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Pharmaceutics 2023, 15(2), 592; https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15020592

OBBIETTIVI FORMATIVI DELLA LEZIONE

Al termine della lezione, lo studente deve essere in grado di:

• Definire cose si intende con il termine correlazione in vitro-in vivo (IVIVC);

• Contestualizzare il concetto di barriera di permeazione nel contesto degli studi di permeabilità in vitro;

• Discriminare tra vantaggi e svantaggi dei metodi in vitro cellulari, biologici ex-vivo e artificiali per misurare la permeabilità 

apparente (Papp);

• Ragionare sul concetto di flusso di assorbimento o di ingresso («influx») e flusso di escrezione («efflux») nel contesto degli 

esperimenti con culture cellulari monostrato per misurare la Papp (es. Caco-2);

• Descrivere la geometria e la struttura generale dei più comuni sistemi di diffusione per la misura della Papp;

• Ragionare sulle differenze funzionali e strutturali dei sistemi di permeazione denominati PAMPA e PermeaPad®;

• Ragionare su vantaggi e svantaggi dei sistemi di permeazione denominati PAMPA e PermeaPad®;

• Descrivere i sistemi di diffusione/permeazione e giustificare il loro vantaggio rispetto ai classici sistemi di dissoluzione 

secondo Ph.Eur; 
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CORRELAZIONE IN VITRO-IN VIVO (IVIVC)

La Farmacopea degli Stati Uniti (USP) definisce  l'IVIVC come "l'istituzione di una relazione tra una 

proprietà biologica, o un parametro derivato da una proprietà biologica prodotta da una forma di 

dosaggio, e una proprietà fisico-chimica della stessa forma di dosaggio.

In vitro

In silico

Correrlazione
positiva

U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation and Research (CDER) September 1997 BP 2 https://www.fda.gov/media/70939/download
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PARAMETRI IN VITRO PER CORRELAZIONE IN VIVO (IVIVC)

U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation and Research (CDER) September 1997 BP 2 https://www.fda.gov/media/70939/download
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PRINCIPIO ATTIVO

LogP/LogKO/W
Permeabilità apparente Velocità di dissoluzione

Frazione assorbita %

FORMULAZIONE
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B C

MECCANISMI DI ACCUMULO DEI PRINCIPI ATTIVI

I) Passaggio transcellulare, 
II) Passaggio paracellulare, 
III) Trasporto mediato da 
trasportatori di membrana 
(“carrier”) 
IV) Transcitosi/Pinocitosi
V) Trasporto inverso (“Efflux”)

A
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I II III IV

IV

SCHEMA GENERALE STUDI DI PERMEAZIONE IN VITRVO
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Compartimento 
donatore

Compartimento 
accettore

BARRIERA 
BIOMIMETICA

Barriere biologiche
Cellulari viventi

Barriere artificiali

Barriere biologiche
Ex-vivo
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TIPOLOGIE DI SISTEMI DI CELLE A DIFFUSIONE
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ESEMPI DI SISTEMI PER MISURA DI PAPP IN VITRO IN COMMERCIO
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https://permegear.com/franz-cells/

https://permegear.com/side-bi-side-cells/

https://permeapad.com/en/
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ESEMPI DI BARRIERE BIOLOGICHE CELLULARI VIVENTI

Linea cellulare umana immobilizzata proveniente da 
campioni di carcinoma colon-rettale (“human 

colorectal adenocarcinoma cells”) Caco-2
EpiSkinTM

https://www.episkin.com/Episkin
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ESEMPI DI BARRIERE BIOLOGICHE EX-VIVO

Orecchie di maiale

https://www.alibaba.com/product-detail/Good-Price-
Poland-Pig-Ears-Pork_50030878089.html
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Studi di assorbimento 
transdermico

Zheng, J., et al. Microbiol., 15 May 2023 Sec. Virology Volume 14 - 2023 | https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1124936

Studi di assorbimento 
mucosa (nasale/orale)

Mucosa nasale della pecora
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CACO-2
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𝑃௔௣௣ = 𝑃 ஺→஻ − 𝑃(஻→஺)

Compartimento 
apicale

Compartimento basolaterale

jA→B

jB→A

Permeabilità 
apparente 

complessiva

Permeabilità 
dell’attivo in 

direzione A verso B

“heterogeneous human 
epithelial colorectal 

adenocarcinoma cells”

Singolo strastato cllulare 
cresciuto su di un supporto inerte 
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Permeabilità dell’attivo 
in direzione A verso B

CACO-2: P(A→B) VS P(B→A)

𝑗௔௣௣ = 𝒋 𝑨→𝑩 − 𝒋(𝑩→𝑨)
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I) Passaggio transcellulare, 
II) Passaggio paracellulare, 
III) Trasporto mediato da 
trasportatori di membrana 
(“carrier”) 
IV) Transcitosi/Pinocitosi
V) Trasporto inverso (“Efflux”)

Per studiare l’effettiva influenza del trasporto contro 
gradiente («efflux») p-glicoproteine-mediato si possono 
usare inibitori selettivi di questi trasportatori

Verapamil (Isoptin®), 
inibitore dei canli del 
calcio, antiipertensivo 

“Influx”
(j(A→B))

“efflux”
(j(B→A))

Flusso di massa 
totale 

apparente

Flusso di massa 
direzione 

B → A

Flusso di massa 
direzione 

A → B
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CACO-2: P(A→B)
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I) Passaggio transcellulare, 
II) Passaggio paracellulare, 
III) Trasporto mediato da 
trasportatori di membrana 
(“carrier”) 
IV) Transcitosi/Pinocitosi

I metodi basati su culture cellulari permettono di 
valutare tutti i meccanismi di trasporto (attivi e 
passivi) cellulari 𝒋(𝑨→𝑩) = 𝒋𝑰 + 𝒋𝑰𝑰 + 𝒋𝑰𝑰𝑰 + 𝒋𝑰𝑽

𝒋(𝑨→𝑩) =
 (𝑸𝑰+𝑸𝑰𝑰 + 𝑸𝑰𝑰𝑰 + 𝑸𝑰𝑽)

𝑨 ∗ 𝒕

𝑗 =  
𝑄

𝐴 ∗ 𝑡

J: Flusso di massa
Q: Quantità attivo permeata 
t: tempo
A: Area barriera

CACO-2: P(A-B)
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𝒋(𝑨→𝑩) = 𝒋𝑰 + 𝒋𝑰𝑰 + 𝒋𝑰𝑰𝑰 + 𝒋𝑰𝑽

𝒋(𝑩→𝑨) =
 (𝑸𝑰+𝑸𝑰𝑰 + 𝑸𝑰𝑰𝑰 + 𝑸𝑰𝑽)

𝑨 ∗ 𝒕

Esempi di trasportatori cellulari inibitori selettivi 
includono gli inibitori SGLT2 per il diabete di tipo 2, 
come la canagliflozin, che blocca selettivamente il 

co-trasportatore sodio-glucosio 2 nel rene

Inibendo selettivamente i trasportatori di 
membrana si può identificar il meccanismo di 
trasporto preponderante

Valutazione esclusiva del 
trasporto passivo
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ESEMPI DI PAPP: ESEMPIO DEL METODO CACO-2

Artursson, P. et al. Biochem. Biophys. Res. Com. 175: 880-885 (1991) DOI: https://doi.org/10.1016/0006-291X(91)91647-U

I farmaci con logP medio-alto e che non 
sono ionizzati hanno un'elevata 

permeabilità. 

logKov

I farmaci con basso logP e che sono 
ionizzati hanno una bassa permeabilità.

LogP

Papp esèressa in 10-6 (cm/sec)
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MEMBRANE BIOMIMETICHE ARTIFICIALI «FIBROSE»

Cellulosa rigenerata

https://www.fishersci.se/shop/produc
ts/sartorius-regenerated-cellulose-rc-

membrane-filters-9/10673131

Trans-M® 

http://www.gvs.com/product-family/170/819/
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MEMBRANE BIOMIMETICHE ARTIFICIALI
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Membrane porose vs membrane fibrose

Preciso cut-off dimensionale 
(e.g. 0.22 μm diametro)

Range dimensionale dimensionale (e.g. 
15 KDa)

Gli attivi sono classificati 
unicamente a seconda della loro 
dimensione, non sono barriere 

biomimetiche

BARRIERE A ESCLUSIONE DIMENSIONALE (I.E., NON BIOMIMETICHE)

18

https://permeapad.com/en/

Regenerated cellulose

https://www.fishersci.se/shop/products/sartorius-regenerated-cellulose-rc-
membrane-filters-9/10673131

Di Cagno, M. et al. Eur. J. Pharm. Sci. 73:29-34(2015). 
doi: https://doi.org/10.1016/j.ejps.2015.03.019

Berben, P. er al. J Pharm Sci. 107:250-256(2018). 
doi: https://doi.org/10.1016/j.xphs.2017.08.002

𝑃௔௣௣𝛼
1

𝑚𝑤

18
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BARRIERE BIOMIMETICHE COMMERCIALMENTE DISPONIBILI
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Parallel Artificial 
Membrane 

Permeability Assay 
(PAMPA) 

PermeaPad®

𝑗 =
1

𝐴
∗

𝑑𝑄

𝑑𝑡

j: Flusso di massa
A: Superfice della barriera

dQ/dt: Gradiente di accumulo

Soluzione 
donatrice

Soluzione 
accetrice
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𝑷𝒂𝒑𝒑 =
𝒋

𝒄𝒅

MISURAZIONE EMPIRICA IN VITRO DELLA Papp

20
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Il PAMPA originale è stato progettato in un formato di piastra a 96 pozzetti (schematizzato nella 

Figura 5b),in cui il materiale filtrante idrofobico, ovvero Durapore/Millipore con una dimensione 

dei pori di 0,22–0,45 µm, è stato immerso in una soluzione di lecitina all'1–20% in un solvente 

organico

PARALLEL ARTIFICIAL MEMBRANE PERMEABILITY ASSAY (PAMPA)

• Phosphatidylcholine (0.8%),
• L-α-phosphatidylethanolamine (0.8%), 

• L-α-phosphatidylserine (0.2%),
• L-α-phosphatidylinositol (0.2%), 

• cholesterol (1.0%) 1,7-octadiene (97.0%)

21

Kansy, M. ET  al. J. Med. Chem. 1998, 41, 1007–1010 Copyright ®  Massimiliano Pio di Cagno - UniTs

Donatore

LogP/
logKO/W

Accettore

PARALLEL ARTIFICIAL MEMBRANE PERMEABILITY ASSAY (PAMPA)

LogP/
logKO/W

Il meccanismo principale e la 
partizione 

acqua/lipide/acqua
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CORRELAZIONE TRA PAPP PAMPA E BIODISP.

23

https://www.bioassaysys.com/services/pampa-permeability-service.html

23

La caffeina ha una biodisponibilità del 
100% dopo somm. Orale. Ma PAMPA la 

valuta come poco permeabile

La caffeina ha un importante 
trasporto paracellulare, i.e., tra le 

cellule. Il metodo PAMPA non 
permette la misurazione del trasporto 

paracellulare ma solo transcellulare

Copyright ®  Massimiliano Pio di Cagno - UniTs

PERMEAPAD®

https://permeapad.com/en/

• Fosfatidilcolina (100%

24

“Percolazione”
LogP/

logKO/W

Idratazione

Formazione spontanea di un gel 
liposomico

Quantificazione del trasporto 
transcellulare e paracellulare

Di Cagno, A.B.-B. Assembly for Assessing Drug Permeability with Adjustable Biomimetic Properties; Southern Denmak University: Odense, Denmark, 2015; p. 27. Copyright ®  Massimiliano Pio di Cagno - UniTs
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IL TRASPRTO PARACELLULARE NEL PERMEAPAD®

Eriksen, J.B. et al. Pharmaceutics,14(4): 721(2022); https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14040721

25
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CORRELAZIONE TRA PAPP PERMEAPAD®  E BIODISP.

Caffeina biodisp. 
Orale 100%

0

0,5

1

1,5

2

2,5

calcein Atenolol Acyclovir Nadolol Theophilline Verapamil HCl Metoprolol Hydrocortisone Ibuprofen Caffeine

P
ap

p
(1

0-5
cm

/s
e

c)

<50%
Bassa

di Cagno M. et al. Eur. J. Pharm. Sci. 73:29–34(2015). DOI: https://doi.org/10.1016/j.ejps.2015.03.019

PermeaPad-Pads

26
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CONFRONTO TRA PEMREAPAD® E PAMPA

27

https://permeapad.com/en/ PERMEAPAD ® PAMPA REG. CELLULOSE
ROBUSTEZZA

PR. BIOMIMETICHE

RIPRODUCIBILITÀ

TEMPO SPERIMENTALE

COSTO

TEST FORMULAZIONI

27
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PERMEAPAD® DATA SET

28

Butnarasu C. et al. Pharmaceutics 2023, 15, 380 https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15020380

28
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PERMEAPAD®: CORRELAZIONE IN VITRO-IN VIVO (IVIVC)

29

Jacobsen, A. et al. Pharm . Res. (2020) 37: 93  https://doi.org/10.1007/s11095-020-02807-x
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LEZIONE B5.1-QUESITO 1
INDICARE QUALE DELLE SEGUENTI AFFERMAZIONI È QUELLA CORRETTA:

a) I sistemi ex-vivo possono misurare il trasporto attivo degli attivi

b) I sistemi cellulari possono misurare solo il trasporto passivo degli attivi

c) I sistemi con barriere artificiali misurano solo il trasporto passivo

d) La Papp è un valore assoluto che per il determinato attivo risulta costante indipendentemente dal metodo usato per 

studiarlo

Q
U

IZ Q
U

IZ
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SAGGIO DI DISSOLUZIONE -FORME FARMACEUTICHE SOLIDE (2.9.3)

At
tiv

o 
di

sc
io

lto
 (%

 d
os

e)

Tempo (min.)

100

Analisi di concentrazione del farmaco molecolarmente disciolto

Soluzione 
trasparente

31
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LEGGE DI NOYES-WHITNEY

32

𝑉ௗ =
𝑑𝑄

𝑑𝑡
= A ∗ D 

𝑑𝐶

𝑑𝑥
= 𝐴 ∗ 𝐷

(𝐶௦ − 𝐶௕)

𝑥

disintegrazione

Farmaco disciolto

Disosluzione

Vd: velocità di dissoluzione
Da
A: Area di contatto solido/liquido
D: Coefficiente di diffusione del farmaco 
nel solvente
Cb: concentrazione dell’attivo nl vessel 
(«bulk»)
Cs: Solubilità termodinamica dell’attivo 
nel solvente

32

L’area superficiale cambia nel tempo, nel caso delle compresse convenzionali, aumenta
Mammano che la disintegrazione procede. Poi il calo di gradiente riduce la velocità 
dissolutiva
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APPARATO DI DISSOLUZIONE PH.EUR.

• Il recipiente di dissoluzione, chiamato «vessel»,  è 

cilindrico, con fondo emisferico e capacità di 1 L. La 

sua altezza è di 160-210 mm e il suo diametro 

interno è di 98-106 mm.

33

Compressa

https://www.collegeofpharmacy.com/callearningcentre/demonstrati
onCALPackages/DissolutionDemo/1Introduction/page-7.html

saggio di dissoluzione -forme farmaceutiche solide (2.9.3 Copyright ®  Massimiliano Pio di Cagno - UniTs

METODI DI DISSOLUZIONE/PERMEAZIONE

34

Miglioramento
Dell’IVIVC
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DISSOLUTION/PERMEATION TEST

3
5

MacroFLUX (Pion Inc.)

PERMETRO (Logan Instruments)

MicroFLUX (Pion Inc.)

PermeaPad-
GIT

PAMPA barrier

Dissoflux (Electrolab)
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«TAKE HOME MESSAGES»

• ___________________________________________________________________

• ___________________________________________________________________

• ___________________________________________________________________

• ___________________________________________________________________

• ____________________________________________________________________

https://www.mark-up.it/italiani-e-farmacia-una-relazione-che-sta-cambiando/

https://farmaciastazionebologna.it/
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