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La via oral para la administracion de medicamentos es, sin duda, la mas
fisiolégica y la mas utilizada en la practica clinica, siendo el intestino delgado el lugar
de absorcion por excelencia. De hecho, la mucosa del intestino delgado presenta
particularidades anatomofisiolégicas que la convierten en un lugar especializado en
la funcién absorbente.

De ahi el interés que despiertan los estudios relacionados con los procesos
de absorcion gastrointestinal de los farmacos. Estos estudios suministran una clara
idea de la biodisponibilidad que se puede obtener despues de la administracion oral
de un medicamento, segtin las caracteristicas inherentes a dicho proceso.

Los estudios de absorcion adquieren especial importancia cuando los
farmacos presentan peculiaridades en su comportamiento farmacocinético, por
ejemplo cuando se observa una biodisponibilidad incompleta 0 una absorcion
irregular. En la mayor parte de los casos, este tipo de comportamiento puede
explicarse después de un estudio detallado del proceso de absorcién del farmaco.

En la administracién oral de farmacos, el paso a través del epitelio intestinal
es, junto con el posible metabolismo hepatico, uno de los mayores impedimentos
para que alcance, inalterado, la circulacion general.

La capacidad de un xenobiético para atravesar la barrera lipéfila intestinal por
difusién pasiva depende principaimente de sus caracteristicas fisico-quimicas, como
pueden ser su lipofilia, su peso molecular y su capacidad de ionizacién al pH del
medio. También puede aprovechar los mecanismos especializados de transporte que
el organismo ha puesto a punto para los principios inmediatos. Ademas de estos
factores, el metabolismo hepético e intestinal pueden determinar la biodisponibilidad
oral incompleta de los farmacos.

Existen otros procesos que también pueden modular la biodisponibilidad. En
la actualidad, se sabe que una vez el farmaco se ha absorbido a través del enterocito
puede sufrir una pérdida presistémica, debida a procesos activos de secrecion
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enterocito-lumen que se producen en las células intestinales, afectandose de este
modo el paso completo del farmaco a la circulacion sistémica. Los procesos de
metabolismo hepatico e intestinal conducen a una pérdida de biodisponibilidad en
magnitud debido a que parte de la dosis administrada se biotransforma y no llega a la
circulacion general. Los procesos de secrecion afectan tanto a la biodisponibilidad en
magnitud como a la velocidad de absorcion aparente.

En relacion con los procesos de secrecidn intestinal, en la actualidad se
conocen diferentes sistemas secretores que se encuentran en el tejido epitelial
intestinal, y que limitan la incorporacion al organismo de numerosos farmacos. Los
dos sistemas de secrecion intestinal mas numerosos son el sistema MDR (Multidrug
Resistance) y e MRP (Multi-drug resistance-associated protein).

£l sistema MDR (glicoproteina P) es un transportador activo ATP-
dependiente, que capta parte de las moléculas de farmaco que estén atravesando la
membrana de las células absorbentes y las devuelve a la luz intestinal, reduciendo,
de este modo, el rendimiento de! proceso de absorcidn y también el valor de la
constante de velocidad de absorcion aparente del farmaco. De hecho, este sistema
secretor se identifico inicialmente como el sistema responsable de los fenémenos de
resistencia a farmacos cbservados en tejidos tumorales.

La glicoproteina P es una proteina de accién més bien inespecifica que actua
frente a compuestos potencialmente toxicos para el organismo. Se trata de un
mecanismo de defensa frente a algunocs xenobidticos. Debido a su inespecificidad, la
glicoproteina P actua sobre determinados farmacos impidiendo, de este modo, su
completa absorcién y disminuyendo, o incluso suprimiendo totalmente el efecto
farmacologico. Por ello, en muchas ocasiones, esta proteina puede ser la causante,
al menos en parte, de la baja biodisponibilidad oral de ciertos farmacos.

Dentro de la otra gran familia de transportadores, el MRP2 se localiza en la
membrana apical de células de diferentes tejidos, entre los cuales se encuentra el
tejido epitelial intestinal. Este sistema también modula la incorporacion de
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numerosos farmacos al organismo y, por elio, debe tenerse en consideracion a la
hora de determinar las causas que afectan a la incorporacién de farmacos que
presentan una biodisponibilidad baja e incompleta.

E! trabajo desarrollado en la Memoria forma parte de una linea de
investigacion cuyo objetivo es estudiar la absorcion oral de farmacos que presentan
importantes pérdidas presistémicas cuando se administran por via oral. Se enmarca
dentro del proyecto Desarrollo tecnoldgico y biofarmacéutico de formas
bioadhesivas de liberacion controlada (SAF97-0250). El objetivo final de este
proyecto es la obtencion de comprimidos bucoadhesivos que puedan paliar en parte
las pérdidas que se producen en el proceso de absorcion de estos farmacos.
Ensayos previos en nuestro departamento con el salbutamol como farmaco de
eleccion, mostraron que tras la administracion oral a la rata de concentraciones
elevadas de éste farmaco, los niveles plasmaticos determinados resultaron ser
practicamente indetectables. Ello llevé a considerar que el salbutamo! podria ser
sustrato de alguno de los sistemas de secrecion activa que se encuentran en el
epitelio intestinal y de los que, hasta ese momento, no se disponia de gran
informacion.

E| salbutamol es un agonista B, que se utiliza en la practica clinica para el
tratamiento del asma bronquial por sus importantes efectos broncodilatadores. La
incidencia del asma, sobre todo en nifios, esta sufriendo un crecimiento continuo.
De hecho, seglin datos de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica,
se estima que la proporcién de afectados hoy en dia puede duplicar a la que habia
hace sélo dos décadas, siendo actualmente la enfermedad infantil mas frecuente.
Su biodisponibilidad oral, cuando se administra en forma de comprimidos, ha
resultado ser muy baja, del orden del 50 % e incluso inferior.

El objetivo de esta Memoria se centra en determinar el origen de las pérdidas
presistémicas del farmaco que conducen a su baja biodisponibilidad oral.
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Se ha considerado adecuado iniciar el estudio comprobando si los sistemas
de secrecion intestinal se encuentran o no involucrados en la absorcién lenta e
incompleta del salbutamol cuando se administra por via oral, ya que esta
circunstancia podria hacer aconsejable la utilizacion de nuevas vias de
administracion y nuevas formas farmacéuticas para el tratamiento de pacientes
asmaticos, con el fin de obviar este efecto presistémico de pérdida y conseguir el
maximo aprovechamiento terapéutico del farmaco.
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1.1 SALBUTAMOL

1.1.1 Caracteristicas generales

La adrenalina, la noradrenalina y la dopamina son tres sustancias natura-
les denominadas CATECOLAMINAS por poseer un grupo aromatico, el 3,4-
dihidroxifenilo, o catecol y una cadena lateral etilamino con diversas modificacio-
nes. El salbutamol, es una catecolamina sintética que posee un grupo catecol al
que se une una cadena etilamino. Es el 2-tertbutilamino-1-(4-hidroxi-3-
hidroximetilfenil)-etanol (Martindale, 1993). Su estructura quimica, se refleja en la
Figura 1.1 (Fidrez J., 1997).

CH;

N
H H\QCHa
Hs

H

Figura 1.1 Estructura quimica del Salbutamol

El salbutamol es un B-agonista con actividad preferente B,. La estructura
fundamental responsable de la accién simpaticomimética es el radical, que nor-
malmente es aromatico, unido a la cadena aminica, generalmente alifatica, con
el grupo amino en el carbono alfa (Litter M., 1986).

1.1.2 Propiedades fisicoquimicas

El salbutamol puede encontrarse como base o en forma de sal. Para la
realizacion del presente trabajo se ha utilizado como sulfato, teniendo en cuenta
que 1.2 mg de salbutamol sulfato equivalen a 1 mg de salbutamol.

La formula molecular del salbutamol sulfato es {Cy3H21NO3), HzS04. Su
peso molecular es 576.7. Su pk, oscila entre 9.3 ¥ 10.3.

E| salbutamo! sulfato se presenta como polvo cristalino, casi blanco, in-
odoro y de ligero sabor amargo (Farmacopea Europea, 1 991).
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Es muy soluble en agua, ligeramente soluble en alcohol, cloroformo vy éter
y poco soluble en cloruro de metileno (Castafio Garcia T. y col., 1998).

Para su correcta conservacién deben utilizarse recipientes cerrados her-
méticamente y protegides de la luz, siendo convenientes los frascos de cristal
color topacio. La coloracion del polvo indica una importante degradacién del pro-
ducto (Castafio Garcia T. y col., 1998; AHFS, 1998).

1.1.3 Mecanismo de accion

Como se ha indicado, el salbutamo! es un B-agonista que estimuia prefe-
rentemente los receptores fp-adrenérgicos, mientras que apenas actda sobre los
receptores a-adrenérgicos.

Los agonistas de los receptores B-adrenérgicos estimulan la produccion
de AMP. (adenosin-3'-5'-monofosfato) por activacién de la enzima ADENILILCI-
CLASA. El aumento intracelular de AMP, produce una estimulacion de la Pro-
teinquinasa A. A su vez, ésta dltima, es la responsable de la fosforilacion de la
quinasa de cadena ligera de la miosina. Cuando esta quinasa se encuentra fos-
forilada es inactiva ya que pierde afinidad por el complejo Ca?*- calmodulina. En
consecuencia, se produce un menor acoplamiento del complejo actina-miosina
gue se traduce en una relajacion de la musculatura lisa.

El AMP, ejerce su maxima actividad estimuladora sobre los receptores B-
adrenergicos del tejido bronquial, uterino y células del musculo liso vascular (re-
ceptores fz) mientras que sobre el misculo cardiaco su accion es menor.

1.1.4 Indicaciones y utilidad terapéutica

Al tener mayor afinidad por los receptores f3;, se utiliza como broncodila-
tador, ya que disminuye |a resistencia de las vias respiratorias al estimular, de
forma selectiva, los receptores B-adrenérgicos del arbol bronquial. Ademas, in-
hibe la liberacion de mediadores espasmoégenos e inflamatorios de los mastoci-
tos pulmonares e incrementa el aclaramiento mucociliar.
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Se utiliza en la terapia del asma bronquial, broncoespasmo reversible
asociado a E.P.O.C. (enfermedad pulmonar obstructiva crénica) como bronquitis
y enfisema pulmonar, bronquiectasia e infecciones pulmonares. También se utili-
za en la profilaxis del asma bronquiai y del broncoespasmo (Castafio Garcia T. y
col., 1998).

Se ha observado que presenta efecto vasodilatador en la circulacion
periférica y que puede disminuir, relativamente, la presion diastolica.

Esta indicada su administracion intravenosa en el tratamiento del parto
prematuro sin complicaciones durante el dltimo trimestre del embarazo, o cuando
sea conveniente inhibir las contracciones uterinas.

Asimismo, se ha observado que induce hipopotasemia como resultado de
la entrada del i6n potasio en las células del musculo esquelético (Velasquez y
col., 1991).

1.1.5 Efectos secundarios

Por lo general se tolera bien; normalmente las reacciones adversas que
produce derivan de sus efectos simpaticomiméticos. Excepcionalmente, se han
observado calambres musculares, temblor, palpitaciones, taquicardia, nerviosis-
mo, nauseas, vomitos, hiper o hipotensién, insomnio y reacciones alérgicas. Su
administracion intravenosa rapida puede ocasionar vomitos y cefaleas. Cuando
se administran dosis elevadas por via intravenosa, con el fin de retrasar el parto
prematuro, pueden aparecer nduseas y vomitos, efectos cardiacos y metaboli-
cos, y edema pulmonar (Castafio Garcia T. y col., 1998).

1.1.6 Precauciones

Al igual que con otros medicamentos, se recomienda precaucion durante
el primer trimestre de embarazo. Si se administra a pacientes embarazadas para
tratar el broncoespasmo, de tenerse en cuenta que inhibira las contracciones
uterinas.
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Esta contraindicado en parto prematuro asociado con toxemia del emba-
razo o hemorragia antepartum, embarazo multiple e historial de enfermedad co-
ronaria.

En pacientes con hipertensién, insuficiencia coronaria, arritmias cardia-
cas, diabetes mielitus e hipertiroidismo, se aconseja vigilancia clinica debido a
gue el salbutamol puede agravar la enfermedad.

Los nifios, especialmente los menores de 6 afios, y los ancianos son mas
susceptibles a los efectos toxicos del salbutamol, como taquicardia, insomnio y
molestias gastrointestinales (Casfafio Garcia T. y col., 1998).

Al igual que otros estimulantes p-adrenérgicos, puede aiterar los niveles
de glucosa en sangre, por lo que se recomienda especial cuidado en pacientes
diabéticos, sobre todo si éstos estan también sometidos a terapia corticosteroi-
dea sistémica.

1.1.7 Interacciones

En los tratamientos en los que se asocia el salbutamol con teofilina u
otras xantinas aumenta el riesgo de hipopotasemia.

1.1.8 Farmacocinética

El modelo farmacocinético que describe mejor la evolucion temporal del
salbutamol en el organismo, parece ser el modelo bicompartimental (Price A. H.
y col., 1989).

Se caracteriza por su baja bicdisponibilidad oral, su amplia distribucién a
los tejidos y una unién a proteinas plasmaticas poco importante. Se elimina del
organismo por excrecion renal directa y por biotransformacién hepatica e intesti-
nal. E! principal metabolito es el 4'-O-sulfato que carece de actividad p-agonista.

1.1.8.1 Absorcion

En el hombre, después de la administracién oral de las dosis habituales
de salbutamol (4-8 mg cada 6 horas), se obtienen niveles plasmaticos de 8-20
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ng/mL (Goldstein D.A. y col., 1987; Lipworth B.J. y col., 1989; Kurosawa N. y
col, 1993). Cuandc se administra mediante inhalacion a una dosis de 1200
pg/mL, los niveles plasmaéticos se encuentran alrededor de 3 ng/mL (Clark D.J. y
col., 1996).

A las dosis orales habituales, el tmax Oscila entre 1y 4 horas (Price A.H. y
col., 1989; Taburet A.M. y col., 1994; Demnati R. y col., 1995), mientras que para
ta via transpulmonar el t,., es, aproximadamente, de 10 minutos {Clark D.J. y
col., 1996).

La biodisponibilidad oral absoluta del salbutamol es baja, probablemente
por sufrir un importante efecto de primer paso hepético e intestinal (Morgan D.J.
y col, 1986). En humanos, la biodisponibilidad oral es muy variable, oscilando
entre el 10% y el 50 % (Hutching M.J. y col., 1987; Price A. H. y col., 1989; Tabu-
ret A. M. y col., 1994; Pacifici G.M. y col., 1997). Estudios realizados en conejos
proporcionan valores de biodisponibilidad oral del 1% (Perreault S. y col., 1992).
Por el contrario, cuando el salbutamol se administra por via transpulmonar, la
biodisponibilidad supera el 80% (Hindle M. y col., 1992) y por via parenteral sub-
cutanea, la biodisponibilidad es del orden del 94 % (Tamisier L. y col., 1992; Ta-
buret A. M. y col., 1994),

1.1.8.2 Distribucion

El salbutamol se distribuye rapidamente a los tejidos. En individuos sa-
nos, después de la administracion de una dosis Unica de salbutamol por via in-
travenosa, se obtiene un volumen de distribucion de 156 L (Taburet A.M. y col.,
1994, Price A.H. y col., 1989).

El farmaco atraviesa la barrera placentaria. En ratas gestantes se recupe-
ra en plasma fetal un 10% de la dosis de farmaco administrado (Price A.H. y col.,
1989; AHFS, 1998). Estudios realizados in vitro con placenta humana han de-
mostrado que el 12% del salbutamol se transfiere desde la placenta al plasma
fetal (Price A.H. y col., 1989). No se han encontrado evidencias de su paso a la
leche materna (AHFS, 1998).
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En cuanto a su paso a través de la barrera hematoencefalica, los datos
disponibles son contradictorios. Algunos autores indican que el salbutamol no la
atraviesa (AHFS, 1998), mientras que otros suponen que pasa un 5% de la con-
centracion plasmatica (Price A.H. y col., 1989).

El valor del porcentaje de union a proteinas plasmaticas varia en funciéon
de la técnica analitica utilizada para la determinacion. La técnica de ultracentrifu-
gacion, utilizando concentraciones plasmaticas superiores a 50 ug/L, propone
una unién del 7% (Morgan D.J. y col., 1986). Sin embargo, utilizando la técnica
de dialisis de equilibrio, con concentraciones plasmaticas de 2 mg/L, se ha de-
terminado una unidn del 64% (Nandakumaran M. y col., 1981).

1.1.8.3 Eliminacién

La eliminacién del farmaco tiene lugar por excrecioén renal y tambien por
metabolismo hepatico e intestinal.

En general, los B-agonistas que tienen el nicleo aromatico halogenado se
biotransforman por oxidacion y conjugacion y sus semividas plasmaticas son
targas. Por el contrario, los que tienen el nlcleo aromatico hidroxilado, como el
salbutamol, solamente sufren conjugacion y las semividas plasmaticas son rela-
tivamente cortas (Smith D.J., 1998).

Cuando el salbutamol se administra por inhalacién, el enzima responsa-
ble de su metabolismo es la fenolsulfotransferasa (Eaton E.A. y col., 1996).
Cuando se administra por via oral, se biotransforma en gran medida en el higa-
do, siendo su metabolito principal el 4’-O-sulfato, que posee una actividad -
agonista muy reducida, casi nula (Hochhaus G. y col., 1992; Pacifici G.M. y col.,
1997, AHFS, 1998). Ademas, el salbutamol, por esta via, sufre un intenso efecto
de primer paso por metabolismo intestinal (Morgan D.J. y col., 1986). El 64% del
salbutamol administrado por via intravenosa se excreta inalterado por orina. Por
via oral este valor disminuye al 35% (Morgan D.J. y col., 1986). Esta espectacu-
lar diferencia en los porcentajes de eliminacion del farmaco segin la via de ad-
ministracion se estudiara con mayor profundidad en el Capitulo 4. Como se ha
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indicado, cuando la administracién es por via parenteral, el principal mecanismo
de eliminacion es el renal (Hochhaus G. y col., 1992).

La semivida biolégica del farmaco oscila entre 3 y 5 h.(Goldstein D.A. y
col., 1987; Morgan D.J. y col., 1986 ; Boulton D.W. y col., 1996; AHFS, 1998).

En voluntarios sanos, los valores de aclaramiento plasmatico del salbu-
tamol se encuentran entre 28 y 30 L/h . En mujeres gestantes, cuando el farma-
co se administra para prevenir el parto prematuro, el aclaramiento plasmatico no
se modifica (Price A.H. y col., 1989; Hutching M.J y col, 1987). En pacientes con
insuficiencia renal, el aclaramiento disminuye hasta un valor de 10.02 L/h
aproximadamente (Rey E. y col., 1989).

Parece ser que la secrecion tubular activa juega un importante papel en
la eliminacion del salbutamol (Price A.H. y col., 1989).

El 4'-O-sulfato, producto del metabolismo del salbutamol en el organismo,
tiene un aclaramiento renal del orden de 5.9 L/h, lo que indica que se elimina
preferentemente por filtracion glomerular, no sufriendo secrecién tubular activa
(Morgan D.J. y col., 1986).

Las tasas de extraccién para cada uno de los principales sistemas elimi-
nadores, son 0.92 en el intestino, 0.71 en el higado y 0.47 en pulmén. {Perreault
S. y col., 1992).

1.2 ABSORCION INTESTINAL DE FARMACOS

1.2.1 Morfologia de la membrana intestinal

La membrana del intestino delgado esta especializada en Ia absorcion de
nutrientes y no nutrientes tal y como lo demuestra su estructura anatomo-
fisiologica. Esta estructura es el resultado de diversas modificaciones que se
desarrollan partiendo de la estructura cilindrica fundamental, y que dotan a la
mucosa del intestino delgado de una amplia superficie Util para la absorcién. Es-
tas modificaciones se describen resumidamente a continuacion:
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1°) Partiendo de la pared intestinal encontramos los pliegues de Kerking. Son
plegamientos mucosos prominentes que aumentan el area de absorcion alrede-
dor de tres veces. Se pueden observar a simple vista en el duodeno y en el ye-
yuno.

2°) De los pliegues de Kerking parten los villis o vellosidades intestinales. Son
proyecciones de la capa mucosa hacia el lumen, en forma de pequefios dedos
de 1 mm de longitud. Aumentan unas diez veces la superficie intestinal respecto
a los pliegues de Kerkring. Estén irrigados por una arteriola y una vénula que
confluyen y forman una red de capilares, garantizando, de este modo, la eficacia
de la absorcion.

3°) En las paredes de las vellosidades intestinales aparecen las células columna-
res o enterocitos. En el borde apical de los enterocitos se encuentran los microvi-
/li. Cada enterocito contiene alrededor de 1700 microvilli y a su conjunto se le
denomina borde en cepillo o superficie microvellosa.

El resultado de estas modificaciones en el cilindro fundamental se traduce
en un aumento de la superficie de la mucosa intestinal en unas 600 veces.

En el intestino delgado también se encuentran poros acuosos que se
caracterizan por tener un didmetro pequefio y estar cargados. Esto representa
una barrera en la absorcion de moléculas e iones de tamafio superior a 200-250
Daitons ya que no son capaces de atravesar la barrera intestinal utilizando esta
via (Balllard S.T. y col., 1995).

Por Ultimo, debe indicarse que el intestino delgado presenta estructuras
de membrana que actlan transportando especificamente tanto nutrientes (ami-
noacidos, azlcares, vitaminas) como xenobidticos estructuralmente relacionados
con ellos. Estos transportadores se caracterizan por consumir energia y funcio-
nar contra de gradiente de concentracion.

En resumen, debido a la gran superficie de absorcion que presenta el
intestino delgado, junto con la elevada irrigacion sanguinea y la presencia de
transportadores especificos, es, la fraccion del tracto gastrointestinal en la que el
rendimiento neto de la absorcién es mayor.
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1.2.2 Mecanismos de absorcion

Los mecanismos de absorcion intestinal a través de las células epiteliales
intestinales se pueden clasificar, de acuerdo con la morfologia que presenta, en
tres tipos: Difusion pasiva, Mecanismos especializados de Transporte y Meca-
nismos combinados de Absorcién Pasiva y Transporte Activo.

Para caracterizar adecuadamente el mecanismo de absorcién intestinal
de un farmaco, es necesario que éste se encuentre completamente disuelto en
el fluido luminal, ya que en caso contrario, el proceso de disolucién puede ser un
factor limitativo de la absorcién, condicionando la cinética de ésta y enmasca-
rando las caracteristicas del proceso.

1.2.2.1 Mecanismo de absorcion pasiva

Este mecanismo de absorcion se caracteriza por no consumir energia
metabdlica ya que discurre a favor de gradiente de concentraciéon. Engloba dos
tipos principales de procesos, que se pueden dar o no simultaneamente: la difu-
sion a través de membranas lipoideas, y €l paso a través de los poros acuosos
de la membrana.

Generalmente, la via mayoritaria es la difusién del soluto a través de la
membrana celular intestinal. Consiste en un reparto de las moléculas de soluto
entre el fluido del lumen intestinal (fase acuosa) y la bicapa lipidica que forma la
membrana celular (fase organica), de tal modo que las moléculas se desplazan
desde la zona donde se encuentran mas concentradas hasta aquella donde la
concentracion es menor. La velocidad de transporte neto del sustrato es propor-
cional a la diferencia de concentracion entre ambos lados de la membrana intes-
tinal.

Este mecanismo de absorcidbn depende de las propiedades fisico-
quimicas del soluto, en especial del grado de ionizacién y de Ia lipofilia puesto
que en general so6lo se absorbe {a fracciéon no disociada de la molécula que es ia
mas lipdfila. Se realiza a lo large de todo el tracto gastrointestinal, pero en espe-
cial en el intestino delgado, ya que por su estructura anatémica ofrece la mayor
superficie Otil de absorcion en el menor volumen posible. Esto se debe, como se
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ha comentado previamente, a que ademas de los pliegues de Kerking y de las
vellosidades intestinales o villi que existen en todo el intestino, en el intestino
delgado se encuentran microveliosidades o microvilli en la membrana apical de
los enterocitos, con lo cual se consigue aumentar el area superficial del intestino
delgado unas seiscientas veces respecto al cilindro fundamental (Johnson L.R.,
1987).

El paso a través de poros acuosos se realiza a través de poros acuosos
presentes en la membrana intestinal. Estos alcanzan un diametro maximo de 1
nm, lo que limita el paso a moléculas de peso molecular superior a 200-250 Dal-
tons, segun la estructura molecular. En este caso, la difusién es una funciéon in-
versa del tamafio molecular del farmaco. Este mecanismo de absorcién se pro-
duce sobre todo a nivel del intestino delgado. En estémago y colon, los poros
dejan de ser operativos debido a su reducido tamafio (Pl4 Delfina J.M. y Moreno
J., 1981).

Podria considerarse en este epigrafe, la via paracelular, en la que el far-
maco difunde a través de las aberturas que dejan, por su parte superior, las
uniones entre las células columnares adyacentes. Esta via representa un
porcentaje muy bajo de la absorcion pasiva total y es utilizada por sustancias
hidrofilas, de alto peso molecular.

Por ultimo debe indicarse que también existen otros mecanismos de ab-
sorcion pasiva como son la formacion de pares de iones (lo que aumenta su lipo-
filia) o la pinocitosis, pero en general, resultan poco importantes.

1.2.2.1.1 Constante aparente de velocidad de absorcion

Los procesos de absorcion pasiva discurren a favor de gradiente de con-
centracion y sin gasto de energia metabdlica y, como cualquier proceso de difu-
sién, estan regidos por la Ley de Fick (Bates T.R. y Gibaldi M., 1970; Dawson H.,
1943). El modelo mas simple que describe el proceso de absorcion pasiva es el
que considera dos compartimentos acuosos separados por una barrera lipidica,
la membrana celular, que el farmaco debe atravesar por difusion.
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Cuando se aplica la segunda Ley de Fick al proceso de difusion pasiva
se obtiene la siguiente expresion:

=-D.§. 77 Ecuacion 1.1

Es esta ecuacion dQ/df representa la cantidad de compuesto que difunde
a través de la membrana por unidad de tiempo, D es el coeficiente de difusion
del compuesto a través de la membrana absorbente, S la superficie total de la
membrana en contacto con el soluto y dC/dx el gradiente de concentracion que
se establece entre el lumen intestinal y el plasma sanguineo.

Si se considera que ia cantidad de soluto gque difunde a través de la
membrana (Q), es la misma que aparece en el lumen intestinal (Q,), es decir:

dQ _dQ,
adt

la ecuacion adopta la siguiente expresion:

dQ, _ _p.g.9C Ecuacion 1.2
at ax

Si en el gradiente de concentracion se sustituyen las diferenciales por los
incrementos, obtenemos:

a9Q, _ _p.g.4C Ecuacion 1.3
dt Ax
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Considerando que AC es la diferencia de concentracion del compuesto
entre ambos lados de la membrana (C4-C;) y que Ax puede asimilarse al espesor
medio de la membrana (), se obtiene:

9% _p.s.(Ci=Ce) Ecuacion 1.4
at 5

en la cual C; es la concentracion de farmaco en la interfase lumen-membrana y
C; la concentracién en la interfase membrana-plasma. Si se tiene en cuenta que
el soluto sufre un drenaje continuo por el plasma, C, puede considerarse des-
preciable frente a Cy, de modo que:

_9Q _55.C Ecuacién 1.5
ot 5

Por otra parte, el coeficiente de reparto in vivo del farmaco (P,), puede
definirse como el cociente entre la concentracion del soluto en la interfase lu-
men-membrana (C;) y en el lumen intestinal (A) de manera que C;= P, A, por lo
que la ecuacion adopta la siguiente forma:

_dQ, _D-S-F,
at 8

A Ecuacion 1.6

Dividiendo por el volumen de fluido luminal (V,) ambos miembros de la
ecuacion, se obtiene la expresion final que define la velocidad de absorcién de
un xenobidtico en funcién de su concentracion en el lumen:

dA _D-S-P,

= e A Ecuacion 1.7
dt V,-6
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Siguiendo un razonamiento similar, al aplicar la Ley de Fick a la difusién
convectiva de xenobidticos a través de poros acuosos, se obtiene la siguiente
expresion:

dA_ DS’

- = e Ecuacién 1.8
da Vv, d:n

en la que D’ es el coeficiente de difusidon del xenobidtico a través de los poros, S’
la superficie total de los poros acuosos en la zona considerada, & la longitud me-
dia de los poros (que coincide con el espesor medio de la membrana) y 7 la vis-
cosidad del fluido luminal.

Al considerar conjuntamente ambos procesos se llega a la siguiente ex-
presion general, representativa de la absorcidn pasiva de los xenobidticos:

Ecuacion 1.9

V.5 V,.8:n

dA (D-S-P, DS’
A a2 A
dt

Si se normalizan las condiciones experimentales de trabajo: técnica expe-
rimental, especie animal, lugar de absorcion, solucion de perfusién, etc, los pa-
rametros incluidos en el paréntesis pueden considerarse constantes para un
xenobidtico dado. Por tanto, pueden englobarse en el valor k, que representa la
constante aparente de velocidad de absorcién pasiva:

CA Ecuacién 1.10

En esta ecuacioén, la velocidad de desaparicién del xenobidtico del lumen
intestinal es proporcional a su concentracién, lo que indica que se trata de un
procesc de primer orden.
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Al integrar la Ecuacién 1.10 en el intervalo de tiempo definido entre O y t
se obtiene la siguiente expresion exponencial.

A=Ay ! Fcuacién 1.11

en la que A, representa la concentracion del xenobiético en el lugar de absorcién
a tiempo cero y A la concentracién remanente al tiempo t considerado.

De esta forma, si se determinan las concentraciones remanentes en el
lugar de absorcién a distintos tiempos de toma de muestra, se puede obtener el
valor de k, mediante regresion no lineal por minimos cuadrados de dichas con-
centraciones frente al tiempo.

1.2.2.1.2 Coeficiente de permeabilidad efectiva

Cuando se trabaja con monacapas celulares en el estudio de los meca-
nismos de absorcién de un farmaco, se utiliza como parametro de absorcion el
coeficiente de permeabilidad efectiva Pey.

Las lineas celulares se cultivan en soportes permeables (filtros de poli-
carbonato) donde es posible obtener un sistema de dos compartimentos dividi-
dos por el monoestrato celular, que reproduce la situacion estérica de la mucosa
intestinal in vivo y favorece la formacion de la organizacién polarizada de las
células epiteliales. Esta metodologia se describe ampliamente méas adelante.

El compartimento dador contiene una cantidad conocida de farmaco que
atraviesa la monocapa de células y aparece en el compartimento receptor. En
dicho compartimento se valoran las cantidades a lo largo del tiempo. Cuando se
alcanza el estado de equilibrio estacionario, es decir, cuando la velocidad de
desaparicion del farmaco del compartimento dador es igual a la de su aparicion
en el receptor, al aplicar la Ley de Fick, del mismo modo que se ha hecho en el
apartado anterior al hablar de la constante aparente de velocidad de absorcion,
se cumple que:
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9Q__ps.9C Ecuacion 1.1

at ax

expresion en la que dQ/df es al cantidad de farmaco que aparece en el compar-
timento receptor, S la superficie efectiva de contacto, dC es la diferencia de con-
centraciones de farmaco entre el compartimento dador y receptor y dx es el es-
pesor que el soluto debe atravesar, que puede sustituirse por 8. En condiciones
de sumidero perfecto, la concentracion en el compartimento receptor es despre-
ciable, de forma que dC puede sustituirse por Cy que representa la concentra-
cion de soluto en el compartimiento dador:

Ecuacion 1.12

Se considera como coeficiente de permeabilidad efectiva el cociente en-
tre el coeficiente de difusion y el espesor de la membrana, es decir, el camino
recorrido por el fArmaco por unidad de tiempo.

.......... =P, -S.C, Ecuacion 1.13

Al igual que en el caso de la constante aparente de velocidad de absor-
cion, el coeficiente de permeabilidad efectiva depende de las caracteristicas de
la sustancia ensayada, asi como del pH de la solucién, de la temperatura, etc.
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1.2.2.1.3 Relacién entre la constante de velocidad de absorcion (k,) y el
coeficiente de permeabilidad efectiva (Pe)

La relacién entre k, y P puede deducirse faciimente de las Ecuaciones
1.10y Ecuacién 1.13, de tal modo que:

- =k A Ecuacion 1.10
at
aQ _ P,-S.C, Ecuacién 1.13
dt

si dividimos los dos miembros de la Ecuacion 1.13 por el volumen de disolucion
V, obtenemos:

aQ
/dt _FeS-Cy
"4 74
o lo que es iguat:
dA _Fy-S-Cy
dt v

Sustituyendo dA/dt en la Ecuacion 1.10 obtenemos:

en la que podemos simplificar de ambos miembros la concentracion (Cy y A) y
despejando k, obtenemos la ecuacion que nos relaciona los dos parametros:
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k, = o2 Ecuacion 1.14

Cuando se administra un volumen determinado de disolucion (V), éste se
dispone como un cilindro que se adapta al intestino, ocupando una longitud (L).
Si se desarrollan las expresiones geométricas de ambas maghnitudes se obtienen
las siguientes ecuaciones:

S=2.w-r-L Ecuacién 1.15
V=m.r?.L Ecuacién 1.16
de forma que al realizar el cociente S/V se obtiene:

S_2m.r Ecuacién 1.17
V

=~

ereL_
2L

Si el radio del intestino no cambia, el cociente S/V permanece constante y
se puede sustituir en la Ecuacién 1.14 de |a siguiente manera:

k =FerS_2:Fy

. B Ecuacién 1.18
v r

1.2.2.2 Mecanismo especializado de transporte

Se ha observado que existen farmacos que a pesar de no poseer una li-
pofilia, tamafio molecular o estructura quimica adecuados para su absorcién in-
testinal, presentan una constante de absorcion mayor de la que cabria esperar
de sus propiedades fisicoquimicas. En estos casos, debe sospecharse de la
existencia de un mecanismo especializado de transporte, en el que el farmaco
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aprovecha para su absorcion los portadores, de naturaleza proteica, propios de
nutrientes con los que mantiene una similitud estructural.

Los portadores son componentes de la membrana. Tienen la capacidad
de tomar moleculas de soluto del lumen intestinal y formar un complejo reversi-
ble con ellas. El complejo atraviesa la membrana absorbente hasta llegar al cito-
plasma, donde libera al sustrato y de alli, pasa al torrente circulatorio. Desde el
citoplasma, el portador regresa a la zona mucosa para repetir el proceso. Todo
este mecanismo de transporte se desarrolla de manera unidireccional.

Los portadores presentan una gran especificidad en su unién a los sustra-
tos, ya que reconocen determinados grupos funcionales de los mismos. Esto
origina una competicién por el portador entre sustratos que tengan cierta simili-
tud estructural.

Ademas, los sistemas transportadores pueden llegar a saturarse, es de-
cir, puede llegar un momento en el que todos los portadores estén unidos a una
molécula de sustrato, llegandose en este momento a la velocidad maxima de
transporte.

El transporte activo es el mas comuin de los mecanismos de transporte
especializados. Es capaz de actuar contra gradiente de concentracién y depende
de la energia metabdlica de la célula, asi como de la presencia de iones Na* en
el medio. La existencia de transporte activo solo se ha demostrado en el intestino
delgado, y no se tiene evidencia, por el momento, de que tenga lugar en colon o
en estémago.

En el intestino delgado existen diversos sistemas de transporte activo
para la absorcion de nutrientes, de forma que cada sistema de transporte actla
sobre un sustrato especifico, de estructura quimica determinada. Existen porta-
dores especificos para la absorcion de la mayoria de nutrientes: aminoacidos,
péptidos de pequefio tamaiio, azucares, vitaminas, sales biliares, etc. (Ariens
E.J., 1975).

También se ha comprobado que algunes farmacos, de estructura quimica
similar a estos nutrientes, son capaces de utilizar los mecanismos de transporte
especializados de éstos. Como ejemplo se puede citar antibioticos B-lactamicos
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(Stone B.G. y col., 1992) como el cefaclor, cefalexina, cefadroxilo; antiespasticos
como el baclofeno (Merino M. y col., 1989); antiparkinsonianos como el L-Dopa
(Sinko P.J. y col., 1987).

Los estudios de absorcion activa han profundizado en la localizacion de
los sistemas transportadores. Se ha observado que existen lugares en el intesti-
no delgado en los que se produce una absorcion selectiva de farmacos, es decir,
la absorcidn de los mismos es mas lucrativa en esas zonas que en zonas proxi-
mas. Estas regiones del intestino delgado se conocen con el nombre de venta-
nas de absorcion activas y en ellas se concentran los portadores de dichos
farmacos.

Se han identificado ventanas de absorcién para farmacos como el diclo-
fenaco (Peris Ribera J.E. y Pla Delfina J.M., 1985), el baclofeno (Merino M. y
col., 1989) y la cefuroxima axetilo (Ruiz Balaguer N. y col., 1997), entre otros.

El proceso de absorcién que se realiza por un mecanismo especializado
de transporte, sigue una cinética de MICHAELIS-MENTEN, de acuerdo con la
siguiente ecuacion ;

V= am2 Ecuacion 1.19

en la que v es la velocidad de la reaccién, V,, representa la velocidad maxima
que se puede alcanzar, K, la constante de Michaelis-Menten, que equivale a la
concentracion de sustrato para la cual la velocidad de transporte es la mitad de
la velocidad méaxima, y S la concentracién de sustrato.

Esta ecuacion se puede aplicar a los procesos de transporte mediados,
considerando la concentracién del sustrato (S) como la concentracion de soluto
en el lugar de absorcién (A) y la velocidad del proceso v, como la variacidon de
concentracion del soluto en el lumen intestinal con relacion al tiempo (dA/dt). En
este caso, la ecuacion se transforma en la siguiente expresién:
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dA V_-A
il = Tm T Ecuacion 1.20
dt K, +A

Km» s una constante que refleja la afinidad del sustrato por el sistema
portador, de manera que un valor bajo de K, indica una afinidad elevada del
sustrato por el portador y, por el contrario, un valor alto de K, indica baja afinidad
del sustrato por el portador (Estrada E. y Hernandez M., 1976).

La Ecuacién 1.20 permite diferentes aproximaciones en funcion de las
magnitudes relativas de K, y A:

1) Cuando la concentracion de farmaco en el lumen intestinal (A) es re-
ducida, puede considerarse despreciable frente a la constante de Michaelis-
Menten (K.,), de manera que la expresion anterior queda del siguiente modo:

_UA - Ym,.A =k, A Ecuacion 1.21
at  k,

La velocidad del transporte en estas condiciones, es proporcional a la
concentracién de farmaco en el lumen intestinal, por lo que la cinética del proce-
so resulta analoga a la de difusién pasiva. Este proceso puede tratarse mediante
una cinética de orden uno, en la que k, representa la constante aparente de ve-
locidad de absorcién del farmaco.

2) Cuando la concentracién de farmaco en el lugar de absorcion es muy
elevada, se produce la saturacién del sistema enzimatico portador, ya que el
numero de portadores es iimitado y sus centros activos quedan completamente
colapsados de farmaco. En este caso, el valor de K,, se hace despreciable frente
al valor de la concentracion remanente de sustancia en el lumen intestinal, con lo
que el proceso de absorcién se asemeja a una cinética de orden cero, donde la
velocidad de absorcién es constante e independiente de la concentracion de
farmaco en la luz intestinal. La Ecuacion 1.20 se puede expresar del siguiente
modo:



Antecedentes 29

_dA = V- A =V, =k, Ecuacion 1.22
df A

en la que ko es la constante aparente de velocidad de absorcién de orden cero.

Asi pues, cuando el proceso de absorcién se realiza mediante un meca-
nismo especializado de transporte, la velocidad de absorcién se hace proporcio-
nal a la dosis administrada solo cuando ésta es pequefia. A partir de una deter-
minada concentracién de farmaco, los sistemas portadores se saturan y se al-
canza una velocidad de absorcién constante e independiente de la concentra-
cion de farmaco presente en el lugar de absorcion. Solo en el caso de que el
farmaco se encuentre en el lumen intestinal en concentraciones intermedias a
los casos extremos comentados, la cinética de Michaelis-Menten, Ecuacion 1.20,
se pondra de manifiesto en el proceso de absorcion del farmaco.

La difusion facilitada se realiza a favor de un gradiente de concentra-
cién y no requiere consumo de energia metabdlica. Un ejemplo de este proceso
lo constituyen el transporte de ciertos azlcares y aminoacidos a través de la
membrana de los eritrocitos.

Fendmenos de inhibicion

En los mecanismos especializados de transporte intestinal, ponemos ob-
servar fenomenos de inhibicion en el momento en que determinadas sustancias
interfieren en el proceso de union del farmaco a su sistema portador.

La inhibicién puede ser reversible o irreversible. En el primer caso, el in-
hibidor provoca una modificacién en los valores de los parametros que caracteri-
zan el transporte, es decir, en la Vi, y en la K,, aparentes. Seg(in sea la modifica-
cion en estos dos parametros se pueden observar cuatro tipos de inhibicién re-
versible que se esquematizan a continuacion:
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12) COMPETITIVA: V,, no varia y K, aumenta.

22} NO COMPETITIVA: V,, disminuye y Ky, no varia
3%} MIXTA: Vy, disminuye y K, aumenta.

42) ACOMPETITIVA: V,, disminuye y K, disminuye.

En al absorcion intestinal, el mecanismo de inhibicion mas frecuente, es
el competitivo. Las moléculas de sustrato y de inhibidor presentan una estructura
quimica similar , de manera que ambas compiten por el mismo sitio activo en el
portador. Como el nimero de portadores es limitado, cuando el inhibidor se une
a ellos, reduce el numero de portadores libres al los que unirse el sustrato, y por
tanto, reduce su velocidad de transporte.

Si fa inhibicién resulta ser irreversible, las sustancias se combinan de
manera covalente con el portador y lo inactivan de forma permanente.

1.2.2.3 Mecanismo combinado de Absorcion Pasiva y Transporte Ac-
tivo

Esta cinética es la que utilizan algunos farmacos y algunos azlcares co-
mo la glucosa y la galactosa. En ella, el proceso de absorcion global consta de
dos componentes. Uno de ellos saturable y especifico (transporte activo) y otro
lineal (difusién pasiva).

En estos casos, la expresion diferencial que define el proceso de absor-
cion global es la siguiente:

_dA _ VA +k, A Ecuacién 1.23
d K, +A

Si se saca A factor comun en esta ecuacién se obtiene:
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_ ,F;f;‘ - (K :,:A + ka]-A Ecuacion 1.24

y por analogia con la ecuacion diferencial de orden uno, se deduce que:

v
ko = km:A +k, Ecuacion 1.25

En general, la contribucion de ambos procesos estd en funcién de los
valores relativos de k,, por una parte, y de V,, y K, por otra.

Para una sustancia concreta, el predominio de uno u otro proceso depen-
dera de su concentracion en el lumen intestinal. Cuando la concentracion es ba-
ja, la contribucion del componente activo es mucho mas importante que el del
componente pasivo. Por el contrario, la presencia de elevadas concentraciones
de farmaco en el lugar de absorcion conduce a la saturacién del componente
activo; de ahi que, normalmente, adquiera mayor importancia la difusion pasiva.

En ocasiones, se requiere caracterizar el proceso de difusion pasiva en
presencia de transporte activo. Para ello, se puede recurrir a técnicas muy varia-
das. Algunas se basan en la eliminacion del transporte activo, mediante Ia adi-
cion de inhibidores metabdlicos o la utilizacion de soluciones carentes de ciertos
iones inorganicos como el sodio, esenciales para el transporte activo.

Otra forma de cuantificar la difusién pasiva es por saturacién del transpor-
te activo. Si se emplean concentraciones de farmaco lo suficientemente eleva-
das, los portadores se saturan y cualquier aumento de la velocidad de absorcién
dependera, casi exclusivamente de la absorcion pasiva.
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1.3 PROCESOS DE SECRECION INTESTINAL DE FARMACOS: LA GLICO-
PROTEINA P Y EL SISTEMA MRP

En la Memoria que se presenta, se ha introducido este epigrafe dado
que, a nuestro modo de ver, estos procesos forman parte del mecanismo de in-
corporacion del salbutamol al organismo.

Numerosos farmacos son secretados, activa o pasivamente, desde la
sangre hacia el lumen intestinal atravesando la membrana absorbente. Esta se-
crecion intestinal reduce el rendimiento neto del proceso de absorcion del farma-
co, dando como resultado una biodisponibilidad oral baja. Por ello, resulta intere-
sante determinar si la absorcidén lenta e incompleta de un farmaco se debe, al
menos en parte, a la intervencion de procesos de secrecion intestinal, ya que la
modulacion posterior de estos Gltimos puede mejorar, al menos en teoria, la bio-
disponibilidad oral dichos farmacos.

Dentro de estos farmacos se encuentran numerosos farmacos (-
bloqueantes, que presentan una similitud estructural con el salbutamol (Figura
4.1). Aunque su accion farmacolégica sea completamente diferente a la del sal-
butamol, esta gran similitud en su estructura quimica, hizo pensar que la variable
e incompleta biodisponibilidad oral del salbutamol se produjera por la accién de
sistemas activos de secrecion intestinal, principalmente la glicoproteina P.

La secrecion pasiva depende de la concentracion de farmaco entre las
capas serosa y mucosa. El grado de secrecion viene determinado por las dife-
rencias de pH, junto con el pk, del farmaco y su lipofilia.

La secrecion intestinal activa se caracteriza, en cambio, por una serie
de propiedades:

* el portador, de naturaleza proteica, es un componente de la membrana
absorbente.

* forma compiejos reversibles con el farmaco.

* se trata de un transporte unidireccional, desde la serosa hacia la muco-
sa.
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* @s saturable: cuando todas las moléculas del sistema secretor se hallan
unidas a moléculas de farmaco, se llega a la velocidad maxima de secrecion.

* presenta especificidad de unién: la molécula secretora reconoce grupos
funcionales del farmaco y se une a traveés de ellos. Con ello se generan fenéme-
no de competicion, es decir, cualquier molécula con igual grupo funcional puede
competir con el farmaco por el lugar de union al sistema secretor. Generalmente,
la competicion se establece entre farmacos y compuestos con los que el farmaco
secretado guarda similitud estructural.

* se produce en contra de gradiente electroquimico y de concentracién,
por lo que requiere consumo de energia. Cualquier compuesto, como por ejem-
plo azida sddica, cianuro, ouabaina, que detenga la produccion de ATP, provoca
una inhibicion metabdlica de la secrecion activa.

Dentro de los sistemas secretores intestinales activos se incluyen: trans-
portadores de aniones y cationes, el sistema MDR (Multi Drug Resistance), den-
tro del cual tiene especial importancia la glicoproteina P, y el sistema MRP (Mul-
ti-drug resistance-associated protein). Tanto el sistema MDR como el MRP, per-
tenecen al grupo de transportadores ATP-binding cassette (ABC), que son trans-
portadores dependientes de energia (Higgins C.F., 1992).

Como se ha comentado anteriormente, en el sistema MDR se incluye la
glicoproteina P, proteina que expresa el gen MDR1 (Bellamy W.T., 1996). Ac-
tualmente, se esta profundizando en el conocimiento de su funcionamiento, ex-
presion, secuencia genética, y son numerosos los grupos de investigacion que
centran sus esfuerzos en este sentido.

En 1970, se demostrd que la secrecion de algunos glucésidos cardiotoni-
cos y acidos organicos hacia el lumen intestinal se debia a un proceso activo, del
que se desconocia su naturaleza. Estudios recientes han puesto de manifiesto la
intervencion de la glicoproteina P en estos procesos (Aungst B. J. y col., 1996).

La primera referencia bibliografica sobre la glicoproteina P data del afio
1979. En este estudio, se logré aislar la glicoproteina P a partir de células mutan-
tes de ovario de hamster chino (CHO), en las cuales la colchicina presentaba
una baja permeabilidad (Riordan J.R. y col., 1979).
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La glicoproteina P posee un peso molecular de 170 Kdaltones (Deben-
ham P.G. y col., 1982; Piquette-Miller M., 1998). Se trata de un transportador
ATP-dependiente, dependiente también de la temperatura (Barthe L. y col,
1998) e independiente del sodio y protones (Makney V.D. y col., 1998). Se locali-
za en la membrana apical de células epiteliales polarizadas (Thiebaut y col.,
1987). Asimismo, sufre inhibicién dependiente de la dosis por competidores es-
pecificos (Spahn-Langguth H. y col., 1998; Doppenschmitt S. y col., 1999).

La glicoproteina P es codificada por genes que pertenecen al sistema de
multiresistencia a farmacos (MDR). Constituyen una familia génica pequefia que
en los humanos se subdivide en dos tipos (MDR1 y MDR2) y en los roedores en
tres tipos (mdr1a, mdrib, mdr2). Estos genes estan asociados a distintas funcio-
nes fisioldgicas. La glicoproteina P codificada por el gen MDR1 esta ligada a la
capacidad detoxificadora de la proteina frente a los farmacos, mientras que la
codificada por el gen MDR2 parece estar involucrada en el transporte hepatico
de fosfolipidos (Smit J.J.M. y col., 1993).

La glicoproteina P se localiza en células epiteliales intestinales, en higa-
do, en rifidn y en cerebro (Thiebaut F. y col., 1987), lo que indica su posible par-
ticipacion en la excrecion de toxinas, hormonas y metabolitos fisiologicos, asi
como en la excrecién de farmacos y sus metabolitos, con los que se relacionan
estructuralmente. También se ha comentado que se encuentra presente en pa-
tégenos humanos como Plasmodium falciparum, Leishmania donovani y Candi-
da albicans (Van Veen H.W. y Konigs W.N., 1997).

Una de las causas de la resistencia a farmacos y de los fracasos en la
quimioterapia del cancer, es la sobreexpresion de la glicoproteina P en las célu-
las malignas. Algunos estudios demuestran que la expresion de ia proteina se
produce de manera compleja, aumentando su sintesis en tejidos o células ex-
puestos a xenobidticos, choque térmico o luz ultravioleta (Hill B.T. y col., 1990;
Gant T.W. y col., 1991; Hunter J. y col., 1993). Entre los farmacos anticancero-
sos que ven alterada su absorcién por intervencion de la glicoproteina se en-
cuentran el etopdsido, la vinblastina y la vincristina (Makhey V.D. y col., 1998).
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La glicoproteina P también esta involucrada en la secrecién activa de
glucosidos cardiotonicos como la digoxina (Su S.F. y col., 1996), péptidos
(Aungst B.J. .y col., 1996), cationes organicos como el verapamilo, la clorproma-
zina y la propantelina (Saitoh H. y col, 1995), un numeroso grupo de -
blogueantes como nadolol, celiproiol, timolol, acebutolol y talinolol (Terao T. y
col., 1996; Spahn- Langguth H. y col., 1998) vy, por ello, podria ser la causa, al
menos en parte, de la baja biodisponibilidad oral de estos farmacos.

En general se ha visto que 1a mayoria de los sustratos de la glicoproteina
P son moléculas hidrofobicas que contienen un atomo de nitrégeno basico y dos
anillos aromaticos planares (Zamora J.M. y col.,1998). El peso molecular de los
sustratos de la glicoproteina P se encuentra entre 300 y 2000 daltons.(Ueda K. y
col., 1997).

Oftro sistema relacionado con la secrecién de farmacos es el MRP. La
familia MRP contiene al menos seis miembros: MRP1-6. En el afio 1992, Cole S.
y Deeley R. clonaron el gen que codifica a la proteina del sistema MRP1(Cole
S.P.C. y col., 1992). El MRP2 se descubrié en 1996 (Taniguchi K. y col.,1996) y
fue Kool quien en 1997 introdujo el concepto de una familia MRP con cinco
miembros (Kool M. y col., 1997). EI MRP8 se incluyo en el grupo en 1998 (Koo/
M., y col., 1999). Pueden aparecer en la bibliografia resefiados con otras siglas:
asi el MRP1 aparece como ABCC1; el MRP2 como ABCC2, cMOAT o cMRP; el
MRP3 como ABCC3 o MOTA-D; el MRP4 también se conoce como ABCC4 o
MOTA-B; el MRP5 como ABCC5 o MOTA-C vy por dltimo, el MRP6 se conoce
como ABCC6 o MLP-1.

Los sistemas MRP1, -2, -3 y -5 son capaces de transportar conjugados
de glutation como el dinitrofenilglutation (DNP-GS). Ademas, el MRP1 y el -3
secretan el metotrexato (Masuda M. y col., 1997).

Los sistemas MRP1, —4 y —5 se encuentran ampliamente distribuidos en
el cuerpo humano, mientras que el MRP2, -3 y —6 aparecen principalmente en el
higado, los rifiones e intestino (Kool M. y col., 1997, Lee K. y col., 1998, Kool M.
y col., 1999; Kénig J.y col., 1999).
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En cuanto a su localizacién celular, se ha podido observar, utilizando mo-
nocapas polarizadas de células renales, que el MRP1, el -3 y el =5 se disponene
en la membrana basolateral, mientras que el MRP2 se sita en la membrana
apical. Estas posiciones se han corroborado mediante analisis con anticuerpos
monoclonales (Flens M. J. y col., 1996; Schaub T.P. y col., 1997; Kénig J. y col.,
1899).

La localizacién de estos transportadores se esquematiza en el siguiente
dibujo:

APICAL

BASOLATERAL

Uniones estrechas (tigh junctions)

La localizacion de la glicoproteina P y del sistema MRP2 se corresponde
con la funcion secretora de farmacos citotoxicos, pero la disposicion basolateral
del resto de los sistemas secretores crea muchas incognitas a cerca de su signi-
ficado fisiolégico.

Alguncs autores sugieren que, por ejemplo, el sistema MRP1 protege a
las células de su destruccidn, como sucede en el caso de fa membrana basal de
la mucosa oral, o también, en las células de los tabulos seminiferos (Wijnholds J.
y col., 1998). En este Ultimo caso, las células germinales masculinas estan pro-
tegidas por un anillo de células denominadas de Sertoli. Estas células son alar-
gadas y se extienden desde la membrana basal, a través del epitelio espermato-
génico, hasta la luz de los tubulos seminiferos espermatogénicos. Entre sus fun-
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ciones destaca la de actuar como barrera hematotesticular, ya que impide el ac-
ceso de sustancias nocivas contenidas en la sangre al tejido espermatogénico
(Lippert H.,2000). La presencia del MRP1 en la membrana basal de las células
de Sertoli protege a las células germinales de los farmacos, ya que los expulsan
fuera de los tubulos seminiferos.

En el plexo coroideo, el sistema MRP1 también actGa como una barrera
protectora, modulando el acceso al liquido cerebroespinal y controlando el inter-
cambio de metabolitos entre la sangre y el liquido cerebroespinal. Las células
epiteliales del plexo coroideo contienen una cierta cantidad de MRP1 (Rao V.V. y
col., 1999) y recientemente se ha demostrado que la ausencia de este transpor-
tador se acompafia de una acumulacion de etopdsido en el liquido cerebroespi-
nal tras su administracion intravenosa (Borst P. y col., 1999).

Hasta el momento, los estudios sobre secrecién intestinal de farmacos a
cargo de la glicoproteina P, se han desarrollado en dos vertientes: estudios in
vivo, utilizando animales de experimentacién, como ratas vy conejos
principalmente, y estudios in vitro, utilizando lineas celulares transformadas que
sobreexpresan la glicoproteina P en su membrana. Una de las lineas celulares
mas utilizadas es la de Caco-2 (células de cancer de colon humano), para las
cuales [a metodologia de trabajo esta bien establecida (Arturssson P., 1990; Kuo
S.M. ycol, 1994; Ranaldi G. y col., 1994; Ferruzza S. y col., 1995).

Estos estudios acostumbran a seguir una linea de trabajo comin: para
establecer si un determinado farmaco es sustrato de la glicoproteina P, se elige
un inhibidor especifico que, administrado'junto con el farmaco, compita con éste
por la unién a la glicoproteina. En la actualidad, no existe homogeneidad de cri-
terios en cuanto a si existe uno (Doppenschmitt S. y col., 1998) o varios lugares
de union al sustrato (Doppenschmitt S. y col., 1999). Lo que si resulta evidente
es que se trata de una inhibicion competitiva por el lugar de unién.
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1.3.1 Determinacion de sistemas secretores mediante el uso de culti-
vos celulares

El intestino delgado constituye el lugar fundamental para la absorcion de
nutrientes y no nutrientes ingeridos con la dieta o con fines terapéuticos. Desde
un punto de vista toxicoldgico, el intestino puede considerarse como un érgano
diana, ya que se encuentra expuesto directamente a la accion de las sustancias
ingeridas.

La absorcion intestinal de cualquier xenobidtico depende, por una parte,
de sus caracteristicas fisico-quimicas y, por otra, de las caracteristicas quimicas
{composicién protéica y lipidica) y dindmicas (actividades enzimaticas, presencia
de sistemas de transporte, etc.) de la membrana absorbente. Para evaluar las
caracteristicas de absorcion y posible toxicidad de una sustancia resulta intere-
sante el uso de métodos in vitro con lineas celulares, capaces de mantener las
caracteristicas de absorcion, transporte y actividad metabdlica a un nivel analogo
al que presentan las células intestinales in vivo.

Tradicionalmente, los estudios de absorcion y toxicidad de xenobidticos
se han realizado con animales enteros, o bien con tejido intestinal aislado y man-
tenido en cultivo durante un breve periodo de tiempo. Estas técnicas son, sin
embargo, laboriosas, costosas y comportan la utilizacion de un gran namero de
animales. Asimismo, el aislamiento de células a partir del tejido conileva una
inevitable pérdida de la estructura polarizada que confiere, al epitelio intestinal,
su funcion de barrera selectiva (Rodriguez- Boulan R., 1989).

En los Ultimos afios se ha trabajado en la puesta a punto de modelos ce-
lulares homogéneos, reproducibles y, sobre todo, faciles de manipular que, a su
vez, mantengan las caracteristicas morfologicas y funcionales de los enterocitos
maduros. Las lineas celulares procedentes de células tumorales humanas se
presentan como una alternativa a los estudios con animales o con tejido aislado,
ya que son capaces de diferenciarse in vitro mostrando caracteristicas morfolo-
gicas y funcionales muy similares a las de la mucosa intestinal.
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Los cultivos celulares pueden presentar algunas ventajas respecto a los
modelos de absorcién convencionales. Entre ellas se incluyen:

1) la répida evaluacion de la permeabilidad y metabolismo de los farma-
cos

2) la oportunidad de estudiar los mecanismos de absorcion de farmacos
bajo condiciones controladas

3} la réapida evaluacion de métodos que mejoren la absorcion de farma-
cos

4) la oportunidad de realizar estudiocs con lineas celulares humanas

5) la oportunidad de minimizar el tiempo y la experimentacién animat,
tan controvertida a veces

Las lineas celulares obtenidas a partir de adenocarcinomas pueden clasi-
ficarse en cuatro tipos, segln su grado de diferenciacion (Chantret I. y col.,
1988): '

TIPO 1: incluye células que se diferencian espontaneamente bajo condi-
ciones normales de cultivo. En ellas se cbserva una polarizacién de las células
con formacién de DOMES y un 6ptimo desarrollo de los bordes en cepillo apica-
les, con gran cantidad de hidrolasas, como la lactasa, la sucrasa-isomaltasa.
Solamente una linea celular pertenece a este grupo, las células Caco-2.

Los domes son microestructuras que se forman cuando las células ya
han ocupado todo el espacio del que disponen para dividirse y extenderse por la
superficie de crecimiento. En ese momento, al tocarse unas con otras, comienza
un proceso de diferenciacion que se visualiza microscopicamente mediante la
formaciéon de estas estructuras. Los domes se distinguen perfectamente al
microscopio porque son estructuras completamente redondas y presentan un
brilo mas intenso que el fondo celular. Parece ser que su formacion esta
relacionada con los niveles de AMP ciclico de la célula (Lever J.E., 1979; Dul-
becco R. y Okada S:, 1980).
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TIPO 2: son células que no se diferencian espontaneamente. A este tipo
pertenecen tres lineas: las HT-29, las HCT-EB y las HCT-GEO. Su diferenciacion
se puede inducir por alteracion de las condiciones de cultivo, como sucede con
tas HT29 al reemplazar glucosa por galactosa

TIPO 3: son células organizadas en monocapas polarizadas con forma-
cién de Domes, pero sin presentar ninguna de las caracteristicas de la diferen-
ciacion enterocitica, por ejemplo, no tienen expresién de hidrolasas en el borde
en cepillo. Dentro de este tipo se incluyen ocho lineas celulares entre las que se
cita, a modo de ejemplo, las HRT-18 y las SW-1116.

TIPO 4: son células que crecen en MULTICAPAS, sin signos de diferen-
ciacion.
Las tres lineas celulares mas estudiadas y caracterizadas son las HT29,

las Caco-2 y las T84. Todas proceden de adenocarcinomas gastrointestinales
humanos (Neutra M. y Louvard D., 1989).

De ellas, las Caco-2 constituyen la linea mas adecuada para los estudios
de absorcion y toxicidad de xenobidticos, dada la facilidad para mantenerlas en
cultivo, su rapido crecimiento y diferenciacion, asi como la gran actividad
enzimatica y de transporte que presentan, comparables a las de los enterocitos
del intestino delgado.

Esta linea celular fue aislada en 1974 por Fogh (Fogh J. y col., 1977). En
cultivo, estas células se diferencian espontaneamente una vez han alcanzado la
confluencia, y en el plazo de 17-21 dias forman de un monoestrato celular polari-
zado unido mediante uniones estrechas intercelulares (tight junctions). En la
membrana apical presentan microvillis y una estructura similar, en cuanto a for-
ma y constitucién protéica, a la que tienen las células columnares del intestino
delgado (Pinto M. y col., 1983; Hidalgo I.J. y col,, 1989; Wilson G. y col., 1990).
Durante la fase diferenciativa, las células expresan progresivamente distintas
actividades hidrolasicas, como la sacarasa-isomaltasa, lactasa, aminopeptidasa,
dipeptidilpeptidasa 1V y fosfatasa alcalina, tipicas de los enterocitos del intestino
delgado (Pinto M. y col., 1983; Grasset E. y col., 1985; Zweibaum A., 1991).
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Los valores de permeabilidad aparente obtenidos en los estudios de
transporte con células Caco-2, han puesto de manifiesto una buena correlacion
entre ellos y los obtenidos en estudios de absorcién intestinal, en humanos (Ar-
tursson P. y col., 1991; Stewart B.H. y col., 1995). Por ello, estas ¢élulas se utili-
zan tanto para conocer los mecanismos que rigen la absorcion de los farmacos,
como para el desarrollo de ensayos preclinicos destinados a la seleccion de far-
macos (screening) (Artursson P. y col., 1996; Delie F. y col., 1997).

Una de las principales limitaciones al uso de Caco-2 es su largo periodo
de crecimiento y diferenciacion (alrededor de 3 semanas), lo que aumenta los
costes de mantenimiento. Es por ello que surge como alternativa la linea celular
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Estas células a pesar de su origen renal,
presentan las mismas ventajas que las Caco-2 pero, tienen un periodo de dife-
renciacidon mucho mas corto.

Las células MDCK constituyen un modelo alternativo para el estudio del
transporte de farmacos vy, al igual que las Caco-2, alcanzan una diferenciacion
similar a las células columnares epiteliales, pero en un periodo de 5 a 10 dias
(Horio M. y col., 1989).

La utilizacion de esta linea celular fue propuesta por Cho y colaboradores
en 1989 (Cho M. y col., 1989; Cho y col., 1990). Ranaldi y colaboradores compa-
raron valores de permeabilidad efectiva de distintos compuestos antimicrobianos
obtenidos en células MDCK y Caco-2 y concluyeron que las células MDCK cons-
tituian un buen modelo para comparar con las Caco-2 (Ranaldi G., y col., 1996).

Puesto que estas células expresan la glicoproteina P en su membrana
apical (Horio M. y col., 1989), se utilizan también, en los estudios de secrecion
de farmacos Asimismo, poseen propiedades de las células distales de los tubu-
los renales, por ello, también se utilizan para estudiar el transporte de farmacos a
través de las células tubulares renales .
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1.3.1.1 Ensayos con lineas celulares

En general, las fineas celulares se cultivan en soportes permeables (fil-
tros de policarbonato) donde es posible obtener un sistema de dos compartimen-
tos separados por el monoestrato celular. Este sistema reproduce la situacion
estérica de la mucosa intestinal in vivo y favorece la organizacion polarizada de
las células epiteliales. El soporte, al ser permeable, permite el paso de nutrientes
y demas sustancias entre ambos compartimentos. ElI compartimento APICAL
reproduce la cara luminal intestinal y el BASOLATERAL el espacio que, in vivo,
contacta con el espacio intersticial y con el sistema vascular (Figura 2.2). La
metodologia de trabajo con estas células se explica mas detalladamente en el
Capitulo 2.

1.3.2 Determinacién biomolecular de sistemas secretores: reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, (acronimo del ingles de
Polymerase Chain Reaction) es un método rapido y sencillo que permite la
amplificacién in vitro de secuencias de DNA. Su fundamento se basa en aquel
que utiliza la célula utiliza in vivo. Para ello, se utiliza una DNA polimerasa.

Habitualmente la reaccién se disefia para permitir la amplificacion selec-
tiva de una o varias secuencias diana (secuencia que se quiere amplificar) pre-
sentes en una mezcla compleja de secuencias. Para que la amplificacién selecti-
va sea posible, es absolutamente necesario disponer de un minimo de informa-
cion sobre la secuencia diana. Esta informacién permite el disefio de dos oligo-
nucledtidos, habitualmente de 15 a 30 nucledtidos de longitud, que actdan como
cebadores o iniciadores, en inglés primers, de la reaccion.

Para realizar una PCR, ademas del DNA molde y los cebadores, deben
estar presentes una DNA polimerasa termoestable, los cuatro desoxinuciedtidos
trifosfato (dATP,dCTP, dGTP, dTTP), un tampén adecuado y sales.

La base teorica de la reaccion de la PCR se concreta en tres pasos fun-
damentales:
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1°) Desnaturalizacion: EI DNA de doble cadena que se quiere amplificar se des-
naturaliza por calor (93-95°C) hasta su disociacion.

2°) Hibridacion de los cebadores: Los cebadores hibridan con el DNA de cadena
sencilla. Los cebadores se afiaden en exceso reSpecto al DNA molde y se esco-
gen condiciones de hibridacion que permitan la unidn del cebador sélo a sitios
altamente homélogos del molde.

3°) Sintesis de DNA: Se produce la extension de los cebadores por la DNA poli-
merasa; cada uno 1o hace en direccion 5'-3', utilizando como molde el DNA de
cadena sencilla al que esta unido. Esta parte de la reaccién se produce a 70-
75°C.

Cuando los oligonucleétidos cebadores se mezclan con DNA desnaturali-
zado, se unen especificamente a [as secuencias de las que son complementa-
rias, que se sithan inmediatamente adyacentes a la region de la secuencia que
se quiere amplificar.

Habitualmente se utiliza la Taq polimerasa, que es una DNA polimerasa
termoresistente. Se obtiene a partir de la bacteria Thermus aquaticus. Esta en-
zima es estable hasta 94°C y su temperatura de trabajo éptima es de 80°C.

La PCR es un proceso ciclico. La sucesion de una serie de ciclos en los
que tiene lugar la desnaturalizacién, la hibridacién y la extension de la sintesis
por accion de la polimerasa, origina una acumulacion exponencial de fragmentos
especificos de DNA. ‘

Al producirse la desnaturalizacion del DNA se generan dos cadenas de
DNA sencillas que sirven de molde para la sintesis. Como se ha indicado, los
cebadores se unen a tas regiones de ias que son complementarios y que delimi-
tan la secuencia que se quiere amplificar.

La DNA polimerasa se une al extremo 3'OH libre del cebador y comienza
la sintesis de la hebra complementaria en direccién 5-3'. Estas dos hebras nue-
vas de DNA poseen su extremo 5’ fijo, delimitado por la posicion de los cebado-
res, mientras que sus extremos 3’ poseen una longitud variable porque no tienen
una sefial comun de parada. En los ciclos posteriores las hebras de nueva sinte-
sis actian a su vez como molde para la sintesis de hebras complementarias del
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tamano deseado (los extremos 5’ quedan definidos por el cebador y los extremos
3’ quedan fijos ya que la sintesis no puede ir mas alla del extremo reconocido
por el otro cebador).

El producto principal de esta reaccidon exponencial es un segmento de
DNA de doble cadena cuyo final esta definido por los extremos 5’ de cada uno
de los cebadores y cuya longitud esta definida por la distancia entre ellos. Ade-
mas, durante la reaccion se generan moléculas de mayor longitud. Los productos
de un primer ciclo de amplificacién son moléculas de DNA formadas heterogé-
namente y de longitudes indeterminadas que pueden exceder la distancia entre
los sitios de unién de los cebadores, pero en el segundo ciclo de replicacion es-
tas moléculas generan DNA de longitud definida que se acumulard de manera
exponencial en posteriores rondas de replicacion y formara los productos domi-
nantes de la reaccion. Aunque se siguen formando moléculas mas largas a partir
de los DNAs molde originales en cada ronda, solo se acumulan en tasa lineal y
no contribuyen significativamente al conjunto final de secuencias amplificadas.

En la Figura 1.2 se muestra el proceso completo.

De esta manera, después de 30 ciclos de PCR se obtiene una amplifica-
cion aproximada de un millon de veces. Esta cantidad puede ser detectada fa-
cilmente como una banda discreta, de tamafic especifico, al realizar una electro-
foresis en gel.
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Figura 1.2: (a) DNA de doble cadena que contiene la secuencia que queremos
amplificar. (b) Se eligen o crean dos cebadores cuyas secuencias complementan
con los extremos 3’ de una u otra de las cadenas del gen diana. Las dos cade-
nas se separan por calor, permitiendo que los dos cebadores se unan a sus se-
cuencias complementarias. De esta forma, los cebadores flanquean la secuencia
blanco. (c) La polimerasa Taq sintetiza las primeras cadenas complementarias
de la reaccion. Estas dos cadenas nuevas tienen longitudes variables porque no
tienen una sefial comun de parada. Se extienden mas alla de los extremos de la
secuencia diana delimitada por los sitios de unién de los cebadores. (d) Las dos
moléculas de cadena doble se calientan de nuevo para que expongan sus cuatro
sitios de union a los cebadores. (Para simplificar se muestran solo las dos cade-
nas nuevas). Los dos cebadores se unen nuevamente a sus cadenas respecti-
vas en los extremos 3’ de la region diana. (e) La polimerasa Tagq sintetiza de
nuevo dos cadenas complementarias. A pesar de que las cadenas molde tienen
longitudes variables en esta etapa, las dos cadenas sintetizadas a partir de ellas
tienen la longitud precisa de la secuencia diana. Esto se debe a que cada cade-
na nueva empieza en el sitio de unién del cebador, en un extremo de la secuen-
cia diana, y continlia hasta que acaba el molde, en el otro extremo de la secuen-
cia. (f) Ahora cada cadena nueva comienza en una secuencia del cebador y ter-
mina en la secuencia de unién al otro cebador. Tras la separacién de las cade-
nas, los cebadores se aparean nuevamente, extendiéndose las cadenas hasta la
longitud de la secuencia diana. (Las cadenas de longitud variable de la parte (c)
estan produciendo también cadenas de la longitud de la secuencia diana). (g) El
procesc puede repetirse indefinidamente, creando cada vez dos moléculas de
DNA de cadena doble idénticas a la secuencia diana (Tomado de J.D. Watson,
M. Gilman, J. Witkowski y M., Zoller, “Recombinant DNA”, 2° ed. Copyright 1992
de Scientific American Books).
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Diseiio de cebadores

La especificidad de la amplificacién depende necesariamente de la espe-
cificidad en el reconocimiento de la secuencia diana respecto de otras presentes
en la muestra por parte de los oligonucleétidos cebadores.

Para muestras complejas a menudo basta con disefiar dos cebadores
que tengan unos 20 nucledtidos. En estas condiciones se reduce la probabilidad
de que estos cebadores tengan una correspondencia perfecta con otras secuen-
cias que no sean la buscada.

Sin embargo, a veces se producen amplificaciones erréneas. Esto puede
suceder si uno 0 ambos cebadores contienen parte de una secuencia repetitiva.
Por ello, en el disefio de los cebadores se tienen en cuenta las secuencias repe-
titivas conocidas, y también se debe tener la precaucion de evitar largas tiras de
un mismo nucleétido. También debe evitarse que las dos bases de los extremos
3' de los cebadores sean complementarias entre si. De lo contrario podrian pro-
ducir dimeros de cebadores que reducirian la eficiencia de la amplificacion.

El disefio y la sintesis de los oligonuclettidos cebadores requiere su
tiempo. Actualmente, el disefio de los cebadores se realiza mediante programas
informaticos y la sintesis de los mismos la llevan a cabo casas comerciales es-
pecializadas.

Nucleétidos trifosfato.

Se requieren de gran pureza.

La concentracion de los dNTPs utilizada en las reacciones de PCR osci-
tan entre 100-200 uM para cada dNTP. Si al concentracion es mayor de 200 uM
aumenta el error de la DNA polimerasa, llegando incluso a inhibirla. Los dNTPs
quelan magnesio y cambian su concentracion éptima efectiva.

La concentraciéon optima de dNTPs depende de la concentracion de
MgClz, de la concentracién de cebadores, de la longitud del producto amplificado
y del numero de ciclos de PCR.
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Tampon
El tampdn estandar para la reaccion de la PCR tiene la siguiente compo-
sicion:

Tampdn de amplificacion 5X (debe ser diluido 1:5 v/v, antes de usarse)

*75 mM Tris-HC1i pH 9.0
*50 mM KCI

*2 mM MgCl,

*20 mM (NH4).S0O,
*0.001% BSA

Por ultimo debe indicarse que la PCR es una técnica ampliamente utiliza-
da debido a las caracteristicas que posee, que se resumen a continuacion y que
representan una ventaja frente a otros métodos:

* Rapidez y sencillez: permite clonar DNA en pocas horas. Una PCR nor-
malmente consta de 30 ciclos de desnaturalizacion, sintesis y reasociacion.
Cada ciclo dura entre 3-5 minutos. En cambio, la clonacion en células suele
necesitar semanas o incluso meses.

= Sensibilidad de la reaccion: puede amplificar secuencias de DNA a partir
de cantidades infimas de DNA diana, incluso a partir del DNA contenido en
una scla célula.

* Robustez del método: permite la amplificacién de secuencias especificas
de material que contiene DNA muy degradado, o incluido en un medio de di-
ficil purificacion.
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2.1 COMPUESTOS ENSAYADOS
2.1.1 Farmaco

El farmaco ensayado ha sido el salbutamol sulfato, cedido por el [aborato-
rio Aldo-Unién, S.A. A partir de este producto se han preparado las soluciones
qgue se han empleado en la elaboracion de la presente Memoria.

El polvo se ha conservado en un recipiente de cristal topacio protegido de
la luz.

2.1.2 Sustancias inhibidoras

Para determinar la existencia de un proceso de secrecion activa del far-
maco hacia el lumen intestinal, mediado por la glicoproteina P o por cualquier
otfro sistema de secrecion, se han utilizado tres inhibidores de distinta naturaleza
y mecanismo de accion;

a} Un inhibidor especifico del sistema MDR1 (glicoproteina P): el verapa-
milo (Gatmaitan Z.C. y col., 1993). En concreto se ha utilizado hidroclorhidrato de
verapamilo, suministrado por la empresa Sigma-Aldrich Chemie, con una pureza
aproximada del 99.0%. Su formula molecular es C,7H3sN204- HCI y su peso mo-
lecular es 491.1.

b} Un inhibidor metabdlico: la azida sodica, NasN. Este compuesto actua
inhibiendo todos los procesos dependientes del ATP. La azida sédica por la mar-
ca tiene un peso molecular de 46.01 y se ha utilizado a una riqueza del 99,0%.

c) Un componente de la dieta: el zumo natural de pomelo (Citrus auran-
tium). Parece ser que algunas sustancias, todavia por determinar, que se en-
cuentran en el zumo de pomelo, son capaces de modular la actividad secretora
de la glicoproteina P intestinal y/o del citocromo P450 3A4 (Takanaga H. y col.,
1998; Eagling V.A. y col., 1999).
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2.2. ENSAYOS DE ABSORCION INTESTINAL IN SITU
2.2.1 Animales de experimentacion

Para los ensayos de absorcion se han utilizado ratas albinas macho de
raza Wistar de 2 a 3 meses de edad, procedentes del estabulario de nuestra
Facultad y mantenidas con una dieta estandar. Se han controlado las condicio-
nes del estabularic en cuanto a higiene, climatizacion y ciclos de luz, de modo
que sean optimas.

Los animales se han mantenido en ayunas durante las 20 horas previas
al ensayo de absorcion, en una jaula de doble fondo para evitar la coprofagia y
sin limitaciones en cuanto al agua de bebida. Tras el ayuno, el peso de las ratas
utilizadas ha oscilado entre 200 y 300 gramos.

2.2.2 Soluciones de trabajo

En este apartado se describen las distintas soluciones utilizadas en los
ensayos de absorcion del salbutamol.

2.2.2.1 Solucion anestésica

La anestesia de las ratas se ha inducido con una solucién de uretano
(etilcarbamato) al 25% (m/V) en agua destilada, administrada por via intraperito-
neal a la dosis de 0.4 mL por cada 100 gramos de peso corporal. Para la perfec-
ta disolucion del uretano es aconsejable calentar ligeramente el agua durante la
preparacién de la solucion anestésica. Asimismo, es conveniente renovar sema-
nalmente esta solucion y conservarla en el frigorifico a 4°C, dada su poca estabi-
lidad.

2.2.2.2 Liquidos de lavado intestinal

Se utilizan para limpiar el lumen intestinal, con el fin de arrastrar los resi-
duos que puedan quedar en él tras el periodo de ayuno. También sirven para
regular el pH del lumen intestinal de manera que la absorcion no se vea afectada
por una alteracion del pH fisiolcgico de la zona.
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2.2.2.2.1 Solucion "A” de lavado

Tiene por objeto eliminar los restos de materia que puedan quedar en el
intestino después del periodo de ayuno. Su composicidén cuantitativa es la si-
guiente:

Cloruro sOdiCo.........ccceeeeevicireeeneeeinnns 848 g
Cloruro potasiCo.......ccevevvicininneeniennn 034 ¢
Cloruro calCico ....ovvvvierieecnieeeirecenn 0.14 ¢
Fosfato monopotasico..........ceeeeenee 0.60 g
Agua bidestilada ¢.8.p...cccoovvereenes 1000 mL

El peso de las sales indicadas se refiere a sustancia anhidra.

2.2,2,2.2 Solucién “B” de lavado

Es una solucién de suero fisiologico que lleva incorporado un 10 % de
solucion reguladora de fosfatos de tipo Sdrensen, ajustada al pH fisiolégico de la
zona. La composicion cuantitativa de esta solucion “B” es la siguiente:

Clorurc s6diCO......ccccvveeeereinieiiriee e 9g
Tampon fosfatos segun Sérensen.....10 mL
Agua bidestilada c.5.p..cc.cccveerennnnens 1000 mL

La composicion del tampoén fosfato se modifica en virtud del tramo intesti-
nal seleccionado ya que los valores de pH in vivo son diferentes en cada tramo.
Se ha utilizado un valor pH de 6.4 cuando se realizaron los ensayos de perfusion
en el intestino delgado completo, 6.5 para el tramo proximal, de 6.7 para el tramo
medio y colon vy, finalmente, un valor de 6.9 para el tramo distal

La composicion de la solucion reguladora de fosfatos segun Sorensen
tiene la siguiente composicion, para 10 mL:
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Tampdn fosfato de pH 6.4

NaH;POs HoO 1715 Moo 7.54 ml

NasHPOs 2 HoO 1/15 M et 2.46 mL
Tampon fosfato de pH 6.5

NaH,POs HoO 115 Moo 6.53 mL

NazHPO4 2 Hzo I M i 347 mL
Tampon fosfato de pH 6.7

NaHPO4 HoO 115 Moo 5.34 mL

NasHPO4 2 HoO 115 Mo ee e 4.66 mL
Tampon fosfato de pH 6.9

NaHzPO4 HaO 1715 M ..ot 3.90 mL

NasHPO4 2 HoO 1715 Moo 6.10 mL

Una vez preparada la solucion de lavado “B”, se comprueba el pH final
obtenido. En caso de necesidad, se adiciona NaOH 0.1N o HCI 0.1N hasta obte-
ner el pH deseado.

A su vez, las soluciones reguladoras se preparan como se indica:

NaHPOs HoO oo, 1/15 M
NaHPO4 2 HO oo, 17115 M

Los liquidos de lavado se conservaron en frigorifico, renovandolos cada
semana.
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2.2.2.3 Soluciones de perfusion

2.2.2.3.1 En intestino delgado completo

Para proceder al estudio del mecanismo de absorcién intestinal del salbu-
tamol, se han perfundido siete soluciones isotdnicas del farmaco. Las concentra-
ciones seleccionadas han sido: 0.15, 0.29, 1.20, 5.00, 9.00, 13.00 y 18.00 mM.

Con el fin de detectar ia existencia de un posible fenémeno de secrecidn
activa del farmaco al lumen intestinal, los ensayos de inhibicion se han iniciado
empleando un inhibidor especifico de la glicoproteina P, el verapamilo. Se han
perfundido soluciones mixtas de salbutamol, a la concentracién de 0.29 mM
(equivalente a la dosis alométrica en humanos), y verapamilo a las concentracio-
nes diferentes 10 y 20 mM.

Asimismo, se ha ensayado un inhibidor metabélico, la azida sédica. Se
han perfundido soluciones mixtas de azida sodica y salbutamol en el intestino
delgado completo de la rata. La concentracion de saibutamol (0.29 mM) se ha
mantenido constante y se ha adicicnado la azida sédica en concentraciones cre-
cientes: 0.3, 3y 6 mM.

Por ultimo, se ha utilizado zumo natural de pomelo en presencia de salbu-
tamol 0.29 mM. El zumo se ha adicionado en proporcién volumétrica 50/50, es
decir, la mitad de zumo de pomelo y la mitad de agua destilada.

Todas estas soluciones se han preparado de igual modo, con las canti-
dades correspondientes de cada uno de loa farmacos, adicionadas de un 10%
de solucion reguladora de fosfatos y, cuando fue necesario, modificando la can-
tidad de cloruro sédico para que resultaran isoténicas con la sangre.

Como control de la integridad de la membrana y del flujo sanguineo du-
rante los ensayos de inhibicion con el verapamilo, se ha utilizado la antipirina.
Este farmaco se absorbe tinicamente por difusién pasiva. Se ha perfundido en
solucién libre a la concentracion 1.33 mM y en presencia de verapamilo, 10 y 20
mM, respectivamente. Esta precaucidon ha sido necesaria puesto que el verapa-
milo es un farmaco vasodilatador que podria aumentar el flujo sanguineo de la
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zona intestinal durante los ensayos de absorcion o el espacio intercelular propio
de los enterocitos. En consecuencia, la pseudoconstante de absorcion dei salbu-
tamol pedria falsearse en exceso. Para determinar |a influencia del verapamilo
sobre la integridad de la membrana absorbente y/o el riego sanguineo, se ha
determinado la constante aparente de absorcion de la antipirina en solucion libre
y en presencia del inhibidor.

2.2.2.3.2 En tramos intestinales

Para los ensayos realizados en los distintos tramos intestinales (proximal,
medio, distal y colon), se ha utilizado, unicamente, la concentracion de salbuta-
mol 0.29 mM. En los tramos proximal y distal se han perfundido, también, solu-
ciones mixtas de salbutamol 0.29 mM y verapamilo a concentracion 10 mM.

Las soluciones, normalmente, se prepararon en el momento de su utiliza-
cion.
En algunos casos se prepararon el dia anterior y se mantuvieron en el fri-

gorifico a una temperatura comprendida entre —4°C y 0°C hasta el momento de
usarlas.

2.2.3 Osmolaridad

Las soluciones de perfusién ensayadas deben ser isotonicas con la san-
gre; si no es asi, las concentraciones remanentes de salbutamol en el lumen
intestinal estaran falseadas por exceso o por defecto, debido a los intercambios
de agua que se producen para reestablecer el equilibrio osmotico a ambos lados
de la membrana absorbente intestinal. Este efecto, si no se corrige, determina
que las constantes aparentes de velocidad de absorcion del farmaco calculadas
se hallen, a su vez, falseadas (Foradada A. y col., 1974).

La osmolaridad de las disoluciones se ha medido con un osmometro au-
tomatico OSMOMAT OM-6020, por el método de descenso crioscopico.

Todas las soluciones de perfusion ensayadas presentaron una osmolari-
dad que oscil6 entre 291 y 208 mOsm/L.
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2.2.4 Técnica quiruargica

Para la determinacion de la constante aparente de velocidad de absor-
cion intestinal del salbutamol, se ha utilizado una técnica de perfusion in situ
adaptada a nuestras condiciones experimentales (Doluisio J.T. y col., 1969;
Martin Villodre A. y col., 1986).

Los animales de experimentacion se mantienen en ayunas durante las 20
horas previas al ensayo de absorcion con acceso libre al agua de bebida.

Una vez concluido el periodo de ayuno, se procede a ja anestesia del
animal. Para ello, se introduce la rata en una campana de gases saturada de
vapores de éter etilico. Se realiza una anestesia ligera que permite pesar al ani-
mal con comodidad. Una vez recuperado el reflejo de enderezamiento, se proce-
de a la inyeccion intraperitoneal de la solucidn anestésica.

A continuacion, se deja la rata en reposo durante unos 45 minutos para
que alcance la anestesia profunda, lo que se comprueba por la desaparicion del
reflejo palpebral. Durante este tiempo, es conveniente mantener al animal a una
temperatura aproximada de 37°C para evitar que se enfrie, lo que modificaria el
flujo sanguineo y, con ello, la velocidad de absorcion,

Una vez el animal alcanza la anestesia profunda, se coloca en posicion
de decubito supino sobre un tablero quirirgico y se sujeta por las extremidades,
con cinta adhesiva, sin forzar su posicién natural.

Con ayuda de unas pinzas en “diente de ratdn” y unas tijeras de punta
roma, se procede a realizar una incisién longitudinal en la piel, desde 1 cm por
encima del poro genital hasta 1 cm por debajo del apéndice xifoides, evitando
lesionar los musculos abdominales. Para poner al descubierto el paquete abdo-
minal se separan los rectos abdominales, cortando a lo largo de la linea alba, por
lo que la hemorragia resulta minima.

Una vez descubierta la cavidad abdominal, se selecciona la zona intesti-
nal que va a ser objeto del ensayo de absorcién:
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Intestino delgado completo

En primer lugar se localiza la zona proximal de éste que, por analogia con
la especie humana, denominaremos duodeno. Puesto que en este tramo des-
emboca el colédoco, conducto que transporta la bilis desde el higado, se liga
este Ultimo con un hilo de seda para evitar la posible aparicion de un ciclo ente-
rohepatico, que falsearia la cinética de la absorcién en caso de que el medica-
mento se excretara por la bilis.

A continuacion se practica un pequefio corte en bisel en la zona proximal
del duodeno, en el que se introducen unas pinzas de punta fina para aumentar la
abertura y facilitar la introduccion de una canula de vidrio acodada. La canula se
sujeta ligandola firmemente al intestino mediante un hilo de seda que se introdu-
ce con ayuda de unas pinzas de punta fina, entre el duodeno y 1a vena mesente-
rica superior, con cuidado de no dafiar esta vena ni los capilares cercanos, ya
que de lo contrario se altera el riego sanguineo de la zona y, por consiguiente, la
velocidad de absorcion del farmaco.

La canula de vidrio se une, mediante un tubo de polietileno, a una llave
de tres pasos tipo “Stopcock” y ésta, a su vez, se conecta a una jeringa “Multifit”
de 10 mL de capacidad, que se sujeta con una pinza a un soporte vertical. Se
debe procurar que la posicion de la canula respete al maximo la disposicion na-
tural del intestino y permita extraer las muestras intestinales sin dificultad.

La llave de tres pasos permite realizar las siguientes conexiones:

* jeringa-intestino: facilita la introduccién y vaciado del liquido en el intes-
tino asi como el bombeo de aire al interior del mismo.

* jeringa-exterior: permite llenar la jeringa de aire para su posterior intro-
duccién en el intestino con objeto de eliminar al maximo los restos de liquido de
lavado. En esta posicion se consigue que el tramo se convierta en un comparti-
mento estanco.

* intestino-exterior: la llave, asi dispuesta, permite evacuar el aire del in-
terior del intestino evitando, de este modo, su excesiva distension.
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A continuacion, se procede a localizar el extremo final del intestino delga-
do v, al igual que en el caso anterior, se practica un corte oblicuo cerca de su
interseccion con el ciego.

Puesto que el lumen intestinal debe quedar libre de cualquier resto de
materia, se procede a limpiar el intestino delgado con ayuda de la canula y la
jeringa proximal haciendo pasar la solucion de lavado “A” calentada a 37°C. Para
ello, se introducen en la jeringa proximal unos 10 mL de liquido de lavado, se
coloca la llave de tres pasos en la posicién jeringa-intestino y, presionando lige-
ramente con el émbolo, se hace pasar lentamente el liquido por el intestino hasta
que sale por el orificio cercano al ciego, arrastrando con él los detritus. Este paso
se repite varias veces hasta que el liquido de lavado se recupera limpio. Poste-
riormente, se repite la misma operacioén con solucién de lavado “B” a pH 6.4 al
menos tres veces.

En la operacién de lavado no se debe ejercer una presion excesiva con el
émbolo con objeto de evitar lesiones en la mucosa intestinal que, en caso de
producirse, podrian alterar la perfusion sanguinea y, por consiguiente, falsearian
la determinacion de la constante de velocidad de absorcion.

Una vez arrastrados los residuos y acondicionada la mucosa, se procede
a implantar una canula en la zona distal del intestino, de las mismas caracteristi-
cas que la implantada en [a zona proximal. Una vez situadas las dos canulas, se
realiza un Gitimo lavado para eliminar cualquier resto de suciedad o de mucosa.
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jeringa-exterior jeringa-intestino intestino-exterior

Finalizado el procesc de lavado, se conecta la canula distal a una llave de
tres pasos y ésta, a su vez, a una jeringa que se sujeta a un soporte vertical,
procurando que se mantenga la posicién natural del intestino.

Por ultimo, se bombea aire a través del intestino, de una jeringa a otra y
de forma alternativa, para eliminar completamente el liquido residual procedente
del lavado. De este modo, se evita una dilucion excesiva de la solucién de perfu-
sion, lo que provocaria una disminucion significativa del valor de la ordenada en
origen en la recta representativa de la cinética de absorcion.

Con el fin de evitar la pérdida de agua a partir de la cavidad abdominal,
se introduce en la misma un pequefio volumen de liquido de lavado, a 37 °C v, a
continuacion, se cubre la incisién con una torunda de algodén empapada con el
mismo. Esta debe renovarse con frecuencia durante el ensayo, con objeto de
evitar que se enfrie la cavidad abdominal y disminuya el riego mesentérico.

Finalizado el acondicionamiento, la zona de intestino seleccionada forma
un compartimento aislade, preparado para proceder a la perfusion de la solucién
de farmaco a ensayar.
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Figura 2.1. Montaje experimental

Tramos intestinales

La longitud media del intestino delgado de la rata adulta es de un metro
aproximadamente (Sénchez Pic6 A. y col., 1984), de manera que se puede frac-
cionar en tres tramos (proximal, medio, distal), de aproximadamente 33 cm cada
uno, con el fin de obtener tres sectores intestinales asimilables a duodeno, yeyu-
no e ileon.

En este caso, se procede de la misma forma que en los estudios de ab-
sorcion en intestino delgado completo, previa seleccion del framo objeto de en-
sayo. Las medidas se realizan con un hilo de seda de 33 cm, distendiendo lige-
ramente el intestino.

Cuando se realizan los ensayos en los tramos medio, distal o colon, no es
necesario ligar el colédoco.

Colon

El colon se canula desde su salida del ciege hasta la altura del colon sig-
moideo. La preparacion de esta zona es idéntica a la descrita previamente.
Sin embargo, y puesto que en el colon existen heces formes, los primeros
lavados se realizan haciendo pasar liquide de lavado a pH 8.7, desde la parte
inicial del colon y recuperandolo con una placa de fondo plano situada debajo del



Materiales y métodos 62

ano del animal. Una vez arrastradas las heces formes, se procede a la canula-
cion de la porcion terminal del colon y se completa el montaje tal y como se ha
descrito con anterioridad.

2.2.5 Ensayo de absorcion

Si el ensayo de absorcion se realiza en intestino delgado completo, se co-
locan las llaves en posicion intestino-exterior y se introducen 10 mL de la solu-
cién de perfusién en la jeringa proximal. Cuando los ensayos de absorcion se
realizan en tramos intestinales o en colon, se perfunden 5 mL de 1a solucidén a
ensayar. Seguidamente, se coloca la llave en posicion jeringa-intestino y, presio-
nando ligeramente con el émbolo, se infroduce en el intestino la totalidad del
liquido. La flave distal se mantiene en posicion jeringa-exterior para facilitar el
desplazamiento del aire contenido en el intestino y evitar su excesiva distension.

A continuacioén, se sitGian ambas llaves en posicién jeringa-exterior, con lo
que el intestino se convierte en un compartimento estanco, y se pone en marcha
el cronémetro.

La toma de muestras se realiza cada cinco minutos de forma alternativa
por cada una de las jeringas, empezando por la distal. Se obtienen asi seis
muestras durante ios 30 minutos gue dura el ensayo ademas de la muestra ini-
cial, que es una alicuota de la solucion de perfusion y que representa la concen-
tracion inicial de farmaco ensayada.

Para obtener las muestras, se toma aire con la jeringa opuesta a la de
muestreo y se colocan las dos llaves en posicion jeringa-intestino. Se succiona el
liquido con la jeringa que corresponde a la toma de muestra y, a la vez, se bom-
bea aire con la jeringa opuesta. Una vez recuperado el maximo volumen de la
solucion perfundida, se sitan las dos llaves en posicion intestino-exterior y se
toma una alicuota de 200 pL con ayuda de una micropipeta. A continuacion, se
devuelve el liquido remanente al interior del intestino. Para ello, se coloca la llave
distal en posicién jeringa-intestino y la llave proximal en posicién intestino-
exterior para facilitar la salida del aire que es desplazado por el liquido. Una vez
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introducida la solucion, se colocan las llaves en posicion jeringa-exterior, convir-
tiendo de nuevo el intestino en un compartimiente estanco.

La toma de muestra se inicia 15 segundos antes del tiempo de muestreo
y no debe durar mas de 45 segundos si se desea obtener cinéticas de absorcion
reproducibles. La toma de muestra se realiza a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minu-
tos. No es conveniente prolongarla durante mas tiempo ya que se produciria una
reabsorcion excesiva de agua.

Las alicuotas correspondientes a cada tiempo de muestreo se colocan en
tubos “Eppendorff’ convenientemente rotulados y se guardan en congelador
{-30°C) hasta el momento de su valoracion.

Una vez tomadas todas las muestras, se extrae el liquido remanente en
el intestino, siguiendo las pautas expuestas en el Epigrafe 2.2.6, y se mide su
volumen.

Finalizado el ensayo, se sacrifica el animal por punciéon del diafragma.

2.2.6 Ensayo de reabsorcién de agua

En los ensayos de absorcion se observé que la suma del volumen rema-
nente a los 30 minutos mas el volumen extraido en la toma de muestras era infe-
rior al 90% del volumen perfundido inicialmente. Existe, por lo tanto, un proceso
de reabsorcién de agua que se debe considerar para no falsear por exceso los
valores de la concentracion de salbutamol en las muestras intestinales (Doluisio
J.T. y col., 1869).

Por esto, es importante determinar los volimenes remanentes reales en
la luz del intestino a los distintos tiempos de muestreo, ya que permiten corregir
los valores de las concentraciones experimentales en el ensayo de absorcion. La
determinacion de los volimenes remanentes se ha realizado mediante un méto-
do puesto a punto en nuestro laboratorio y recogido en la literatura (Martin Villo-
dre A. y col., 1986; Sancho-Chust V. y col., 1995).

El proceso de reabsorcion sigue una cinética aparente de orden cero
(Martin Villodre A. y col., 1986; Gabus Sannié C. y Buri P., 1987). Por lo tanto, la
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ecuacion que describe el proceso de reabsorcion de agua en cada ensayo expe-
rimental puede definirse por el valor del volumen remanente medido a los cero y
a los 30 minutos.

Para determinar el valor def volumen remanente a tiempo cero, la prepa-
racion del animal y la técnica quirlrgica es semejante a la indicada en los
Epigrafes 2.2.4 y 2.2.5; la (nica diferencia es que inmediatamente después de la
perfusion de la solucion de ensayo, se hace una Unica medida del volumen re-
manente. La recuperacion de la totalidad del volumen se realiza desconectando
la canula de la jeringa opuesta a la utilizada para perfundir la solucién, que se
coloca en el interior de un tubo de centrifuga de 20 mL de capacidad. Con la
jeringa que queda conectada se toma aire y se presiona el émbolo, de forma que
salga el tiquido perfundido a través de la canula. Seguidamente, con ayuda de
unas tijeras de punta fina, se separa el tramo intestinal canulado y se corta el
mesenterio liberando, poco a poco, las asas intestinales. El resto del liquido que
queda en el interior del lumen intestinal se recupera haciendo una ligera presion
con las yemas de los dedos sobre el intestino con ayuda de un algodén himedo,
asegurando que se vacie completamente.

Por otra parte, en el ensayo de absorcion se determina el volumen rema-
nente a los 30 minutos para cada animal perfundido. El procedimiento que se
sigue es idéntico al descrito para tiempo cero.

~

El liquido recuperado se centrifuga durante 10 minutos a 3000 r.p.m. para
separar los restos de mucosa susceptibles de haberse arrastrado. Tras retirar
estos restos, se mide el volumen con ayuda de una pipeta y de una jeringuilla de
insulina. El volumen de liquido obtenido mas el extraido durante la toma de las
muestras experimentales, constituye el velumen remanente total a los 30 minu-
tos.

Con el valor del volumen remanente medio a cero minutos (n=5) y el valor
del volumen remanente individual a 30 minutos se obtiene, graficamente, una
recta a partir de la cual pueden calcularse los valores de los volimenes rema-
nentes tedricos para cada tiempo de muestreo y para cada animal, pudiéndose
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corregir las concentraciones remanentes del farmaco ensayado en las muestras
intestinales.

2.2.7 Ensayo de degradacion

Es importante tener la seguridad de que la disminucion aparente de la
concentracion de salbutamol en las muestras, a los diferentes tiempos de ensa-
yo, se debe, exclusivamente, a la absorcién del farmaco y no intervienen otros
factores incontrolados. Por ello, se ha considerado conveniente realizar ensayos
complementarios para estudiar la posible degradacién det farmaco durante los
ensayos de absorcién, bien a causa de la temperatura a que se encuentra some-
tido en el interior del lumen intestinal, bien por la accién de bacterias de la flora
intestinal. E| estudio se ha realizado en un Gnico ensayo en el que se controlan a
la vez ambos factores.

Se han utilizado cuatro animales de experimentacion por cada condicion
de ensayo. Se ha practicado la misma técnica que la descrita en los ensayos de
absorcion, pero en este caso, las soluciones de perfusion estaban todas ellas
exentas de salbutamol y constituidas por:

1} liquido de lavado

2) liquido de lavado adicionado de verapamilo 20 mM
3) liquido de lavado en presencia de azida sodica 8 mM
4} liquido de lavado y zumo de pomelo natural.

Se han utilizado unicamente las concentraciones mayores de verapamilo
y de azida sddica para tener la seguridad de que su presencia no interviene en
una posible degradacién.

L.a solucién de perfusion se mantiene en el interior del intestino durante el
tiempo que dura el ensayo de absorciéon (30 minutos), sometiéndose a un mues-
treo simulado cada cinco minutos, con el fin de reproducir exactamente las con-
diciones experimentales que prevalecen en los ensayos de absorcién.

El liquido recogido se filtra a través de papel “Whatman” n°® 1, cuyo dia-
metro de poro permite el paso de las posibles bacterias suspendidas en |a solu-
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cion, pero, en cambio, retiene los residucs soélidos, fundamentalmente mucosos,
de procedencia intestinal.

Este liquido se mezcla en proporcion volumétrica 19:1 con una solucion
que contiene salbutamol a una concentracién 20 veces mayor a la de la solucidn
inicial de perfusion, es decir, salbutamol 5.8 mM. De este modo, la solucion re-
sultante contiene la misma concentracién de salbutamol y de los distintos com-
ponentes ensayados que las soluciones iniciales de perfusion, mientras que el
liquido procedente del intestino ha sufrido una dilucion minima y contiene una
cantidad teorica de bacterias muy similar (aproximadamente el 95%) a la que
puede contener la solucion de perfusién en el interior del intestino, cuando se
practica el ensayo de absorcién.

La solucion resultante se divide en cuatro alicuotas, que se colocan en
tubos “Eppendorff’. Una de ellas se utiliza como solucidn de referencia y se con-
gela inmediatamente (-30°C ) hasta el momento de la valoracion para impedir
cualquier reaccion de degradacion. Las tres restantes se incuban en un bafo
termostatado a 37°C durante un tiempo previamente fijado y distinto para cada
alicuota. En concreto, los tiempos de incubacioén fueron 10, 20 y 30 minutos.

Tras la incubacién se congelan también las muestras a -30°C para dete-
ner la posible degradacién y conservarlas hasta su posterior valoracion.

La concentracion de salbutamol en las muestras se determina utilizando
la misma técnica analitica empleada en los ensayos de absorcién, tomando co-
mo patron externo la solucion de referencia no incubada (0.29 mM).

Como valor representativo de la concentracion existente a cada uno de
los tiempos de incubacion se considera el promedio de los cuatro ensayos reali-
zados para cada una de las soluciones.
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2.2.8 Determinacion de la constante aparente de velocidad de absor-
cion
2.2.8.1 Calculo de la velocidad de reabsorcion de agua

Los volumenes remanentes a los distintos tiempos se ajustan, como ya
se ha indicado anteriormente, a una cinética de orden cero (Martin Villodre A. y
col., 1986), cuya ecuacion diferencial representativa es la siguiente:

‘:;\: =K, Ecuacién 2.1

La forma integrada de la ecuacién anterior es:

V.=V, -k, -t Ecuacion 2.2

en la que V; representa el volumen remanente en el lumen intestinal a cada
tiempo, V; es el volumen remanente a tiempo cero y k, representa la constante
de velocidad de reabsorcién, expresada en mL/min.

La cinética de reabsorcion de agua se ha calculado individualmente para
cada animal, obteniendo los volimenes remanentes tedricos a cada tiempo de
muestreo que se han utilizado para corregir las concentraciones remanentes de
farmaco en el lumen, en cada ensayo de absorcion.

2.2.8.2 Calculo de las concentraciones de farmaco remanentes en el lumen
intestinal

Tras la obtencion de las muestras intestinales, se procede a la valoracion
del farmaco siguiendo la técnica descrita en los Epigrafes 2.4.1.y 2.4.2.

Se inyecta una alicuota de la solucidn iniciat de perfusion, que se utiliza
como patrén. A continuacion, se inyectan las muestras biclogicas, obteniéndose
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el area del pico correspondiente a cada una de ellas. Para obtener la concentra-
cion de salbutamol en cada muestra se aplica la siguiente expresion:

C,=."-C, Ecuacioén 2.3

en la que C, es la concentracion experimental remanente en el lumen intestinal
para cada tiempo de toma de muestra, P, es el area del pico cromatografico de a
muestra a cada tiempo de muestreo, P; el area del pico de la solucién inicial y C;
la concentracion de farmaco de la solucién inicial.

Las concentraciones experimentales, C,, asi halladas, se corrigen para la
reabsorcion de agua, obteniéndose las concentraciones remanentes corregidas
para cada tiempo, de acuerdo con la Ecuacién 2.4.;

v

A=C, .
Vo

Ecuacion 2.4
en fa que A representa la concentracién remanente experimental en el lumen
intestinal una vez corregida para la reabsorcion de agua, V; el volumen remanen-
te al tiempo considerado (obtenido segln la Ecuacién 2.2) y V, el volumen re-
manente medio obtenido a tiempo cero.

Durante el intervalo de tiempo empleado en los ensayos de absorcion (30
minutos), la cinética de orden uno es perfectamente funcional, segtin la ecua-
cién:

dA

=-k, A Ecuacion 2.5
0/ 4

siendo su forma integrada la siguiente:

A=A, -e™! Ecuacion 2.6
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en la que A representa la concentracion remanente de salbutamol en lumen a un
tiempo t, Ao la ordenada en origen y k, la constante aparente de velocidad de
absorcién de orden uno, expresada en tiempo reciproco (t7).

En todos los casos, el valor de la ordenada en origen (Ap) ha sido ligera-
mente inferior a la concentracion inicial perfundida. Ello es debido a que, tras
perfundir la solucién de la sustancia ensayada en el intestino, se produce, de
forma inmediata, un proceso de adsorcion del farmaco a la mucosa intestinal,
que se considera concluido antes de cinco minutos (Doluisio y col., 1970). A este
fenémeno, ademas, se puede sumar la posible dilucién de la solucién de perfu-
sidn con restos de liquido de lavado presentes en el lumen intestinal tras su va-
ciado del intestino. Por este motivo, para el célculo de la constante de absorcion
solo se utilizan los valores comprendidos entre 5 y 30 minutos, sin tener en cuen-
ta el valor a tiempo cero. Los datos asi obtenidos permiten asegurar la fiabilidad
de los valores de k, determinados (Foradada A. y col., 1974; Doluisio J.T. y col.,
1970).

Tomando logaritmos neperianos, la Ecuacién exponencial 2.6 se puede
convertir en una recta cuya expresion es la siguiente:

InA=InAs-ky -t Ecuacion 2.7

Mediante regresién lineal por minimos cuadrados de los logaritmos ne-
perianos de las concentraciones remanentes de farmaco en el lumen intestinal
frente al tiempo de toma de muestra, se obtienen los valores preliminares de los
parametros k, y Ao, qQue sirven como estimas iniciales para el ajuste por regre-
sién no lineal.

Para la obtencién de los parametros individuales caracteristicos del pro-
ceso de absorcion, ks v Ap se ha utilizado un programa informatico (SIGMA
PLOT 6.0.) que realiza el ajuste de la Ecuacion 2.6 mediante regresion no li-
neal por minimos cuadrados ordinarios, basado en el algoritmo de Marquardt-
Levenberg. También se obtienen otros parémetros estadisticos que nos indican
la bondad del ajuste, como la suma de cuadrados (ss) y el coeficiente de corre-
lacion (r) entre los valores experimentales y predichos por el modelo.
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Una vez obtenida la constante aparente de velocidad de absorcion del
salbutamol en cada animal de experimentacion, se calcula la media de ocho de-
terminaciones, valor que se considera representativo para cada condicion de
ensayo.

2.3 DETERMINACION DE LA PERMEABILIDAD IN VITRO

Los experimentos realizados para determinar la permeabilidad aparente
del salbutamol han tenido como sustrato dos lineas celulares diferentes.

En primer lugar se han utilizado las células Caco-2 TC7. Como se descri-
bid en el capitulo anterior, se trata de un clon aislado a partir de células de can-
cer de colon humano. Estas células se caracterizan por sobreexpresar la glico-
proteina P en su membrana apical, lo que puede conducir a una disminucion en
el rendimiento neto del proceso de absorcion dei farmaco.

También se ha utilizado la linea celular MDCK (Madin-Darby Canine Kid-
ney), aislada a partir de células renales de perro.

Los protocolos de trabajo y soluciones utilizadas en cada una de las [i-
neas celulares son, basicamente, los mismos, con ligeras variaciones que son
adecuadas para las céluias MDCK.

Ambos tipos de células se han cultivade en botellas de plastico especia-
les para cultivos celulares de 75cm? de superficie.

Estas células, para crecer requieren la presencia de un medio de cultivo
completo y deben mantenerse en un incubador a 37°C en atmosfera de CO; al
5% y O, al 95%, con una humedad relativa del 90%.

Toda manipulacion de tas células se ha desarrollado en condiciones de
esterilidad, utilizando una camara de flujo laminar vertical de seguridad bioldgica,
para evitar posibles contaminaciones microbioldgicas.

Ademas, todas las soluciones de trabajo eran estériles y estaban atempe-
radas a 37°C.
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2.3.1 Soluciones de trabajo

La composicion del medio de cultivo de las céluias Caco-2 TC7 es la si-
guiente:

*DMEM (Dulbecco’s Modified Minimum Essential Medium), que contiene
glucosa 25 mM y NaHCO3 3,7 g/l apH 7.4.

*L-glutamina 4 mM.

*Solucion de aminoéacidos no esenciales 1% (V/V).

*Suero bovino fetal 10% (V/V), inactivado a la temperatura de 56°C du-
rante 30 minutos.

*Estreptomicina 100 ug/mL y penicilina 100 mU/mL.

En ocasiones, se puede adicionar gentamicina o fungizona como antibi-
oticos.

La composicion del medio de cultivo de las células MDCK es la misma
pero carece de aminoacidos no esenciales, porque no resultan necesarios para
su crecimiento. Ademas, el suero bovino fetal se sustituye, normaimente, por
suero de caballo, mas econémico y que no interfiere en el crecimiento de estas
céluias.

La glutamina es un aminodcido esencial, que se adiciona al medic de
cultivo como complemento nutritivo, al igual que los aminoacidos no esenciales.
El suero bovino fetal constituye un suplemento proteico para las células. La peni-
cilina y la estreptomicina evitan la proliferacion bacteriana. La gentamicina y la
fungizona impiden el crecimiento de levaduras.

Para el mantenimiento de las células se utilizan también, las siguientes
soluciones:

v D-PBS {Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline): solucion salina exen-
ta de calcio y magnesio, tamponada con fosfatos de Dulbecco, a
pH 7.4. Es una solucién que se emplea para el lavado de las celu-
las.
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v Tripsina-EDTA: compuesta por tripsina 0.25% (1:250) y EDTA 10 mM
en D-PBS regulado a pH 7.4. Se utiliza para despegar las células
de los frascos donde se cultivan.

En los experimentos de transporte, se requieren soluciones, no necesa-
riamente estériles, como:

v'Solucién tampoén a pH 7.4: formada por Hank’s Balance Salt Solution
(HBSS) y HEPES 10 mM. La sal de Hank's esta constituida por
Ca Clz, MgSO,, KCI, NaCl, Na;HPO, y D-glucosa.
Esta solucion se utiliza también para disolver los farmacos con los
que se realizan los estudios de permeabilidad. Asimsmo constitu-
ye la solucién que se repone al tomar cada muestra, durante los
experimentos de transporte.

v D-PBS™: solucién de D-PBS con calcio 10 mM y magnesio 10 mM. Ei
calcio y el magnesio se adicionan porque refuerzan la integridad
de la monocapa celular.

Ef salbutamol se ha utilizado a la concentracion de 100 uM. Se ha utiliza-
do en solucion exenta de aditivos y adicionado de verapamilo a concentraciéon
100 uM o de probenecid a concentracién 100 uM. También se ha utilizado en
presencia de zumo de pomelo en proporcién volumétrica 1:3, es decir, una parte
de zumo de pomelo natural y tres de tampén a pH 7.4.

Las soluciones se prepararon a partir de soluciones madre de salbutamol
(7.5 mM), verapamilo (10 mM) y probenecid (1mM). Las soluciones madre se
conservan, como alicuotas, en el congelador. Se descongelan momentos antes
de su utilizacion. Previo su uso, se diluyen.
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2.3.2 Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares se han mantenido en una estufa de incubacién a una
temperatura de 37°C, 95% de O,, 5% de CO. y una humedad relativa del 90%.
Estas condiciones son las adecuadas para su crecimiento. Cada dos dias se ha
renovado el medio de cultivo. Para ello es necesario llevar a cabo todas las ma-
nipulaciones en condiciones de asepsia. El medio de cultivo se aspira, con ayuda
de una bomba de vacio, y se sustituye por medio nuevo, atemperado a 37°C.

2.3.2.1 Crecimiento en frascos

Las células se cultivan en frascos de plastico estériles de 75 cm? de su-
perficie, formandose una monocapa celular que queda adherida a la base de
dichos frascos. Para que se produzca un crecimiento adecuado de la monocapa
deben controlarse, fundamentalmente, dos aspectos:

1°) Realizar el cambio de medio cada dos dias, ya que las células agotan
los nutrientes y producen residuos metabdlicos que pueden alterar el pH del me-
dio.

2°) Controlar la densidad del crecimiento celular mediante técnicas mi-
croscopicas. Una vez formada la monocapa, las células se deben cambiar a un
frasco nuevo para mantener el cultivo en linea, en caso contrario se inicia la
apoptosis. El cambio del medio de cultivo se realiza de acuerdo con el siguiente
protocolo: se extrae el frasco del incubador y se introduce en la camara de flujo
laminar. La botella de medio de cultive atemperado se introduce también en la
camara, pulverizandola, previamente, con alcohol del 70%.

Una vez esta seco el alcohol, se abren parcialmente los tapones del fras-
co y de la botella del medio de cultivo. Con ayuda de una pipeta Pasteur estéril,
conectada a una bomba de vacio, se aspira el medio de cultivo remanente en el
frasco. A continuacion, con una pipeta estéril, acoplada a un pipeteador automa-
tico, se depositan, en el frasco, 20 mL de medio de cultivo fresco, procurando no
tocar ni las paredes del frasco ni el borde de la botella. El frasco se cierra y se
introduce nuevamente en la estufa.
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2.3.2.2 Pase celular

Se denomina pase celular al proceso que se realiza para trasvasar las
células, una vez que han alcanzado el estado de subconfluencia, de un frasco de
75 cm? a otro vacio.

Las células, una vez que se siembran en un frasco vacio y en presencia
de un medio de cultivo nutritivo, comienzan a dividirse y a crecer. Cuando cubren
totalmente |a superficie de la botella, llegan a un estado de confluencia celular,
No pueden dividirse méas y comienza un proceso de diferenciacién celular, con el
consiguiente desarrollc de enzimas y demas elementos caracteristicos de las
células diferenciadas. Las lineas celulares se mantienen con células indiferen-
ciadas, por tanto, cuando las céiulas estan en un estado de subconfluencia, o o
que es lo mismo, cuando todavia quedan espacios vacios entre las células, és-
tas deben pasarse a otro frasco, que se denomina PASE CELULAR, vy se realiza
de acuerdo con la siguiente secuencia:

1°) Lavado de las células: se retira el medio de cultivo y se lavan tres ve-
ces con PBS a 37°C, con objeto de eliminar deshechos del metabolismo celular.

2°) Desadherencia de las células de la superficie del frasco: se adiciona
solucion de tripsina-EDTA y se incuban a 37°C durante unos 2-3 minutos, de
modo que las células se despegan del sustrato donde crecen y también se sepa-
ran entre si. E! proceso se completa por adicion de medio de cultivo.

3°) Centrifugacion de la suspension celular, a 1000-1500 r.p.m. durante 5
minutos a temperatura ambiente y aspiracion del sobrenadante.

4°) Resuspension del sedimento celular en D-MEM completo

5°) Siembra en frasco a una densidad de 2- 10° células por 75 cm?.
Para ello se debe preparar una dilucién, con medio de cultivo atempe-
rado, 1/6 para las Caco-2 TC7, y 1/20 para las MDCK.

En estas condiciones, las células confluyen en 4-5 dias.
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2.3.2.3 Congelacién celular

El proceso de congelacion permite mantener las células inmersas en ni-
trégeno liquido de forma indefinida y disponer, por lo tanto, de una reserva celu-
lar.

Durante este proceso, las células se ven sometidas a distintos procesos
que pueden comprometer la integridad celular, tales como formacién de cristales
de hielo 0 desnaturalizacion de proteinas.

Para la congelacion celular se ha utilizado un medio especial que presen-
ta la siguiente composicion:

*10% de suero bovino fetal inactivado.
*10% de DMSO (dimetil sulféxido)
*80% de medio de cultivo completo DMEM.

El DMSO se utiliza como agente crioprotector pero, al mismo tiempo, re-
sulta extremadamente toxico para las células (Jakoby W, y col., 1979; Kruse P. y
col, 1973; Freshney R.1., 1986), por lo que la congelacion debe realizarse rapi-
damente. Si no se adicionara DMSO, la congelacion resultaria letal para las célu-
las, ya que durante el proceso se formarian cristales de hielo en el citoplasma,
comprometiendo su integridad.

Para realizar la congelacion celular, las células se despegan del frasco,
tal como se ha descrito en el epigrafe anterior, pero el sedimento celular se re-
suspende en el medio de congelacion. Las células resuspendidas se introducen
en tubos de criocongelacion v, rapidamente, se llevan a -80°C. Al dia siguiente
se fraspasan a un tanque de nitrogeno liquido, donde pueden permanecer
durante largos periodos de tiempo.
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2.3.2.4 Descongelacion celular

La descongelacién celular se debe realizar, al igual que la congelacion,
rapidamente. De este modo, aseguramos que las células estan el menor tiempo
posible en contacto con el DMSO.

Se extrae un vial de criocongelacion del tanque de nitrégeno liquido y se
lleva, inmediatamente, a un bafio termostatado a 37°C. Una vez descongelado,
se traspasa el contenido a un tubo de centrifuga que contiene un pequefio volu-
men de medio de cultivo completo, de este modo, se diluye el DMSO. Se centri-
fugan las células, del mismo modo que cuando se realiza un pase celular, y el
sedimento se resuspende en medio de cultivo completo. A partir de este momen-
to, se procede como si se realizara un pase celular.

2.3.3 Ensayo de permeabilidad
2.3.3.1 Siembra celular

Para los experimentos de transporte, las células se siembran con una
densidad de 4- 10° células/cm?, sobre filtros permeables de policarbonato. Estos
filtros presentan un area de 1.13 cm?y un diametro de poro de 0.45 um. Se mon-
tan sobre anillos insertados en una placa multipocillo para cultivo.

Dada la densidad de la siembra inicial, las células adquieren la confiuen-
cia a las 48 horas, a partir de este momento se inicia un proceso espontaneo de
diferenciacion que se estabiliza, para la Caco-2 TC7, a partir del dia 17 al 21
después de la siembra, y a partir del 5 al 10 tras la siembra para las MDCK.

El monoestrato celular diferenciado sobre el filtro de policarbonato forma
un sistema de dos compartimentos: uno APICAL (AP), que corresponde in vivo al
lumen intestinal, y uno BASOLATERAL (BL), que corresponde in vivo al espacio
intersticial en contacto con los capilares sanguineos. Ambos se encuentran se-
parados por el filtro que contiene monoestrato.

Cada pocillo presenta dos camaras una APICAL y otra BASOLATERAL,
tal como se indica en la Figura 2.2. En cada camara se introduce un volumen
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determinado de medio de cultivo. éste se cambia cada dos dias, aspirando pri-
mero el medio BL y después el AP, Con ello se evita que la presion hidrostatica
del medic remueva el monoestrato celular.

Este sistema garantiza el libre acceso de los nutrientes a ambos lados del
monoestrato celular y permite determinar el flujo trans-epitelial de moléculas.

Camara APICAL

- Monoestrato celular

[~ Filtro de policarbonato

\ Camara BASOLATERAL

Figura 2.2: Esquema del montaje experimental

2.3.3.2 Control de la integridad del monoestrato

La integridad del monoestrato celular y la formacion de uniones funcio-
nalmente estrechas se ha controlado midiendo la resistencia eléctrica transepite-
lial (TEER) y el paso a través de la membrana de un marcador del espacio extra-
celular, el rojo fenol.

El proceso de diferenciacion celular, que se corresponde con la formacion
de uniones funcionalmente estrechas entre las células del monoestrato, va
acompafiado de un aumento de los valores de TEER y de un descenso paralelo
del paso de rojo fenol.

La TEER se ha cuantificado mediante un aparato Millicell ERS (Millipore,
Bedford, MA, USA) provisto de un electrodo de plata/cloruro de plata, que inmer-
s0, respectivamente, en el medio AP y BL, mide la resistencia eléctrica a traves
del filtro y, por tanto, la resistencia que genera el monoestrato celular.

A los valores de TEER obtenidos se les ha restado el valor de TEER co-
rrespondiente a un filtro carente de monocapa celular (100 ). El valor resultante
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se ha multiplicado por la superficie total del filtro (1.13 cm?) y se ha expresado en
0 cm? En todos las casos, los valores de TEER corregidos medidos para las
Caco-2 TC7 estuvieron alrededor de 600 Q- cm? y para las MCDK alrededor de
150 Q- cm?.

El rojo fenol se ha incorporado a las soluciones de salbutamol ensayadas
a la concentracién 100 uM. De este modo, el rojo fenol se encuentra siempre en
el compartimento dador. Al finalizar el experimento se ha recogido la muestra vy,
mediante espectrofotometria, se ha determinado la concentracién de rojo fenol.
Se considera que la integridad de la membrana se mantiene cuando el paso de
rojo fenol, al cabo de una hora, no supera el 1% de la concentracion inicial.

2.3.3.3 Experimento de transporte

El sistema de filtros de policarbonato permite evaluar el transporte en
ambas direcciones, AP-BL y BL-AP. Cuando se estudia el transporte BL-AP, se
mantienen las condiciones experimentales, con la excepcion de que la sustancia
ensayada se afade al compartimento BL y las muestras se recogen en el
compartimento AP,

Observando las caracteristicas del transporte en ambos sentidos, se
pueden establecer diferencias en cuanto al nivel de expresion o regulacion de los
transportadores de membrana.

Antes de iniciar el experimento de transporte, las células deben lavarse
dos o tres veces con PBS, al que se la ha adicionado calcio y magnesio. Estos
dos cationes se incorporan para reforzar las uniones estrechas entre las células
del monoestrato. La solucién de lavado se encuentra atemperada a 37°C.

El lavado celular se realiza para asegurar la ausencia total de rojo fenol
procedente de restos del medio de cultive. En caso contrario, se podria cuantifi-
car un paso a través de la membrana de rojo fenol superior al real.

El pH de la zona adyacente a fa superficie de los villis es mas acido (en-
torno a pH 6.0) que el de la zona proxima a la superficie serosa y capilares san-
guineos (alrededor de 7.4). Para reproducir estas condiciones, en los experimen-
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tos de transporte transepitelial se utilizan soluciones tamponadas, de manera
que aquellas que estan en contacto con la cara luminal presentan un pH de 6.0 y
las que estan en contacto con la cara basal presentan un pH de 7.4.

En la especie humana, el pH del tracto gastrointestinal aumenta desde
los primeros tramos del duodeno (pH acido) hasta el ileo distal (pH neutro). Por
ello, algunos autores prefieren utilizar soluciones tamponadas a pH 7.4 (valor
fisiolégico de la sangre) en ambos compartimentos, AP y BL.

Para los ensayos realizados en esta Memoria se ha elegido esta ultima
opcion. Por o tanto, después de lavar las células, se han adicionado 500 pL de
tampdn a pH 7.4 en la parte apical y 1000 uL en la basolateral.

Seguidamente, la placa se ha introducido en un incubador provisto de un
sistema de giro circular y un termostato. La velocidad de giro se regulé a 50
r.p.m. y la temperatura a 37°C. De este modo, se simulan las condiciones fisiol6-
gicas tanto de motilidad como de temperatura.

En los ensayos, el salbutamol se ha incorporado en el compartimento da-
dor y, los diferentes inhibidores, tanto en el dador como en el aceptor. A interva-
los de tiempo preestablecidos, se debe recoger la totalidad del medio presente
en el compartimento aceptor, reestableciéndolo por medio fresco (tampén a
pH7.4) a 37°C. Procediendo de este modo, se garantiza el mantenimiento de las
condiciones de sumidero en el compartimento aceptor. En caso contrario, se
podria anular el transporte de la sustancia problema.

El estudio del transporte del salbutamol se ha realizado en ambas direc-
ciones; de AP a BL y de BL. a AP,

Cuando los experimentos se han realizado en direccién AP-BL, el farma-
co se ha adicionado en la camara apical y se ha recogido una muestra en la ca-
mara BL al cabo de una hora. Cuando el transporte se ha evaluado en direccion
BL-AP, se ha procedido del mismo modc pero la solucion de ensayo se ha per-
fundido en la parte BL y la muestra se ha recogido en la cdmara apical, a los 30°
de iniciar el ensayo.
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Al final del experimento es indispensable verificar la integridad de la mo-
nocapa celular. Si esta no se mantiene, se puede deber a fendmenos de toxici-
dad que afecten a las uniones estrechas de las células. La apertura de las mis-
mas implica un aumento del paso intercelular de moléculas y no del transporte
transcelular, por lo que puede falsear el valor de la permeabilidad aparente.

2.4 METODOS ANALITICOS

La valoracion cuantitativa del salbutamol se ha realizado mediante croma-
tografia liquida de alta resolucion (HPLC).

2.4.1 Elementos cromatograficos.

Se ha utilizado un cromatégrafo liquido-liquido de alta resolucion (HPLC),
compuesto por los siguientes elementos:

* Bomba HP 1050.

* Inyector automatico Perkin-Elmer modelo ISS 200.

* Detector fluorimétrico modelo HP 1046.

* Integrador Perkin-Eimer modelo 1020.

El sistema cromatogréafico empleado es de reparto y de fase inversa. La
fase estacionaria consta de:

- Una columna de acero inoxidable “Spherisorb S-5 ODS-2" de 150 mm
de longitud por 4.6 mm de diametro interno, rellena de gel de silice silanizado
con radicales alifaticos de 18 atomos de carbono, con un tamafio de particula de
4 um.

- Precolumna “Tecnockroma”, con dos filtros de 2 um de poro y un relleno
pelicular analogo al de la columna pero con un tamafio de particula de 40 pm.
Su funcién es retener las particulas de mayor tamarno que dafiarian la columna si
llegaran hasta ella.
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La fase movil utilizada se compone de una mezcla de metanol (calidad
HPLC) y de soluciéon acuosa de acido fosférico 30 mM (pH 4) en proporcion
21:79 (V).

La solucion de acido fosforico es la siguiente:

KH2P04 ............................................ 8.165 g
Agua bidestilada c.5.p.......c.erevnnen 2000 mL

El pH se ajusta a 4 con acido ortofosforico (84-86%).

La fase moévil, antes de su uso, se hace pasar a través de un filtro “Milli-
pore GVWP" de 0.22 um de diametro de poro, con ayuda de un dispositivo de
filtracion por vacio. Esta operacion permite desgasificar la muestra y eliminar la
presencia de particulas solidas susceptibles de dafiar la columna.

E! detector se ha ajustado a una longitud de onda de 229 nm para la exci-
tacion y de 306 nm para la emision. Estas longitudes de onda se seleccionaren
tras realizar un barrido de una solucién de salbutamol en un fluorimetro. Debido
a la diferencia de 6rdenes de magnitud de las concentraciones utilizadas en los
ensayos in situ e in vitro, las sensibilidad del detector se ha modificado segun la
concentracion empleada.

Para la fase eluyente se ha utilizade un flujo constante de 1 mL/min. El
volumen de inyeccion en el cromatégrafc ha sido de 20 uL para las muestras
intestinales y de 100 uL para las celulares. En estas condiciones, el pico de sal-
butamol presenta un tiempo de retencion de 3.3 minutos.

Para la valoracién de la antipirina se ha utilizado el mismo sistema de
valoracion, es decir, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). En este
caso, el cromatografo utilizado estaba formado por los siguientes componentes:

* Bomba isocratica Perkin-Elmer modelo serie 10.

* Inyector automatico Perkin-Elmer modelo ISS 200.

* Detector espectrofotométrico Perkin-Elmer LC~90.

* Integrador Perkin-Elmer modelo 1020.
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Se ha utilizado un sistema de reparto y de fase inversa. La fase estacio-
naria estaba constituida por una columna de acero inoxidable “Nova Pack” de
150 mm de longitud por 4.6 mm de diametro interno, rellana de gel de silice sila-
nizado con radicales alifaticos de 18 atomos de carbono, con un tamario de par-
ticula de 4 um. La precolumna utilizada fue la misma que se ha descrito ante-
riormente.

La fase movil utilizada {(previamente filtrada) ha sido una mezcla de ace-
tonitrilo y una solucién de acido ortofosférico 0.01M ajustada a pH 4.5 en propor-
cién volumétrica 15/85. E! volumen de inyeccion ha sido 20 ulL. En estas condi-
ciones el tiempo de retencion de ia antipirina ha sido de 4.5 minutos.

La longitud de onda seleccionada fue 254 nm.

2.4.2 Preparacion de las muestras

Las muestras biologicas procedentes del ensayo de absorcion presentan
a menudo restos soélidos en suspension procedentes, generalmente, de la muco-
sa intestinal. Para evitar que estos restos interfieran en la valoracion y/o que
produzcan una obturacion de la columna cromatogréfica, es necesario centrifu-
gar las muestras a 3000 r.p.m. durante 10 minutos antes de realizar su valora-
cion cuantitativa, inyectandose el sobranadante.

Las muestras procedentes de los ensayos celulares no han necesitado
ningan tratamiento previo.

2.5 VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS
2.5.1 Ensayos de linealidad

Se ha realizado una recta de calibracion para el salbutamol y otra para la
antipirina. De esta manera se demuestra, por una parte, que existe linealidad
entre las concentraciones de soluto ensayadas y las areas de pico obtenidas y,
por otra parte, se determina si la recta de calibracion presenta o no, ordenada en
el origen.
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Las soluciones patrén se preparan a partir de una solucién madre de sal-
butamol 0.4 mM obtenida en las mismas condiciones que las soluciones de per-
fusién. Las concentraciones de salbutamol en las soluciones patron son: 0.3, 0.2,
0.15, 0.1 y 0.05 mM. Se inyectan 20 pL de cada solucion en el cromatégrafo,
realizando tres determinaciones para cada uno de los patrones utilizados.

En las experiencias en las que se parte de concentraciones de salbuta-
mol mas altas que la de 0.3 mM, se procedi6 a su dilucion con objeto de que las
concentraciones obtenidas se hallaran incluidas en el &mbito de valores indica-
dos.

Puesto que la concentracion de salbutamol utilizada en los ensayos con
cultivos celulares es muy inferior a las utilizadas en los ensayos in situ, se reali-
26, del mismo modo, una recta de calibracidon a partir de una solucion madre
10 uM. Las concentraciones de salbutamol en las soluciones patrén fueron:
2 uM, 1 uM y 0.5 uM, que abarcan las concentraciones obtenidas experimental-
mente. Se inyectaron 100 pL de cada solucidn, valorandose por triplicado.

Para la antipirina la solucién madre se ha preparado a la concentracion
1.6 mM. El intervalo de concentraciones patrén ha sido 1.33, 0.66, 0.33, 0.166
mM. Se han inyectado igualmente 20 pL de cada solucion en el cromatografo,
realizando tres determinaciones para cada uno de los patrones utilizados.

La recta que se obtiene al representar graficamente las areas medias de
los picos cromatograficos frente a las concentraciones ensayadas se puede defi-
nir mediante las ecuaciones siguientes:

A=b.C Ecuacién 2.8
A=a+h.-C Ecuacién 2.9
en la que A representa el area del pico cromatografico, C representa la concen-

tracién de farmaco en la solucion patron, b representa la inclinacion de la recta y
a representa la ordenada en el origen.
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Cada una de estas ecuaciones se ajusta a los datos experimentales. Se
realiza la prueba F de Snedecor que ayuda a elegir la ecuacién que mejor define
a la recta de calibrado.

2.5.2 Ensayos de precision y exactitud

Estos ensayos se han realizado para validar la técnica analitica utilizada
en la determinacion del salbutamol y de la antipirina (HPLC).

Respecto a los ensayos in situ, se han preparado tres diluciones de cada
una de las soluciones de perfusién ensayadas. La concentracién de salbutamol
en las soluciones patron ha sido 0.3 mM y las concentraciones teéricas del mis-
mo en las diluciones de referencia han sido 0.2, 0.15 y 0.1 mM. La concentracion
de antipirina en la solucién patrén ha sido 1.6 mM y fas concentraciones tedricas
de la misma han sido 1.33, 0.66, 0.33, 0.166 mM. Cada solucién de referencia se
ha valorado tres veces.

De los ensayos in vitro, se ha preparado una solucion patrén de salbuta-
mol 10 pM. A partir de ella, se han preparado diluciones de referencia de 2 uM,
1 uMy 0.5 uM.

La precision del método de valoracion se expresa, para cada concentra-
cion ensayada, mediante la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de
las tres determinaciones efectuadas; la exactitud se expresa por el error absoluto
y relativo de la media de dichas determinaciones.

2.5.3 Limite de cuantificacion

El calculo del limite de cuantificacion se ha realizado mediante la siguien-
te expresion:

LC =10 s/b

donde s representa la desviacion estandar de la ordenada en el origen y b la
pendiente de la recta de calibracion.
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2.6 ESTUDIO DEL MECANISMO DE INCORPORACION DEL FARMACO:
Ajustado de modelos cinéticos a los datos experimentales obtenidos
in situ

Para determinar la cinética de incorporacién del salbutamol al organismo,

se han considerado conjuntamente todos los datos experimentales obtenidos en
el intestino delgado de la rata en las siguientes condiciones:

1°) Salbutamol en siete concentraciones crecientes.

2°) Salbutamol 0.29 mM en presencia de distintos inhibidores de proce-
sos de secrecion intestinal activos:

a) Inhibidor competitivo: verapamilo.
b) Inhibidor metabélico: azida sodica.
c) Sustancia natural: zumo de pomelo.

Para proceder al ajustado se ha utilizado una ecuacion matematica en |a
que se asume que la absorcion intestinal obedece a una cinética de primer orden
y que, a su vez, el farmaco sufre un proceso simultaneo de secrecion activa des-
de el enterocito al tumen intestinal.

oA Ay M A Ecuacién 2.10
Km, + A

en la que K, es la constante de velocidad de absorcion de primer orden, A es la
concentracion de farmaco en el lugar de absorcion a tiempo £, Vm; es la veloci-
dad maxima de secrecidon y Km; es la constante de Michaelis-Menten del proce-
so de secrecion. Debe indicarse que en el proceso de secrecion, A, deberia sus-
tituirse por A’, que seria ia concentracion en el enterocito, pero, puesto que se
desconoce, se ha sustituido por la concentracién en lumen.

En presencia de inhibidores del proceso de secrecion activa, la Ecuacion
2.10 sufre diferentes modificaciones atendiendo a la naturaleza del inhibidor que
se considere:
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Cuando se utiliza el verapamilo, la Ecuacién diferencial 2.10 adopta la
siguiente expresion:

dA:—ka-A+.— Vm, - A
dt

! , Ecuacion 2.11
km{ﬂ»-» }A

kml

en la que K., A, Vmg, y Kms ya se han definido en la ecuacion anterior, 1 es la
concentracion de inhibidor y Kml es la constante de Michaelis-Menten det proce-
so de secrecion del inhibidor.

Cuando se utiliza la azida sodica, se asume que la velocidad de incorpo-
racion del farmaco se ve modificada por la concentracion de ATP disponible en
el medio, de acuerdo con la ecuacion:

dA _ —k, A+ vm, - A-[ATP] Ecuacion 2.12
ot km, + A

A su vez, la variacion de la concentracién de ATP con el tiempo se ha
calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion:

JATP AZ
R O
ot IC,, + AZ

J -k, -[ATP] Ecuacion 2.13

donde k, es la constante de formacion del ATP, de acuerdo con una cinética de
orden cero, AZ es la concentracion de azida sédica en el medio, ICsp €5 la con-
centracion de azida sodica que inhibe al 50% la actividad de la ATP sintetasa, y
JATP] es la concentracién de ATP disponible a tiempo 14

Por ultimo, cuando se ha utilizado el zumo natural de pomelo, la Ecuacion
2.10 se expresa de la siguiente manera:
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Nk At s Ecuacién 2.14

En esta ecuacion, Pkm es un factor que modifica la constante de Michae-
lis-Menten del proceso de secrecion del salbutamel, de acuerdo con una inhibi-
cion competitiva del proceso. Los demas parametros se han descrito anterior-
mente.

Los ajustados se han realizado mediante el programa informatico Win-
nonlin 1.0, utilizando el algoritmo Gauss-Newton (Levenberg y Hartley) y el valor
/Ao como factor de ponderacion.

2.7 METODOS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos, se han utilizado
tres programas informaticos: Sigmaplot 6.0, SPSS 10.0 y Winnonlin 1.0.

2.7.1 Criterios de calidad de los ajustados

Como criterio de calidad de los ajustados se emplean los parametros que
se describen en los epigrafes siguientes:

2.7.1.1 Coeficiente de correlacion

El criterio estadistico establecido para determinar la bondad de los ajus-
tados lineales por minimos cuadrados en las rectas de calibracion, en la deter-
minacion de la reabsorcién de agua y en los ensayos de absorcion, es el coefi-
ciente de correlacion, r.

Para los ajustados no lineales, se ha utilizado el coeficiente de correla-
cion entre los valores experimentales y los tedricos predichos por el modelo. De
este modo, se puede evaluar el grado de concordancia entre los valores experi-
mentales y tedricos.

En ambos casos, cuanto méas se aproxime el valor absoluto de r a la uni-
dad, mas fiable sera el ajustado.
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2.7.1.2 Error estandar de los parametros

Mediante los programas de ajuste de datos empleados, se obtienen los
parametros estimados, acompanados del error estandar. El error estandar
constituye un buen indicador de la fiabilidad del ajustado obtenido, ya que
expresa la precision con la que se ha estimado el parametro.

2.7.1.3 Coeficiente de variacién de los parametros

El coeficiente de variacion de un parametro es la desviacion estandar ex-
presada como porcentaje respecto del valor del parametro. Constituye un buen
indicador de la fiabilidad y precision del ajustado ya que proporciona informacion
sobre la certeza con la que se ha determinado cada parametro. El ajustado sera
tanto mas fiable cuanto menores sean los valores de los coeficientes de varia-
cion de los parametros estimados.

2.7.1.4 Suma de cuadrados

La suma de cuadrados se utiliza para juzgar la calidad de los ajustados
no lineales.

Representa la suma total de los cuadrados de las diferencias entre los va-
lores experimentales y los tedricos predichos por la ecuaciéon. Cuanto menor sea
el valor obtenido de la suma de cuadrados, mas fiable sera el ajustado. Se debe
tener en cuenta que este valor depende del nimero de valores experimentales
utilizados en el ajustado y, en su caso, de la ponderacion utilizada.

2.7.2 Criterios de selecciéon de modelo

Una vez realizados los ajustados a los datos experimentales, se seleccio-
na el modelo més adecuado empleando los criterios que se indican a continua-
cién:
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2.7.2.1 Ensayo AiC

De acuerdo con el criterio de informacién de Akaike (AIC) para la compa-
racién de modelos, se cumple:

AIC=N- LnZd? +2- p Ecuacion 2.15

donde N equivale al numero de términos ensayados, d? es la suma de cuadra-
dos de los residuales y p el nimero de parametros de la ecuacion. Se considera
mas probable el ajustado que presenta un menor valor AIC (o MAICE, siglas de
Minimum AIC Estimation).

En general este criterio favorece al modelo mas sencillo que se compara
ya que a mayor complejidad de la ecuacion considerada, mayor namero de pa-
rametros y por lo tanto, unicamente un valor muy pequefo de la suma de cua-
drados haria mas probable el modelo mas complejo.

2.7.2.2 Prueba F de Snedecor

Esta prueba se ha realizado para conocer la ecuacion que mejor define la
recta de calibrado del salbutamol y de la antipirina.

Las Ecuaciones 2.8 y 2.9 se ajustan mediante un programa estadistico
adecuado (SIGMA PLOT 6.0) a los datos disponibles, concentraciones y areas
de los picos. La suma de cuadrados y los grados de libertad obtenidos con cada
modelo nos permiten calcular el valor experimental F mediante la siguiente ex-
presion:

F =55 =8s; %

Ecuacion 2.16

en la que ss; es la suma de cuadrados del modelo con menor nimero de para-
metros y &, sus grados de libertad, y ss2y &2 la suma de cuadrados y grados de
libertad correspondientes al modelo mas complejo.
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Cuando el valor F experimental es menor que el valor F tabulado en las
tablas de Snedecor (para §; — &, & y un nivel de significacién o = 0.05), se con-
sidera que no existen diferencias significativas entre los dos modelos y se elige
el modelo mas sencilio (Ecuacion 2.8), que no presenta crdenada en origen.

2.7.3 Pruebas de comparacién de medias

En esta Memoria se han utilizado diferentes pruebas paramétricas de
comparacién de medias de los diferentes grupos de ensayos, fijando un nivel de
confianza del 95% de modo que se determina la existencia de diferencias esta-
disticamente significativas cuando el valor de probabilidad p es menor del 5%.

Para poder aplicar este tipo de pruebas paramétricas deben cumplirse las

condiciones de que la distribucién siga la ley normal y que las varianzas sean
‘homogéneas.

Por ello, antes de realizar el analisis comparativo, se ha realizado un en-
sayo de homogeneidad de varianzas, mediante la prueba de Levene. Si se cum-
ple que p es mayor de 0.05, es decir si las varianzas son homogéneas, pueden
aplicarse:

a) Analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias: se utiliza para determi-
nar si varias medias que se estan comparando pertenecen a la misma
poblacion o por el contrario proceden de poblaciones distintas.

b) Pruebas de comparacién muitiple: Prueba de Scheffe. Cuando el ANOVA
determina la presencia de diferencias estadisticamente significativas en-
tre las medias comparadas, esta prueba permite la comparacion entre
combinaciones de grupos.

Por otro lado, si no se cumplen los criterios de homocedasticidad, se de-
be recurrir a pruebas de comparacion no paramétricas, como la prueba de Dun-
net T3.
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2.8 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN MDR

2.8.1 Preparacion del RNA y sintesis del cDNA

Las ratas se anestesian siguiendo el procedimiento descrito en el Epigra-
fe 2,.2.4 y se aislan los diferentes 6rganos y tejidos en los que se ha analizado la
expresion del gen MDR.

El RNA total de esos tejidos se ha extraido utilizando el método de la
guanidina isotiocianato-fenol, siguiendo el protocolo de Chomczynski y Sacchi
(Chomczynski P. y Sacchi N.,1987). La integridad del RNA en las muestras se ha
comprobado mediante electroforesis en gel de agarosa, al que se adiciond bro-
muro de etidio, y la concentracion de RNA se ha determinado mediante
espectrofotometria.

El RNA se ha congelado y se ha mantenido a -80°C hasta el momento de
su utilizacion.

Para la sintesis del cDNA, las muestras de RNA se han descongelado
lentamente, introduciéndolas en hielo picado. Se han tomado 2 pg de RNA total
de cada uno de los tejidos y 0.5 pg del cebador o primer dT16 y se han mezcla-
do con agua DEPC. Este agua esta tratada para eliminar RNAsas que podrian
degradar el RNA de las muestras. Estas mezclas se han calentado a 70°C du-
rante 5 minutos para romper el apareamiento entre bases, denominados bucles,
que pueden existir en las hebras de RNA. Transcurridos 5 minutos, se debe pa-
rar la reaccion con hielo para evitar que el RNA vuelva a reasociarse consigo
mismo. Los eppendorff se han centrifugado 5 segundos a 13000 r.p.m. y a cada
uno de ellos se les ha incorporado los siguientes componentes: tampon Tris-HCI
50 mM a pH 8.3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10 mM, 40 unidades de RNAsin,
500uL de cada uno de los nucledtidos trifosfato (ANTP) 500 mM y, 300 unidades
de la Transcriptasa Reversa (RT). Los eppendorff se han incubado durante una
hora a 42°C.

Pasada esa hora, se ha parado la reaccion con hielo y los eppendorff se
han congelado a -80°C.
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2.8.2 Analisis semicuantitativo del mRNA mediante RT-PCR

Antes de realizar la RT-PCR en las muestras, se debe comprobar que la
enzima transcriptasa reversa funciona correctamente. De este modo, las diferen-
cias que se observen entre los niveles de mRNA de los genes (MDR) codifican-
tes de la glicoproteina-P en los diferentes tejidos se deben, (nicamente, a que se
encuentran en diferente cantidad, y no a un mal funcionamiento de la transcrip-
tasa reversa. Para ello se ha empleado un patrén interno, la ciclofilina (CYC).

Si el producto originado por el mRNA de la ciclofilina se ha amplificado de
modo equivalente en todos ios tejidos seleccionados, es un indicio de que la en-
zima transcriptasa inversa ha funcionado adecuadamente en todos los casos.

Para realizar la RT-PCR se necesita disefiar adecuadamente los cebado-
res, de manera que liguen con las regiones que delimitan los fragmentos de DNA
que se quieren amplificar, tal y como se ha explicado en el Epigrafe 1.3.2.

Los oligonucleétidos cebadores se han disefiado de manera que detecten
el mRNA que codifica para la glicoproteina-P, transcrita a partir del gen MDR. El
cebador MDR-U (5'-CAT CGC CTA CGG AGA CAA CA-3') se corresponde con
los nucledtidos 3489-3508 de 1a secuencia de cDNA de la isoforma MDR-1 de ia
rata. Del mismo modo, el cebador MDR-L (5'-CTG CGT TCT GGA TGG TGG
AC-3") corresponde a los nucledtidos 3801-3820 de dicha secuencia (Silverrman
J.A. ycol, 1997).

También se han disefiado los cebadores para la ciclofilina. EIl CYC-U (5'-
CGT CTG CTT CGA GCT GTT TG-3') y CYC-L (6-GTA AAA TGC CCG CAA
GTC AA-3') que corresponden a los nucleétidos 99-118 y 543-562, respectiva-
mente, del cDNA de la ciclofilina A de la rata (Danielson P.E. y col., 1988), y que
han generado un producto de 463 bases.

La reaccion de la PCR se ha llevado a cabo en un termociclador (Perkin-
Eimer 2400). En la reaccién de la polimerasa deben estar presentes una serie de
componentes que favorecen la actividad de dicha enzima. En consecuencia, en
los tubos eppendorff, donde posteriormente se va a introducir cada cDNA sinteti-
zado, se debe incorporar la siguiente mezcla de componentes: Tris-HCl 76 mM
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3.1 VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA

3.1.1 Rectas de calibracion

En el Cuadro 3.1 se indican las ecuaciones de la recta de calibracion del
salbutamol, para los ensayos “in situ”, con ordenada y sin ordenada en el origen.
También se indican las parametros obtenidos al ajustar los datos experimenta-
les, la suma de cuadrados (SS), el valor AIC y el coeficiente de correlacion. Co-
mo puede observarse, existe una excelente linealidad entre las areas y las con-
centraciones.

Los resultados obtenidos al aplicar la prueba F de Snedecor (a=0.05) a
los dos tipos de ecuaciones se detallan en el Cuadro 3.2. Puesto que la F tabu-
lada es mayor que la calculada, se acepta que la ecuacion que mejor ajusta los
datos experimentales es la mas sencilla (sin ordenada en origen). Por lo tanto,
no es necesario realizar una recta de calibracion en cada ensayo y las areas se
pueden calcular directamente tomando como patrén externo la solucion de refe-
rencia.

La representacion grafica de la recta de calibracion para el salbutamol se
muestra en la Figura 3.1. Dicha figura se acompafia de la ecuacion de la recta y
del coeficiente de correlacion correspondiente.

Parametros A=b- C A=a+b- C
ats - 1.01- 10° £ 1.84- 10°
bts 1.80- 10%+3.74- 10° 1.80- 10°+7.88- 10°
r 0.999 0.999
SS 2.27- 10" 2.11- 10"
AIC 158.91 ~ 160.46

Cuadro 3.1 Pardmetros obtenidos tras el ajustado de las Ecuaciones 2.8 y 2.9 a los da-
tos experimentales.
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Ecuaciones 54-8; 5z E tab F cal
Comparadas
2.8-2.9 1 4 7.71 0.304

Cuadro 3.2 Comparacion estadistica, mediante la prueba F de Snedecor,
entre las rectas de calibracién sin y con ordenada en origen (a=0.05).

80x108

70x10°

60x10°

50%x108 o

40x%10°

Area

30x108 A

20%100

10x108

0 T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04

Concentracion de salbutamot {(mM)

Figura 3.1 Representacion gréfica de la recta de calibracion obtemda
para el salbutamol, definida por la siguiente ecuacion: A=1.800-1 0* C
(r>0,999).

El limite de cuantificacion obtenido segln los valores de la recta de cali-
bracion, a partir de la expresion descrita en el Epigrafe 2.5.3, ha sido 0.01 mM.

En el Cuadro 3.3 se indican las ecuaciones de la recta de calibracion de
la antipirina, con ordenada y sin ordenada en el origen. También se indican las
parametros obtenidos al ajustar los datos experimentales, la suma de cuadrados
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(SS), el valor AIC y el coeficiente de correlacion. Como puede observarse, existe
una excelente linealidad entre las areas y las concentraciones.

Parametros A=b- C A=a+b- C
ats - 5.05- 10" +4.71- 10°
b +s 9.16- 10° +4.66- 10° 5.13- 10" £ 3.48- 10°
R 0.999 0.999
SS 2.38- 10" 1.04- 10"
AIC 144.50 142.35

Cuadro 3.3 Parédmetros obtenidos tras el ajustado de las Ecuaciones 2.8 y 2.9 a los da-
tos experimentales.

Los resultados obtenidos al aplicar la prueba F de Snedecor (¢=0.05) a
los dos tipos de ecuaciones se detallan en el Cuadro 3.4. Puesto que la F tabu-
lada es mayor que la calculada, se acepta que la ecuacion que mejor ajusta los
datos experimentales es la mas sencilla {(sin ordenada en origen). Por lo tanto,
no es necesario realizar una recta de calibracion en cada ensayo y las areas se
pueden calcular directamente tomando como patrén externo la solucion de refe-
rencia.

Ecuaciones §1-5, 85 F tab F cal
comparadas ‘
2.8-2.9 1 3 10.13 3.86

Cuadro 3.4 Comparacion estadistica, mediante la prueba F de Snedecor,
entre las rectas de calibracion sin y con ordenada en origen (a = 0.05).
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La representacion grafica de la recta de calibracion para la antipirina se
muestra en la Figura 3.2. Dicha figura se acompafia de la ecuacion de la recta y
del coeficiente de correlacion correspondiente.

100x108

80x108 4

BOx10° -

Area

40x108

20x1085 o

T T

0.0 0.3 0.6 0.8 1.2 15 1.8
Concentracion de antipirina {mM)

Figura 3.2 Representacion gréfica de la recta de calibracién obtenida
para la antipirina, definida por la siguiente ecuacion: A=5.134-1 0 C
(r>0,999).

El limite de cuantificacion obtenido segun los valores de la recta de cali-
bracion, a partir de la expresion descrita en el Epigrafe 2.5.3, ha sido 0.09 mM.

En el Cuadro 3.5 se indican las ecuaciones de la recta de calibracion del
salbutamot, para los ensayos “in vitro”, con ordenada y sin ordenada en el ori-
gen. También se indican las parametros obtenidos al ajustar los datos experi-
mentales, la suma de cuadrados (SS), el valor AIC y el coeficiente de correla-
cion. Como puede observarse, existe una excelente linealidad entre las areas y
las concentraciones.

Los resultados obtenidos al aplicar la prueba F de Snedecor (a=0.05) a
los dos tipos de ecuaciones se detallan en el Cuadro 3.6. Puesto que la F tabu-
lada es mayor que la calculada, se acepta que la ecuacion que mejor ajusta los
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datos experimentales es la mas sencilla (sin ordenada en origen). Por lo tanto,
no es necesario realizar una recta de calibracion en cada ensayo y las 4reas se
pueden calcular directamente tomando como patrén externo la solucion de refe-
rencia.

La representacidn gréafica de la recta de calibracién para el salbutamol se
muestra en la Figura 3.3. Dicha figura se acompafia de la ecuacion de la recta y
del coeficiente de correlacion correspondiente.

Parametros A=b- C =a+b- C
ats - 6.95- 10° £2.34- 10*
bis 2.39- 10° +2.24- 10* 2.34- 10°+2.04- 10*
r 0.999 0.999
SS 8.03- 10° 1.49- 10°
AIC 03.23 88.50

Cuadro 3.5 Parémetros obtenidos tras el ajustado de las Ecuaciones 2.8 y 2.9 a los da-
fos experimentales.

Ecuaciones 81-82 8 Ftab | Fcal
Comparadas
2.8-2.9 1 2 18.51 8.77

Cuadro 3.6 Comparacion estadistica, mediante la prueba F de Snedecor,
entre las rectas de calibracién sin y con ordenada en origen (a=0.05).
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Figura 3.3 Representacién gréfica de la recta de calibracion obtenida
para el salbutamol, definida por la siguiente ecuacion: A=2.39-10% C
(r>0,999).

El limite de cuantificacion obtenido segin los valores de la recta de cali-
bracion, a partir de la expresion descrita en el Epigrafe 2.5.3, ha sido 0.1 M.

3.1.2 Ensayos de precision y exactitud

La precisién del método de valoracion, que indica la dispersion de los
datos experimentales respecto de la media aritmética, se expresa por la desvia-
cion estandar vy el coeficiente de variacion de cada medida y la exactitud, que se
refiere a la similitud entre el valor tedrico de la concentracién de un analito en
una muestra y el valor experimental estimado, se expresa mediante los errores
absolutos y relativos de dichos valores. Obtener un resultado exacto es muy im-
portante ya que implica que el método no esté sujeto a error sistematico.

En los Cuadros 3.7 a 3.17 se muestran los resultados de la validacion
del método analitico utilizado en la determinacion del salbutamol, detallandose
en cada uno de ellos la concentracion de referencia. De cada concentracion de
referencia se hicieron tres determinaciones. La media aritmética de los tres valo-
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res obtenidos representa la concentracion estimada de cada diluciéon valorada.
También se indican el valor de la desviacion estandar, el coeficiente de variacion

y el error absoluto y relativo.

Para las soluciones de salbutamol que presentan una concentracion su-
perior a la de 0.29 mM, todas las muestras intestinales se diluyeron convenien-
temente para que estuvieran dentro del ambito de concentraciones que abarca-

ba la curva de calibracion.

Concentracién Concentracién d.e. CV(%) E. E({%)
referencia estimada

2 uM 1.976 0.010 0.54 0.024 1.20

1 uM 0.972 0.010 1.03 0.028 2.80

0.5 uM 0.484 0.002 0.41 0.016 3.20

Cuadro 3.7 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el me-

todo analitico, obtenidos con una solucion de salbutamol 100 M.

Concentracion Concentracién d.e. CV(%) E, E{%)
referencia estimada

2 uM 2.063 0.027 1.29 0.063 3.15

1 uM 0.999 0.021 2.07 0.001 0.10

0.5 uM 0.498 0.001 0.31 0.002 0.40

Cuadro 3.8 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el mé-
todo analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 100 uM adiciona-

da de verapamilo 100 uM.
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Concentracion  Concentracion d.e. CV(%) E, E (%)
referencia Estimada

2 uM 1.918 0.039 2.03 0.082 4.10

1 uM 0.981 0.016 1.67 0.019 1.90

0.5 uM 0.503 0.001 0.19 0.003 0.60

Cuadro 3.9 Resultados de los ensayos de precisién y exactitud para el mé-
todo analitico, obtenidas con una solucién de salbutamol 100 pM adiciona-

da de probenecid 100 uM.

Concentraciéon Concentracion d.e. CV{%) E, E.(%)
referencia estimada

2 M 2.013 0.017 0.84 0.013 0.65

1 uM 0.988 0.013 1.31 0.012 1.20

0.5 uM 0.496 0.009 1.81 0.004 0.80

Cuadro 3.10 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 100 uM adicio-
hada de zumo de pomelo natural.

Concentraciéon Concentracion d.e. CV(%) E, E,(%)
referencia estimada
0.20 mM 0.199 0.006 3.02 0.001 0.50
0.15 mM 0.152 0.001 0.66 0.002 1.33
0.10 mM 0.101 0.004 0.04 0.001 1.00

Cuadro 3.11 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 0.29 mM.
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Concentracion Concentracion d.e. CV(%) E. E (%)
referencia estimada
0.20 mM 0.198 0.002 1.01 0.002 1.00
0.15 mM 0.145 0.005 3.44 0.005 3.33
0.10 mM 0.099 0.001 1.01 0.001 1.00

Cuadro 3.12 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
meétodo analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 0.29 mM adi-
cionada de verapamilo 10 mM.

Concentracién Concentracién d.e, CV(%}) E. E.(%)
referencia estimada
0.20 mM 0.203 0.002 0.99 0.003 1.50
0.15 mM 0.150 0.001 0.66 0.000 0.02
0.10 mM 0.102 0.001 0.98 0.002 2.00

Cuadro 3.13 Resultados de los ensayos de precisién y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 0.29 mM adi-
cionada de verapamilo 20 mM.

Concentracion Concentracién d.e. CV(%) E, E{%)
referencia estimada
0.20 mM 0.206 0.002 0.97 0.006 3.00
0.15 mM 0.155 0.001 0.39 0.005 3.33
0.10 mM 0.105 0.001 0.58 0.003 3.00

Cuadro 3.14 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucion de salbutamol! 0.29 mM adi-
cicnada de azida sédica 0.3 mM.
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Concentracion Concentracion d.e. CV(%) E. E,(%)
referencia Estimada
0.20 mM 0.206 0.001 0.29 0.006 3.00
0.15 mM 0.153 0.002 0.98 0.003 2.00
0.10 mM 0.102 0.002 1.47 0.002 2.00

Cuadro 3.15 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién de salbutamol 0.29 mM adi-
cionada de azida sodica 3 mM.

Concentraciéon  Concentracién d.e. CV(%) E. E.{%)
referencia Estimada
0.20 mM 0.198 0.000 0.25 0.006 1.00
0.15 mM 0.153 0.001 0.39 0.003 2.00
0.10 mM 0.099 0.001 0.61 0.002 1.00

Cuadro 3.16 Resultados de los ensayos de precisién y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucion de salbutamol 0.29 mM adi-
clonada de azida sédica 6 mM.

Concentracion Concentracién d.e. CV(%) E, E«(%)
referencia Estimada
0.20 mM 0.203 0.003 1.47 0.003 1.50
0.15mM 0.154 0.007 4.54 0.004 2.66
0.10 mM 0.102 0.002 1.96 0.002 2.00

Cuadro 3.17 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
meétodo analitico, obtenidos con una solucion de salbutamol 0.29 mM adi-
cionada de zumo de pomelo natural.
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En los Cuadros 3.18 a 3.20 se muestran los resultados de la validacién
del método analitico utilizado para el farmaco patrén (antipirina). Se selecciona-
ron cuatro concentraciones de referencia que abarcaron el ambito de concentra-
ciones valoradas en las muestras intestinales. Del mismo modo, se realizaron
tres determinaciones de cada concentracién de referencia, representando la me-
dia aritmética de las mismas y el valor de la concentracion estimada para cada
dilucién valorada. Asimismo, se indica el valor de la desviacion estandar, el co-
eficiente de variacion y el error absoluto y relativo.

Concentracion Concentracion d.e. CV{(%) E. E. (%)
referencia estimada
1.330 1.328 0.005 0.40 0.002 0.15
0.660 0.649 0.002 0.36 0.011 1.66
0.330 0.333 0.001 0.30 0.003 0.91
0.165 0.162 0.001 0.91 0.003 1.81

Cuadro 3.18 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucidn antipirina 1.6 mM.

Concentracién Concentracion d.e. CV(%) E. E{%)
referencia estimada
1.330 1.355 0.002 0.16 0.025 1.88
0.660 0.690 0.008 1.23 0.030 4.54
0.330 0.347 0.002 0.61 0.017 5.15
0.165 0.172 0.002 1.23 0.007 4,24

Cuadro 3.19 Resultados de los ensayos de precision y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién antipirina 1.6 mM adicionada
de verapamilo 10 mM.
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Concentracién Concentracién d.e. CV(%) E, E{%)
referencia estimada
1.330 1.331 0.004 0.32 0.001 0.07
0.660 0.685 0.008 1.25 0.025 3.78
0.330 0.337 0.005 1.44 0.007 212
0.165 0.163 0.007 4.34 0.002 1.21

Cuadro 3.20 Resultados de los ensayos de precisién y exactitud para el
método analitico, obtenidos con una solucién antipirina 1.6 mM adicicnada
de verapamilo 20 mM.

3.2 ENSAYOS DE DEGRADACION

En los ensayos de degradacion se ha determinado la concentracion de
salbutamo! presente en las muestras intestinales, después de su incubacion du-
rante distintos periodos de tiempo. Los resultados obtenidos, para cuatro repli-
cados por cada condicion de ensayo (Epigrafe 2.2.7), se exponen en los Cua-
dros 3.21 a 3.24, junto con el valor promedio y la desviacion estandar.

De los datos obtenidos se deduce que, en todos los casos, los valores
medios de concentracién de salbutamol difieren en menos de una unidad por-
centual respecto a la solucion de referencia no incubada (0.28 mM).

En los Cuadros 3.25 a 3.28, se muestra ¢l resultado del ensayo estadis-
tico (ANOVA). En todos los casos el valor p es mayor de 0.05, lo que permite
establecer que no existen diferencias significativas entre las concentraciones
obtenidas en los distintos tiempos de incubacion. Por lo tanto, en nuestras con-
diciones experimentales, no existe degradacion quimica ni microbiana del B-
blogueante.
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Tiempo Animales de experimentacion Valor medio
(min) ] > 3 4 {xd.e.)
10 0.292 0.295 0.292 0.288 0.292+0.003
20 0.288 0.288 0.287 0.289 0.288+0.001
30 0.289 0.286 0.290 0.297 0.291+0.005

Cuadro 3.21 Ensayo de degradacién: concentraciones (mM) de salbutamol
en las muestras en funcién del tiempo de incubacién, utilizando liquido de
lavado corto como solucién de perfusién. Concentracion de referencia: 0.29

mM.
Tiempo Animales de experimentacion Valor medio
{min) 1 ) 5 4 {td.e.)
10 0.289 0.289 0.298 0.295 0.293+0.005
20 0.291 0.295 0.289 0.290 0.291+0.002
30 0.295 0.294 0.292 0.289 0.292+0.003

Cuadro 3.22 Ensayo de degradacién: concentraciones (mM) de salbutamol
en las muestras en funcion del tiempo de incubacién, utilizando liquido de
lavado corto adicionado de verapamilo 20 mM como solucién de perfusién.
Concentracion de referencia: 0.29 mM.
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Tiempo Animales de experimentacién Valor medio
(min) ) > 3 4 (xd.e.)
10 0.285 0.290 0.291 0.291 0.289+0.003
20 0.281 0.291 0.289 0.291 0.288+0.005
30 0.281 0.292 0.283 0.293 0.287+0.006

Cuadro 3.23 Ensayo de degradacion: concentraciones (mM} de salbutamol
en las muestras en funcion del tiempo de incubacion, utilizando liquido de
lavado corto adicionadc de azida sodica 6 mM como solucion de perfusion.
Concentracién de referencia: 0.29 mM.

Tiempo Animales de experimentaciéon Valor medio
(min) 1 5 3 4 (xd.e.)
10 0.294 0.288 0.289 0.292 0.291+0.003
20 0.292 0.291 0.293 0.293 0.292:+0.001
30 0.289 0.290 0.293 0.291 0.290+0.002

Cuadro 3.24 Ensayo de degradacién: concentraciones (mM) de salbutamol
en las muestras en funcion del tiempo de incubacion, utilizando liquido de
lavado corto adicionado de zumo de pomelo como solucién de perfusion.
Concentracion de referencia: 0.29 mM.
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FUENTE DE SUMA DE CUADRADO F p si

VARIACION CUADRADOS g:l MEDIO 9.
Entre grupos  2.92.10°5 2 1.46-10° 1431 0289 NS
Enlos grupes  9.17.10° 9 1.02.10°

TOTAL 12.09.10°° 11

Prueba de Levene P=0.194

Cuadro 3.25 Anaélisis de varianza de una via correspondiente a las concentracio-
nes de salbutamol en el ensayo de degradacion realizado, utilizando liquido de la-
vado corto como solucién de perfusion.

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO

: 1 F ig.
VARIACION  CUADRADOS 9 MEDIO P Sig

Entre grupos  5.17.10°® 2 2.58.10°° 0.227 0.801 NS

En los grupos 1.03-10™ 9 1.14.10°°
TOTAL 1.08.10* 11

Prueba de Levene P=0142

Cuadro 3.26 Analisis de varianza de una via correspondiente a los porcentajes de
degradacion del salbutamol en el ensayo de degradacién realizado, utilizando liqui-
do de lavado corto y verapamilo a concentracion 20 mM como solucién de perfu-
sion.
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FUENTE DE SUMA DE CUADRADRO

VARIACION ~CUADRADOS O MEDIO F P Sig.

Entre grupos  8.17-10°® 2 4.08-10° 0179 0.839 NS
Enlos grupos  2.05.10™ 9 2.28.10%
TOTAL 2.14.10* 11

Prueba de Levene P=0.093

Cuadro 3.27 Andlisis de varianza de una via correspondiente a los porcentajes de
degradacion del salbutamol en el ensayo de degradacion realizado, utilizando liqui-
do de lavado corto y azida sédica a concentracion 6 mM como solucion de perfu-
sion.

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO

VARIAGION ~ CUADRADOS o MEDIO F P Sig.

Entre grupos  6.00-10°® 2 3.00.10° 0.788 0484 NS
Enlos grupos  3.43.10° 9 3.81-10°
TOTAL 4,03-10° 11

Prueba de Levene P=0.063

Cuadro 3.28 Analisis de varianza de una via correspondiente a los porcentajes de
degradacion del salbutamol en el ensayo de degradacién realizado, utilizando li-
quido de lavado corto y zumo de pomelo como solucion de perfusion.

3.3 ENSAYOS DE REABSORCION DE AGUA

La reabsorcion de agua se ha evaluado a partir de los volimenes rema-
nentes obtenidos experimentaimente a tiempo cero y a 30 minutos (Epigrafe
2.2.6).

Las soluciones de perfusion ensayadas se han perfundido, aleatoriamen-

te, en cinco animales de experimentacion. De este modo se ha obtenido el valor
medio representativo del volumen remanente en lumen intestinal a tiempo cero.
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medio representativo del volumen remanente en lumen intestinal a tiempo cero.
En los Cuadros 3.29 y 3.30, se consignan los valores individuales y el valor me-
dio, este Ultimo acompanado de la desviacién estandar, asi como del coeficiente
de variacion.

Al finalizar el ensayo de absorcion, los volimenes remanentes a 30’ se
han determinado de forma individual para cada animal de experimentacién, tal
como se indica en el Epigrafe 2.2.6. Los valores individuales y medios, acompa-
flados de su desviacién estandar, se indican en los Cuadros 3.31 a 3.37, Cua-
dros 3.39 y 3.40, Cuadros 3.44 a 3.46, Cuadro 3.50, Cuadros 3.52 a 3.54, Cua-
dros 3.58 a 3.61, Cuadro 3.63y Cuadro 3.64.

Animales de experimentacién Mediatd.e. CV(%)
1 2 3 4 5

Vo(mk) [10.50{10.32|10.43|10.66| 10.90 | 10.56+0.23 2,14

Cuadro 3.29 Valores individuales y valor medio de los voltimenes remanen-
tes (mL) a tiempo cero, despugés de la perfusion de las soluciones de salbu-
tamol seleccionadas, en intestino deigado completo.

Animales de experimentacion
1 2 3 4 5

Vo(mL) | 5.10 | 5,05 | 520 | 510 | 5.15 5.12+0.06 1.11

Mediatd.e. CV(%)

Cuadro 3.30 Valores individuales y valor medio de los volimenes remanen-
tes (mL) a tiempo cero, después de la perfusion de las soluciones de salbu-
tamol seleccionadas, en diferentes tramos intestinales.
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3.4 ENSAYOS DE ABSORCION IN SITU
3.4.1 Absorcién del salbutamol en intestino deigado de rata

3.4.1.1 Salbutamol a concentraciones crecientes

Las concentraciones remanentes de salbutamol halladas para cada tiem-
po de muestreo y corregidas para la reabsorcién de agua, después de la perfu-
sion en el intestino completo de rata de las soluciones del citado farmaco a con-
centraciones crecientes, han sido, en nuestras condiciones experimentales, las
que se exponen en los Cuadros 3.31 a 3.37. Se indican los valores de las con-
centraciones individuales, asi como el valor medio con su correspondiente des-
viacion estandar. También se detallan los volimenes remanentes a los 30 minu-
tos, las constantes aparentes de velocidad de absorcion, k,, obtenidas por regre-
sion no lineal de las concentraciones remanentes medidas frente a los tiempos
de muestreo y las constantes promedias con su desviacion estandar. El ensayo
de absorcion se realizd empleando lotes de 8 animales para cada una de las
soluciones ensayadas.



Resultados 115

CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL {(mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) = 2 3 4 5 & 7 8 (xde.)
5 0109 0.095 0.099 0.112 0.114 0.111 0.101 0.104 0.106:0.006
10 0107 0.094 0.098 0.109 0.112 0.108 0.099 0.101 0.104+0.006
15 0.104 0.092 0095 0.106 0.108 0.105 0.096 0.099 0.101+0.006
20 0102 0.091 0.094 005 0.106 0.102 0.095 0.096 0.099:+0.006
25  0.100 0.088 0.090 0.102 0.103 0.100 0.093 0.094 0.096+0.006
30 0.098 0.087 0.088 0.099 0.100 0.097 0.091 0.092 0.094+0.006

VemL) 850 830 828 820 820 830 850 830 832+0.12
ka(h) 0277 0.220 0291 0290 0.317 0.320 0.247 0295  0.295

Ao(mM) 0.112 0.097 0.102 0414 0.117 0.114 0.103 0.106  0.109

0.996 0.986 0.984 0994 0996 0.999 0.995 0.998 0.998

ks promedia = (0.282+0.033) h™'

Cuadro 3.31 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de foma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucion de salbutamol a una concentracién 0.15 mM. En la parte inferior del cuadro se
indican los volimenes remanentes individuales y medios (Vi) a los 30 minutos, acompafiados
de la desviacién estandar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de
absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién esténdar, concentraciones
iniciales aparentes (Ag) y coeficientes de correlacion (r). También se consigna la constante de
absorcion promedia acompafada de la desviacion esténdar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL {mM)
TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) = 2 3 4 5 8 1 8 (tde)
5 0218 0227 0.198 0.224 0.216 0229 0.235 0.229 0.222+0.011
10 0.212 0219 0.193 0.214 0.210 0222 0.224 0.218 0.214+0.010
15 0.206 0.210 0.184 0.208 0.199 0.215 0.218 0.208 0.206+0.011
20 0.200 0.205 0.179 0.199 0.195 0.210 0.214 0.198 0.200+0.011
25 0.194 0195 0.173 0.191 0.187 0.201 0.206 0.197 0.193+0.010
30 0.188 0.189 0.166 0.183 0.181 0.196 0.199 0.186 0.186+0.010
Vi(mL) 720 720 7.87 860 7.86 7.86 920 820 8.00+0.67
ke(h™) 0.354 0.441 0.423 0.477 0430 0.377 0.378 0.482 0.420
Ao(mM) 0225 0236 0.206 0.233 0224 0.236 0.241 0.237 0.230
r(>) 0.999 0.998 0.897 0.999 0.996 0.998 0.993 0.998 0.999
k. promedia = (0.420+0.047) h™

Cuadro 3.32 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucién libre de salbutamol a una concentracion 0.29 mM. En la parte inferior del cuadro se
indican los volumenes remanentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acompafiados
de la desviacién esténdar, los valores individuales y el valor medio de Ilas constantes de
absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién estandar, concentraciones
iniciales aparentes (Ag) y coeficientes de correlacién (r). También se consigna la constante de
absorcién promedia acompanada de la desviacion estéandar,
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (+de)

5 1.063 0.923 0.903 0.986 0.870 0.727 0.860 0.910 0.905+0.098
10 1.016 0.868 0.874 0.933 0.828 0.695 0.826 0.908 0.868+0.093
15 0.967 0.828 0.826 0.899 0.779 0.662 0.773 0.843 0.822+0.090
20 0.927 0.782 0.784 0.866 0.763 0.630 0.743 0.792 0.786+0.087
25 0.886 0.741 0.749 0.805 0.719 0.607 0.713 0.784 0.750+0.080
30 0.845 0.702 0.714 0.775 0.675 0.581 0.677 0.731 0.712+0.077

Vi(mL) 830 780 730 730 800 710 7.68 7.00 7.56+0.46

ka(h") 0.550 0.654 0.578 0.575 0.585 0.543 0.578 0.544 0.576
Ag(mM) 1.112 0972 0953 1.034 0.913 0.759 0.903 0.968 0.952
r(> 0.999 0.999 0.998 0.995 0.994 0.999 0.997 0.988 0.999

k, promedia = (0.576:0.035) h"

Cuadro 3.33 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de foma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucion de salbutamol a una concentracion 1.20 mM. En la parte inferior del cuadro se
indican los volumenes remanentes individuales y medios (V,) a fos 30 minutos, acompafiados
de la desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de
absorcion aparentes (K,) junto con la correspondiente desviacién estandar, concentraciones
iniciales aparentes (Aq) y coeficientes de correlacion (r). También se consigna la constante de
absorcién promedia acompafada de la desviacién estandar,
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)
TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 2 3 ] 5 6 7 8 (+de)
5 3.690 4.022 3990 3.570 3.800 3.660 3.800 3.800 3.803+0.159
10 3,570 3.780 3.800 3.370 3.610 3.464 3.680 3.640 3.614+0.147
15 3.370 3.630 3.610 3.160 3.440 3.290 3.487 3.370 3.419+0.158
20 3.190 3.450 3.430 3.050 3.215 3.143 3.321 3.210 3.251+0.139
25  3.019 3.290 3.230 2.840 3.050 2.950 3.138 3.060 3.072+0.146
30 2880 3.130 3.120 2.730 2.840 2.810 2.964 2.920 2.924+0.142
Vi(mL) 741 780 735 700 710 741 740 750 @ 7.37+0.24
ka(h') 0612 0592 0.606 0.654 0.690 0.636 0.648 0.654 0.635
Ag(mM) 3.915 4.204 4199 3.756 4.047 3.857 4.103 4.013 4.012
r(>) 0.998 0.999 0.999 0.997 0.998 0.999 0.999 0.996 0.999
k. promedia = (0.6360.032) h”'

Cuadro 3.34 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucién de salbutamol a una concentracién 5 mM. En la parte inferior del cuadro se indican
los volimenes remanentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acompariados de Ia
desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de absorcion
aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién estandar, concentraciones iniciales
aparentes (Ao) y coeficientes de correlacion (r). También se consigna la constante de absor-
cion promedia acompafiada de la desviacion esténdar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (tde)

5 6.268 6.690 6.945 6.729 5876 6.190 6.258 7.296 6.531+0.464
10 5.907 6.280 6.514 6.580 5604 5870 5898 7.045 6.212:0.478
15 5.537 5.890 6.124 6.182 5.434 5591 5540 6.585 5.860+0.407
20 5.301 5510 5750 5723 5.049 5314 5275 6.117 5.505+0.342
25 4693 5210 5400 5317 4.898 4.983 4758 5.823 5.135+0.377
30 4562 4.860 5.070 5.065 4.703 4.767 4.694 5.796 4.939+0.389

Ve(mt) 730 815 730 865 756 745 7.00 8.00 7.67+0.55

ko(h") 0.792 0.726 0.756 0.720 0.546 0.630 0.732 0.524 0.696
Ao(mM) 6.730 7.001 7.392 7.285 6.151 6.531 6.655 7.700 6.946
r(>) 0.991 0.989 0.999 0.989 0.994 0.999 0.992 0.983 0.998

k, promedia = (0.690+0.082) h™’

Cuadro 3.35 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucién de salbutamol a una concentracién 9 mM. En la parte inferior del cuadro se indican
los volumenes remanentes individuales y medios (V.) a los 30 minutos, acompafiados de la
desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de absorcién
aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacion esténdar, concentraciones iniciales
aparentes (Ao) y coeficientes de correlacion (r). También se consigna la constante de absor-
cién promedia acompariada de la desviacién estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
{min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (tde)

5 10.500 9.458 10.536 9.480 9.853 9365 10.200 10.729 10.015+0.547
10 10.026 9.080 10.148 9.130 9.503 8.789 0.814 10.260 9.594+0.550
15 9.580 8.732 9595 8570 9.011 8343 09150 9474 9.057+0.478
20 9.154 8312 0218 8.219 8702 7.859 8638 8963 8.633:0.455
25 8.732 7842 8811 7.786 8223 7.518 8.107 8.358 8.172+0.455
30 8.340 7486 8415 7416 7905 7.192 7673 7.907 7.792+0.435

Ve(mi) 7.95 768  8.00 7.80 7.85 8.20 7.00 740  7.735:£0.379

ka(h") 0552 0564 0544 0600 0.537 0642 0702 0.750 0.612
Ag(mM) 10,996 9.969 11.047 10.005 10.339 9.815 10.902 11.492 10.571
r(>) 0989 0908 0.999 0998 0998 0.998 0.998 0.998 0.999

k, promedia = (0.611+0.079) h™*

Cuadro 3.36 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusién de una
solucién de salbutamol a una concentracién 13 mM. En la parte inferior del cuadro se indican
los volumenes remanentes individuales y medios (V) a los 30 minutos, acompafiados de la
desviacion esténdar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de absorcién
aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién estandar, concentraciones iniciales
aparentes (A,) y coeficientes de correlacién (r). También se consigna la constante de absor-
¢ion promedia acompariada de la desviacion esténdar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (td.e.)

5 13.340 11.710 13.380 13.480 13.740 13.300 14.352 14.478 13.472+0.847
10 12,500 11.040 12.780 13.050 13.120 12.600 13.667 14.141 12.861+0.919
15 12240 10.500 12130 12.080 12.140 12100 12.844 13.221 12.165+0.803
20 11.810 9900 11.440 11.560 11.320 11.300 12.263 12.798 11.549+0.844
25 10.890 9.660 10.810 11.130 11.070 10.800 12.227 11.654 11.030+0.739
30 10.150 9.060 10.280 10.700 10.280 10.100 10.597 11.275 10.305+0.632

V (mL) 7.42 7.89 810 7.55 8.00 8.23 7.65 8.00 7.85+0.28

ko(h") 0612 0600 0642 0579 0702 0.648 0636 0630 0.635
Ao(mM) 14.072 12.242 14.175 14.163 14.579 14.081 15.184 15.495 14.260
r(> 0983 0996 0999 0992 0993 0998 0.967 0.997 0.999

k, promedia = (0.631+0.037) h”’

Cuadro 3.37 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion de
una solucion de salbutamol a una concentraciéon 18 mM. En la parte inferior del cuadro se
indican los volumenes remanentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acomparia-
dos de la desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las constantes de
absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién estandar, concentraciones
iniciales aparentes (Ag) v coeficientes de correlacion (r). También se consigna la conslante
de absorcion promedia acompafiada de la desviacién esténdar.
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Los resultados obtenidos al realizar una prueba no paramétrica de com-
paracion multiple (Dunnett T3) con las constantes de velocidad de absorcion
obtenidas con las soluciones de salbutamoi 0.15, 0.29, 1.2, 5, 9, 13 y 18 mM se
consignan en el Cuadro 3.38 . Previamente se aplico la prueba de Levene que
demostrd que las varianzas no son homogéneas (p = 0.003).

PRUEBA de DUNNETT T3
Salbutamol | (15 0.29 1.2 5 9 13 18
(mM)
0.15 -
0.29 S -
1.20 S S -
5 s S NS .
9 S S NS NS -
13 S S NS NS | NS -
18 S S NS NS | NS | Ns -

Cuadro 3.38 Resultados de la prueba de Dunnett T3 realizada con las constantes de
velocidad del salbutamol obtenidas tras la perfusidn de soluciones crecientes de farma-
co.
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3.4.1.2 Influencia de diferentes modificadores de la absorcién del salbuta-
mol

3.4.1.2.1 Verapamilo

En los Cuadros 3.39 y 3.40 se recogen las concentraciones remanentes
obtenidas a los diferentes tiempos de toma de muestra y corregidas para la re-
absorcion de agua, del salbutamol 0.29 mM, en presencia de verapamilo a dos
concentraciones crecientes: 10 y 20 mM, respectivamente.

Se indican, asimismo, los valores medios con la correspondiente desvia-
cion estandar. También se detallan los volimenes remanentes a ios 30 minutos,
las constantes aparentes de velocidad de absorcion, k., obtenidas por regresion
no lineal de las concentraciones remanentes medidas frente a los tiempos de
muestreo y las constantes promedias con fa desviacion estandar. El ensayo de
absorcién se realizé empleando lotes de 8 animales para cada una de las solu-
ciones ensayadas.

En el Cuadro 3.41 se resumen los valores k, promedios (n=8) cuando la
concentracion de verapamilo utilizada es 0, 10 y 20 mM. Estos valores se acom-
pafian de la desviacion estandar.

En el Cuadro 3.42, se indica el resultado del analisis de varianza de una
via (ANOVA) realizado para comparar las constantes de absorcion aparentes del
salbutamol obtenidas en las condiciones experimentales especificadas. Previa-
mente se aplicod la prueba de Levene, que demostrd la homogeneidad de las
varianzas (p = 0.179).

En el Cuadro 3.43 se muestran los resultados obtenidos al aplicar una
comparacion multiple, la prueba de Scheffe, a las constantes de absorcion obte-
nidas para el salbutamol 0.29 mM en ausencia y en presencia de verapamilo a la
concentracion 10 mM o 20 mM. Como puede observarse, se han detectado dife-
rencias significativas entre los tres grupos de valores.

Por ultimo, en la Figura 3.4 se muestra el efecto del verapamilo sobre |a
constante de absorcidon aparente del salbutamol.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 3 2 3 4 5 6 7 8 (ede)
5 0213 0231 0.195 0.204 0.234 0.212 0.205 0.209 0.213+0.013
10  0.196 0.208 0.183 0.188 0.217 0.194 0.184 0.194 0.195+0.012
15  0.180 0.199 0.163 0.175 0.201 0.183 0.166 0.183 0.181+0.014
20 0165 0.177 0.154 0.162 0.189 0.170 0.154 0.166 0.167+0.012
25  0.147 0.165 0.143 0.148 0.173 0.158 0.142 0.150 0.153+0.011
30 0.136 0.146 0.131 0.137 0.160 0.142 0.128 0.144 0.140+0.010
V(mL) 750 740 7.85 745 757 780 764 733 7.57+0.19
ke(h) 1.086 1.051 0.954 0.948 0.902 0.923 1.111 0.932 0.993
Ao(mM) 0234 0252 0.212 0.221 0.252 0230 0.223 0.226 0.232
r(>) 0.999 0994 0.996 0.999 0.999 0.997 0.998 0.998 0.999

k, promedia = (0.988+0.081) h"!

Cuadro 3.39 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una
solucion de salbutamol a una concentracion 0.28 mM adicionada de verapamilo 10 mM.
En la parte inferior del cuadro se indican los volumenes remanentes individuales y medios
(Vi) a los 30 minutos, acomparfiados de la desviacién estandar, los valores individuales y el
valor medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente
desviacion estandar, concentraciones iniciales aparentes (A,) y coeficientes de correlacion
{r). También se consigna la constante de absorcién promedia acompafiada de la desvia-
cion estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (xde)
5 0212 0220 0212 0211 0.206 0.208 0.215 0.208 0.211+0.004
10  0.195 0.196 0.193 0.191 0.189 0.190 0.195 0.181 0.191+0.005
15 0.176 0.175 0.173 0.172 0.166 0.172 0.177 0.167 0.172+0.004
20 0.154 0.152 0.157 0.155 0.158 0.158 0.162 0.153 0.156+0.003
25 0137 0.143 0.140 0.140 0.135 0.142 0.144 0.138 0.139+0.003
30 0.124 0.125 0.128 0.127 0.129 0.126 0.136 0.124 0.127+0.004
V,mL) 7.5 715 760 820 714 745 725 725  7.40+0.36
ka(h') 1.312 1.350 1.228 1.227 1170 1.173 1.136 1.205 1.231
Ao(mM) 0.239 0.245 0.235 0234 0.227 0.230 0236 0227 0.234

r(>)

0.998 0.998 0.999 0.999 0993 0.998 0.998 0.999 0.999

k, promedia = (1.225+0.073) h"'

Cuadro 3.40 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una
solucion de salbutamol a una concentracién 0.29 mM adicionada de verapamilo 20 mM.
En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales y medios
(V) a los 30 minutos, acompafiados de la desviacion esténdar, los valores individuales y el
valor medio de las constantes de absorcién aparentes (k,) junto con la correspondiente
desviacion estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ao) y coeficientes de correlacion
(r). También se consigna la constante de absorcion promedia acompafada de la desvia-
¢ion estandar.
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Concentracion de N Ka(h™) del salbutamol
Verapamilo (mM) +d.e

0 8 0.420 £ 0.047

10 8 0.988 + 0.081

20 8 1.225 + 0.073

Cuadro 3.41 Valores de las constantes de absorcion promedias obteni-
das en intestino delgado de la rata al perfundir salbutamol 0.29 mM, sin y
con verapamilo 10 y 20 mM, respectivamente,

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO .

- a.l F P Sig.
VARIACION CUADRADOS MEDIO
Entre grupos 2.738 2 1.369 290.12 0.000 S

Enlos grupes  9.90.107% 21 4.7210°
TOTAL 2.837 23

Prueba de Levene P=0179

Cuadro 3.42 Analisis de varianza de una via correspondiente a las constantes de
absorcion aparentes del salbutamol tras perfundir en el intestino delgado de la rata
las soluciones de salbutamol 0.29 mM, salbutamol 0.29 mM adicionada de verapa-
milo 10 mM y salbutamol 0.29 mM adicionada de verapamilo 20 mM.
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PRUEBA de SCHEFFE
Verapamilo 0 10 20
(mM)
0 -
10 -
20 S S -

Cuadro 3.43 Resultados de la prueba de Scheffe realizada con las constan-
tes de velocidad de absorcién del salbutamol, obtenidas tras la perfusion de
salbutarmol 0.29 mM, en ausencia y en presencia de verapamilo a dos con-
centraciones diferentes, 10 y 20 mM.
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Figura 3.4 Representacion gréfica de las concentraciones remanentes me-
dias de salbutamol frente a los tiempos de toma de muestra, despugs de
perfundir las soluciones de salbutamol 0.29 mM solo (o) y en presencia de

verapamilo 10 mM (O) v 20 mM (V), respectivamente.
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3.4.1.2.2 Azida sodica

En los Cuadros 3.44 a 3.46 se recogen, para las soluciones de salbuta-
mo! 0.29 mM en presencia de azida sddica a concentraciones 0.3, 3y 6 mM, las
concentraciones remanentes individuales en intestino delgado a los diferentes
tiempos de toma de muestra, corregidas para la reabsorcion de agua. También
se indican las concentraciones medias con la desviacion estandar. Aparecen los
volimenes remanentes obtenidos a tiempo 30, asi como su media y desviacién
estandar. Asimismo, se consignan las constantes de absorcion aparentes (k)
individuales, medias y promedias. También se indican, en cada caso, las orde-
nadas en origen y los coeficientes de correlacién

En el Cuadro 3.47 se resumen los valores de k, promedios obtenidos
para las condiciones de ensayo citadas.

En el Cuadro 3.48 se indican los resultados del analisis de varianza de
una via realizado con las constantes de absorcién aparentes del salbutamol ob-
tenidas en presencia de cada una de las tres concentraciones de azida sodica
ensayadas. Previamente se aplicéd la prueba de Levene que demostrd la homo-
geneidad de las varianzas (p = 0.185) .

En el Cuadro 3.49 se muesiran los resultados obtenidos al realizar la
comparacion multiple mediante la prueba de Scheffe.

En la Figura 3.5, se muestra el efecto de la azida sédica 6 mM en la
constante de velocidad aparente del salbutamot 0.29 mM.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL {(mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 2 3 4 5 6 7 8 (+de)
5 0.235 0230 0230 0236 0.237 0.265 0.238 0.242 0.239:0.011
10 0222 0222 0220 0224 0.228 0.251 0.226 0.233 0.228+0.010
15 0208 0.216 0.210 0214 0215 0.237 0.215 0.220 0.217£0.009
20 0203 0202 0200 0202 0.205 0.229 0.204 0210 0.207+0.009
25 0.190 0.194 0.190 0.192 0.193 0.218 0.194 0.200 0.196+0.009
30 0.182 0.184 0.181 0.183 0.185 0.209 0.185 0.191 0.187+0.009

VimL) 830 850 850 820 851 820 821 870 8.39:0.19
ka(h') 0612 0538 0578 0.618 0.612 0568 0.606 0578  0.592

Ao(mM) 0.246 0.243 0248 0.248 0.251 0.276 0.250 0.255  0.251
R(>) 0.995 0993 0999 0.999 0.998 0.997 0.999 0.999  0.999

k. promedia = {0.589+0.030) h”'

Cuadro 3.44 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a Jos distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion
de una solucién de salbutamol a una concentracion 0.29 mM adicionada de azida sédica
0.3 mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales
y medios (V) a los 30 minutos, acompafiados de la desviacién estandar, los valores
individuales y el valor medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la
correspondiente desviacién estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ao) y coeficien-
tes de correlacion (r). También se consigna la constante de absorcion promedia acompa-
flada de la desviacion estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(mn) =42 3 4 5 6 7 8 (kd.e.)
5 0231 0203 0216 0221 0216 0.234 0223 0200 0.218+0.012
10 0220 0.197 0.200 0.210 0.206 0225 0.213 0.192 0.208+0.011
15 0206 0.181 0.195 0.199 0.198 0.213 0.200 0.185 0.19740.010
20 0.196 0.176 0.183 0.189 0.187 0.204 0.190 0.177 0.187+0.009
25 0182 0.163 0.173 0.180 0.179 0.194 0.182 0.167 0.1770.010
30 0.173 0.156 0.165 0.170 0.171 0.185 0.172 0.160 0.169:0.009

VimL) 890 7.90 860 815 770 830 800 850  826:0.39
ka(n!) 0708 0.854 0.636 0.624 0.564 0.567 0.624 0537  0.620

Ar(mM) 0.246 0.216 0.226 0233 0226 0246 0235 0210  0.229
r(>) 0999 0.992 0.995 0.999 0.999 0.999 0.999 0.997  0.999

k, promedia = (0.61520.055) h™

Cuadro 3.45 Concenltraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muesira, obtenidas después de la perfusién
de una solucién de salbutamol a una concentracion 0.29 mM adicionada de azida sédica
3 mM. En Ia parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales y
medios (V,) a los 30 minutos, acompafiados de la desviacién estdndar, los valores indivi-
duales y el valor medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la corres-
pondiente desviacion estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ag) y coeficientes de
correlacion (r). También se consigna la constante de absorcion promedia acompafiada de
la desviacion estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL {mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
{min) 1 2 3 4 5 . 6. . 7...-8 (xde)
5 0229 0224 0220 0231 0215 0.210° 0.220 '0.201 0.219+0.010
10 0.217 0.213 0.213 0218 0.203 0.204 0.209 0.192 (.209+0.009
15 0203 0.204 0.200 0.205 0.194 0.191 0.198 0.181 (.197+0.008
20 0.191 0.194 0.190 0.192 0.180 .0.181 0.186 0.172 0.187+0.009
25 0179 0.188 0.182 0185 0.175 0.175 0.177 0.164 0.178+0.007
30 0169 0.173 0.170 0.174 0.166 0.165 0.165 0.156 0.167+0.006
Vi(mk) 845 825 774 770 840 820 800 820 8.26+0.39
ka(h") 0.738 0.583 0.654 0.684 0.624 0.588 0.684 0.618 0.648
Ao(mM) 0.243 0.236 0.236 0.238 0.226 0.222 0.234 0.212 0.232
r(>) 0999 0.994 0999 0.998 0.995 0.995 0.999 0.999 0.999

k. promedia = (0.646+0.053) h™’

Cuadro 3.46 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusién
de una solucion de salbutamol a una concentracién 0.29 mM adicionada de azida sédi-
ca 6 mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales
y medios (V) a los 30 minutos, acompaiiados de la desviacién estdndar, los valores
individuales y el valor medio de las constantes de absorcién aparentes (k) junto con la
correspondiente desviacién estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ap) v coeficien-
tes de correlacién (r). También se consigna la constante de absorcion promedia acompa-
fiada de la desviacién estandar.
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Concentracion de N Ka(h™) del salbutamol
Azida sédica (mM) tde
0 8 0.420 £ 0.047
0.3 8 0.589 £ 0.030
3 8 0.615 + 0.055
6 8 0.646 + 0,053

Cuadro 3.47 Valores de las constantes de absorcién promedias obtenidas
en intestino delgado de la rata al perfundir salbutamol 0.29 mM sin y con
azida sodica 0.3, 3y 6 mM, respectivamente.

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO .
VARIACION  CuADRADOS 9 MEDIO F P Sig.
Entre grupos 0.211 2 7.03- 10 39.639 0.000 S
Entos grupos  4.97.102 28 1.77-103
TOTAL 0.261 31
Prueba de Levene P=0.185

Cuadro 3.48 Andlisis de varianza de una via correspondiente a las constantes de
absorcion aparentes del salbutamol después de perfundir en el intestino delgado
de la rata soluciones de salbutamol 0.29 mM, salbutamol 0.29 mM junto con azida
sodica 0.3 mM, salbutamol 0.29 mM junto con azida sédica 3 mM v salbutamol
0.29 mM junto con azida sodica 6 mM.
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PRUEBA de SCHEFFE
Azida sodica 0 0.3 3 5
(mM)
0 .
0.3 S -
3 S NS -
6 S NS NS -

Cuadro 3.49 Resuitados de la prueba de Scheffe realizada con las cons-
tantes de velocidad de absorcion del salbutamol, obtenidas después de la
perfusién de salbutarmol 0.29 mM, en ausencia y en presencia de azida
sodica a fres concentraciones: 0.3, 3y 6 mM.
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Figura 3.5 Representacion grafica de las concentraciones remanentes
medias de salbutamol frente a los tiempos de muestreo, después de per-
fundir las soluciones de salbutamol 0.29 mM solo (A) y en presencia de

azida soédica 6 mM (O).
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3.4.1.2.3 Zumo natural de pomelo

En el Cuadro 3.50 se recogen, para las soluciones de salbutamo! 0.29
mM en presencia de zumo natural de pomelo al 50%(V/V), las concentraciones
remanentes individuales a los diferentes tiempos de toma de muestra, corregidas
para la reabsorcién de agua. También se indican las concentraciones medias
con la desviacion estandar. Aparecen los volimenes remanentes obtenidos a
tiempo 30", asi como su media y desviacion estandar. Asimismo, se consignan
las constantes de absorcion aparentes (k) individuales, medias y promedias.
También se indican, en cada caso, las ordenadas en origen y los coeficientes de
correlacion (r).

En el Cuadro 3.51 se indican los resultados del andlisis de varianza de
una via realizado con las constantes de absorcion aparentes del salbutamol ob-
tenidas en ausencia y en presencia de zumo de pomelo. La prueba de Levene
demostré la homogeneidad de las varianzas (p = 0.72).

En la Figura 3.6, se muestra el efecto del zumo natural de pomelo en la
constante de velocidad aparente del salbutamol 0.29 mM.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
{min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (xde)
5 0.210 0.208 0.200 0224 0.212 0.213 0.200 0.226 | 0.212+0.009
10 | 0.197 0.193 0.190 0212 0.198 0.201 0.189 0.215| 0.199+0.009
15 | 0.189 0.180 0.181 0202 0.187 0.192 0.179 0.204 | 0.189+0.009
20 |0.173 0.170 0.173 0.190 0.174 0.184 0.169 0.193| 0.178+0.009
25 [0.162 0.158 0.164 0.180 0.164 0.172 0.161 0.185] 0.168+0.009
30 |0.156 0.152 0.156 0.171 0.153 0.167 0.152 0.174 | 0.160+0.090
Vi(mL) | 820 770 670 790 810 7.90 7588 7.5 7.7410.47
ke(h™) | 0.744 0.774 0592 0654 0.774 0.585 0.654 0.624 0.677

Ao(mM) | 0.224 0.220 0.210 0.237 0.226 0.222 0.211 0.234 0.223
ri=) |0.995 0.997 0.999 0999 0.999 0.997 0.999 0.999 0.999

k, promedia = (0.675+0.078) h"!

Cuadro 3,50 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion
de una solucion de salbutamol a una concentracion 0.29 mM adicionada de zumo natu-
ral de pomelo en proporcién volumétrica 50% (V/V). En la parte inferior del cuadro se
indican los volumenes remanentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acompa-
Aados de la desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las constan-
tes de absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacion estandar, concen-
traciones iniciales aparentes (Ay) y coeficientes de correlacion (r). También se consigna la
constante de absorcion promedia acompafiada de la desviacion estandar,
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FUENTE DE SUMA DE CUADRADO

VARIACION  CUADRADOS I MEDIO F P Sig.

Entre grupos 0.263 1 0.263 64.126 0.000 S
Enlos grupos  5.73.1072 14 4.096-10°°
TOTAL 0.320 15

Prueba de Levene P=0.72

Cuadro 3.51 Analisis de varianza de una via correspondiente a las constantes de
absorcion aparentes del salbutamol después de perfundir en el intestino delgado de
la rata las soluciones salbutamol 0.29 mM y salbutamol 0.29 mM junto con zumo
natural de pomelo al 50% (V/V).
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Figura 3.6 Representacién gréfica de las concentraciones remanentes medias de
salbutamol frente a los tiempos de toma de muestra, después de perfundir las solu-
ciones de salbutamol 0.29 mM solo (0) y en presencia de zumo natural de pomelo al

50% (V/V)(A), respectivamente.
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3.4.1.3 Influencia del verapamilo sobre la integridad de la membrana absor-
bente

Se han realizado una serie de ensayos con el fin de dilucidar si el vera-
pamilo modifica la permeabilidad de la membrana absorbente y/o el flujo sangui-
neo o bien resultaba inocuo. Como sustancia patron se ha utilizado 1a antipirina.

En los Cuadros 3.52 a 3.54 se recogen, para las solucicnes de antipirina
1.33 mM en ausencia y en presencia de verapamilo 10 y 20 mM, las concentra-
ciones remanentes individuales en intestino delgado a ios diferentes tiempos de
toma de muestra, corregidas para ia reabsorcion de agua. Tambien se indican las
concentraciones medias con la desviacion estandar. Aparecen los volimenes
remanentes obtenidos a tiempo 30’, asi como su media y desviacion estandar.
Asimismo, se consignan las constantes de absorcion aparentes (k) individuales,
medias y promedias. También se indican, en cada caso, las ordenadas en origen
y los coeficientes de correlacion (r).

En el Cuadro 3.55 se resumen los valores k, promedios obtenidos para
las citadas soluciones.

En el Cuadro 3.56 se indican los resultados del andlisis de varianza de
una via realizado para comparar las constantes de absorcion aparentes de la
antipirina en presencia de verapamilo 10 y 20 mM. Previamente se aplic la
prueba de Levene que demostrd la homogeneidad de las varianzas (p =0.53).
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL {mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 2 3 a 5 6 7 8 (kde.)
5 0776 0744 0.776 0.696 0.638 0.701 0.786 0.744 0,733£0.051
10 0616 0.627 0595 0.558 0.489 0.558 0.606 0.660 0.579+0.043
15 0473 0478 0452 0446 0.377 0441 0499 0494 0.4570.040
20 0.361 0.367 0.324 0.361 0.276 0.340 0.393 0.327 0.351+0.037
25 0292 0297 0.266 0.287 0.212 0276 0.308 0.303 0.282:+0.032
30 0223 0234 0197 0.228 0.165 0212 0.244 0.239 0.218:0.026

Vi(mL) 830 820 820 870 810 840 820 850 832+0.19
ka(h") 2994 2796 3.318 2658 3.276 2.844 2778 2.688 2913

Ao(mM) 0.999 0.956 1.026 0.866 0.839 0.893 0.983 0.935  0.940
r(>) 0999 0.997 0.999 0999 0.999 0.999 0.999 0.997  0.999

k. promedia = (2.919+0.254) h™'

Cuadro 3.52 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion
de una solucién de antipirina a una concentracién 1.33 mM. En ia parte inferior del cua-
dro se indican los volumenes remanentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos,
acompafiados de la desviacion estandar, los valores individuales y el valor medio de las
constantes de absorcién aparentes (k,) junto con la correspondiente desviacién estandar,
concentraciones iniciales aparentes (Ay} y coeficientes de correlacién (r). También se
consigna la constante de absorcién promedia acompafada de la desviacién estandar.




Resultados 139

CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 3 2 3 4 5 6 71 8 (tde.)
5 0717 0749 0.802 0.712 0701 0.813 0.781 0.717 0.749:0.043
10 0.589 0611 0.659 0558 0547 0.638 0.643 0.584 0,606+0.043
15 0.446 0494 0510 0436 0446 0494 0462 0467 0.473£0.032
20  0.340 0409 0401 0340 0.351 0.361 0414 0383 0.377+0.032
25 0266 0.329 0.335 0.266 0.287 0.255 0.340 0.308 0.207+0.032
30 0207 0271 0271 0.207 0218 0.196 0.276 0.239 0.234+0.032

Vi(mL) 850 850 7.70 7.50 820 7.60 840 860  812:0.45
ke(h') 3.042 2448 2637 2985 2752 3.477 2489 2610 2805

Ao(mM) 0935 0.919 1.004 0914 0.877 1.089 0962 0.893  0.956

0.998 0.999 0.999 0.999 0.999 0.998 0.999 0.999 0.999

k. promedia = (2.805+0.345) h™'

Cuadro 3.53 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion
de una solucién de antipirina a una concentracién 1.33 mM adicionada de verapamilo 10
mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales y
medios (V,) a los 30 minutos, acompafiados de fa desviacion esténdar, los valores indivi-
duales y el valor medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la corres-
pondiente desviacién esténdar, concentraciones iniciales aparentes (A) y coeficientes de
correlacién (r). También se consigna la constante de absorciéon promedia acompafada de
la desviacién estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL (mM)

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
mn) —3 2 3 4 5 6 1 8 (kde.)

5 0691 0738 0.691 0877 0924 0813 0691 0770 0.776+0.090
10 0542 0579 0.558 0.691 0.744 0.659 0.553 0.654 0.622+0.074
15 0430 0457 0.446 0547 0611 0521 0425 0.515 0.494+0.064
20 0.340 0.361 0.356 0.446 0.499 0430 0.345 0.425 0.398+0.058
25 0.271 0282 0.287 0.340 0.404 0.335 0.266 0.351 0.313+0.048
30 0.212 0.228 0.234 0.276 0.329 0.276 0.207 0.287 0.255+0.043

V,(mL) 860 800 770 7.50 7.80 7.30 7.80 8.00 7.84+0.39

ko(h') 2814 2.814 2.628 2778 2472 2.616 2.862 2.3%4 2.685
Ao(mM) 0.871 0.924 0.861 1.099 1 132 1.009 0.882 0.951 0.972
r(>) 0999 0.999 0.699 0.99¢ 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999

k, promedia = (2.6720.173) h”

Cuadro 3.54 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la perfusion
de una solucién de antipirina a una concentracion 1.33 mM adicionada de verapamilo 20
mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volumenes remanentes individuales y
medios (V,) a los 30 minutos, acompariados de la desviacién estandar, los valores indivi-
duales y el valor medio de las constantes de absorcién aparentes (k,) junto con la corres-
pondiente desviacion estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ao} y coeficientes de
correlacion (r). También se consigna la constante de absorcién promedia acompariiada de
la desviacion estandar,
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Concentracion de N Ka(h™") de la antipirina
Verapamilo (mM) +d.e

0 8 2.919+0.254

10 8 2.805 + 0.345

20 8 2.672+0.173

Cuadro 3.55 Valores de las constantes de absorcion promedias obteni-
das en intestino delgado de la rata después de perfundir antipirina 1.33
mM sola y con verapamilo 10 y 20 mM, respectivamente.

FUENTE DE SUMA DE CUADRADO .
. g.l F P Sig.
VARIACION CUADRADOS MEDIO
Entre grupos 0.386 2 0.193 2.93 0.075 NS
En los grupos 1.383 21 6.59.10°
TOTAL 1.769 23

Prueba de Levene P=0.530

Cuadro 3.56 Andlisis de varianza de una via correspondiente a las constantes de
absorcion aparentes de la antipirina después de perfundir en el intestino delgado de
la rata las soluciones de antipirina 1.33 mM, antipirina 1.33 mM junto con verapami-
lo 10 mM y antipirina 1.33 mM junto con verapamilo 20 mM.
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3.4.1.4 Cinética de la incorporacién del salbutamol

Puesto que al aumentar la concentracion de salbutamol en la solucion de
perfusion, el valor de las constantes aumenta hasta llegar, al meno en aparien-
cia, a un valor asintotico, se penso6 en la posible combinacion de dos procesos
opuestos en la incorporacion del farmaco al organismo, uno de entrada pasivo y
otro de salida mediado por portadores susceptibles de sufrir procesos de inhibi-
cion. Para comprobar esta hipétesis se ajustaron las ecuaciones diferenciales
descritas en el Epigrafe 2.6 mediante el programa informatico Winnonlin 1.0.
Como factor de ponderacion se ha utilizado 1/Ae” y como algoritmo se ha se-
leccionado el de Gauss-Newton (Levenberg y Hartley). Los parametros cinéticos
obtenidos se exponen en el Cuadro 3.57. Se detallan, asimismo, los valores de
desviacion estandar, AIC, suma de cuadrados y coeficiente de correlacién entre
los valores experimentales y los estimados por el modelo.

En las Figuras 3.7 a 3.19 se muestran las representaciones gréficas del
ajustado de las concentraciones remanentes individuales en lumen del intestino
delgado frente al tiempo de toma de muestra, para todas las soluciones de per-
fusion utilizadas.
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Coeficiente de

Parametros Valores estimados | Error estandar variacion (%)
ka(h™) 1.463 0.003 11.89
Vms(mM/h) 66.90 0.501 44.96
Kms(mM) 70.11 21.75 31.02
FA, 0.787 0.005 0.59
FAE 0.855 0.012 1.44
Km(mM) 10.510 4.665 44.38
|C;0(mM) 0.270 0.679 253.38
PKM 1.30 0.091 6.96
ko(mM/h) 0.45 0.003 43.47
SC 2.342
AlC 549.022
0.997

r

Cuadro 3.57 Parametros que definen la cinética de absorcién y secrecion intestinal del
salbutamol, determinados tras el ajustado de las ecuaciones diferenciales resefiadas en
el Epigrafe 2.6 a los datos experimentales obtenidos en intestino delgado de la rata. Se
indican también los valores de los parametros estadisticos determinados.

A continuacion de muestran las representaciones graficas del ajustado

realizado para cada condicién de ensayo
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Concentraciones remanentes en lumen (mM)

0 10 20 30

Tiempo (minutos)

Figura 3.7 Representacion gréfica del ajustado de las concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion de salbu-
tamol 0.15 mM.
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Figura 3.8 Representacion gréfica del ajustado de las concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion de salbu-
tamol 0.29 mM.
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Conceniraciones remanentes en lumen (mM)
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Figura 3.9 Representacion grafica del ajustado de las concentraciones
remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion
de salbutamol 1.2 mM.
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Figura 3.10 Representacion gréfica del ajustado de las concentraciones
remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion
de salbutamol 5 mM.
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Concentraciones remanentes en lumen (mM)
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Figura 3.11 Representacion grafica del ajustado de las concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién de salbu-
tamol 9 mM.
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Figura 3.12 Representacion gréfica del ajustado de fas concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién de salbu-
tamol 13 mM.
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Concentraciones remanentes en lumen {mM)
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Tiempo {minutos)
Figura 3.13 Representacién grafica del ajustado de las concentraciones

remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion
de salbutamol 18 mM,
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Figura 3.14 Representacion gréfica del ajustado de las concentraciones
remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién
de salbutamol 0.29 mM en presencia de verapamilo 10 mM,



Resultados 148

o
i

4

Concentraciones remanentes en lumen (mM)

T T

0 10 20 30
Tiempo (minutos)

Figura 3.15 Representacién gréfica del ajustado de las concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién de salbuta-
mol 0.29 mM en presencia de verapamilo 20 mM.
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Figura 3.16 Representacion gréafica del ajustado de las concentraciones rema-
nentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion de salbuta-
mol 0.29 mM en presencia de azida sédica 0.3 mM.
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014

Concentraciones remanentes en lumen {mM)
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Figura 3.17 Representacién gréfica del ajustado de las concentraciones
remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién de
salbutamol 6.29 mM en presencia de azida sédica 3 mM.
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Figura 3.18 Representacién gréfica del ajustado de las concentraciones
remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracion de
salbutamol 0.29 mM en presencia de azida sédica 6 mM.
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Figura 3.19 Representacion gréfica del ajustado de las concentraciones

remanentes en lumen intestinal frente al tiempo, para una concentracién de
salbutamol 0.29 mM en presencia de zumo natural de pomelo al 50% (V/V).

3.4.2 Absorcion del salbutamol en tramos intestinales

3.4.2.1 Salbutamol! a concentracion 0.29 mM

Las concentraciones remanentes de salbutamol halladas para cada tiem-
po de muestreo y corregidas para la reabsorcion de agua, después de la perfu-
$idn en los tramos proximal, medio, distal y colon de la rata de las soluciones del
citado farmaco, han sido, en nuestras condiciones experimentales, las que se
exponen en los Cuadros 3.58 a 3.671. Se indican los valores de las concentra-
ciones individuales, asi como el valor medio con la correspondiente desviacién
estandar. Tambien se detallan los volimenes remanentes a los 30 minutos, las
constantes aparentes de velocidad de absorcion, ks, obtenidas por regresiéon no
lineal de las concentraciones remanentes frente a los tiempos de muestreo vy las
constantes promedias con su desviacién estandar., El ensayo de absorcion se
realizd empleando lotes de 8 animales para cada uno de los tramos selecciona-
das.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 {(zde)

5 0.254 0.232 0.245 0250 0.257 0.258 0.261 0.232 | 0.249+0.011
10 0.245 0.221 0.236 0238 0.246 0.248 0.249 0.223 | 0.238+0.011
15 0.236 0.213 0.225 0.230 0237 0.236 0.243 0.213 | 0.229+0.011
20 0.227 0.205 0.219 0223 0.229 0.226 0.235 0.204 | 0.220+0.011
25 0.219 0.197 0.210 0216 0217 0.216 0.227 0.195 | 0.21240.011
30 0.211 0.189 0.204 0.210 0.208 0.206 0.219 0.187 | 0.204+0.011

VifmL) | 400 429 424 420 400 450 370 3.40 4.04+0.35

ka(h") {0.446 0.484 0445 0412 0501 0.542 0.408 0522 0.474
Ao(mM) | 0.264 0.241 0.253 0.256 0.268 0.270 0.269 0.243 0.258
r() |0.999 0.899 0.995 0995 0.996 0.999 0.995 0.999 0.999

k. promedia = (0.469+0.050) h™'

Cuadro 3.58 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del tramo proximal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas des-
pués de la perfusion de una solucion de salbutamol a una concentracién 0.29 mM. En la
parte inferior del cuadro se indican los voltimenes remanentes individuales y medios (V,) a
los 30 minutos, acompafiados de la desviacién esténdar, los valores individuales y el valor
medio de las constantes de absorcién aparentes (k,) junto con la correspondiente desvia-
cion estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ao) y coeficientes de correlacion {r).
También se consigna la constante de absorcién promedia acompafiada de la desviacién
estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
{min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (tde)
5 0.222 0.231 0.249 0.237 0.248 0.239 0.244 0.235| 0.238+0.009
10 0216 0222 0.244 0.231 0.241 0228 0.237 0.231| 0.231+0.009
15 | 0.210 0.217 0.236 0.224 0.235 0.223 0.230 0.222 | 0.225+0.009
20 10.203 0.211 0.229 0.219 0.230 0.218 0.223 0.216 | 0.219+0.009
25 10,197 0206 0.222 0.212 0.223 0212 0216 0.210| 0.212+0.008
30 0.191 0.200 0.216 0.206 0.217 0.205 0.212 0.203 | 0.206+0.009
Vi(mL) { 430 450 450 415 450 455 460 4.50 | 4.45+0.15
ka(h”) | 0.363 0.334 0.350 0.336 0.316 0.347 0.348 0.357 0.345
Ag(mM) | 0.229 0.236 0.257 0.244 0.254 0.244 0.251 0.243 0.245
r¢) |0.999 0.994 0.997 0.998 0.998 0.993 0.996 0.993 0.999

k, promedia = (0.344+0.015) h"!

Cuadro 3.59 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del tramo medio a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después
de la perfusion de una solucién de salbutamol a una concentracién 0.29 mM. En la parte
inferior del cuadro se indican los voltimenes remanentes individuales y medios (V,) a los
30 minutos, acompahados de la desviacion estandar, los valores individuales y el valor
medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desvia-
cion estandar, concentraciones iniciales aparentes (A,) y coeficientes de correlacion (r).
También se consigna la constante de absorcién promedia acompafiada de la desviacién

estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (xde.)

5 0.226 0.248 0.214 0.238 0.229 0.252 0.245 0.220 | 0.234+0.014
10 0.218 0.242 0.207 0.234 0.222 0.246 0.236 0.210| 0.227+0.015
15 0.210 0.237 0.200 0.228 0.219 0.239 0.231 0.206 | 0.220+£0.014
20 0.206 0.231 0.195 0.225 0.212 0.234 0.225 0.200 | 0.216£0.015
25 0.200 0.224 0.190 0.220 0.206 0.228 0.219 0.194 | 0.210+£0.014
30 0.193 0.217 0.187 0.207 0.200 0.222 0.214 0.188 | 0.206£0.013

Vi(mL) | 385 420 4.00 430 450 440 420 3.30 4.09+0.38

ko(h™) [ 0.366 0.315 0.331 0.302 0.320 0.303 0.319 0.362 0.330
Ag(mM) | 0.232 0.255 0.218 0.246 0.235 0.258 0.250 0.225 0.240
r(>) |0.993 0.994 0.987 0.994 0.992 0.999 0.994 0.990 0.998

k, promedia = (0.327+0.024) h"’

Cuadro 3.60 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del tramo distal a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después
de la perfusion de una solucién de salbutamol a una concentracion 0.29 mM. En ia parte
inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales y medios (V,) a los
30 minutos, acompafiados de fa desviacion estandar, los valores individuales y el valor
medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desvia-
cién estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ag) y coeficientes de correlacion (r).
También se consigna la constante de absorcién promedia acomparfiada de la desviacion
estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (tde.)
5 0.264 0.275 0.246 0.259 0.256 0.260 0.250 0.254 | 0.258+0.009
10 | 0.254 0.265 0.236 0.248 0.246 0.249 0.239 0.245 | 0.248+0.009
15 0.241 0.255 0.229 0.232 0.236 0.233 0.229 0.233 ] 0.236+0.008
20 ]0.234 0.248 0.219 0.226 0.226 0.225 0.222 0.223 | 0.228+0.009
25 0226 0239 0.211 0214 0217 0.214 0212 0.214| 0.218+0.009
30 [0.216 0.231 0.203 0.204 0.209 0.205 0.203 0.205 | 0.209+0.010
Vi(mL) | 410 410 480 420 4.00 4.00 410 4.00 | 4.16+0.27
ko(h™) [ 0.476 0.415 0.480 0.575 0.492 0578 0.490 0.521 0.499
As(mM) | 0.274 0.284 0.255 0.271 0.267 0.272 0.260 0.266 0.269
r(>) |0.995 0.999 0.998 0.991 0.999 0.995 0.998 0.999 0.999

k, promedia = (0.498+0.055) h™!

Cuadro 3.67 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del colon a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después de la
perfusién de una solucion de salbutamol a una concentracién 0.29 mM. En la parte
inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes individuales y medios (V,) a ios
30 minutos, acompafiados de la desviacién esténdar, los valores individuales y el valor
medic de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con la correspondiente desvia-
cién estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ay) y coeficientes de correlacion (r).
También se consigna la constante de absorcion promedia acompafiada de la desviacién

estandar.
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Los resultados obtenidos al realizar una prueba no parametrica de com-
paracién multiple (Dunnett T3) con las constantes de velocidad de absorcion
obtenidas con la solucion de salbutamol 0.29 mM en los diferentes tramos se
consignan en el Cuadro 3.62 Previamente se aplic la prueba de Levene que
demostrd que las varianzas no son homogéneas (p = 0.008).

PRUEBA de DUNNETT T3
TRAMO PROXIMAL MEDIO DISTAL COLON
PROXIMAL -
MEDIO -
DISTAL S NS -
COL.ON NS S S -

Cuadro 3.62 Resultados de la prueba de Dunnett T3 realizada con las conslantes de
velocidad del salbutamol obtenidas después de la perfusién de salbutamol 0.29 mM en
los diferentes tramos intestinales.

3.4.2.2 Influencia del verapamilo

En los Cuadros 3.63 y 3.64, se recogen las concentraciones remanentes
obtenidas a lo diferentes tiempos de toma de muestra y corregidas para la reab-
sorcion de agua, del salbutamol 0.29 mM en presencia de verapamilo a concen-
tracion 10 mM, es los tramos proximal y distal, respectivamente. Tambien se
detallan los volimenes remanentes a los 30 minutos, las constantes aparentes
de velocidad de absorcion, k., obtenidas por regresion no lineal de las concen-
traciones remanentes medidas frente a los tiempos de muestreo y las constantes
promedias con su desviacion estandar. El ensayo de absorcion se realizb em-
pleando lotes de 8 animales para cada uno de los tramos seleccionadas.

En el Cuadro 3.65, se resumen los valores k, promedios en cada uno de
estos tramos, obtenidos con y sin verapamilo.
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La prueba de Levene mostré que no existia homogeneidad entre las va-
rianzas (p=0.033). En el Cuadro 3.66 se detallan los resultados obtenidos al
aplicar la prueba de comparacion multiple no paramétrica de Dunnett T3.

CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (xde)

5 0.235 0.249 0.250 0.248 0.243 0.243 0.246 0.215| 0.241+0.012
10 0.226 0.235 0.239 0.240 0.232 0.234 0.238 0.206 | 0.231+0.011
15 0.217 0.229 0229 0.231 0.221 0.225 0.231 0.199 | 0.222+0.011
20 0.207 0.219 0.220 0.224 0.211 0.216 0.220 0.192 | 0.214+0.010
25 0199 0.214 0210 0.217 0.201 0.208 0.212 0.185| 0.206+0.010
30 |0.193 0.208 0.202 0.209 0.192 0.200 0.205 0.177 | 0.198+0.011

Vi(mL) | 410 4.50 450 470 450 450 420 470 | 4.4610.21

ka(h") {0486 0.425 0.513 0.408 0.567 0.469 0.447 0.456 0.467
As(mM) | 0.245 0.255 0.261 0.256 0.255 0.253 0.256 0.223 0.250
r(>) 0998 0.989 0.999 0.999 0.999 0.999 0.996 0.999 0.999

k, promedia = (0.471+0.051) h™*

Cuadro 3.63 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del tramo proximal, a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas des-
pués de la perfusion de una solucién de salbutamol a una concentracion 0.29 mM adicio-
nado de verapamilo 10 mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes rema-
nentes individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acompafados de la desviacién estandar,
los valores individuales y el valor medio de las constantes de absorcién aparentes (kj) junto
con la correspondiente desviacion estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ag) y
coeficientes de correlacion (r). También se consigna la constante de absorcién promedia
acompafiada de la desviacién estandar.
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CONCENTRACIONES REMANENTES EN LUMEN INTESTINAL

TIEMPO ANIMALES DE EXPERIMENTACION VALOR MEDIO
{min) 1 2 3 4 5 6 7 8 (tde)
5 10232 0.243 0.237 0253 0.245 0.245 0.243 0.252 | 0.244+0.007
10 | 0.217 0.225 0.227 0240 0231 0.232 0.233 0.237 | 0.230+0.007
15 10.201 0.206 0.207 0219 0.215 0.219 0.217 0.220 | 0.213£0.007
20 [0.189 0.193 0.198 0209 0.203 0.208 0.209 0.214 | 0.203+0.009
25 10176 0.183 0.188 0.196 0.191 0.192 0.199 0.206 | 0.191+0.009
30 |0.164 0.168 0.176 0.184 0.181 0.185 0.189 0.191| 0.179+0.010
Vi(mL) | 450 420 450 450 420 420 440 430 | 4.35:0.14
k.(h") [ 0.834 0.876 0.720 0.774 0.738 0.696 0.606 0.630 0.734
Ao(mM) | 0.249 0.260 0.252 0270 0.260 0.260 0.256 0.263 0.259
r(>) |0.999 0.995 0.995 0997 0.999 0.998 0.997 0.991 0.999

k, promedia = (0.734+0.093) h”

Cuadro 3.64 Concentraciones individuales y medias de salbutamol remanentes en lumen
intestinal del tramo distal, a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas después
de la perfusion de una solucién de salbutamol a una concentracion 0.29 mM adicionada de
verapamilo 10 mM. En la parte inferior del cuadro se indican los volimenes remanentes
individuales y medios (V,) a los 30 minutos, acompafiados de la desviacion estandar, los
valores individuales y el valor medio de las constantes de absorcion aparentes (k,) junto con
la correspondiente desviacién estandar, concentraciones iniciales aparentes (Ao) y coefi-
cientes de correlacion (r). También se consigna la constante de absorcion promedia acom-
pafada de la desviacion estandar.
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TRAMO Verapamilo {mM) N
PROXIMAL 0 8 0.460 + 0.050
10 8 0.471 + 0.050
DISTAL 0 8 0.327 + 0.024
10 8 0.734 + 0.093

Cuadro 3.65 Valores de las constantes de absorcion promedias obtenidas en los tramos
proximal y distal después de la perfusién de salbutamol 0.29 mM solo y con verapamilo

10 mM.

PRUEBA de DUNNETT T3

TRAMO P P+VER D D+VER
=] -
P+ VERP NS -
D S -
D+VERP S S -

Cuadro 3.66 Resultados de la prueba de Dunnett T3 realizada con las
constantes de velocidad de absorcion del salbutamol obtenidas en los tra-
mos proximal y distal después de la perfusién de soluciones de salbutamol

0.29 mM solo y con verapamilo 10 mM,
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3.5 ESTUDIO DE PERMEABILIDAD DEL SALBUTAMOL IN VITRO
3.5.1 Ensayos con células Caco-2 TC7

A continuacién se detalla en los Cuadros 3.67 y 3.68, los resultados ob-
tenidos en los ensayos de permeabilidad del salbutamol realizados con monoca-
pas de células Caco-2 TC7. Se indican cada una de las condiciones de ensayoy
la direccion en la que se ha desarrollado el transporte. Los ensayos se realizaron
con salbutamol solo y adicionado de diferentes inhibidores de los procesos acti-
vos de secrecion intestinal. Asimismo, se muestra, en cada caso, la permeabili-
dad promedia junto con su desviacion estandar.

En el Cuadro 3.69, se exponen los valores de Psa/Pas, para cada condi-
cion de ensayo.

En el Cuadro 3.70, se resume los resultados obtenidos tras aplicar la
prueba no paramétrica de Dunnett T3 a todos los datos experimentales obteni-
dos con este tipo células. Esta prueba permite establecer entre qué grupos de
valores existen diferencias significativas. Se ha aplicado esta prueba tras com-
probar que las varianzas no eran homogéneas (prueba de Levene, p = 0.001).

En la Figura 3.20 se muestra, mediante un histograma de barras, las
permeabilidades obtenidas para el salbutamol a la concentraciéon 100 uM en las
diferentes condiciones de ensayo.



Resultados 160

AP-BL
Salbutamol + verapamilo + probenecid + zumo de
100 uM 100 uM 100 uM pomelo
3.509- 107 5.088- 107 5.887- 107 6.072- 107
Pet 3.011- 107 5.053- 107 6.502: 107 6.391- 107
(cmiseg) | 3921 107 6.059- 107 4.634- 107 7.117- 107
2.624- 107 5.076- 107 4.916- 107 6.957- 107
2.589- 107 6.711- 107 5.162- 107 7.227- 107
2.827- 107 5.506- 107 4.228- 107
2.532- 107
M?fi (3.00+0.52) 107 | (5.58+0.67) 107 | (5.22+0.84) 107 | (6.75+0.49) 107

Cuadro 3.67 Permeabilidades aparentes del salbutamol a la concentracién 100uM obte-
nidas cuando la direccién del transporte es AP-BL. Se indica el valor promedio para cada
condicién de ensayo acompariado de la desviacién estandar.
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BL-AP
Salbutamol + Verapamilo + Probenecid
100 uM 100 pM 100 pM
4.474- 107 4.517- 107 2.974- 107
4.621- 107 3.220- 107 3.859- 107
7.104- 107 3.511- 107 2578 107
9.871- 107 3.073- 107 2.171- 107
. (cmiseg) 8.989- 107 3.662: 107 2.507- 107
4.449- 107 4,621 107 2.423- 107
3.786- 107
6.502- 107
4.523- 107
4.621- 107
4.498- 107
4.867- 107
4.449- 107
Media + d.e (5.59+1.93) 107 | (3.7720.65) 107 | (2.750.60) 107

Cuadro 3.68 Permeabilidades aparentes del salbutamol 100uM obtenidas cuando la
direccion del transporte es BL-AP. Se indica el valor promedio para cada condicion de
ensayo acompafiado de la desviacion estandar.
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Pea/Pas
Salbutamol 100 uM 1.86
+ Verapamilo 100 pM 0.67
+ Probenecid 100 pM 0.41

Cuadro 3.69 Coeficiente Pga/Pas en cada condicion de ensayo.

PRUEBA de DUNNETT T3

Condicion 1 2 3 4 5 6

1) Salbutamo! 100 uM AP-BL -

2) Salbutamol 100 uM BL-AP S -
3) Salbutamol 100 M
) . M S NS "
+ Verapamilo 100 uM AP-BL
4) Salbutamol 100 pM .
) Salou k NS NS S ;
+ Verapamilo 100 uM BL-AP
5) Salbutamol 100 pM
) Salo h S NS NS NS -
+ Probenecid 100 pM AP-BL
6) Salbutamol 100 uM
) Salbul k NS S s NS S ;
+ Probenecid 100 pM BL-AP
7) Salbut 1100 uM
) Salbutamol 100 4 S NS NS S NS | NS

+ Zumo Pomelo AP-BL

Cuadro 3.70 Resuitados de la prueba de Dunnett T3 realizada con las permeabilidades
aparentes obtenidas en cada condicién de ensayo: 1 ) Salbutamol 100uM AP-BL; 2) Saibu-
tamol 100uM BL-AP; 3) Salbutamol 100uM + Verapamilo 100 uM AP-BL; 4) Salbutamol
100uM + Verapamilo 100 uM BL-AP; 5) Salbutamol 100uM + Probenecid 100 uM AP-BL; 6)
Salbutamol 100uM + Probenecid 100 uM BL-AP; 7) Salbutamol 100uM + zumo de pomelo
natural (en la proporcion 1:3 (V/V)) AP-BL.
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00 mcM salbutamol Pef Ap-Bl (cm/seg)

8e-7 4 00 mcM verapamilo

FNYEY TP
W

+ 1
+ 100 mcM probenecid W Pef BI-Ap (cm/iseg)
+ zumo pomelo

6e-7

4e-7

Pef (cm/seg)

2e-7

Figura 3.20 Representacion grafica de las Py (cm/seg) promedias
obtenidas para el salbutamol 100 p:M en las distintas condiciones de
ensayo. '

3.5.2 Ensayos con células MDCK

A continuacion se detalla en los Cuadro 3.71, los resultados obtenidos en
los ensayos de permeabilidad realizados con estas células. Se indican cada una
de las condiciones de ensayo y la direccion en la que se ha realizado el transpor-
te. Los ensayos se realizaron con salbutamol solo y adicionado de verapamilo,
inhibidor especifico de la glicoproteina P. Asimismo se muestra la permeabilidad
promedia junto con su desviacion estandar.

En el Cuadro 3.72, se exponen los valores de Pga/Pas, para cada condi-
cion de ensayo.

En el Cuadro 3.73, se resume !a prueba no paramétrica aplicada a estos
datos, prueba de Dunnett T3, que permite establecer entre qué grupos de valo-



Resuitados 164

res existen diferencias significativas. Se ha aplicado esta prueba porque las va-
rianzas resultaron no ser homogéneas al aplicar la prueba de Levene (p=0.003).

En la Figura 3.21 se muestra, mediante un histograma de barras, las

permeabilidades obtenidas para el salbutamol a la concentracion 100 uM en au-

sencia y en presencia de verapamilo a la concentracion 100 uM.

AP-BL BL-AP
Salbutamol 100 | + Verapamilo | Salbutamol 100 | + Verapamilo
uM 100 M uM 100 uM
3.589- 107 3.884- 107 9.636- 107 2.519- 107
Pe
' 3.171- 107 3.859- 107 5.949- 107 2.322- 107
(cmiseg)
4.425- 107 3.712- 107 5.703- 107 2.827- 107
5.457- 107 3.023- 107 9.906- 107 3.773- 107
4.461- 107 5.826- 107 6.232- 107 4.203- 107
5.678- 107 5.899- 107 8.616- 107 3.872- 107
Media * 7 7 7 7
e (4.46+0.99) 107 | (4.38+1.20)107 | (7.67+1.93) 107 | (3.25+0.79) 10

Cuadro 3.71 Permeabilidades aparentes del salbutamol a concentracion 100uM obteni-
das cuando la direccién del transporte es Ap-Bl y Bl-Ap. Se indica el valor medio para
cada condicion ensayada acomparado de su desviacion estandar,




PBA"PAB

Salbutamol 100 uM

+ Verapamilo 100 uM

1.72

0.74

Cuadro 3.72 Cociente Pgs/Pag €n cada condicién
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PRUEBA de DUNNETT T3

CONDICION 1 2 3 4
1) Salbutamol 100 uM AP-BL -
2) Salbutamol 100 pM BL-AP S -
3) Salbutamol 100 pM
+ Verapamilo 100 uM AP-BL NS S -
4) Salbutamol 100 1M
+ Verapamilo 100 uM BL-AP NS S NS B

Cuadro 3.73 Resultados de la prueba de Dunnett T3 realizada con las permeabi-
lidades aparentes obtenidas en cada condicién de ensayo: 1 } Salbutamol 100uM
AP-BL; 2) Salbutamol 100uM BL-AP; 3) Salbutamol 100uM + Verapamilo 100 1M
AP-BL; 4) Salbutamol 100uM + Verapamilo 100 uM BL-AP.
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1.2e-6 -
Pef Ap-Bl (cm/seg)
1.0e-6 - N Pef Bl-Ap (cmy/seg)
1=100 mcM salbutamol
8.0e-7 - 2= 1+ 100 meM verapamilo
=)
D
»
E 6.0e-7 -
(i,
)
0
4.0e-7
2.0e-7 A
0.0 T 1
0 1 2 3

Figura 3.21 Representacion gréfica de las Py (cm/seg) promedias obteni-
das para el salbutamol 100 uM en las distintas condiciones de ensayo.
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3.6 ESTIMACION DEL NIVEL DE mRNA DE LA GLICOPROTEINA-P ME-
DIANTE RT-PCR

En la Figura 3.22 se muestran los niveles de mRNA mensajero que codi-
fican para la glicoproteina P obtenidos al utilizar la técnica semiquantitativa RT-
PCR. Estos niveles se han analizado en los ciclos 22 24, 26, 28, 30 y 32. Se
detallan para el estémago, tramos del tracto intestinal (proximal, medio, distal y
colon), mucosa bucal y pulmon. Asimismo, se acompafian de los niveles de ci-
clofilina obtenidos en cada uno de los tejidos analizados, para cada ciclo de to-
ma de muestra.

Proximal Medlo - "Distal

M 22 24 25 28 30 32 22 24 26 28 80 32 22 24 26 28 30 32

Colon Estomago Mucosa Bucal
M 3z 23 26 28 a0 32 22 24 26 28 30 32 22 24 26 28 30 32

Figura 3.22 Estimacion semiquantitativa de la cantidad de RNA mensajero que codifica
para la glicoproteina P en diferentes tejidos.
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4.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La valoracién del salbutamol se realizd6 mediante cromatografia liquida de
alta resolucién, técnica que permite la separacién del B-agonista del resto de sus-
tancias presentes en las muestras intestinales y su cuantificacién, con buena repro-
ducibilidad y sensibilidad.

La deteccién llevd a cabo por fluorescencia, ya que es mucho mas sensible
que la deteccién por ultravioleta. Las longitudes de onda de excitacion y de emision
seleccionadas, se determinaron previamente realizando un barrido en un fluorime-
tro. De este modo, se reducen al minimo las posibles interferencias de compuestos
enddgenos presentes en las muestras biolégicas, dado que generalmente, no po-
seen capacidad fluorescente.

Come paso previe a la utilizacion de esta técnica, se procedié a su validacion
con objeto de justificar su utilizacién como procedimiento analitico.

En primer lugar se determiné si, en el ambito de concentraciones valoradas,
existia linealidad entre las areas de los cromatogramas y las concentraciones de-
terminadas. Para ello, se realizd una recta de calibracion que incluyd el ambito de
concentraciones valoradas. Como se muestra en la Figura 3.1, el coeficiente de
correlacion determinado es muy préximo a la unidad, confirmandose la excelente
linealidad entre las concentraciones valoradas y las areas obtenidas de los croma-
togramas. La prueba estadistica F de Snedecor, determind que la ecuacion de la
recta que mejor se ajusta a los datos experimentales es la mas sencilla, es decir, la
que carece de ordenada en el origen (Cuadro 3.2). Este hecho permite valorar las
muestras intestinales utilizando una unica muestra de un patrén externo, sin necesi-
dad de construir una recta de calibracion completa para cada ensaye.

La validacién del método de valoracion empleado, se completd realizando
ensayos de precision y exactitud. Estos se han descrito en el Epigrafe 3.1.2. Los
coeficientes de variacion nunca superaron el 4.54 % vy los errores relativos, el 3.33
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%. Por ello, se puede considerar que la técnica de valoracion del salbutamol, dentro
del ambito de concentraciones ensayadas, es plenamente satisfactoria y justifica su
empleo para el fin propuesto (Shah V.P. y col., 1992).

La cuantificacion de las muestras procedentes de los ensayos in vitro se rea-
lizé por interpolacién en una recta de calibracion, desarrollada simultaneamente a la
realizacion de la experiencia. Aunque la prueba estadistica F de Snedecor, determi-
no que la ecuacion de la recta que mejor se ajusta a los datos experimentales es la
mas sencilla, es decir, 1a que carece de ordenada en el origen (Cuadro 3.6), en esta
ocasion se considerd mas apropiado no utilizar simplemente un patron de referencia
externo, dado el orden de magnitud (muy pequena) de las muestras obtenidas en
los ensayos in vitro. También se realizaron ensayos de precisién y exactitud cuando
la técnica de valoracidn se aplicd a las soluciones utilizadas en los ensayos in vitro
(Cuadros 3.7 a 3.10). Los coeficientes de variaciéon no superaron el 2.07% y los
errores relativos fueron menores de 4.11%.

La valoracién de la antipirina también se realizé mediante cromatografia li-
quida de alta resclucion con deteccion UV, segun un método puesto a punto, pre-
viamente, en nuestro |laboratorio (Merino M. y col., 1989). Esta técnica analitica se
validé siguiendo las pautas anteriormente expuestas y resulté ser satisfactoria para
el ambito de concentraciones ensayadas (Figura 3.2 y Cuadros 3.18 a 3.20).

4.2 ESTUDIOS DE ABSORCION: TECNICAS EXPERIMENTALES

4.2.1 Ensayos de absorcion intestinal in situ

Para los ensayos de absorcion intestinal del salbutamol se ha seleccionado
la rata como animal de experimentacion, ya que se ha demostrado previamente su
validez como modelo para caracterizar los procesos de absorcién intestinal.
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La zona del tracto gastrointestinal seleccionada, en principio, ha sido el
intestino delgado, tanto en su totalidad como en diferentes tramos. Este érgano
constituye el lugar de absorcién por excelencia, tanto para principios inmediatos
como para farmacos y xenobiéticos en general.

Existen dos tipos de métodos para llevar a cabo los estud:os de absorcién de
farmacos en el animal vivo: directos e indirectos.

En los métodos indirectos, la constante aparente de absorcidon se estima a
partir del tratamiento matematico de las curvas de nivel plasmatico obtenidas des-
pués de la administracion del farmaco por una via en la que media la absorcion. Por
ejemplo, en el caso de la absorcién intestinal, cuando se usa la rata como animal de
experimentacion, se introduce la solucién objeto de estudio en el estomago del ani-
mal de experimentacion, mediante una jeringuilla especialmente disefiada para la
administracién oral. Posteriormente, la determinacién de la constante de velocidad
de absorcion se realiza a partir de los niveles plasmaticos del farmaco.

Los métodos directos, en la practica, solo acostumbran a realizarse con ani-
males de experimentacion, ya que la constante aparente de absorcién se obtiene
mediante regresién de las concentraciones de farmaco remanentes en el lugar de
absorcion a los diferentes tiempos de toma de muestra, lo que condiciona, habitual-
mente, el acceso mediante técnicas quirdrgicas a las zonas donde se realiza el en-
sayo y el posterior sacrificio del animal.

Para realizar los ensayos descritos en esta Memoria se ha elegido un méto-
do directo de perfusion intestinal in situ, del que se posee amplia informacién (Dolui-
sio J.T. y col., 1969; Martin Villodre A. y col., 1986). La perfusion in situ, mantiene
las constantes vitales del animal y provoca un movimiento de la solucién perfundida
muy similar al que se da en las condiciones fisiolagicas en las que discurre el proce-
so de absorcion intestinal. Ademas, el flujo sanguineo permite mantener las condi-
ciones de sumidero durante todo el ensayo de absorcién.
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Por ofra parte, el volumen de solucién perfundida permanece durante todo el
ensayo en contacto con la mucosa intestinal (excepto en los periodos de toma de
muestra), de modo que se obtiene un rendimiento mas elevado de la absorcion que
en los métodos de perfusion en continuo.

Con esta metodologia de frabajo, se obtienen las constantes aparentes de
velocidad de absorcidn del fAarmaco sin que éstas se vean afectadas por factores
que in vivo si las modifican, como puede ser la disolucién si se administra una forma
agregada o si el farmaco precipita en el estémago.

Ademés, esta técnica permite la correccién de las concentraciones experi-
mentales determinadas, ya que considera el proceso de reabsorcién de agua que se
produce en el intestino. La reabsorcién de agua sigue una cinética de orden cero
(Martin Villodre A. y col., 1986, Gabus Sannié C. Y Buri P., 1987). Las muestras
deben corregirse para la reabsorcion de agua cuando ésta supera el 10% del volu-
men perfundido. En estas condiciones, el proceso de reabsorcion determina que las
concentraciones remanentes de farmaco en el lumen intestinal se vayan concen-
trando a lo largo del tiempo que dura el ensayo, lo que se traduce en la determina-
cion de un valor incorrecto de la constante de velocidad aparente, valor que estara
falseado por defecto. En el Epigrafe 2.2.6 se detalla como se realiza este ensayo y
en el Epigrafe 2.2.7, el tratamiento matematico que se aplica para el calculo de las
concentraciones corregidas.

Como parametro representativo del proceso de absorcion se ha utilizado la
constante aparente de primer orden de velocidad de absorcion (k,), por varias razo-
nes:

- Es un indice de la velocidad de absorcién intrinseca del soluto, ya que para

espacios de tiempo reducidos (30'), cuando la cinética puede ajustarse a un

proceso de primer orden, el cociente (dA/df)/A es sensiblemente igual a la
constante aparente del proceso (valor k,), determinada experimentalmente.
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- El calculo del valor de k, resulta facil a partir de los resultados obtenidos
experimentalmente.

- La constante, aunque en ocasiones sélo representa un valor aparente,
permite cuantificar el proceso de absorcion y determinar si los resultados ob-
tenidos en las distintas condiciones de trabajo son significativamente distin-
tos, después de aplicar los procedimientos estadisticos habituales.

4.2.2 Ensayos de absorcion in vitro

Como se ha indicado en el Epigrafe 1.3.1, el uso de lineas celulares presen-
ta determinadas ventajas frente a la experimentacion con animales, pero debe rese-
fiarse que también tiene una serie de limitaciones. Por ejemplo, las monocapas ce-
lulares estan desprovistas de aporte sanguineo, lo que implica que los pardmetros
cinéticos determinados sean significativamente diferentes a los que caracterizan la
absorcién en condiciones normales, cuando existe flujo mesentérico y, también,
presentan un coste de mantenimiento méas elevado.

No obstante, ambos tipos de experiencias (con animales y con celulas) resul-
tan interesantes, porque la informacion que aportan resulta complementaria y puede
ayudar a interpretar los resultados conseguidos.

Actualmente se dispone de gran cantidad de bibliografia en la que se han es-
tablecido numerosas correlaciones entre datos obtenidos in vitro e in vivo o in situ,
lo cual determina que los modelos celulares presenten una validez predictiva de los
valores aparentes de velocidad de absorcion de farmacos.

En la presente Memoria se han utilizado dos modelos celulares diferentes: ia
linea celular Caco-2 TC7 y la linea celular MDCK.

Normalmente, el modelo elegido para el estudio in vitro de la absorcion intes-
tinal de farmacos es el de células Caco-2. Sin embargo, en nuestras experiencias,
se ha considerado mas adecuado utilizar el clon TC7, ya que, ademas de expresar
mas glicoproteina P en la membrana apical que las células Caco-2 algunos autores
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afirman que, a su vez, en las microvellosidades, posee mayor expresién de enzi-
mas, como la hidrolasa sucrasa isomaitasa o Ia glucuronosiltransferasa, lo que re-
produce, con mayor fidelidad, la situacion del epitelio intestinal (Caro /. y col., 1995).

El modelo de células renales MDCK se ha elegido para comparar los resul-
tados obtenidos en las células intestinales Caco-2 TC7. Las células MDCK se carac-
terizan por la menor expresion de la glicoproteina P pero, al igual que las Caco-2
TC7, constituyen un modelo aceptado para el estudio del transporte intestinal de
farmacos, preferentemente de aquelios que se absorben por difusion pasiva.

Numerosos trabajos publicados, en los que se han comparado las permeabi-
lidades de diferentes compuestos determinados en células Caco-2 y MDCK, han
permitido concluir que ambos modelos son comparables, puesto que los valores de
los coeficientes de permeabilidad que se obtienen resultan similares en ambas li-
neas celulares, al menos para compuestos cuya absorcion es pasiva (Ranaldi G. y
col., 1992, Irvine J.D. y col., 7999). La utilizacion de las células renales permite una
prediccion mas rapida del mecanismo de absorcién de un determinado farmaco, ya
que entre el quinto y el décimo dia tras su siembra en los filtros de policarbonato se
forma una monocapa de células polarizadas y diferenciadas, lista para iniciar con
ella el ensayo de transporte. Sin embargo, las Caco-2 necesitan de 17 a 21 dias
para formar el monoestrato polarizado y diferenciado, lo que retrasa el inicio de los
ensayos en el tiempo.

En la presente Memoria se han seguido los protocolos de manipulacién celu-
lar desarrollados en el Istituto Nazionale della Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione
(INRAN) de Roma (Ranaldi G. y col., 1992). Durante la permanencia de la doctoran-
da, por un periodo de 6 meses, en el citado centro, y bajo la supervisi'én de la Dra.
Giulia Ranaldi, se aprendio el tratamiento de ambas lineas celulares, asi como el
desarrollo de los estudios de transporte. Esto permitio, posteriormente, instaurar
dicha metodologia de trabajo en nuestro laboratorio y completar los ensayos que alli
se comenzaron.
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Como paréametro representativo del proceso de absorcion se ha utilizado la
permeabilidad efectiva o aparente (Pef), Ecuacién 1.13, debido a que permite la
caracterizacion del flujo transcelular indepedientemente de la concentracion inicial
ensayada, del area de filtro utilizada y del tiempo de toma de muestra.

Como parametro representativo de la integridad de la monocapa celular se ha
utilizado el valor de resistencia transepitelial (TEER). Los valores de TEER obtenidos
en las células MDCK fueron considerablemente menores a los determinados en las
Caco-2 TC7, de acuerdo con lo especificado en varias publicaciones (Ranaldi G. y
col., 1992; Irvine J.D. y col., 1999). Aquellas monccapas que presentaron valores de
TEER corregidos inferiores a 100 ©- cm? no se utilizaron en los ensayos de
permeabilidad. Sélo se emplearon aquellos cuyos valores de TEER se encontraron
entre 170 y 130 Q- cm? En las Caco-2-TC7, los valores de resistencia normalmente
se encontraron alrededor de 600 Q' cm? Aquellos filtros cuyos valores de TEER
fueron inferiores a 280 Q- cm? se despreciaron.

Como control complementario de la integridad del monoestrato se utilizé un
marcador del espacio paracelular: el rojo fenol. Esta sustancia posee un peso
molecular de 376.4. Debido a su tamario e hidrofilia, sélo es capaz de atravesar, de
forma apreciable, la monocapa cuando las uniones estrechas entre las células se
abren, dejando espacio suficiente. Por ello, solo se detectard su presencia en el
compartimiento receptor cuando la monocapa pierda su integridad. Se considera que
el monoestrato celular se encuentra integro cuando el paso de rojo fenol a su través
no supera el 1% en una hora. Entre la TEER y el paso de rojo fenol, existe una
relacion inversa de manera que a mediad que disminuye el valor de TEER de la
monocapa, se cbserva un aumento del paso de rojo fenol a través de ella.
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4.3 ENSAYOS DE DEGRADACION

Durante los ensayos de absorcion, el salbutamol se encuentra en solucién a un
pH cercano a la neutralidad, a 37°C y en contacto con las paredes intestinales, en
las que pueden existir bacterias de la flora saprofitica. En consecuencia, entendimos
que era posible que se produjera una disminucién de la concentracion de farmaco a
lo largo del ensayo, como consecuencia de una degradacion de tipo fisico-quimico o
microbioldgico, lo que podria dar lugar a una falsa interpretacién de los resultados
obtenidos en los ensayos de absorcion.

Para investigarlo, se han realizado los ensayos de degradacion descritos en
el Epigrafe 2.2.7.

Como puede observarse en los Cuadros 3.25y 3.28, el analisis de varianza
de una via ha demostrado que no existe variacion significativa de la concentracién
de salbutamol con los tiempos de incubacion. Por lo tanto, en nuestras condiciones
experimentales, la disminucion de concentracion de salbutamol en el lumen
intestinal en funcion del tiempo, no se debe a un efecto de degradacion del farmaco
y puede atribuirse Gnicamente a su absorcion.

4.4 ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN A LA ABSORCION
INTESTINAL DEL SALBUTAMOL

El salbutamol es un agonista B; que se utiliza en terapéutica,
preferentemente, por sus potentes efectos broncodilatadores.

Para las crisis agudas de asma se utiliza, habitualmente, en forma de
aerosol cuyos efectos son, por desgracia, fugaces. Ademas, su uso continuado
puede conducir a una resecacion excesiva de la mucosa bronquial.

Por ello, la via transpulmonar, aunque extraordinariamente Gtil, no resulta
una via de eleccién en una terapia cronica. Con objeto de mejorar la calidad de vida
del paciente, la via oral seria la alternativa mas adecuada en los tratamientos
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crénicos. Sin embargo, la limitacién de esta via de administracion viene determinada
por la baja biodisponibilidad oral que proporciona.

Lo ideal seria desarrollar una forma farmacéutica que obviara este
problema. Para ello, seria necesario conocer los factores que modulan la
biodisponibilidad oral del farmaco, como las pérdidas presistémicas por metabolismo
y también por secrecién a partir de los enterocitos del intestino delgado. Los
procesos de metabolismo intestinal conducen a una pérdida de biodisponibilidad en
magnitud debido a que parte de la dosis administrada se elimina por
biotransformacion y no llega a la circulacién general. Los procesos de secrecion,
aunque desde un punto de vista tedrico no afectan a la constante intrinseca de
absorcion (k,), en la practica suponen una disminucion en la velocidad de absorcion
aparente (dA/f) y, ademas, pueden determinar pérdidas de biodisponibilidad en
magnitud.

En este sentido, ensayos previos, realizados en nuestro departamento con el
salbutamol, pusieron de manifiesto que tras la administracion oral en la rata de
salbutamol 0.29 mM, los niveles plasmaticos que se alcanzaban eran inferiores a los
calculados teoricamente.

Trabajos de investigacion recientemente publicados sobre farmacos f-
blogueantes, como el acebutolol, celiprolol, nadolol y timolol, han puesto de
manifiesto que, una vez se han absorbido a través de las celulas absorbentes
intestinales, sufren una pérdida presistémica debida, en parte, a la contribucion de
la glicoproteina P (Terao T. y col., 1996). Aunque el salbutamol sea un farmaco -
agonista y, por lo tanto, farmacolégicamente muy diferente de los citados,
estructuralmente presenta una cierta similitud con los B-antagonistas anteriormente
mencionados (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Estructuras quimicas del f-agonista salbutamol y

de tres p-antagonistas: nadolol, timolol y celiprolol.
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Esta consideracion junto con la informacién previa que se disponia referente a
su baja y variable biodisponibilidad oral hizo pensar que podria ser también sustrato
del mencionado mecanismo intestinal de secrecién activa o de otros presentes en el
intestino.

Con el fin de esclarecer esta hipdtesis, se iniciaron ensayos de absorcion
intestinal del salbutamol in situ.

4.4.1 Absorcion intestinal del salbutamol en intestino delgado completo
de la rata ' o

Estos ensayos se programaron de ia siguiente manera:

1°) Perfusién de soluciones del farmaco a concentraciones crecientes.

2°) Ensayos de inhibicién de diferentes sistemas de secrecion. Para ello se
emplearon: un inhibidor especifico del sistema MDR1 (glicoproteina P), el verapamilo;
un inhibidor metabdlico, fa azida sédica; y, por Gltimo, un compuesto natural que
puede ingerirse con la dieta: el zumo de pomelo.

4.4.1.1 Soluciones de salbutamol a concentracién creciente

Recientes investigaciones han puesto de manifiesto que los procesos de
secrecion intestinal, independientemente de su naturaleza, se caracterizan por ser
dependientes de la dosis, ya que estan mediados por proteinas portadoras.

Con objeto de detectar la posible intervencion de procesos no lineales en la
incorporaciéon de salbutamol al organismo, se considerd oportuno perfundir en el
intestino de la rata, un amplio ambito de concentraciones del farmaco.

Las concentraciones seleccionadas fueron: 0.15, 0.29, 1.2, 5, 9, 13y 18 mM.
Entre ellas se incluyen la dosis habitual utilizada en humanos, extrapolada para los
animales de experimentacién (0.29 mM). Por otra parte, una concentracion que
representa el 50% de la alométrica (0.15 mM), ya que la bibliografia consultada
recomienda que, cuando se desarrollan estudios de secrecion intestinal con
modelos animales, se deben utilizar concentraciones bajas de sustrato porque de
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otro modo el sustrato puede saturar el sistema secretor y el proceso de secrecion
quedar enmascarado (Spahn-Langguth H. y col., 1998). En el extremo superior del
intervalo de concentraciones, se ha considerado la concentracién 18 mM, 120 veces
superior a la concentracion mas pequefna ensayada. Con ello se desea conseguir
informacion mediante el empleo de un ambito de concentraciones lo mas amplio
posible, gue nos permita, a su vez, estudiar la linealidad o no linealidad del proceso.

En el Capitulo 3 se han expuesto las constantes aparentes de veiocidad
obtenidas para cada una de las siete concentraciones de salbutamol perfundidas en
el intestino delgado de la rata. Como se observa, los valores de las constantes
varian con la concentracion. La prueba Dunnett T3 confirma esta observacion, ya
que detectd la existencia de diferencias significativas entre los valores de las
constantes de absorcion aparentes del salbutamol determinadas. Esto indica la
existencia de no linealidad en el proceso de incorporacion.

A continuacidn, se procedié al ajustado matematico de los datos
experimentales.

El hecho de que las constantes aumenten al aumentar la concentracion hasta
alcanzar, al menos en apariencia, un valor asintético, se puede justificar mediante la
existencia de un proceso pasivo de incorporacion seguido de un proceso activo de
secrecion saturable. Para comprobar esta hipotesis se han realizado dos tipos de
ajustados. Previamente, se utilizd una ecuacion funcional que, pese a sus
limitaciones, permite iniciar el estudio del procesc de incorporacion y posible
secrecion del salbutamol a nivel intestinal. Posteriormente, se procedié al ajuste
definitivo de los datos mediante las ecuaciones diferenciales que se especifican en
el Epigrafe 2.6.
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Ajustado funcional

Este ajustado se realizd mediante el programa Sigma-Plot 5.0, basado en el
algoritmo de Marquardt, segin la siguiente ecuacion:

ok A Ecuacién 4.1

en la que k, es la constante de absorcion intrinseca del salbutamol obtenida en
nuestras condiciones de trabajo, A representa la concentracion de salbutamol
remanente en el fluido luminal y Vi, ¥ K, corresponden a la velocidad méaxima y
constante de Michaelis del proceso de secrecion activa. Si sacamos A, factor
comun, en la ecuacién, y se pasa al primer miembro se obtiene:

dA
_ fﬁ =k vm, Ecuacién 4.2

* " Km, + A

Por definicion, -(dA/dt)/A representa la constante aparente de absorcion
determinada experimentalmente, k’,, de tal modo que :

K. =k, - .vms Ecuacion 4.3
Km, + A

Conforme aumenta la cantidad de farmaco en el lugar de absorcion, el
cociente Vmy/Kms+A, disminuye y cuando A es tan grande que el proceso de
secrecion comienza a saturarse, Vim, es mucho mas pequefia que Kmg+A y el
cociente tiende a cero. En ese momento se puede considerar que k', = k,, €s decir,
que la constante de absorcién que se ha determinado experimentaimente (valor
asintotico) tiende al valor de la constante intrinseca de absorcion del farmaco.
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Se debe indicar que los valores A disminuyen a lo largo del proceso de
absorcion, pero esta variacion no se ha considerado porque complicaria el ajustado
y no modificaria el sentido global de la interpretacion de los resultados. Por elio, se
han considerado como valores de A, los valores Appara cada serie, que representan
las concentraciones iniciales de perfusién del salbutamol, de modo que la Ecuacién
4.3 resulta ser:

Vm
K' =k, —ornS Ecuacion 4.4
T Km + A,

Los valores de los parametros determinados fueron: V,, = 0.0860 + 0.024
mM- h™"; Km, = 0.0836 + 0.068 mM; k, = 0.649 + 0.016 h™ (SS = 0.0094; r = 0.984),
donde r es el coeficiente de correlacién entre los valores k, predichos por el modelo
y los valores k', obtenidos.

Como se ha indicado, este ajustado es funcional pero permite obtener
resultados aceptables. En la Figura 4.2 se muestra la grafica del ajustado, obtenida
al representar los valores k’, obtenidos experimentalmente frente a las
concentraciones de saltbutamol perfundidas.

Los parametros cinéticos determinados con el ajustado funcional se utilizaron
como estimas preliminares en el ajustado diferencial, tal como se detallard
posteriormente.
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Figura 4.2 Representacién gréfica de los valores de las constantes

aparentes de absorcion en funcion de las concentraciones de
salbutamol.

4.4.1.2 Ensayos de inhibicion

Ante la presunta existencia de un proceso de secrecién no lineal del farmaco
desde el enterocito hacia el lumen intestinal, se iniciaron ensayos de inhibicion
dirigidos a dilucidar la naturaleza del sistema portador. En estos ensayos se utilizé
como concentracion de referencia del farmaco, la correspondiente a la dosis
alométrica en la rata, es decir, salbutamol 0.29 mM. Con ello se pretendia
determinar qué repercusion podria tener la inhibicién del proceso de secrecion
sobre la dosis que habitualmente se administra en humanos.
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4.4.1.2.1 VERAPAMILO

En primer lugar se seleccioné el verapamilo {Karisson J. y col., 1993), inhibidor
especifico del sistema secretor intestinal MDR1, también conocido como glicoproteina
P.

El verapamilo es el inhibidor mas utilizado en los ensayos de inhibicién
encaminados a determinar si una sustancia es sustrato de este sistema secretor
(Doppenschmitt S. y col., 1998; Sandstrom R. y col, 1998). La bibliografia
especializada indica que la inhibicién de la glicoproteina P obedece a un proceso
competitivo dosis-dependiente (Doppenschmitt S. y col., 1999; Spahn-Langguth H. y
col., 1998).

Por ello, los ensayos de inhibicion competitiva se llevaron a cabo con
verapamilo 10 y 20 mM. Las concentraciones de inhibidor seleccionadas son mucho
més elevadas que la de sustrato, 30 y 60 veces mayores, ya que si ambas
sustancias se encontraran en el lugar de absorcién en cantidades equimoleculares,
la unién a la glicoproteina P vendria determinada, principaimente, por la mayor o
menor afinidad de los sustratos al portador, y la inhibicion competitiva, por parte del
verapamilo, podria no llegar a manifestarse.

En el Cuadro 3.41 se consignan los valores de las constantes de absorcion
promedias obtenidas en intestino delgado de la rata al perfundir salbutamol 0.29 mM
sin y con verapamilo, 10 y 20 mM, respectivamente. Como se puede observar, el
salbutamol presenta un valor k, de (0.42 +0.05) h™'. Este valor aparente aumenta
apreciablemente en presencia de verapamilo, de un orden 2.4 veces en presencia
de verapamilo 10 mM (0.98 +0.08) h™' y de 3 veces (1.22 +0.07) h™' en presencia de
verapamilo 20 mM.

El analisis de varianza de una via (Cuadro 3.42) ha demostrado que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de las constantes de
absorcion aparente de primer orden del salbutamol obtenidas en ausencia y en



Discusion 187

presencia de concentraciones crecientes de verapamilo, lo que confirma la
existencia de una inhibicién dependiente de la dosis.

A la vista de los resultados, parece que al menos en parte, la glicoproteina P
intestinal es un factor que limita la biodisponibilidad oral del salbutamol y que la
inhibicion o, de alguna manera, 1a interrupcién de la funcionalidad intestinal de este
enzima disminuye la secrecion del -agonista, aumentando el rendimiento neto dela
absorcién intestinal lo que, légicamente, deberia aumentar la biodisponibilidad oral
del farmaco.

Seguin algunos autores, el verapamilo podria aumentar el diametro de los
canaliculos acuosos que conforman la ruta paracelular, facilitando el paso de
moléculas con peso molecular elevado (Sakai M. y col., 1994). Esto, unido al efecto
vasodilatador que presenta, podria alterar la integridad de la membrana intestinal,
de manera que el aumento de la constante aparente de velocidad de absorcion del
salbutamol se debiera, al menos en parte, a estos efectos.

Para dilucidar totalmente este aspecto de la cuestion, se realizaron ensayos
cinéticos con antipirina. Se selecciond esta sustancia patron, dado que presenta una
cinética de absorcion pasiva y no se secreta activamente en el intestino delgado de
la rata (Merino M y col., 1989).

La prueba se disefio de! siguiente modo: se perfundio, en el intestino delgado
de Ia rata, un solucion de antipirina 1.33 mM y se determiné su constante aparente
de velocidad de primer orden. Paralelamente, se perfundieron soluciones mixtas de
antipirina, a la misma concentracién, y de verapamilo 10 y 20 mM, con objeto de
reproducir las condiciones en las que se ensayé el salbutamol. En el Cuadro 3.55,
se resumen las constantes de velocidad cbtenidas para la antipirina en cada una de
las condiciones de ensayo. El analisis de varianza de una via realizado con el valor
de estas constantes (Cuadro 3.56) determind que éstas no difieren
significativamente, con 1o que se puede concluir que, en nuestras condiciones de
ensayo, el verapamilo no modifica la membrana celular y el aumento del valor de las
constantes de velocidad de absorcién del salbutamol, en presencia de verapamilo,
se debe, exclusivamente, a la inhibicidn del proceso de secrecion intestinal del
farmaco.
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4.4.1.2.2 AZIDA SODICA

La azida sédica es un conocido inhibidor del complejo IV de la cadena
respiratoria mitocondrial. Esta cadena esté formada por cuatro complejos protéicos,
a través de los cuales pasan electrones desde potenciales estandar de reduccion
mas bajos (mas negativos) a mas elevados (mas positivos). El flujo de electrones es
irreversible, liberandose energia que es captada en la sintesis de ATP. Los
electrones se transportan desde los compiejos 1y Il al complejo Il mediante el
coenzima Q (UBIQUINONA) y desde el complejo il al IV mediante la proteina
periférica de membrana Citocromo C.

La produccion de ATP (fosforilacion oxidativa) esta asociada al transporte
electronico de la cadena respiratoria. La ATP sintetasa estd formada por dos
unidades: F; y Fo. La Fy es la responsable de la sintesis de ATP, y la Fy esta
inmersa en la membrana mitocondrial y se supone que es el conducto para los iones
H* que se liberan de la cadena respiratoria. El nexo de union entre la energia libre
liberada en el transporte electronico y la energia libre necesaria para la sintesis de
ATP es el gradiente de iones H* entre el interior y el exterior de la mitocondria
(espacio intermembrana) que se produce por el paso de electrones por la cadena
respiratoria (teoria quimiosmética o de Mitchell). Para sintetizar ATP se requiere el
paso de 3a4 H".

Como se ha mencionado, la azida sddica actia a nivel del Complejo IV
(citocromo C oxidasa). Por tanto, se bloquea la produccién de iones H' que no
pueden transportarse a la ATP sintetasa y, por tanto, esta enzima no tiene energia
suficiente para formar ATP.

En consecuencia, la azida sodica no actla directamente sobre los
portadores secretores intestinales, sino que lo hace indirectamente inhibiendo
aquellos procesos que requieren ATP, ya que priva a la célula de su “combustibie”.

Por ello, a la hora de abordar el estudio cinético de inhibicion del proceso
secretor con este inhibidor metabdlico, se asumié una ecuaciéon diferencial que
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describiera una inhibicién no competitiva, es decir, aquella que modifica el valor Vm
sin alterar el valor Km del portador.

Se realizaron ensayos seleccionando tres concentraciones diferentes de
inhibidor: 0.3, 3 y 6 mM.

Se selecciond la concentracion de 3 mM, ya que es aquella que se ensayo
en trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio (Merino M. y col,, 1989). Se
utilizaron, también, una concentracién superior y otra inferior. Con ello se pretendia
comprobar si la inhibicién metabélica, asimismo, era dependiente de la dosis.

En el Cuadro 3.47 se consignan los valores de las constantes de absorcién
promedias obtenidas en intestino delgado de rata al perfundir salbutamol 0.29 mM
en ausencia y en presencia de cada una de las concentraciones de azida
seleccionadas. Como se observa, el valor de la constante aparente de primer orden
para el salbutamol en presencia de azida sédica aumenta ligeramente al aumentar
la concentracion de ésta,

El analisis de varianza de una via de los valores de las constantes obtenidas
en ausencia y en presencia de inhibidor, (Cuadro 3.48), detectd diferencias
estadisticamente significativas entre fos grupos. La prueba de Scheffe determino
gue estas diferencias se encontraban entre el valor de la constante aparente del
salbutamol 0.29 mM y las obtenidas en cada uno de los grupos en los que se
encontraba presente el inhibidor. En cambio, no se detectaron diferencias entre las
constantes aparentes de absorcion del salbutamol 0.29 mM obtenidas en presencia
de las tres concentraciones de azida sodica, [o que haria pensar, que el ligero
aumento del valor de las constantes aparentes determinadas con cada una de las
tres concentraciones de azida sédica no es lo suficientemente elevado para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas.
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4.4.1.2.2 ZUMO DE POMELO

Los ensayos realizados con el verapamilo ponen de manifiesto que al menos
la glicoproteina P intestinal estd involucrada en la secrecion intestinal del
salbutamol.

Por ello, la modulacion de este mecanismo de secrecion intestinal con un
inhibidor fisiolégicamente inocuo seria una alternativa que podria ayudar a mejorar
la absorcion de farmacos con importantes pérdidas presistémicas debidas, en parte,
a la glicoproteina P intestinal.

En este sentido, recientemente se ha descubierto que componentes del zu-
mo de pomelo, por el momento de naturaleza desconocida, inhiben la funcionalidad
de la glicoproteina P intestinal y/o del citocromo CYP3A4 (Takanaga H. y col., 1998;
Edwards D.J. y col., 1999; Soldner A. y col., 1999), aumentando cuantitativamente la
absorcién de farmacos como la Vinblastina, Ciclosporina A, Digoxina, Fexofenadina
y Losartan (Soldner A. y col., 1999), sustratos, todos ellos de ia glicoproteina P in-
testinal.

Esta informacion condujo a la realizacion de ensayos de absorcion intestinal
del salbutamol en presencia de zumo de pomelo.

Se exprimieron pomelos para obtener el zumo. Se pesé la cantidad de
farmaco necesaria para preparar la concentracion de referencia 0.29 mM y se le
adiciono el zumo de pomelo, diluido con agua destilada al 50%. De este medo, la
solucion resultante era isotonica con la sangre.

La constante de absorcion obtenida para el salbutamol 0.29 mM en
presencia de zumo resultd ser 0.675+0.078 h™'. Este valor es del orden de 1.6 veces
superior a la constante aparente obtenida para el salbutamol 0.29 mM. El ANOVA
de una via realizado con los dos grupos de datos, demostré la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre ambos (Cuadro 3.57).
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4.4.2 Ajustado diferencial de modelos cinéticos a los datos
experimentales in situ

Se ha procedido al ajustado diferencial considerando todas las condiciones
de ensayo, es decir, con y sin inhibidores.

Este ajustado se realizd utilizando el programa informatico Winnonlin1.0, el
algoritmo Gauss-Newton (Levenberg y Hartley) vy 1/A.° como factor de
ponderacién.

La ecuacion matematica que se ha considerado para describir la evolucion
de la concentracion de salbutamol en lumen en funcién del tiempo, en ausencia de
inhibidores, ha side la Ecuacién 2.10.

Lok A4S Ecuacion 2.10

Los simbolos se han descrito en el Epigrafe 2.6. En este caso A representa,
para cada concentracion inicial de perfusion, las concentraciones remanentes en el
lumen a los diferentes tiempos de toma de muestra, para cada uno de los 8
animales utilizados en cada ensayo. Debe puntualizarse que, en el término que
corresponde a la secrecidn activa, A deberia representar la concentracion de
farmaco en el enterocito. Sin embargo, este valor no se ha podido determinar con la
técnica experimental utilizada y se ha asumido que es igual a la del lumen intestinal.
Realmente, la concentracion de farmaco en el enterocito a cada tiempo considerado
es proporcional a la def lumen.

En presencia del inhibidor especifico de la glicoproteina P, el verapamilo, el
sistema secretor experimenta una inhibicién competitiva. Este tipo de proceso se ha
descrito matematicamente mediante la Ecuacion 2.11, que como se puede observar
refleja la contribucién de un factor que modifica el valor Km, aumentandolo, sin
alterar el valor Vm:
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%?, ok, A+ Vm;;ié__ Ecuacion 2.11
1L Toa
Kmi

en la que K, A, Vms, y Kms ya se han definido en la Ecuacién 2.10, I es la
concentracién de inhibidor, que se ha considerado que permanece constante
durante los 30 minutos de ensayo y Km/ es la constante de Michaelis-Menten del
proceso de secrecion del inhibidor.

Como se ha comentado anteriormente, la azida sbdica no inhibe
directamente al sistema secretor, sino que lo hace de manera indirecta, al bloquear
al Complejo IV de la cadena respiratoria, reduciendo los niveles disponibles de
energia en la célula. Por ello, para describir matematicamente este proceso, se ha
asumido un modelo de inhibicion de efecto indirecto.

En este modelo se ha considerado que la funcionalidad del sistema secretor
disminuye como consecuencia de la reduccion del ATP celular disponible y que, a
su vez, esta deplecion de ATP, depende de la presencia de azida sodica, como
bloqueante def complejo IV de la cadena respiratoria.

Por ello, se han desglosado mateméticamente los dos procesos:

1°) Por una parte, se han establecido ecuaciones diferenciales que describen
la variacion de la concentracién de ATP celular en funcién del tiempo, para cada
concentracion de azida ensayada.

2°) Se han empleado expresiones diferenciales que definen la evolucién de
la concentracién remanente de salbutamol en lumen intestinal, segun la
concentracion de ATP calculada mediante las ecuaciones diferenciales
mencionadas anteriormente.
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1°) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DISPONIBLE DE ATP

En ausencia de azida sodica, se asume que el ATP se forma siguiendo una
cinética de orden cero y que se consume segun una cinética de orden uno. De
modo que se puede expresar matematicamente de este modo:

d,_ﬁgP =K, - Kpes - [ATP] Ecuacion 4.1

donde K, es la constante de velocidad de formacion del ATP de orden cero, Kpes €5
la constante de desaparicion del ATP de primer orden y [ATF], es la concentracion
de ATP a cada tiempo. El ATP se formara y se consumird segun las necesidades
energéticas del organismo.

Normalizando la concentracién de ATP a un valor de 1, cuando se alcance el
estado estacionario, Kp sera igual a Kpes, como se deduce de la siguiente expresion:

dATP >
Ty 70" ko - Kpes - [1] Ecuacién 4.2

La presencia de azida sodica en el medio afecta a la constante de velocidad
de formacion del ATP (Ky) disminuyéndola, de acuerdo con la ecuacion:

aATP _ -[1 4z

i ] ~Kpes - [ATP) Ecuacién 2.13

ICy, + AZ
en la que ko es la constante de formacion del ATP, kpes es igual a ko, AZ es la
concentracion de azida sodica en el medio, ICsp es la concentracion de azida sodica

que inhibe al 50% la actividad del complejo IV y [ATP] es la concentracién de ATP
disponible en el tiempo t.

Con esta ecuacién se puede determinar, a cada tiempo, cual es la
concentracion de ATP de que dispone la célula.
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2°) MODULACION DEL SISTEMA SECRETOR SEGUN LA CONCENTRACION DE
ATP DISPONIBLE.

De acuerdo con la concentracion de ATP celular disponible, la ecuacion que
rige el proceso de inhibicion del sistema secretor intestinal sera la siguiente:

9A_ _k A+ vm, - A-[ATP] Ecuacién 2.12
dt Km, + A

Se ha considerado que el nivel de ATP en el medio sélo afecta a la velocidad
méaxima de! sistema secretor (Vms) puesto que la azida sodica, en su modo de
accién, se comporta como si se tratara de un inhibidor no competitivo.

Para el zumo de pomelo, se ha considerado también una inhibicién competi-
tiva, Ecuacion 2.11, ya que parece ser que algin componente del mismo actda di-
rectamente sobre el sistema enzimatico de secrecion compitiendo con el sustrato
por el sistema portador. La Ecuacién 2.11 se transforma en la siguiente:

N ok, A Ecuacion 2.14

En esta ecuacion, Pkm es un factor que modifica la constante de Michaelis-
Menten del proceso de secrecion del salbutamol, de acuerdo con una inhibicién
competitiva del proceso. En realidad, PKm seria igual a [T+(I/Kmi)]. En este caso,
no sabemos la concentracion ni el tipo de sustancia que ejerce la accion inhibitoria.
Por ello, se ha asumido que el zumo de pomelo modifica la Kms segln un factor
PKm. Los demas parametros se han descrito anteriormente.

Los parametros cinéticos y estadisticos obtenidos con el ajustado diferencial
de los datos se detallan en el Cuadro 3.57:



Discusion 195

Parametros Valores estimados |  Error estandar Coe.fici'ente de
variacion (%)
ka(h™) 1.463 0.003 11.89
Vms(mM/h) 66.90 0.501 44.96
Kmg(mM) 70.11 21.75 31.02
FA, 0.787 0.005 0.59
FAE 0.855 0.012 1.44
Kmi(mM) 10.510 4,665 4438
ICs0(mM) 0.270 0.679 253.38
PKM 1.30 0.091 6.96
ko(mM/h) 0.45 0.003 43.47
SC 2.342
AlC 549.022
r 0.997

Los parametros cinéticos calculados ponen de manifiesto que el modelo
seleccionado es el que mejor satisface los datos experimentales, ya que presentan
una varianza residual muy buena. Modelos mas sencillos y mas complejos no
mejoraron el ajuste. Concluyendo, el proceso de incorporacién del salbutamol al
organismo se puede desglosar en un proceso pasivo de entrada junto con un
proceso de secrecion activa desde las células absorbentes hacia el lumen intestinal.

El proceso de secrecion se caracteriza por su baja afinidad (Kms = 70 mM) y
moderada capacidad (Vm, = 66.9 mM/h). Estas caracteristicas determinan que, ain
cuando la concentracion de farmaco en lumen intestinal sea muy pequefa, las
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constantes de absorcién aparentes adquieran una magnitud que no se puede
considerar despreciable (0.3-0.4 h™).

La constante de absorcion aparente {k’;) viene determinada por la Ecuacion
4.3 (Epigrafe 4.4.1.1):

kK'. .=k £ Ecuacién 4.3

La constante de absorcién, en la asintota, tiene un valor de 1.463 h”', que
corresponde, tedricamente, al que presentaria en ausencia de procesos de
secrecion enterocito-lumen. El componente activo de secrecién, que determina una
variacién aparente en el valor k., es dependiente de la concentracion (Ecuacion
4.3), de manera que al administrar a la rata la dosis alométrica (0.29 mM), la
constante de absorcion aparente disminuye su valor alrededor de un 70%.

Puesto que la concentracién de salbutamol més elevada que se ha
perfundido (18 mM) no ha alcanzado el valor de la Kms, se puede afirmar que, en el
ambito de concentraciones ensayadas, la secrecion intestinal del salbutamol
funciona plenamente aunque, al presentar una capacidad moderada, se determinen
constantes de absorcion aparentes de cierta magnitud.

Demostrada la existencia de un proceso de secrecion mediado por
portadores, se procedié, a continuacién, al estudio de inhibicion del mismo
empleando distintos tipos de inhibidores que permitieran esclarecer la naturaleza del
sistema secretor.

En primer lugar se utilizo el verapamilo. El buen ajustado de los datos
experimentales confirman que dicha sustancia tiene mayor afinidad que el
salbutamo! por el portador (Km/ = 10.5 frente a Kms = 70.11). Ademas, inhibe
intensamente el proceso de secrecién. De hecho, cuando se perfunde 2 la
concentracion de 10 mM, el sistema secretor funciona al 50% de su capacidad y
cuando interviene a la concentracion 20 mM, la funcionalidad de la proteina
secretora es tan sélo del 30%.



Discusion 197

El modelo cinético seleccionado también resulta adecuado para describir la
accion de la azida sddica sobre el complejo secretor.

TIEMPO |[ATP] en presencia de | [ATP] en presencia de | [ATP] en presencia de
(minutos) | azida sodica 0.3 mM | azida sodica 3 mM azida sodica 6 mM

3 1 1 1

10 0.962 0.934 0.931

15 0.944 0.902 0.898

20 0.926 0.872 0.866

25 0.909 0.843 0.836

30 0.894 0.815 0.807

Como se puede observar en este cuadro, en los treinta minutos que dura el
ensayo de absorcion, la sintesis de ATP se reduce, en presencia de azida sodica
0.3 mM, un 11%, con azida 3 mM un 19% y con la concentracién 6 mM un 20%. No
obstante, la deplecion de ATP no liega a ser suficiente para reducir de forma
importante el valor de la Vm; y, con ello, el valor de la constante de absorcién
aparente. Por ello, en presencia del inhibidor metabolico, Ia k’y aumenta ligeramente
de forma dosis-dependiente, pero este aumento no llega a ser suficiente como para
detectar diferencias estadisticamente significativas. Probablemente, si el ensayo
pudiera prolongarse mas alla de 30 minutos, la deplecion de ATP seria ya de un
orden que permitiria conseguir tal efecto.

En presencia de zumo de pomelo, se ha cuantificado un factor que consigue
modificar el valor Km,, aumentandolo 1.3 veces. Ante este resultado sélo se puede
afirmar que, en nuestras condiciones experimentales, el zumo actia como un
inhibidor competitivo moderado del sistema secretor, aungue no se sabe
exactamente que sustancia/s son las responsables de la inhibicién del proceso.
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En consecuencia, una pauta posologica adecuada podria ser la
administraciéon simultanea del zumc de pomelo con el salbutamol. Este es un
aspecto que debe tenerse en cuenta para su posterior estudio. En teoria, sin
embargo, podria favorecer la absorcion de formas convencionales de salbutamol de
cesion rapida pero no resultaria util en el caso de formas orales sostenidas.

4.4.3 Absorcion intestinal del salbutamol en diferentes tramos
intestinales

Cuando se realizan ensayos de absorcién de un farmaco en distintos tramos
intestinales, se tiene por objeto determinar si existe o no una zona de absorcion
preferente.

Aplicando un razonamiento similar se ha pensado que el/o los sistemas
activos implicados en la secrecidn inestinal del salbutamol podrian localizarse,
preferentemente, en una zona determinada del tracto gastrointestinal.

Por ello, se procedié a la perfusion de la solucion de salbutamol 0.29 mM en
los tramos proximal, medio, distal y colon del intestino delgado de la rata. Las
constantes aparentes de velocidad obtenidas en cada uno de estos tramos fueron,
respectivamente: (0.469+0.050) h''; (0.344+0.015) h'; (0.327+0.024) h1 vy
(0.499+0.055) h™. Como se observa, el valor de la constante de absorcion del
salbutamol en colon fue mayor que en los demas tramos y en el tramo distal el valor
obtenido fue el mas bajo. Esto podria deberse al diferente grado de expresion del
sistema secretor en cada tramo intestinal.

A la vista de estos resultados, se creyd conveniente realizar ensayos con
soluciones mixtas de salbutamol y verapamilo. Como el fugar de absorcién por
excelencia es el intestino delgado, se decidié realizar ensayos comparativos de
absorcion Unicamente en este tracto, sin incluir el colon. De los tres tramos
restantes, se eligieron los tramos proximal y distal, puesto que los valores de las
constantes de absorcién son los que mas difieren entre si. En ambos tramos se
perfundieron soluciones de salbutamol 0.29 mM en presencia de verapamilo 10 mM.
Las constantes aparentes de velocidad de absorcion obtenidas fueron (0.471+0.051)
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h™! para el tramo proximal, es decir, del mismo orden que la obtenida con salbutamol
solo, y (0.734+0.093) h” para el distal, 2.24 veces superior a la cobtenida en
ausencia de inhibidor. En intestino delgado completo, la presencia de verapamilo
produjo un aumento de 2.35 veces en el valor de la constante, es decir, del mismo
orden que el observado en el tramo distal. Segin estos resultados, se puede
sospechar una mayor expresion del sistema secretor en el tramo distal del intestino
delgado de la rata, aspecto que se intentd esclarecer mediante ensayos
biomoleculares, que se comentan mas adelante.

4,5 ESTUDIO DE LA PERMEABILIDAD DEL SALBUTAMOL EN CULTIVOS
CELULARES

En esta Memoria se concluye que en el intestino delgado de rata, la incorpo-
racion del salbutamol al organismo viene definida por un proceso pasivo de entrada
junto con un proceso de secrecion activa desde las células absorbentes hacia el
lumen intestinal.

Los modelos celulares se emplearon con objeto de confirmar los resultados
obtenidos con las técnicas in situ y establecer, a su vez, si estas lineas celulares
constituian una técnica complementaria de los ensayos efectuados con animales.

En los Gltimos tiempos existe una tendencia a disponer de técnicas alternati-
vas que permitan reducir la experimentacion animal. No obstante, a nuestro modo
de ver, no se puede prescindir totalmente de los estudios con animales, ya que
constituyen el Gnico modelo que reproduce fielmente los procesos fisiologicos que
intervienen en la absorcion gastrointestinal.

En los ensayos in vitro se consideré oportuno utilizar el mismo ambito de
concentraciones que el seleccionado en los ensayos in situ, pero no fue posible. Ello
se debe a que la monocapa celular es mas sensible a la toxicidad intrinseca de los
compuestos quimicos que la membrana intestinal fntegra. En consecuencia,
concentraciones de salbutamol, verapamilo o probenecid superiores a ta 100 pM
alteraban la integridad de la membrana, con lo que los valores de P evaluados, en
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ban la integridad de la membrana, con lo que los valores de Per evaluados, en esas
condiciones, se hubieran falseado por exceso. Esta misma toxicidad ha determinado
que el zumo de pomelo se ensayara diluido en una tercera parte.

En los Cuadros 3.67 y 3.68 se consignan las P (cm/fseg) determinadas, en
Caco-2 TC7, para el salbutamol en las diferentes condiciones de ensayo.

El cociente entre las permeabilidades basal-apical y apical-basal {(Pgsa/Pas)
proporciona informacion sobre el mecanismo implicado en el transporte transmem-
brana.

Si Pga/Pas tiene un valor proximo a la unidad, la permeabilidad en ambos
sentidos es de la misma magnitud y se considera que el farmaco se transporta ani-
camente por difusion pasiva.

Si Pga/Pag tiene un valor superior a la unidad, el farmaco atraviesa la mem-
brana a mayor velocidad en el sentido basolateral-apical. Si se supone que el reco-
rrido difusional es el mismo, puede deducirse la existencia de un transportador que
funciona con o sin aporte energético y que actia en sentido basolateral-apical.

Si Pga/Pag tiene un valor inferior a la unidad, se puede suponer la existencia
de un transportador en el sentido apical-basolateral.

Como se muestra en el Cuadro 3.69, el valor del cociente obtenido, en Ca-
co-2 TC7, para el safbutamol 100 uM es de 1.86. De acuerdo con lo expuesto, a
velocidad del transporte basal-apical prevalece sobre la que existe en sentido inver-
so y se puede concluir la existencia de un proceso de secrecion basolateral-apical o,
lo que es lo mismo, enterocito-lumen.

Del mismo modo, la adicién de verapamiio a la solucion de ensayo provoca
un aumento de la Paz y una disminucion de la Pga. En este caso, Pga/Pap pasa de
tener un valor de 1.86, en ausencia de inhibidor, a un valor de 0.67, en presencia
del mismo, con lo que se puede afirmar que se ha producido un bloqueo de la se-
crecion del salbutamol, atribuida, al menos en parte, a la glicoproteina P.
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Recientemente se han descrito, en el intestino, sistemas secretores de natu-
raleza diversa, entre eilos el sistema MRP. Por ello, se considero apropiado com-
probar si este sistema contribuia, también, en la secrecion del salbutamol. Se pro-
cedioé a la inhibicién de la proteina secretora mediante el empleo de probenecid,
inhibidor especifico del sistema MRP.

En los Cuadros 3.67 y 3.68 se puede observar como el probenecid ejerce
sobre la P, del salbutamol un efecto similar al efectuado por el verapamilo. Como se
observa en el Cuadro 3.69, el valor Pga/Pag en ausencia de inhibidor tiene un valor
de 1.86, mientras que al adicionar probenecid, este cociente Psa/Pag €s 0.41. Por
ello, se puede establecer que el sistema MRP esta implicado en la secrecion activa
del salbutamol, y que su participacién parece ser de la misma magnitud que la de la
glicoproteina P.

Por tltimo, se debe comentar que la contribucién del zume de pomelo, como
inhibidor de la secrecion activa, también ha quedado patente en este modelo celular
(Cuadro 3.67). Sblo se dispone del valor de la permeabilidad en sentido apical-
basolateral debido a la gran toxicidad que ha demostrado tener el zumo de pomele
sobre la cara basolateral de la monocapa celular. Se ha podido comprobar experi-
mentalmente que, en general, las soluciones de ensayo son mas tdxicas cuando se
encuentran en el compartimento basolateral. Esto se debe a que las células no tiene
ning(n tipo de proteccién, como pueden ser los villlis, que si existen en el comparti-
miento apical.

En presencia de zumo de pomelo, el salbutamol 100 uM, aumenta su Pag al-
rededor de 2.25 veces. Puede deducirse que componentes presentes en el zumo de
pomelo bloquean de alguna manera los portadores que secretan activamente al
salbutamol.

En la Figura 3.20 se muestra, mediante un histograma de barras, las per-
meabilidades promedias, con su desviacion estandar, obtenidas en cada tipo de
ensayo. Como se observa, el valor de P, para el salbutamol aumenta al adicionar
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los inhibidores y, en cambio, la permeabilidad en el sentido contrario (Pgs) disminu-
ye en presencia de los mismos. Por ello, se puede afirmar que en el proceso de se-
crecion activa del salbutamol estan implicados, al menos entre otros, la glicoprotei-
na Py el sistema MRP.

Los ensayos realizados con células MDCK, se plantearon con objeto de
comparar ambos modelos celulares. En la literatura se ha descrito que las células
MDCK constituyen un modelo adecuado para la prediccion de la permeabilidad de
farmacos, alternativo a las Caco-2, sobre todo para farmacos que se absorben por
difusién pasiva.

Como se muestra en el Cuadro 3.72, el valor del cociente Paa/Pag Obtenido,
en MDCK, para el salbutamol 100 pM es de 1.72. De acuerdo con lo expuesto
previamente, la velocidad del transporte basal-apical prevalece sobre la que existe
en sentido contrario y se puede concluir que existe un proceso de secrecién en
direccién basolateral-apical o, lo que es lo mismo, enterocito-lumen.

Del mismo modo, la adicién de verapamilo a la solucién de ensayo produce
un aumento de la Pas y una disminucion de la Pgs. En este caso, Pgss/Pag pasa de
tener un valor de 1.72, en ausencia de inhibidor, a un valor de 0.74, en presencia
del mismo, con lo que se puede afirmar que se ha producido un bloqueo de la se-
crecion del salbutamol, atribuida, al menos en parte, a la glicoproteina P.

Si comparamos los valores de los cocientes obtenidos en las células MDCK
con los obtenidos en las Caco-2 TC7, puede considerarse del mismo orden. Por
ello, puede decirse que, al menos para farmacos que se absorben pasivamente, las
células MDCK pueden utilizarse como alternativa a las Caco-2 TC7, a pesar de su
origen renal y no intestinal. Esto constituye una gran ventaja, ya que permite iniciar
los ensayos entre 5 y 10 dias tras la siembra de las células en los filtros, lo que
permeite reducir los costes de los ensayos celulares.

En resumen, los resultados in vitro corroboran los obtenidos en los ensayos
de absorcion in situ realizados en la rata.
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4.6 ENSAYOS BIOMOLECULARES: Grado de expresion del RNA mensajero
del gen MDR en diferentes tejidos de la rata.

Las investigaciones recientes sobre la distribucion de |a glicoproteina P a lo
large del tracto gastrointestinal no parecen resultar concluyentes. En algunos traba-
jos se afirma que la glicoproteina P se localiza preferentemente en la zona proximal
del intestino delgado (Sanchez-Castafio G. y col., 2000), en otros se indica que se
concentra sobre todo en el colon (Ficker y col,, 1996), y en otras publicaciones, se
concluye que la mayor expresion se produce en el tramo distal (Saitoh H. y col.,
1997; Nakayama A. y col., 1999; Chianale J. y col.,1995).

Para determinar de una manera semicuantitativa la cantidad de RNA mensa-
jero del gen MDR presente en cada uno de los tejidos seleccionados {tramo proxi-
mal, medio, distal, colon, estdmago, mucosa bucal y pulmén), se ha utilizado la téc-
nica RT-PCR, descrita ampliamente en el Capitulo 1 de la presente Memoria. Estos
ensayos se han realizado bajo la supervision del Dr. Domingo Barettino (Instituto de
Biomedicina. CSIC. Valencia).

Como puede verse en la Figura 3.22, la expresién del RNA mensajero difie-
re en los tejidos analizados. De acuerdo con estos resultados, los mayores niveles
del gen MDR se observan en el tramo distal del intestino delgado de la rata.

Tomando como referencia el tramo proximal (segmento del intestino delgado
que presenta menocr grado de expresion), al comparar los niveles obtenidos en cada
uno de los tejidos con el de referencia, se puede observar que:

* en colon resultan ser del mismo orden

* en el tramo medio son alrededor de dos veces mayores
* en la mucosa bucal unas cuatro veces mayores

* en pulmdn unas 16 veces mayores
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* en el tramo distal alrededor de 32 veces superiores
* en estomago los niveles han sido practicamente indetectables

En fa figura se ilustra, también, la amplificacion del patrén interno, la ciclofili-
na, que ha sido equivalente en todos los tejidos analizados. Esto indica que real-
mente las diferencias obtenidas en cada uno de los tejidos analizados se deben a la
mayor expresion del gen MDR y no a irregularidades en el funcionamiento de la téc-
nica RT-PCR.

Los resultados procedentes de los ensayos de absorcién, realizados en esta
Memoria, indican que la secuencia de los valores de las constantes de absorcion del
salbutamol 0.29 mM, en orden decreciente es la siguiente:

Colon = Proximal > Medio > Distal

En cambio, la expresion del RNA mensajero del gen MDR ha seguido la si-
guiente secuencia:

Distal > Medio > Colon=Proximal

En consecuencia, exisie una excelente correlacidn entre los resultados
obtenidos en los ensayos de absorcién in sifu con los niveles de expresion del RNA
mensajero del gen MDR determinados en esta Memoria. Alli donde se observa la
expresién mayoritaria del gen MDR, se determinan los valores menores de constan-
te de absorcidn.
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Ensayos previos realizados en nuestro departamento con salbutamol, pu-
sieron de manifiesto que tras la administracién oral a al rata de salbutamol 0.29
mM, los niveles plasmaticos alcanzados eran mas bajos que los previstos teori-
camente, lo que hizo pensar en un proceso de secrecién oral del farmaco, para-
lelo al de absorcion. En consecuencia, se disefid un protocolo de ensayos que
permitiera profundizar en el conocimiento de los factores que modulan la incor-
poracion del salbutamol al organismo tras su administracion oral. Para ello se
utilizaron distintas técnicas experimentales: perfusion in situ en animales, estu-
dios difusionales en cultivos celulares y determinacién del grado de expresion del
gen MDR (portador de secrecion intestinal) mediante biologia molecular.

Se han determinado las constantes aparentes de velocidad de absorcion
en intestino completo de rata de siete concentraciones diferentes de salbutamol,
a fin de detectar la linealidad o no linealidad en su absorcion.

Con salbutamol 0.29 mM (dosis alométrica) se han realizado, en intestino
delgado completo de la rata, ensayos de inhibicion de sistemas activos de secre-
cion intestinal. Se han utilizado el verapamilo, la azida sédica y el zumo de po-
melo.

También se ha estudiado la constante de velocidad de absorcion in situ
del salbutamol 0.29 mM, solo y en presencia de verapamilo, en diferentes tramos
del intestino delgado de la rata, a fin de establecer diferencias regionales de ex-
presion del sistema secretor. Paralelamente, se ha analizado la expresion del
gen MDR en diferentes tejidos, entre los que se encuentran dichos tramos intes-
tinales, con el fin de comprobar si existe una correlacion con los resultados obte-
nidos in situ.

En los estudios de absorcion in vitro se ha determinado la permeabilidad
del salbutamol en monocapas celulares de Caco2-TC7 y MDCK en condiciones
similares a las utilizadas para los estudios in situ.

Del trabajo realizado se han extraido como mas relevantes, las siguientes
conclusiones:



Resumen y conclusiones 208

1%) La técnica de valoracion utilizada para el salbutamol es plenamente
satisfactoria dentro del &mbito de concentraciones ensayadas v justifica
su empieo para el fin propuesto.

2%) Las constantes aparentes de velocidad de absorcion del salbutamol
en intestino de rata determinadas en esta Memoria son plenamente re-
presentativas del procesc de absorcion del farmaco y no estan modifica-
das por fendmenos de degradacion del mismo.

3%} La incorporacion de! salbutamol al organismo es dosis dependiente y
viene definida por un proceso pasivo de entrada, simuitaneo a un proceso
de secrecion activa desde las células absorbentes hacia el lumen intesti-
nal.

El proceso de secrecién se caracteriza por su baja afinidad y mode-
rada capacidad, lo que implica que ain cuando la concentracién de far-
maco en el lumen intestinal sea muy pequefia, los valores de las constan-
tes de absorcion aparentes no sean despreciables.

42) E! proceso de secrecion dei salbutamol desde el enterocito al lumen
se inhibe competitivamente por el verapamilo lo que indica que, al menos
en parte se halla mediatizado por la glicoproteina P.

5%) La azida sddica aumenta ligeramente, de forma dosis-dependiente,
los valores de las constantes de absorcion del salbutamol, lo que indica
que la secrecién del farmaco es energia-dependiente. El hecho de que
las constantes no difieran significativamente entre si se atribuye a que la
deplecion de ATP no puede manifestarse adecuadamente en sélo 30 mi-
nutos.

6°) El zumo de pomelo actia como un inhibidor competitivo del sistema
secretor. El efecto determinado es sélo cualitativo puesto que se desco-
noce qué sustancia/s son las responsables de la inhibicién del proceso y
su concentracion en la solucién de perfusion.

78) Tanto en células Caco2-TC7 como en las células MDCK, el cociente
Paa/Pag €s mayor que la unidad, lo que indica la existencia de transporta-
dores que actiian en sentido basolateral-apical. En presencia de inhibido-
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res especificos de los sistemas de secrecion MDR y MRP, la reduccion
del valor del cociente ha sido semejante, por lo que se puede concluir
que ambos sistemas estan implicados por igual en el proceso de secre-
cién activa del salbutamol.

Las células MDCK pueden utilizarse como alternativa de las Caco2-
TC7, a pesar de su origen renal y no intestinal, al menos para farmacos
que se absorben pasivamente, presentando la ventaja frente a la células
Caco-2 de permitir iniciar antes los ensayos, lo que determina una reduc-
cidn en tiempo y costes.

8?) La excelente correlacion entre los ensayos de absorcién in situ en los
tramos intestinales y los niveles de expresién del RNA mensajero del gen
MDR, determinados mediante RT-PCR, permiten concluir que la glicopro-
tefna P se localiza preferentemente en el tramo distal del intestino delga-
do de la rata.

9?) Para la administracién oral del salbutamo! seria conveniente adicionar
un inhibidor especifico de fa glicoproteina P, que sea a su vez inocuo pa-
ra el organismo, como podria ser la administracion simultanea de zumo
de pomelo, para evitar, de esta manera, la baja absorcion del farmaco y
poder obtener niveles plasmaticos que aseguren una respuesta terapéu-
tica adecuada. También podria resultar adecuada una via de administra-
cion alternativa que permitiera obviar los efectos de primer paso descri-
tos.
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