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Abstract

Caco-2 cells have been widely used for in vitro intestinal permeability screening of new molecules in drug
development but with some pitfalls. Limiting the application of Caco-2 permeability screening to passive
compounds is difficult as the majority of approved drugs include both passive diffusion and active transport. The
aim of this study was to evaluate Caco-2 cells utility in assessing effects of P-gp mediated efflux. For that purpose
the study design included the highly soluble, highly permeable (class 1), verapamil and diltiazem, the highly
soluble and poorly permeable drug (class 3) digoxin and the P-gp inhibitor GG918. The apparent permeability and
efflux ratio (ER) were calculated. Digoxin, a positive control for P-gp, presented an ER of 4, which decreased to
around 1 by GG918 addition, consistent with a P-gp effect in Caco-2 cells. ER for verapamil and diltiazem was
nearly 1 and the presence of GG918 resulted in no ERs changes. These results suggest that P-gp apparently plays
a minimal role in transport of class 1 drugs across Caco-2 cells while class 3 drugs should be significantly affected
by P-gp. It is suggested that Caco-2 cells may be useful to determine whether P-gp plays a relevant role in intestinal
absorption.
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Resumo

As células Caco-2 sao amplamente utilizadas no rastreio da permeabilidade intestinal de novas moléculas, embora
com algumas limitagdes. A utilizacdo de Caco-2 apenas para compostos com permeabilidade passiva elevada
¢ dificil, uma vez que a maioria dos medicamentos aprovados incluem difusdo passiva e transporte ativo. Este
trabalho avalia a utilidade das células Caco-2 para previsao dos efeitos de efluxo mediados pela P-gp. O protocolo
experimental incluiu farmacos altamente soluveis e permeaveis (classe 1), verapamilo e diltiazem, um farmaco
altamente soluvel e pouco permeavel (classe 3), digoxina e um inibidor da P-gp, GG918. Calcularam-se as
permeabilidades aparentes e as razdes de efluxo (ER). A digoxina, controlo positivo para a P-gp, apresentou uma
ER de 4, que diminuiu para aproximadamente 1 por adi¢do de GG918, consistente com um efeito da P-gp nestas
células. As ER para o verapamilo/ diltiazem situaram-se proximo da unidade na auséncia e presenca de GG918.
Estes resultados sugerem que a P-gp podera desempenhar um papel irrelevante no transporte de farmacos de classe
1 em células Caco-2, enquanto o transporte de farmacos de classe 3 podera ser significativamente afectado pela
P-gp. E proposto que as células Caco-2 podem ser uteis para determinar o papel da P-gp na absorcio intestinal. a
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Introdution

Patient/population preferences for oral formulations
drive industry wide predilection for drugs that can be
intestinally absorbed. The ability of a new molecular
entity (NME) to cross biological membranes, espe-
cially the intestinal mucosa, is crucial in selecting a vi-
able drug candidate in the drug discovery process. The
oral absorption of a drug is fundamentally dependent
on drug’s aqueous solubility and gastrointestinal per-
meability. Extensive research into these fundamental
parameters by Amidon et al I led to the Biopharmaceu-
tics Classification System (BCS) that categorizes drugs
into four classes (1 to 4) based on the critical compo-
nents related to oral absorption. Centrally embracing
permeability and solubility, the objective of the BCS is
to allow prediction of in vivo absorption performance
of drug products from in vitro measurements of perme-
ability and solubility.

In 2000, the FDA promulgated the BCS as a science
based approach to allow waiver of in vivo bioavailabil-
ity and bioequivalence testing for immediate release
solid dosage forms for class 1 compounds, highly solu-
ble and highly permeable drugs, when such drug prod-
ucts also exhibit rapid dissolution . In 2010, EMA is-
sued the Guideline on Investigation of Bioequivalence
BI'where BCS biowaivers were clearly defined, as op-
posed to the ambiguous definitions in the previous Note
for Guidance ™. One of the main advancements of the
EU guideline is the acceptance of biowaivers not only
for class 1 drugs, but for class 3 drugs (highly soluble
and poorly permeable drugs) as well, under strict condi-
tions M. The BCS based biowaiver approach is meant
to reduce in vivo bioequivalence studies, i.e., it may
represent a surrogate for in vivo, time-consuming and
expensive bioequivalence studies 1.

Another important concern during drug development is
the potential for drug-drug interactions (DDI). DDI can
cause profound clinical effects, either by reducing or
enhancing toxicity or therapeutic efficacy of drugs Pl
In both the EU and USA, the first DDI guidance was
published in 1997 and the most recent guidance ver-
sions were issued in 2012 (FDA) and 2013 (EMA). In
both guidelines an increased emphasis has been given
on transporter based DDI evaluations, including the re-
quirement that all NME have to be investigated as sub-
strates for the efflux transporter P-glycoprotein (P-gp)
5]

When the BCS was proposed, there was limited infor-
mation on the relevance of drug transporters on oral
absorption. The recognition of BCS classes elimination
pathway differences, combined with the inherent dif-
ficulty in quantifying the percent of drug absorbed in
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Introducao

A preferéncia dos doentes/populacdo para formulagdes
orais constitui uma forte motivacdo para a pesquisa de
moléculas que possam ser absorvidas a nivel intestinal.
A capacidade de uma nova entidade molecular (NME)
para atravessar membranas bioldgicas, especialmente
a mucosa intestinal, é crucial na pesquisa e desenvol-
vimento de candidatos a farmaco viaveis. A absor¢do
oral de um farmaco ¢ fundamentalmente dependente
da solubilidade da molécula em meio aquoso e da sua
permeabilidade gastrointestinal. Amidon et al I, apos
extensa investigagao sobre esses parametros fundamen-
tais, propos o Sistema de Classificacdo Biogalénica
(BCS) que categoriza as moléculas em quatro classes (1
a 4) com base nos componentes criticos relacionados a
absorgdo oral. Centralmente focado na permeabilidade
e solubilidade, o objetivo do BCS ¢ permitir a predigdo
do desempenho de absor¢do in vivo de farmacos com
base em medigdes in vitro da permeabilidade e solubi-
lidade.

Em 2000, a FDA promulgou a BCS como uma aborda-
gem de base cientifica para permitir a dispensa de es-
tudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia in vivo
(biowaivers) para formas farmacéuticas de libertagdo
imediata de compostos pertencentes a classe 1, farma-
cos altamente soluveis e altamente permeaveis, quando
tais compostos apresentem igualmente dissolucdo rapi-
da . Em 2010, a EMA emitiu a Guideline on Investi-
gation of Bioequivalence ™ onde claramente define bio-
waivers em oposicdo a definigdo ambigua na anterior
Norma Orientadora . Um do principais avangos da di-
retriz Europeia ¢ a aceitagdo de biowaivers ndo so para
farmacos de classe 1, mas igualmente para farmacos de
classe 3 (altamente soluveis € pouco permeaveis) sob
condi¢des estritas . O conceito de biowaiver baseado
na abordagem BCS destina-se a reduzir o niimero de
estudos de bioequivaléncia in vivo, ou seja, a substituir
estudos de bioequivaléncia in vivo, por norma demora-
dos e dispendiosos!!! .

Outra preocupacdo importante durante o desenvolvi-
mento de novos farmacos € o potencial para interagdes
medicamentosas (DDI). As DDI podem causar profun-
dos efeitos clinicos, ao reduzir ou aumentar a toxicidade
ou eficacia terapéutica dos farmacos Bl Quer a Unido
Europeia (EMA) quer os Estados Unidos (FDA) pu-
blicaram a primeira Norma Orientadora sobre DDI em
1997 e versdes atualizadas foram publicadas em 2012
(FDA) e 2013 (EMA). Em ambos os documentos foi
dado um énfase crescente as DDI mediadas por trans-
portadores, incluindo a exigéncia de que todas as NME
tenham que ser investigadas como substratos para o
transportador de efluxo glicoproteina-P (P-gp) ! .
Quando a BCS foi proposta havia pouca informagao
sobre a importancia dos transportadores de farmacos
na absor¢do oral. As diferencas nas vias de eliminagdo



humans at a level of 90 %, prompted Wu and Benet [ to
suggest the Biopharmaceutics Drug Disposition Clas-
sification System (BDDCS) where the permeability cri-
teria was replaced by route of elimination. BDDCS is
also postulated to be useful as the basis for predicting
overall drug disposition, including the effects of efflux
and absorptive transporters on oral drug-absorption.

Research focused on elucidating the influence of trans-
porters on drug disposition has been ongoing for many
years U). Various in vitro technologies exist to investi-
gate transporters, examples being the well-character-
ized Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell line and
the industry standard human colonic adenocarcinoma
(Caco-2) cell line. Cellular assays assessing the bidirec-
tional transport of compounds across a cell monolayer
is a widely accepted approach that accounts for pas-
sive and active components of absorption. Although in
Caco-2 cell model transporter effects may emerge from
endogenously expressed proteins ¥, it has been sug-
gested to limit the application of Caco-2 permeability
screening to passive compounds. However, the majority
of drugs on the market include both passive diffusion
and active transport Pl In this study, we focus on the
Caco-2 endogenous cell system and evaluate its utility
and adequacy in assessing the P-gp mediated efflux. As
the Caco-2 cells are derived from the human gastroin-
testinal (GI) tract as opposed to the MDCK cells, we
believe the assays conducted in the Caco-2 cell system
will more closely simulate in vivo drug behavior. To
evaluate the utility of Caco-2 cells, the study designed
includes the class 1 drugs, verapamil and diltiazem, and
the class 3 drug digoxin, in control conditions and with
an inhibitor of intestine efflux transporters like P-gp.
In addition, transport of these drugs in the presence of
GGI918 P-gp inhibitor has not yet been investigated.

Materials and Methods

Materials

[*H]-Digoxin was purchased from Moravek Biochemi-
cals and Radiochemicals (Brea, CA), [*H]-diltiazem and
[N-methyl-*H]-Verapamil hydrochloride from Perkin
Elmer (Waltham, MA). GG918 (GF120918) was a kind
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por classe BCS, bem como a inerente dificuldade em
quantificar a percentagem de farmaco absorvido em se-
res humanos a um nivel de 90 %, levou Wu e Benet [¢! a
sugerir um novo Sistema de Classificacdo Biogalénica,
The Biopharmaceutics Drug Disposition Classification
System (BDDCS), onde o critério de permeabilidade foi
substituido por via de eliminacdo. A BDDCS revela-se
ainda util como base para uma previsdo das vias de eli-
minagdo dos farmacos, incluindo os efeitos dos trans-
portadores de efluxo e captagdo na biodisponibilidade
oral.

O estudo da influéncia dos transportadores de farmacos
na sua absorcdo, distribuicdo e eliminagdo tem vindo
cada vez mais a ser objecto de pesquisa !). Existem
varias tecnologias in vitro para investigar o papel dos
transportadores, sendo exemplo disso as bem caracte-
rizadas células de rim canino Madin-Darby (MDCK)
e a linha celular de adenocarcinoma de célon humano
(Caco-2), usada como referéncia pela indistria farma-
céutica. Os ensaios que avaliam o transporte bidire-
cional de compostos através de uma monocamada de
células sdo uma abordagem amplamente aceite, que
tem em conta as componentes de transporte passivo e
ativo no processo global de absor¢do. Embora nas cé-
lulas Caco-2 os efeitos dos transportadores possam sur-
gir devido a proteinas expressas endogenamente ! tem
sido sugerido limitar o rastreio da permeabilidade em
Caco-2 a compostos com absor¢ao maioritaria por di-
fusdo passiva. No entanto, a generalidade dos farmacos
no mercado incluem componentes tanto de difusao pas-
siva como de transporte ativo 1. Neste estudo focamo-
-nos no sistema celular enddgeno das células Caco-2 e
avaliamos a sua utilidade na avalia¢do do efluxo me-
diado pela P-gp. Como as células Caco-2 sao derivadas
do trato gastrointestinal (GI) humano, em oposi¢ao as
células MDCK, acreditamos que os ensaios realizados
no sistema de células Caco-2 ird simular de forma mais
adequada o comportamento in vivo de farmacos. Para
avaliar a utilidade das células Caco-2, o estudo inclui os
farmacos de classe 1, verapamilo e diltiazem e o farma-
co de classe 3 digoxina, em condi¢des controlo e com
um inibidor de transportadores de efluxo no intestino,
como a P-gp. Adicionalmente, o transporte destes far-
macos na presenca do inibidor da P-gp GG918 ainda
ndo foi investigado.

Materiais e Métodos

Materiais

[*H]-digoxina foi comprado a empresa Moravek Bio-
chemicals and Radiochemicals (Brea, CA), [*H]-diltia-
zem ¢ o [N-metil-*H]-cloridrato de verapamilo a Perkin
Elmer (Waltham, MA). GG918 (GF120918) foi gentil-

119



Margarida Estudante et al.

gift from GlaxoSmithKline (Research Triangle Park,
NC). All other chemicals were of reagent grade(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO).

Cell cultures

Caco-2 cells (ATCC - Manassas, VA), cultured in six-
well treated polystyrene plates (Corning Life Science,
MA) containing minimum essential medium (MEM,
Eagle’s) with Earle’s balances salt solution (BSS) sup-
plemented with 15 % FBS, 0.1 mM sodium pyruvate,
0.1mM non-essential amino acids, 100 U/ml penicillin,
100U/ml streptomycin, were seeded (60,000 cells/cm?)
according to previously described protocols ['%. Caco-2
cells grown as epithelial monolayers on polycarbonate
membrane inserts (pore size 0.4 pm, diameter 4.2 cm?,
BD Biosciences) were used for transport experiments
21 days after seeding.

Bidirectional Transport Experiments

The transport assays were performed following a modi-
fied protocol previously described !l In brief, cell
monolayers were preincubated in control transport
buffer (Hank’s buffered salt solution containing 25 mM
HEPES and 1 % FBS, pH 7.4) at 37 °C for 20 min-
utes and the transepithelial electrical resistance (TEER)
measured for assessment of monolayer integrity (Mil-
licell system using “chopstick” electrodes, Millipore
Corporation). Caco-2 cells system possessed TEER of
approximately 800-1000 Q-cm?. Cells were incubated
at 37 °C with shaking (25 strokes/minute) with drug so-
lutions of tritiated diltiazem, verapamil or digoxin (10
nM and 10 uM) in the apical or basolateral compart-
ments with or without P-gp inhibitor GG918 (0.5 pM).
At 1, 2, and 3 hours, 200 pL-samples from the apical
or basolateral side were taken, after which the cells
monolayers were solubilized in an ultrasonic bath. All
samples were mixed with 5 mL Econo-Safe™ Counting
Cocktail (Mount Prospect, IL) and radioactivity associ-
ated with the samples and cells determined by liquid
scintillation counting (Beckman LS180). The appar-
ent permeability (Papp) values were calculated as the
product of permeability rate, initial donor concentration
and filter surface area (Papp = Rate of transport/(surface
area x initial donor concentration)) where the rate of
transport was measured from the flux of drug across the
cells. The ratio of basolateral-to-apical (B to A) over
apical-to-basolateral (A to B) transport was taken as a
measure of net secretion (efflux ratio, ER). All experi-
ments were performed in triplicate and conducted on at
least three separate occasions to ensure reproducibility.
The statistical treatment of the data was performed us-
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mente cedido pela GlaxoSmithKline (Research Triangle
Park, NC). Todos os outros produtos quimicos usados-
foram de grau analitico (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

Culturas de células

As células Caco-2 (ATCC - Manassas, VA) foram cul-
tivadas em placas de seis pocos de poliestireno tratadas
(Corning Life Sciences, MA), contendo meio essencial
minimo (MEM Eagle’s) com solugdo de sais equilibra-
da (BSS) Earle’s suplementado com 15 % FBS, 0.1 mM
piruvato de sodio, 0.1 mM aminoacidos nio-essenciais,
100 U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina, de acor-
do com protocolos anteriormente descritos (60.000
células/cm?) (191 As células Caco-2 cresceram em mo-
nocamadas epiteliais em suportes de policarbonato (di-
mensdo dos poros 0,4 um, didmetro 4,2 cm?, BD Bios-
ciences) e utilizadas para ensaios de transporte ap6s 21
dias de cultura.

Ensaios de transporte bidirecional

Os estudos de transporte foram realizados de acordo
com protocolos descritos !l Resumidamente, as mo-
nocamadas de células foram pré-incubadas em solugao
de transporte tamponada (solugdo salina Hank contendo
25 mM HEPES e 1 % FBS, pH 7.4) a 37 °C durante
20 minutos e foi medida a resisténcia elétrica transe-
pitelial (TEER) para avaliagdo da integridade da mo-
nocamada (sistema de eléctrodos Millicell, Millipore
Corporation). Os valores de TEER medidos situaram-se
aproximadamente entre 800 a 1000 Q-cm? Posterior-
mente as células foram incubadas a 37 °C em agitador
orbital (25 rpm/minuto), com soluc¢des de farmaco tri-
tiado (diltiazem, verapamilo ou digoxina; 10 nM e 10
puM), adicionadas aos compartimentos apical ou baso-
lateral, com ou sem inibidor da P-gp GG918 (0,5 uM).
Apo6s 1, 2 e 3 h foram recolhidos 200 mL de amostra
do lado apical ou basolateral e no final da experiéncia,
as monocamadas de células foram solubilizadas em ba-
nho de ultrassons. Todas as amostras foram misturadas
com 5ml de Econo-Safe ™ Cocktail (Mount Prospect,
IL) e a radioatividade associada com as amostras/ cé-
lulas foi determinada num contador de cintilagdes (Be-
ckman LS180). Os valores de permeabilidade aparente
(Papp) foram calculados como o produto da velocidade
de transporte, concentragao inicial do local dador e area
de superficie do filtro (Papp = velocidade de transporte
/ (érea de superficie x concentracao inicial do local da-
dor)), sendo a velocidade de transporte medida como
o fluxo de farmaco através das células. A razdo entre
o transporte do lado basolateral para o apical (B para
A) e o transporte do lado apical para o basolateral (A
para B) ¢ uma medida da secrecdo do farmaco (razdo
de efluxo, ER). Todos as experiéncias foram realizadas
em triplicado, em pelo menos trés ocasides diferentes,
para garantir a reprodutibilidade. O tratamento estatis-
tico dos dados foi realizado utilizando o teste t-student



ing t-student test (GraphPad Prism 5.0) and differences
considered statistically significant when p<0.05.

Results

BDDCS class 1 Bidirectional transport studies in Caco-
2 cells

Transport profiles of 10 nM and 10 uM verapamil and
of 10 nM and 10 pM diltiazem across Caco-2 cells in
control and P-gp inhibitory conditions are depicted in
Figure 1 and 2, respectively and revealed overlapping
transport curves for each drug. The calculated apparent
permeability (Papp) values for verapamil in the Caco-2
cells were nearly the same in both apical to basolateral
(A to B) and basolateral to apical (B to A) directions, at
both tested concentrations. The measurement of both di-
rections Papp allowed computation of the net efflux ra-
tio (ER) (Papp B to A/ Papp A to B) (Table 1). For both
tested concentrations of verapamil, the ER in control
transport buffer was nearly 1 as observed by the insig-
nificant difference in B to A and A to B transport. Simi-
lar results were observed for tested concentrations of 10
uM diltiazem. For 10 nM diltiazem, a higher basolateral
to apical apparent permeability was measured but the
efflux ratio was close to 1. The presence of the P-gp
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(GraphPad Prism 5.0) e as diferengas consideradas es-
tatisticamente significativas quando p < 0,05.

Resultados

Estudos de transporte  bidirecional de farmacos
BDDCS classe 1 em células Caco-2

Os perfis de transporte através de células Caco-2, sem
(controlo) e com inibi¢ao da P-gp, para o verapamilo e
para o diltiazem (10 nM e 10 uM) encontram-se repre-
sentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente e revelaram
sobreposicdo das curvas para ambos os farmacos. Os
valores calculados de permeabilidade aparente (Papp)
para o verapamil nas células Caco-2 sdo praticamente
idénticos em ambos os sentidos: apical para basolateral
(A para B) e basolateral para apical (B para A), nas duas
concentracdes testadas. Estes valores de Papp permi-
tem calcular a razdo de efluxo (ER) (Papp B para A /
Papp A para B) (Tabela 1). Para ambas as concentragdes
testadas de verapamilo a ER em situag¢des de controlo
situa-se proxima da unidade, como se constata pela di-
ferenca insignificante da Papp de B para A e de A para
de B. Foram observados resultados semelhantes para a
concentracao de 10 uM de diltiazem. Para a concentra-
¢do de 10 nM de diltiazem registou-se uma maior Papp
do lado basolateral para o apical, mas a razdo de efluxo
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Figure 1/ Figura 1. Bidirectional transport of 10 nM (A) and 10 uM (B) verapamil in
Caco-2 cells in the presence or absence of known P-gp inhibitor, GG918 (0.5 uM).

Transporte bidirecional de 10 nM (A) ¢ 10 uM (B) de verapamilo em células Caco-2 na
presenca ou auséncia do conhecido inibidor da P-gp, GG918 (0,5 uM).
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Figure 2/ Figura 2. Bidirectional transport of 10 nM (A) and 10 uM (B) diltiazem in
Caco-2 cells in the presence or absence of known P-gp inhibitor, GG918 (0.5 uM).

Transporte bidirecional de 10 nM (A) e 10 uM (B) de diltiazem em células Caco-2 na
presenga ou auséncia do conhecido inibidor da P-gp, GG918 (0,5 uM).

inhibitor GG918 (0.5 uM) resulted in no change in net
flux ratios of both verapamil and diltiazem in all tested
concentrations (Table 1).

BDDCS class 3 Bidirectional transport studies in Caco-
2 cells

Figure 3 illustrate the transport profiles of the tested
class 3 drug, digoxin, across Caco-2 cells in control and
P-gp inhibitory conditions. The net flux ratio (B to A /
A to B) in control transport buffer was 4.5 for digoxin
10 nM and 10 pM. With the addition of P-gp inhibitor
(GGI18, 0.5 uM), basolateral to apical transport de-
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mantem-se perto da unidade. A presenca de inibidor da
P-gp, GGY18 (0,5 uM), ndo induziu qualquer alteragdo
nas ERs dos farmacos estudados, verapamilo e diltia-
zem, nas concentracoes testadas (Tabela 1).

Estudos de transporte  bidirecional de farmacos
BDDCS classe 3 em células Caco-2

A Figura 3 ilustra o perfil de transporte do farmaco de
classe 3 testado, digoxina, através das células Caco-2
sem (controlo) e com inibi¢ao da P-gp. A razdo de eflu-
xo (ER) (B para A / A para B) na situagdo controlo foi
de 4.05 para a digoxina 10 nM e 10 uM. Com a adi-
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Figure 3/ Figura 3. Bidirectional transport of 10 nM (A) and 10 uM (B) digoxin in
Caco-2 cells in the presence or absence of known P-gp inhibitor, GG918 (0.5 uM).

Transporte bidirecional de 10 nM (A) e 10 uM (B) de digoxina em células Caco-2 na
presenca ou auséncia do conhecido inibidor da P-gp, GG918 (0,5 uM).
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Table 1/ Tabela 1. In vitro apparent permeability (Papp, nmesec™), using the Caco-2
cell system with and without inhibition (control) of P-gp mediated efflux transport (0.5
OM GG918). ER (Papp B to A/ Papp A to B, efflux ratio); i indicates the presence of
GGI18, *p<0.05 vs control.
Permeabilidade aparente (Papp, nmesec™) in vitro, usando o sistema de células Caco-2,
com e sem inibi¢ao (controlo) do transportador de efluxo P-gp (0,5 UM GGI918). ER
(Papp B to A/ Papp A to B, razéo de efluxo); 7 indica a presenca de GG918; *p<0,05 vs

controlo.

Drug/ Papp (A—B)  Papp (B—A) ER P iapp (A—-B) P iapp (B—A) ER’
Farmaco

Verapamil

10 nM 65.2+ 2.9 712+ 3.6 1.09 724+ 47 73.1+2.0 1.01
10 pM 93.3+4.1 84.5+29 0.90 91.3+1.2 829+22 0.91
Diltiazem

10 nM 59.4+56 98.6 +4.3 1.66 68.0 +6.0 105.4 +25 1.55
10 uM 728+ 2.4 64.4 + 3.6 0.88 68.6 + 3.8 63.8+1.9 0.93
Digoxin/

Digoxina

10 nM 147+ 2.2 59.7 + 3.1 4.05 20.9*+ 0.6 29.3*+ 2.1 1.40
10 pM 13.5+ 3.1 547 + 2.1 4.05 21.8*+2.4 30.6*+1.3 1.40

creased while apical to basolateral increased. The pres-
ence of GGI918 resulted in a reduction of the net flux
ratio to 1.4 for digoxin, a decrease of 68 % (Table 1).

Discussion

Comprehensive data resulting from years of in vitro cel-
lular assays and in vivo animal studies has led to our
presumption that almost all drugs are substrates for
some transporter. However, this is not to say that trans-
porter effects will always be clinically relevant. In other
words, an in vitro net flux ratio (B to A/ A to B) of 4
for a given drug, which according to the Food and Drug
Administration (FDA) is indicative of a transporter sub-
strate [?), may translate in vivo to a negligible contribu-
tion of the transporter to that same drug’s disposition.

In this study, we selected the anti-hypertensive drugs

¢do do inibidor da P-gp (GG918, 0.5 uM), o transporte
basolateral para apical diminuiu enquanto o transporte
apical para basolateral aumentou. A presenca de GG918
resultou numa redug@o do ER da digoxina para 1.4, uma
diminuigdo de 68 % (Tabela 1).

Discussao

Uma revisdo aprofundada dos dados de ensaios celu-
lares in vitro e estudos in vivo de animais obtidos ao
longo dos anos, leva-nos a sugerir que quase todos os
farmacos sdo substratos para algum tipo de transporta-
dor. No entanto, isto ndo ¢ sinébnimo de que os efeitos
dos transportadores venham a ser sempre clinicamente
relevantes. Por outras palavras, uma razao de efluxo in
vitro (B para A/ A para B) de 4 para um determinado
farmaco, que de acordo com a Food and Drug Adminis-
tration (FDA) ¢ indicativo dessa molécula ser substrato
para determinado transportador ['?, pode acabar por tra-
duzir-se em vivo por uma contribui¢do negligenciavel
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verapamil and diltiazem as BCS/ BDDCS class 1 com-
pounds. Both drugs are highly permeable and exten-
sively metabolized by the CYP3A4 enzyme. Moreo-
ver, both are known substrates of the efflux transporter,
P-gp. In fact, verapamil is considered to be a model
P-gp substrate and probe 2. We also selected digoxin as
a positive control for P-gp activity in Caco-2 cells, as it
is a well-known P-gp substrate ['2],

We performed several bidirectional transport studies
with each drug in the Caco-2 cell systems. In order to
test the utility of Caco-2 cells to assess the effect of ef-
flux transporters, studies were conducted in the pres-
ence or absence of the known P-gp inhibitor, GG918.
In general, a compound is considered a P-gp substrate
if it exhibits a net flux ratio in vitro of 2-3 or greater 2],
As stated earlier, verapamil, diltiazem and digoxin are
known P-gp substrates. Our data from Caco-2 cells,
however, did not confirm that both anti-hypertensive
drugs are P-gp substrates by definition. The bidirec-
tional transport of the class 1 verapamil and diltiazem
resulted in overlapping B to A and A to B profiles and
net flux ratios close to 1, which indicate passive per-
meability as the driving force. Their Papp values were
unaffected by addition of the P-gp inhibitor and the net
flux ratio remained unchanged, suggesting no influence
of P-gp. Results obtained in Caco-2 cells with a differ-
ent P-gp inhibitor (LY335979) further confirm the lack
of P-gp effect for class 1 drugs in the intestine ['*). These
results indicate that both verapamil and diltiazem ab-
sorption is controlled by its passive diffusion and not
P-gp. Only the class 3 digoxin results were indicative
of a P-gp substrate with transport in the B to A direction
greater than A to B direction and net flux ratio of 4.05.
The digoxin revealed P-gp effect which also validated
our Caco-2 model regarding P-gp function and inhi-
bition. It follows that digoxin transport, and not vera-
pamil or diltiazem tranport, was affected by addition of
GGI18, which resulted in returning the net efflux ratio
to 1.

The question remains, however - what cell line is the
appropriate model system for determining these net ef-
flux ratios? Experimentation with verapamil, diltiazem
and digoxin suggests that the Caco-2 cell system may
be an appropriate model system to determine whether
a P-gp effect may play a significant role in absorption.
However, a transporter effect observed in the Caco-2
cell system may not necessarily be observed in another
cell system 1%, The lower TEER values of the Caco-2
cells makes for a leakier system that we believe is far
more representative of the human intestine. Verapamil,
as well as drugs like midazolam and diazepam, are of-
ten used as model substrate 1121, However, all are class
1 compounds, thereby bringing that methodology into
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do transportador para a farmacocinética desse mesmo
farmaco.

Neste estudo selecionamos os farmacos anti-hipertensores
verapamilo e diltiazem como compostos BCS / BDDCS
de classe 1. Ambos os farmacos sdo altamente permeaveis
e extensivamente metabolizados pela enzima CYP3A4.
Além disso, ambos sdo descritos como substratos do trans-
portador de efluxo, P-gp. Na verdade, o verapamilo ¢ con-
siderado como um substrato modelo e sonda para a P-gp
(2, Também selecionamos a digoxina como um controlo
positivo para atividade de P-gp em células Caco-2, uma
vez que ¢ um substrato conhecido deste transportador ',
Realizamos estudos de transporte bidirecional com varios
farmacos nos sistemas de células Caco-2. De modo a testar
a utilidade destas células na validagdo do efeito dos trans-
portadores de efluxo, estes foram conduzidos na presenga
ou auséncia do conhecido inibidor da P-gp, GG918. Em
geral, um composto ¢ considerado um substrato da P-gp
quando apresenta uma razdo de efluxo (ER) in vitro de 2-3,
ou superior 1%, Como afirmado anteriormente, o verapa-
milo, o diltiazem e a digoxina sdo conhecidos substratos
de P-gp. No entanto, os nossos dados obtidos em células
Caco-2 ndo confirmam que estes farmacos antihipertensi-
vo sejam substratos de P-gp por definicdo. Os resultados
do transporte bidirecional do verapamilo e diltiazem (clas-
se 1) mostram uma sobreposicao dos perfis de transporte
de B para A e A para B e ER proximo de 1, o que revela
ser a permeabilidade passiva a for¢a motriz. Os valores
de Papp ndo foram afetados pela adigdo do inibidor da
P-gp e a ER permanece inalterada, sugerindo que ndo ha
influéncia da P-gp no transporte celular. Resultados obti-
dos em células Caco-2 com um inibidor da P-gp diferente
(LY335979) confirmam a auséncia de efeito de P-gp para
farmacos de classe 1 no intestino 3!, Estes resultados in-
dicam que a absorg¢do tanto do verapamilo como do diltia-
zem ¢€ controlada pela sua difusio passiva e nao pela P-gp.
Apenas os resultados do farmaco de classe 3, digoxina, sdo
indicativos de um substrato P-gp, com transporte no senti-
do B para A maior do que A para B e ER de 4,05. Os resul-
tados obtidos com a digoxina validam igualmente o nosso
modelo Caco-2 quanto a funco e capacidade de inibigdo
da P-gp. Demonstra-se que o transporte da digoxina, e ndo
do verapamilo ou do diltiazem, ¢ afetado pela adicdo de
GGI18, resultando num retorno da ER a unidade.

Mas a questdo permanece, que linhagem celular deve
ser usada como modelo apropriado para determinar as
razdes de efluxo de farmacos? As experiéncias com ve-
rapamilo, diltiazem e digoxina sugerem que o sistema
de células Caco-2 pode ser um modelo apropriado para
determinar o efeito de P-gp na absor¢do. No entanto,
o efeito de um transportador observado no sistema de
células Caco-2 pode ndo necessariamente ser observado
noutro sistema de células %, Os valores mais baixos de
TEER das células Caco-2 tornam-as num sistema mais
permeavel, que acreditamos ser mais representativo do
intestino humano. O verapamilo, assim como os farma-
cos midazolam e diazepam, sdo frequentemente usadas
como substratos modelo 2. No entanto, todos per-



question as our data suggest the transporter effects for
class 1 compounds can be ignored. Consequently, for
certain drugs considered to be “model” P-gp substrates,
transporter interactions in the intestine may be difficult
to predict.

Conclusion

The results, although preliminary, corroborate our hy-
pothesis that P-gp plays a minimal and clinically irrel-
evant role in the transcellular transport of class 1 drugs
like verapamil and diltiazem across Caco-2 cells, while
digoxin, a class 3 drug, will be significantly affected by
intestinal transporters like P-gp. Hence, the Caco-2 cell
system seems appropriate to predict P-gp transporter in-
teractions in the absorption for drugs considered to be
“model” P-gp substrates in certain cellular systems or
organs. Nevertheless, it is essential to identify the cases
for which in vitro screening can lead to discordant hu-
man intestinal permeability predictions.
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tencem a classe 1, colocando assim essa metodologia
em questdo uma vez que os nossos dados sugerem que
podemos ignorar os efeitos de transporte para compos-
tos de classe 1. Consequentemente, para determinados
farmacos considerados como substratos “modelo” da
P-gp, pode ser dificil prever as suas interagdes media-
das por transportadores no intestino.

Conclusiao

Os resultados, embora preliminares, corroboram a nossa
hipotese de que a P-gp possui um papel pouco signifi-
cativo e clinicamente irrelevante no transporte transce-
lular dos farmacos de classe 1 como o verapamilo e dil-
tiazem em células Caco-2, enquanto que o farmaco de
classe 3 digoxina foi significativamente afectado pelos
transportadores intestinais como a P-gp. Deste modo, o
sistema de células Caco-2 parece adequado para prever
interacdes do transportador P-gp na absorcao de farma-
cos considerados substratos “modelo” da P-gp em de-
terminados sistemas celulares ou 6rgaos. Nao obstante,
¢ fundamental identificar os casos para qual o rastreio
in vitro possa conduzir a previsdoes de permeabilidade
intestinal humana discordantes.
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