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Objectives: The aim of this project was determination of intestinal absorption of furosemide in the presence of 
anionic macromolecules. Methods: In the present study the SPIP technique was used for permeability determination 
in rat intestine. We conduct the experiment on a 10 cm cannulated jejunal segment of anesthetized rats. The segment 
was filled with perfusion solution. Perfusion rate was 0.2 ml/min and lasted for 90 minutes.Outlet tubing samples 
were gathered in defined time intervals (every 10 min) and the remaining drug was measured in samples. Samples 
were analyzed by HPLC system. The calculation of Peff was based on outlet perfusate steady-state concentrations 
and the initial concentration of drug solution. Results: Obtained data indicated that the intestinal permeability 
increased by increasing the NaCMC concentration (P <0.001). The increasing could be explained by donnan 
equilibrium and influence of anionic polymer on tight junctions. Poly electrolytes (like NaCMC) enhance the 
transport rate of ionic drugs with same electrical charge. Conclusion: Anionic polymers could be used as absorption 
enhancers for anionic drugs like furosemide in defined concentrations. 
Key words: Donnan equilibrium, intestinal permeability, sodium carboxy methylcellulose. 

ش در رو :روشها. ستي آنيوني ابررسي ميزان نفوذپذيري روده اي فورسمايد در حضور ماكرومولكولها تحقيقهدف اين  :زمينه و هدف
از اين قسمت عبور داده   دارو از ژژونوم رت بيهوش كانوله شد و محلول يسانتيمتر پرفيوژن روده به روش يكبار عبور،يك بخش حدودده 

براي اندازه گيري  اي دقيقه 10 در فواصلخروجي  نمونه هاي. دقيقه بود 90نمونه گيري  مدت زمان و ml/min  2/0 سرعت پرفيوژن. شد
ؤثر ـم نفوذپذيري( Peffايتاً ـنه تعيين مقدار شد و HPLC توسطشده و ميزان داروي باقيمانده در نمونه ها مقدار داروي باقي مانده جمع 

نتايج حاصله نشان داد كه  :يافته ها .محاسبه گرديدبر اساس غلظت ثابت يكنواخت محلول خروجي و نيز غلظت اوليه ورودي  ) روده اي
 001/0( دهدافزايش ميرا به طور معني داري ، ميزان نفوذپذيري روده اي داروي مورد نظر سديم كربوكسي متيل سلولزافزايش غلظت پليمر 

P< .(قابل توجيه و تأثير ماكرومولكول آنيوني روي اتصالات محكم بين سلولي با واكنش با يون كلسيم با پديده دونان  افزايش نفوذپذيري
يج به دست آمده ماكرومولكولهاي بر اساس نتا :نتيجه گيري. است يعني پلي الكتروليت آنيوني باعث افزايش نفوذ داروي آنيوني ميگردد

  .هاي جذب در فرمولاسيون داروهاي آنيوني مورد استفاده قرار گيرندمي توانند به عنوان افزايندهتا يك غلظت خاصي آنيوني 
  . SPIPفورسمايد،  ،، سديم كربوكسي متيل سلولزروده اي دونان، نفوذپذيري: واژههاي كليدي
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  مقدمه -1
با پيشرفت روزافزون علم داروسازي كاربرد ماكرومولكولها 
. در اشكال مختلف داروئي، رو به افزايش است

و منشأ، به ميزان وسيعي و  ماكرومولكولها صرف نظر از نوع
براي تأمين اهداف مختلف به فرمولاسيونهاي داروئي 

از ). 1-3(شوند خوراكي، موضعي و تزريقي افزوده مي
عامل فلوكولان، كننده، جمله به عنوان سوسپانسيون

، متلاشي كنندهكننده، چسباننده، مواد كمكي امولسيون
اصلاح خصوصيات دهنده، افزاينده محلوليت مواد، روكش

ي كپسولهاي ژلاتيني نرم و ي پوستهريزش گردها ، تهيه
همچنين در . روندبه كار مي) 4(كننده و پايدار) 1و2(سخت 
هاي هاي جديد دارورساني از جمله ماتريكسسيستم

، )6( Elementryهاي اسموتيك ، پمپ)5(دروفيل ـهي
ي مخاط هافرآورده ،)7(هاي تعادلي هيدروديناميك سيستم
و اشكال داروئي آهسته رهش نيز كاربرد وسيعي ) 8( چسپ
ي پليمرها در فرمولاسيون بنابراين با مصرف گسترده. دارند

، بايد به اين نكته توجه شود كه همراهي دارو و داروئي
يعني . باشدپليمر، خالي از اثرات متقابل بين اين دو نمي

ست ، بلكه در بسياري اثر نيوجود پليمرها نه تنها بر دارو بي
كند و باعث ايجاد موارد به نحوي بر روي دارو اثر مي
اين مسئله در . شودتغييراتي در جذب و بازدهي بدني مي

آنيوني يا (حالتي كه داروي مورد بحث يك داروي باردار 
بوده و ماكرومولكول به كار رفته نيز داراي بار ) كاتيوني

باشد از اهميت ويژه اي  )نيآنيوني يا كاتيو(همنام با دارو 
توان اثرات بين دارو و در اين حالت مي. شودبرخوردار مي

دارو با پليمر، افزايش  ايجاد كمپلكسپليمر را از نظر 
ويسكوزيته محيط به علت وجود پليمر، جذب سطحي دارو 

هاي متقابل بين دونان و واكنش ءبر روي پليمر، پديده
كرومولكولها و داروي مورد بارهاي الكتريكي موجود در ما

فورسمايد كه يك داروي اسيدي .نظر مورد بررسي قرار داد
جزء داروهاي كلاس ) 9(و از مشتقات سولفاناميدها است 

بندي بيوفارماسيوتيكسي داروها سيستم طبقه IVچهار 
اي پايين باشدكه داراي محلوليت و نفوپذيري  رودهمي

حاد ريوي، نارسايي حاد اين دارو در درمان ادم  ).10(است 
رود كليوي، افزايش پتاسيم و افزايش كليسم خون به كار مي

امروزه  يكي از موضوعات مورد توجه در علم ). 9(
داروسازي تلاش در جهت بهبود جذب و نفوذ داروهاي با 

در اين راستا هدف اين پروژه بررسي . نفوذپذيري كم است
اين . ولكولهاستسرعت دياليز فورسمايد در حضور ماكروم

صورت گرفته  Gibbs – Donnanبررسي براساس معادله 
از آنجائيكهخصوصيات فيزيكوشيميايي مولكولهاي . است

دارويي براي پيش بيني جذب و بدنبال آن فراهمي زيستي 

آنها كافي نيست، بنابراين لازم است عملاً ميزان نفوذپذيري 
به عنوان يك فاكتور . داروها درموجود زنده تعيين گردد

پذيري روده اي نام برد كه  توان از نفوذ بيني كننده مي پيش
تليوم روده در جذب گوارشي  تخميني از توانايي انتخابي اپي

ر آن بوده است كه بنابراين سعي ب. كند داروها را فراهم مي
با بررسي تأثير ماكرومولكولهاي آنيوني بر روي نفوذپذيري 

بتوان اثرات ماكرومولكولهاي  in situشرايط فورسمايد در 
موجود در فرمولاسيون دارويي را بر روي دارو بررسي و 

هاي اين امر زمينه را براي تهيه فرمولاسيون. پيش بيني كرد
تر بخشي بهتر و مطلوبيجهمناسب جهت كارائي بيشتر، نت

براي بررسي  از ميان روشهاي مختلفي كه.كندفراهم مي
 SPIP1تأثير متقابل بين ماكرومولكول وجود دارد، روش كه 

روشي ساده و در عين حال دقيق و تأييد شده است، 
توان اثر انتخاب شده است كه با اين روش مي

ورسمايد هاي فمحلول ماكرومولكول آنيوني بر نفوذپذيري
  ).11(مورد مطالعه قرار داد 

  
  مواد و روش ها -2
  مواد مورد استفاده: 2- 1
سديم ، )Pondichery, India(ودر فورسمايد ـپ
، سديم ),FinlandFluka(ربوكسي متيل سلولز ـك

ازيك، ـونوبازيك ، سديم فسفات دي بـفسفات م
ك اسيد ـسود سوزآور، استونيتريل، متانول، استي

همگي (گلايسيال، تري اتيلن آمين، سديم پنتوباربيتال 
  )(Merck, Germany: از شركت

  تجهيزات و وسايل مورد استفاده :2- 2
، ستون كروماتوگرافي )HPLC )Shimadzu, Japanدستگاه 

Shimpack VP-ODS 5 µm, 4.6×250 mm )Shimazdu, Japan( ،
، )ايتاليا   Liarreاز   Ultrasonic 35 (اولتـراسونـد دستـگـاه 

، )Shimazdu, Japan(گرم  0001/0ترازوي حساس با دقت 
 ,Palmer(پمپ اينفيوژن ، )Corning, England(سنـج  pHدستگـاه 

England( ،50سـرنــگ ، ميــز جـراحـيcc و سرنـگ انسوليـن ،
اليتيـكي بـا دقـت   0001/0تيـوب پـلاستيكي، تـرازوي آنـ

  .، همـزن مغـناطيسي),JapanShimadzu(گــرم 
  كارهاي عملي: 2- 3
 روش انجام آزمايش :2- 3- 1

) گرم Wistar )300 -200هاي نر از نژاد  براي انجام آزمايش، رت
انتخاب و چند روز در آزمايشگاه به منظور عادت 

ها حدود اين رت. كردن به محيط نگهداري شدند
                                                            

١.SPIP: Single Pass Intestinal Perfusion 
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ساعت قبل از انجام آزمايش گرسنه ماندند تا  12- 18
اگر چه آب در . روده آنها از محتويات خالي گردد

. اختيار آنها تا يك ساعت قبل از جراحي قرار داشت
بيهوشي حيوان توسط ترزيق داخل صفاقي فنوباربيتال 

در . صورت گرفت ميلي گرم بر كيلوگرم 50به ميزان 
طي آزمايش به منظور حفظ دماي بدن، حيوان روي تشك 

سط پنبه آغشته به سالين، محل ابتدا تو. برقي قرار گرفت
. برش خيس گرديد تا از پراكندگي موها جلوگيري شود

برش پوست و لايه عضلاني شكم رت، از روي خط وسط 
با توجه به اينكه رگهاي بزرگ خوني از اين . شكم انجام شد

. كنند بنابراين خونريزي مشاهده نگرديد ناحيه عبور نمي
بتدايي ژژنوم كانوله سانتيمتر از قسمت ا 10سپس حدود 

شده و بعد از گذاشتن سرنگ حاوي سالين نرمال، هواي 
سالين نرمال . كردن دستگاه خالي شد purgeها با  داخل لوله

C 37  10از ميان آن به منظور شستشوي روده به مدت 
دقيقه عبور داده شد تا مواد موجود در روده كاملاً تخليه 

روجي اين زمان مشخص گردد كه با مشاهده زلالي سالين خ
به وسيله گيره، لوله ورودي مسدود شده و سرنگ . شد

به منظور كم كردن . حاوي محلول دارو در دستگاه وارد شد
تبخير از سطح جراحي شده، آن قسمت با پارافيلم و گاز 

گاز استريل مرطوب پوشانده شد و هر چند دقيقه يكبار 
پس س. استريل توسط سالين نرمال، مرطوب گرديد

ميلي ليتر در دقيقه عبور  2/0محلول دارو با سرعت 
گيري انجام نشد تا  دقيقه اول نمونه 20داده شد كه در 

برسد بعد به مدت   Steady Stateبه حالت پايدار 
 ً در انتها از . آوري شدند ها جمع دقيقه نمونه 90حدودا

محلول دارويي موجود در بالن و محلول دارويي 
موجود در سرنگ نمونه گرفته شد، تا ميزان جذب 

ها هر بار  حجم نمونه. دارو در سرنگ نيز مشخص شود
فورسمايد به به علت حساسيت. ميلي ليتر بود 2حدود 
خريب آن تمام ابزارهاي آزمايش از قبيل بالن و نور و ت

. سرنگ و لوله ها و ميكروتيوبها با فويل پوشانده شدند
پس از اتمام آزمايش طول قسمت كانوله شده  

گيري شد و سپس حيوان از طريق ترزيق آمپول  اندازه
تا  - C20ها در دماي  نمونه. شدهوا در قلبش كشته 
محلول هاي مورد استفاده  .شدندزمان آناليز نگهداري 

در دسته .به دو دسته كنترل و آزمايش تقسيم شدند
 62/6و  31/3(غلظت مختلف 2كنترل محلول دارو در 

تايي از  4و هر غلظت روي گروه هاي ) گرم در ليتر ميلي
دسته آزمايش كاملا مشابه دسته . حيوانات مورد بررسي قرار گرفت

ن غلظت هاي دارو به همراه كنترل بود با اين تفاوت كه از هما
گرم در ليتر  5و  2، 1ماكرو مولكول هاي آنيوني در غلظت هاي 

به تمامي محلول ها هم از محلول استوك فنل .استفاده شده است
رد به عنوان معرف به مقداري اضافه شد كه غلظتش در محلول 

نمونه هاي جمع آوري شده . ميلي گرم در ليتر شود 250نهايي 
آناليز شد و غلظت هاي تصحيح شده محاسبه شده  HPLCتوسط 

براي محاسبه نفوذپذيري مؤثر از .و نفوذپذيري محاسبه گرديد
  :فرمول زير استفاده شد

  
 , Cinكه در اين فرمول 

Cout  ،غلظت دارو در محلول خروجي و وروديQin  سرعت
 2rlو ) ميلي ليتر بر دقيقه 2/0(جريان محلول دارويي در روده 

شعاع روده رت   rباشد كه  سطح تماس ظاهري روده با محلول مي
). 12(باشد  طول قسمت ايزوله شده مي lو ) سانتي متر 18/0(

نتايج حاصل از دو گروه تستوكنترل با استفاده ازآزمون  "نهايتا
  .مورد بررسي قرار گرفت t-testدوطرفه

  هاآناليز نمونه: 2- 3- 2
كروماتوگرافي مايع با ( HPLCبراي آناليز دارو از روش 

ن تحقيق استفاده گرديد كه مشخصات آن در اي) كارايي بالا
 7mShimpak VP-ODS ،C18: نوع ستون: در زير آمده است

)4.6 mm ×(250 ،ستون گارد)  :50 mm ×4.6( ،فاز متحرك :
cc 5/41  ،استونيتريلcc 4/57  ،آب مقطرcc 9/0  استيك

زمان بازداري براي تري اتيل آمين،  cc  1/0اسيد گلاسيال و
 5/4: دقيقه، زمان بازداري براي فنل رد 8/9: فورسمايد

 280: ميلي ليتر در دقيقه، طول موج 1: دقيقه، سرعت جريان
  .ميكروليتر 30: حجم ترزيق، نانومتر

  
  نتايج -3

حاصل از آزمايشات بررسي نفوذپذيري روده اي فورسمايد نتايج 
در حضور درصد هاي مختلف از پليمر سديم كربوكسي متيل 

همانگونه . آورده شده است 2و 1و جدول  2 و1سلولز در شكل 
كه مشاهده مي شود با افزايش غلظت ماكرومولكول موجود در 
محلول دارو در هر دو غلظت كار شده از دارو، غلظت دارو در 
محلول خروجي از روده رت كاهش يافته و بنابراين نفوذپذيري 

  .روده اي دارو افزايش مي يابد

  

  

rl

C
C

LnQ

P in

out
in

eff 2

)(
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  در حضور غلظت هاي مختلف پليمر سديم كربوكسي متيل سلولز mg/L  31/3فورسمايد با غلظتاي ضرايب نفوذپذيري روده.1جدول 

 غلظت

NaCMC 

(mg/L) 

شماره 
 رت

 Ccor/Cin ميانگين
 طول سگمنت

(cm) 
Peff (cm/sec) 

 Peff ميانگين 

(cm/sec) 

(± SD) 

0 

1 90853/0  5/11  45/2  × 105-  42 /2  × 105-  

(± 05/1  × 106- ) 

 

2 93274/0  9 28/2  × 105-  

3 92101/0  10 42/2  × 105-  

4 91380/0  5/10  53/2  × 105-  

1 

1 86500/0 5/13 17/3  × 105-  46 /3  × 105-  

(± 75/2  × 106- ) 

 

2 87428/0 5/10 77/3  × 105-  

3 87413/0 12 34/3  × 105-  

4 87426/0 11 60/3  × 105-  

2 

1 81728/0 5/12 75/4  × 105-  70 /4  × 105-  

(± 11/2  × 106- ) 

 

2 84208/0 11 61/4  × 105-  

3 85269/0 5/10 48/4  × 105-  

4 83081/0 11 97/4  × 105-  

5 

1 80277/0 5/12 18/5  × 105-  31 /6  × 105-  

(± 67/7  × 106- ) 

 

2 78128/0 11 62/6  × 105-  

3 76527/0 12 57/6  × 105-  

4 78254/0 5/10 89/6  × 105-  
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  در حضور غلظت هاي مختلف پليمر سديم كربوكسي متيل سلولز mg/L  62/6فورسمايد با غلظتاي ضرايب نفوذپذيري روده.2جدول 

 غلظت

NaCMC 

(mg/L) 

 Ccor/Cin ميانگين شماره رت
 طول سگمنت

(cm) 
Peff (cm/sec) 

 Peff ميانگين 

(cm/sec) 

(± SD) 

0 

1 91048/0 12 30/2  × 105 -  44 /2  × 105-  

(± 58/1  × 106- ) 

 

2 90544/0 11 66/2  × 105 -  

3 89516/0 5/13 42/2  × 105 -  

4 90109/ 13 36/2  × 105 -  

1 

1 88378/0 5/10 47/3  × 105 -  73 /3  × 105-  

(± 49/2  × 106- ) 

 

2 85480/0 13 56/3  × 105 -  

3 85822/0 5/11 92/3  × 105 -  

4 86268/0 11 96/3  × 105 -  

2 

1 83755/0 12 35/4  × 105 -  49 /4  × 105-  

(± 86/2  × 106- ) 

 

2 82924/0 13 25/4  × 105 -  

3 86115/0 9 90/4  × 105 -  

4 83997/0 5/11 47/4  × 105 -  

5 

1 76516/0 13 07/6  × 105 -  30 /6  × 105-  

(± 96/1  × 106- ) 

 

2 76148/0 5/12 43/6  × 105 -  

3 77941/0 5/11 39/6  × 105 -  
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  .)است 31/3غلظت محلول تهيه شده (نمودار نسبت غلظت تصحيح شده فورسمايد در محلول خروجي به غلظت آن در محلول ورودي در برابر زمان  .1شكل 
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 .)ميليگرم در ليتر است 62/6غلظت محلول تهيه شده (نمودار نسبت غلظت تصحيح شده فورسمايد در محلول خروجي به غلظت آن در محلول ورودي در برابر زمان  .2شكل 
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  موجود در محلول ورودي فورسمايد در برابر نفوذپذيري روده اي دارو NaCMCنمودار غلظت .3شكل 

  

  بحث و بررسي -4
مقايسه آماري نتايج حاصل در دو گروه تست و كنترل با 

نشان % 90با فاصله اطمينان  t-testاستفاده از آزمون دوطرفه 
بوده  05/0حاصله زير  P-valueمي دهد كه كليه مقادير 

اين امر بيانگر معني دار بودن اختلافات مشاهده شده . است
در نفوذپذيريهاي گروه تست و كنترل و نيز نفوذپذيريهاي 

حاصل از گروههاي تست با غلظتهاي مختلف ماكرومولكول 
ن يك ماكرومولكول آنيوني و اثرات متقابل بي. مي باشد

اثر ويسكوزيته ي  - 1: شودفورسمايد در سه بخش مقايسه مي
الكتريكي اثر بار - 2محلول بر نفوذپذيري محلولهاي فورسمايد 

اثر ماكرومولكول بر  - 3ماكرومولكول بر نفوذپذيري فورسمايد 
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البته بايد توجه ). ها (Tight Junctionاتصالات محكم بين سلولي 
ي مقدار نفوذپذيري تعيين كننده كه برآيند اين اثراتنمود 

ارائه شده است  2و  1چنانچه در شكل . فورسمايد است
ي افزايش نفوذپذيري نتايج آزمايشات نشان دهنده

فورسمايد در حضور ماكرومولكول آنيوني نسبت به 
نفوذپذيري فورسمايد در عدم حضور ماكرومولكول آنيوني 

توان به اثرات متقابل اثر آمده را مي نتايج بدست. مي باشد
دونان و اثر ماكرومولكول ها روي اتصالات محكم بين 

افزايش غلظت . سلولي و ويسكوزيته نسبت داد
ماكرومولكول آنيوني از يك به دو و سپس پنج ميلي گرم بر 

ي الكترواستاتيكي بين يونهاي ليتر، با افزايش دافعه
باعث ) پديده ي دونان(فته فورسمايد و ماكرومولكول بكارر

از خلال ) 3شكل (افزايش معني دار نفوذپذيري فورسمايد 
مكانيسم اثر ). P<)(14،13،2 05/0(گردد غشاي دياليز مي

تأثير ماكرومولكول روي اتصالات  "ديگر مي تواند احتمالا
اگر . محكم بين سلولي باشد كه تحت تأثير يون كلسيم است

سلولي با موادي واكنش دهد يا يون كلسيم در محيط خارج 
غلظت يون كلسيم ) EDTAمانند (كمپلكس تشكيل دهد 

كاهش يافته و  چسبندگي بين سلولي كاهش مي يابد و 
اتصالات محكم بين سلول ها شل شده و اجازه عبور مواد 

پس كمبود موقت كلسيم باعث القاء باز . قطبي را مي دهند
شكستن  شدن اتصالات محكم بين سلولي از طريق

با توجه به اينكه سديم ). 15(چسبندگي بين سلولي مي شود 
كربوكسي متيل سلولز داراي بار منفي است بنابراين مي تواند با 

. دارو شود شلاته كردن يون هاي كلسيم باعث افزايش جذب
مكانيسم بعدي كه اثر منفي روي نفوذپذيري دارد 

افزايش ويسكوزيته ي محلول با . ويسكوزيته محلول است
غلظت ماكرومولكول بالا رفته و باعث كاهش سرعت انتشار 
دارو به محيط و در نتيجه كاهش نفوذپذيري مي شود 

برآيند اين سه اثر تعيين كننده  "ليكن نهايتا). 17،16(
چگونگي تاثير نهايي حضور ماكرومولكول بر نفوذپذيري 

ل ي مشابهي كه اثر ماكرومولكو در مطالعه. دارو مي باشد
آنيوني سديم كربوكسي متيل سلولز  برروي سرعت دياليز 
فورسمايد بررسي شده است نيز روند مشابهي مشاهده شده 

  ).18(است 
  
  گيرينتيجه -5

نفوذپذيري فورسمايد در حضور ماكرومولكول هاي آنيوني 
پس مي توان از . با افزايش غلظت پليمر، افزايش يافته است

به عنوان افزاينده جذب براي سديم كربوكسي متيل سلولز 
  .فورسمايد استفاده كرد

  
  تقدير و تشكر -6

در پايان از رياست محترم مركز تحقيقات نانوتكنولوژي 
دارويي كه با حمايت مالي خود در قالب طرح تحقيقاتي ما 
را در انجام اين مطالعه ياري دادند و همچنين از حمايتهاي 

لالي صميمانه معنوي جناب آقاي دكتر محمد برزگر ج
  . تقدير و تشكر مي گردد
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