eluiranje izrazito hidrofobnih jedinjenja (11). Metoda ILC je pogodna za
ispitivanje interakcija lek/membrana, jer sadrzaj fosfolipida za pripremu
lipozoma moze da se menja, tako da se dobijaju lipozomi koji po sadrzaju
fosfolipida, proteina i holesterola odgovaraju sastavu membrane. Lundahl i
saradnici (12) su razvili razli¢ite tehnike za imobilizaciju lipozoma,
proteolipozoma i membranskih vezikula. Beigi i saradnici (11) su pripremali
kolone imobilizovanjem fosfatidilholinskih lipozoma jajeta u kuglice od agara i
dekstrana (Superdex 200). Autori su ustanovili hiperboli¢nu zavisnost vrednosti
apsorbovane doze oralno primenjenog leka od specifiénih faktora kapaciteta
dobijenih u ILC (logK ) za set od 12 strukturno razli¢itih jedinjenja. Isti autori
poredili su retenciju seta od 17 jedinjenja na fosfolipidnim lipozomima jajeta sa
retencijom na fosfatidilholinu (PC) jajeta, lipidnim lipozomima membrane i
vezikulama i osim u slucaju PC, dobili sli¢ne rezultate (13). Iz dobijenih
rezultata zakljuCeno je da je osnova dobrog modela za biomembrane
heterogenost dvostrukog sloja koji simulira membranu. Autori su poredili i
retenciju seta jedinjenja na IAM.PC koloni sa retencijom na koloni sa PC
lipozomima, pri éemu je dobijena zadovoljavajuéa korelacija (r* = 0,83).

Odredivanje particionog koeficijenta lipozom/voda za jonizabilna
jedinjenja moze da se izvodi u suspenziji lipozoma metodom pH-metrijske
titracije (14). U sistemu u kome su lipozomi u sastavu biosenzorske povrSine,
interakcije izmedu leka i lipozoma direktno se prate kori§¢enjem SPR (surface
plasmon resonance) tehnologije (15). Ovom metodom izvrSena je gruba
klasifikacija 27 farmakoloski aktivnih jedinjenja prema stepenu intestinalne
apsorpcije (visoka, umerena ili niska apsorpcija).

Micelarna tecna hromatografija (MLC)

Uvodenje amfifilnih struktura u stacionarnu i/ili mobilnu fazu je
preduslov za simuliranje interakcija leka sa dvostrukim slojem fosfolipida u
membrani. Amfifilni molekuli imaju afinitet za vodenu i za nepolarnu fazu i
mogu da se koriste kao model sistemi za enzime i biomembrane. Pri nizim
koncentracijama, amfifilni molekuli se rastvaraju u vodi. Pri nekoj viSoj
koncentraciji, amfifilni molekuli dostizu limit rastvorljivosti i pocinju da
formiraju klastere sa Cesticama koloidne veliCine, tzv. micele. Micele imaju
anizotropnu raspodelu vode unutar svoje strukture tj. koncentracija vode opada
od povrSine prema unutrasnjosti, tako da je unutrasnjost micele potpuno
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hidrofobna. Interakcija lek/micela moZze da se evaluira primenom dva
deskriptora: molarnog kapaciteta solubilizacije (x) 1 particionog koeficijenta
micela/voda (Ky) koji je uspeSno primenjen kao deskriptor za hidrofobnost
(16,17).

Micelarna tecna hromatografija (MLC) je modifikacija reverzno-fazne
teCne hromatografije koja kao mobilnu fazu koristi rastvor surfaktanta iznad
kriticne micelarne koncentracije, CMC (18,19). Micelarna mobilna faza dovodi
do adsorbovanja monomera surfaktanta na stacionarnu fazu, Sto uslovljava
hidrofobne i elektrostaticke interakcije. Prema "tri-faznom" modelu, retenciono
ponasanje u MLC odredeno je raspodelom rastvora jedinjenja izmedu vode i
micele (P.y), vode i stacionarne faze (Pyy), kao i1 direktnom raspodelom
rastvora jedinjenja izmedu micela u mobilnoj fazi i stacionarne faze (Pys)
(Slika 1).
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Slika 1. Ravnotezni sistem u MLC

Pravilan izbor surfaktanta i sastava mobilne faze znaCajan je za
bioparticioni proces. Za strukturno slicna farmakoloski aktivna jedinjenja i
eksperimentalne uslove pod kojima su sva ispitivana jedinjenja u istom
jonizovanom obliku, moZze se posti¢i zadovoljavajuca korelacija, bez obzira na
prirodu surfaktanta i sastav mobilne faze (20). Primena jonskih surfaktanata
(natrijum-laurilsulfat, cetrimonijum-bromid) nije pokazala zadovoljavajuce
rezultate u opisu bioparticionih procesa za strukturno razli¢ita jedinjenja (21).
Detroyer i saradnici (22) su postavili linearni QRAR model korelacijom
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retencionih faktora u MLC (natrijum-laurilsulfat + 10% n-propanol) i
koeficijenata permeabilnosti na Caco-2 ¢elijama i intestinalnim segmentima
pacova za 6 beta-blokatora. Linearni QRAR modeli dobijeni metodom MLC
dali su bolju korelaciju za taj set jedinjenja nego modeli koji koriste logP ili
retencione faktore na IAM kolonama.

Retencioni parametri u IAM, ILC i MLC sistemima odredeni su
kombinacijom dva efekta: elektrostatickim interakcijama izmedu rastvorenog
leka i povrsine lipida i raspodelom u lipidnoj fazi. To znaci da retencija
jedinjenja na ovim kolonama ne odrazava uvek transport kroz celijsku
membranu.

Bioparticiona micelarna hromatografija (BMC)

Bioparticiona micelarna hromatografija predstavlja hromatografski sistem
u kome se kao surfaktant koristi polioksietilen (23) lauril etar (Brij 35) koji
formira neutralni tip micela. Prednost nejonskog surfaktanta je niza CMC
(CMChgry 35 = 9-107 M), jer visa CMC jonskih surfaktanata nastaje kao
posledica elektrostatickih repulzija izmedu njihovih polarnih grupa u miceli
(23). Ovakav hromatografski sistem predstavlja in vitro tehniku za predvidanje
apsorpcije lekova i dobro simulira uslove u organizmu, ekstracelularnim
teCnostima i bioloSkim barijerama (24). Fosfolipidi, holesterol, masne kiseline i
trigliceridi formiraju micelarne komplekse sa proteinima, tzv. lipoproteine (25).
Prednost ovog hromatografskog sistema je i moguénost analize hidrofobnih
jedinjenja bez primene organskog modifikatora. Poznato je da drugi
hromatografski sistemi (IAM metodologija) odreduju retencione parametre
izrazito hidrofobnih jedinjenja za razli¢ite koncentracije organskog
modifikatora, a onda se ekstrapolacijom izraCunavaju retencioni podaci za 0%
organskog modifikatora (1).

U BMC sistemu koristi se nepolarna stacionarna faza C18 koja je posle
saturacije modifikovana adsorbovanim monomerima surfaktanta Brij 35. Ovako
modifikovana stacionarna faza strukturno podse¢a na uredeni niz
ugljovodoni¢nih lanaca u membrani. Adsorpcijom Brij 35 na stacionarnu fazu
dolazi do povecanja hidrofobnosti stacionarne faze, ali ona ostaje neutralna.
Hidrofilno/hidrofobni karakter adsorbovanih monomera podseca na uredeni niz
ugljovodoni¢nih lanaca u membrani. Ovakav hromatografski sistem uspesno je
primenjen u ispitivanju anestetiCke blokade lokalnih anestetika koja zavisi od
stepena jonizacije i hidrofobnosti ovih jedinjenja tipa slabih baza (26). Poznata
je primena BMC u ispitivanju uticaja pH vrednosti razli¢itih farmaceutskih
oblika na dermalnu apsorpciju nesteroidnih antireumatika (27), predvidanju
permeabilnosti  kroz krvno-mozdanu barijeru (28), ispitivanju aktivnosti
heterogenih pesticida primenom QSPR (kvantitativni odnosi strukture i
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osobina) metoda (29), proceni farmakoloskih parametara lekova =za
kardiovaskularni sistem (30), ispitivanju mutagenih svojstava aromati¢nih
amina (31), kao i postavljanju QRAR modela za korelaciju retencionih faktora
hinolona i njihove bioloske aktivnosti u fizioloskim uslovima (32).
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Summary

Today with the development of combinatorial chemistry hundreds and hundreds
of compounds that have potential biological activity are synthesized. The studies which
include the selection of drug candidates and the study of their pharmacological
properties are time consuming, expensive and usually require the use of experimental
animals. For ethical and/or economical reasons, a great deal effort is currently being
made to develop in vitro systems and provide primary information about the capability
of new compounds in the first steps of drug development.

Chromatographic models to predict drug absorption are experimentally easier
than membrane-based permeability assays, because of their simplicity, accuracy and
avoidance of experimental animals. Different chromatographic systems have been
proposed to predict oral drug absorption. The use of conventional reversed-phase
columns only has proven to provide adequate correlations for homologous series of
compounds. The inclusion of amphiphilic structures in the stationary and/or mobile
phases is a pre-requisite to emulate interactions of drugs with the phospholipids bilayers
in the membranes.

Key words: Micellar liquid chromatography, Drug absorption, Biopartitioning
micellar chromatography
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