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Resumen

El proceso de absorcidon de un farmaco administrado oralmente depende principalmente de la liberacion del farmaco de la
forma farmacéutica, descrito por la cinética de disolucion de ésta, asi como de la solubilidad y permeabilidad del farmaco en
condiciones fisioldgicas. Actualmente existe una necesidad practica por mejorar la evaluacién de la biodisponibilidad de
farmacos administrados por via oral, y se ha propuesto que la absorcion intestinal de un farmaco sea estimada mediante la
permeabilidad del compuesto a través de modelos que simulen el proceso de absorcidn. En este trabajo se describen las
caracteristicas del epitelio intestinal y los mecanismos de transporte de farmacos a través de éste, asi como los diferentes
modelos para estimar la absorcién intestinal, sus caracteristicas y aportaciones en la predicciéon del grado y mecanismo de
absorcion.

Abstract

The drug absorption process after an oral administration mainly depends on the drug release from the dosage form, described
by its dissolution kinetics, as well as the drug’s solubility and permeability under physiological conditions. Nowadays, there is
a practical need to improve the evaluation of oral drug bioavailability and it has been proposed that the drug intestinal
absorption could be estimated through the compound’s permeability determined in models which resemble the absorption
process. Thus, the characteristics of the intestinal epithelium and the mechanism of drug transport are described. Different
models to estimate intestinal absorption are discussed, their characteristics and predicting capabilities.
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Introduccion

La absorciéon de un principio activo por via oral implica,
generalmente, el paso de las moléculas de farmaco desde el
intestino hacia la sangre a través de una barrera fisiolégica, la
membrana intestinal. Para que este fendmeno ocurra, el fiormaco
primero debe ser liberado de la forma farmacéutica y
posteriormente disolverse en los fluidos fisiolégicos.!'? Con
cerca del 80% de los medicamentos administrados por esta via,
la oral es por mucho la més utilizada.

Por otro lado, se estima que el 40% de los compuestos que son
candidatos a farmacos no logran llegar al mercado debido a
propiedades biofarmacéuticas inadecuadas (solubilidad baja,
permeabilidad y/o estabilidad metabdlica), las cuales llevan a
una baja biodisponibilidad que se traduce en bajos niveles
plasmdticos y en un aumento en la variabilidad inter e
intrasujeto.* Esto ha llevado a que las compaififas farmacéuticas
evalden dichas propiedades durante las etapas tempranas del
desarrollo, caracterizando a los compuestos en paralelo con la
investigacion de su efecto farmacolégico para de esta forma
optimizar la seleccién de aquellos que presenten tanto
propiedades biofarmacéuticas adecuadas como la mejor
actividad biol6gica.> Aunado a lo anterior, para lograr el disefio
de una forma de dosificacién apropiada es necesario conocer
detalladamente las caracteristicas del farmaco y su proceso de
absorcion.® Algunos autores opinan que la absorcién intestinal
de un farmaco depende, principalmente, de factores tales como
la solubilidad del mismo farmaco, de su proceso de disolucién,
de su permeabilidad a través de la mucosa intestinal y del
tiempo de trdnsito intestinal; aunque, cabe resaltar que cuando
la disolucién in vivo de una forma sélida de liberacion
inmediata es rdpida en relacidn con el transito intestinal y el
farmaco es de alta permeabilidad, tanto la velocidad y cantidad
de farmaco absorbido raramente dependerd de la disolucién del
farmaco y/o del tiempo de trdnsito gastrointestinal.”:8

Debido a esto, se ha propuesto que la evaluacién de la absorcion
de un farmaco a través del tracto gastrointestinal se determine
mediante el establecimiento de la permeabilidad de dicho
compuesto a través de la pared gastrointestinal. Para este fin, no
cabe duda que los estudios en animales y/o humanos son los
mads completos debido a que tienen la capacidad de evaluar la
manera en que componentes fisiolgicos, tales como los jugos
géstricos y la bilis, pueden afectar las propiedades de disolucién
del farmaco, la precipitacién del mismo en el sitio de absorcion,
la degradacién quimica y/o bacteriana y su metabolismo en el
lumen.®!0 Sin embargo, estos estudios conllevan también
algunas desventajas importantes, como que por ejemplo,
requieren de un conjunto grande de compuestos en etapa
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experimental, generalmente necesitan de wuna mayor
infraestructura para su realizacién, lo que representa un mayor
costo, ademds de que requieren el seguimiento de una serie de
lineamientos y recomendaciones de tipo ético debido a que el
objeto de estudio son organismos vivos.!!

Por lo anterior, en los tltimos afios se han desarrollado una serie
de técnicas que permiten modelar los procesos de absorcion de
farmacos de manera rdpida y confiable. El objetivo del presente
articulo es describir de forma general la morfologia del epitelio
intestinal, los mecanismos involucrados en el proceso de
absorcidn de farmacos y de manera particular algunas técnicas
que modelan los procesos de absorcion de estos. Asimismo
discutir algunas de las ventajas y desventajas de la aplicacién de
estos modelos.

El Epitelio Intestinal

El intestino delgado es la seccién del sistema gastrointestinal
que permite la absorcién de nutrientes y que limita la absorcién
de xenobidticos, enzimas digestivas y bacterias. Esta
constituido por estructuras y células con caracteristicas tnicas
que le confieren una morfologia bastante compleja y
especializada, sin embargo, toda esta estructura creada al
interior del mismo tiene como objetivo ampliar el &rea
disponible para que el proceso de absorcién pueda llevarse a
cabo de una manera sumamente eficaz.

La absorcién de nutrientes y farmacos se lleva a cabo en la
mucosa intestinal, la cual consta de tres capas: la mucosa
muscularis, la ldmina propia y la capa de células epiteliales.!!
La mucosa muscularis se encuentra en la unién entre la mucosa
y la submucosa. Es una ldmina continua de misculo uniforme
con un espesor de 3 a 10 células, compuesta de capas circulares
internas y longitudinales externas. Por su parte, la ldmina propia
es el tejido conectivo dentro del villus que provee soporte
estructural a la capa de células epiteliales, rodea a las criptas de
Lieberkuhn y contiene numerosas células de defensa que
interactian con sustancias exteriores que llegan a esta capa
desde el tracto gastrointestinal. A través de sus capilares, la
ldmina propia nutre a las células epiteliales y permite el
transporte de las sustancias absorbidas hacia circulacién
sistémica. La capa de células epiteliales es una monocapa que
contiene células madre que proliferan y migran a lo largo del eje
cripta-villus, la cuales conforme migran reciben diferentes
sefiales para diferenciarse generando asi a diferentes tipos de
células. Estd constituida por células columnares, altamente
polarizadas y con una membrana apical y una basolateral. La
principal funcién de esta capa de células es la absorcion. Su
superficie apical se caracteriza por tener microvellosidades
estrechamente empacadas de 0.5 a 1.0 ym de largo y 0.1 ym de
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ancho, con prolongaciones de las cadenas laterales de
oligosacdridos de 0.5 a 2.0 um, dependiendo de la especie
(Figura 1).'2 El espesor de la membrana apical es de 10 a 11 nm
mds largo que la mayorfa de las membranas plasmadticas de
eucariontes, tiene un alto coeficiente molar proteina-lipido y
también una alta concentracion de glicolipidos y colesterol. Por
su parte, la membrana basolateral difiere de la apical tanto en su
morfologia, composicién bioquimica y funcién, ya que mide
unos 7 nm de ancho y contiene Na+-K+-ATPasa.”13
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Figura 1. Dimensiones y caracteristicas particulares del
micro ambiente de la capa de células absorbentes.
Modificada de referencia 12.

Las células intestinales estdn unidas entre si por complejos de
unién intercelulares, miden de 0.1 a 0.6 ym y actian como
barrera de difusiéon. Se componen de uniones estrechas,
intermedias 'y desmosomas, siendo las primeras los
componentes mds significativos de los complejos de unién al
localizarse en el extremo apical de la membrana lateral de
células adyacentes y eliminar el espacio intercelular. Entre las
microvellosidades de las células absorbentes y el lumen existe
una capa de agua sin agitacién, que tiene un grosor que varia
entre 30 y 100 xm. La capa de mucosa que se encuentra entre el
lumen y la capa de células absorbentes contiene un gel de
glicoproteina y un 90% de oligosacdrido, siendo el pH de este
microambiente de 5.2, el cual es independiente del pH luminal.
Mis cerca de las células se encuentra el glicocalix, en donde se
encuentran glicoproteinas, enzimas digestivas y cadenas
laterales de los oligosacéridos celulares.”-8:14

Mecanismos de Transporte de Farmacos a Nivel Intestinal
Una vez disueltas, las moléculas de firmaco que se encuentra en
el lumen intestinal deben difundir hasta ponerse en contacto con
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la region apical de los enterocitos y posteriormente atravesar
una serie de barreras para alcanzar la circulacién sistémica.l> La
primera de estas barreras es la membrana intestinal, siendo
probablemente la mds importante de ellas debido a que es una
barrera permeable selectiva.

Cabe mencionar, que las fuerzas que dirigen a los diferentes
compuestos desde la luz intestinal hasta ponerlos en contacto
con la membrana intestinal son el gradiente de concentracidn, la
diferencia de potencial eléctrico y los gradientes de presion
hidrostética; aunque, cabe sefialar que la resistencia y/o
facilidad a la permeacién a través de la mucosa intestinal se
debe tnicamente a barreras fisicas y bioquimicas. La barrera
fisica es el resultado de las uniones estrechas y del carécter
lipidico de la membrana celular, siendo las uniones estrechas la
principal barrera fisica que limita la absorcién de los
compuestos de interés farmacéutico debido a su pequefio
tamafio de poro (de apenas 0.4-0.8 nm en humanos) y a que
corresponde sélo al 0.01% del total del 4rea superficial del
intestino.!3:16 Por su parte, el componente bioquimico de la
barrera de mucosa consiste en enzimas metabolizadoras de
farmacos y de transportadores, siendo la isoenzima CYP3A4 la
que representa a cerca del 60% del total de las enzimas del
citocromo encontradas en el intestino.”

Una vez que los farmacos llegan al lumen intestinal, pueden
presentar varios de los siguientes procesos de transporte:3-’

Difusién pasiva

Difusidn transcelular (difusién simple)

Transporte paracelular (difusion via uniones estrechas)
Transporte mediado por acarreadores (difusion facilitada)
Difusidn activa

Transporte activo mediado por acarreadores (con gasto de
energia)

Transporte por vesiculas (transocitosis que incluye a la
pinocitosis)

Mecanismos de Eflujo (proteinas que expulsan a los farmacos)

La Figura 2 ilustra estos mecanismos de transporte y algunos
subtipos de estos. En los casos donde se involucra la presencia
de transportadores, las posibilidades de paso a través de la
membrana pueden impactar la cantidad absorbida tanto de
manera positiva (Figura 2C y 2D), como negativa (Figura 2H).
A continuacion se presenta una descripcion mas amplia de cada
uno de estos mecanismos.
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Figura 2. El epitelio intestinal forma una barrera selectiva
para favorecer o prevenir la entrada de diferentes
compuestos al torrente sanguineo, los mecanismos de
permeacion intestinal son: A) difusion transcelular, B)
transporte paracelular (via uniones estrechas), C)
transporte mediado por acarreadores, D) transporte
mediado por acarreadores (con gasto de energia), E)
transporte paracelular convectivo (filtracién por poros), F)
transporte por pares de iones, no implica necesariamente la
mediacion de proteinas, G) transporte por vesiculas o
transocitosis y H) eflujo apical.

Difusién Pasiva

La difusiéon simple interviene en el paso de sustancias
susceptibles de disolverse en los constituyentes de la
membrana. El paso se realiza sin ningin gasto de energia y
segin un gradiente, que puede ser de mayor a menor
concentraciéon o electroquimico, hasta llegar a un estado de
equilibrio entre los dos medios. El tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio entre una parte y otra de la membrana
obedece a la ley de difusion de Fick:

dm
E:Pm(ce'ci)

siendo dm/Adt el flujo por unidad de drea, P, la constante de
permeabilidad, y Ce y Ci, las concentraciones respectivas en los
compartimentos exterior e interior. Es importante precisar que
s6lo la fraccion libre del farmaco interviene en el gradiente de
concentracién.’

a) Difusion Transcelular

Representa la principal via de transporte de los compuestos
hidrofébicos. Involucra el movimiento de las moléculas de
soluto a través de la membrana apical, el citoplasma y la
membrana basolateral.!> Normalmente, la difusién de
moléculas pequefias es un proceso rapido, por lo que la tasa de
permeabilidad estd determinada principalmente por la tasa de
transporte a través de la membrana apical.!” Para que un
farmaco sea transportado por esta via se requiere que sea una

S FARMACEUTICAS

molécula razonablemente lipofilica y de un tamafo moderado,
sin embargo, numerosos estudios indican que la gran mayoria
de los farmacos que presentan buena absorcién utilizan
predominantemente esta via,'® considerdndose actualmente que
la tasa de transporte estd determinada en gran medida por la
capacidad del compuesto de formar puentes de hidrégeno, por
su lipofilicidad, su tamafio y su carga.!®

Cabe resaltar que la modalidad de transporte por pares de iones
(Figura 2F) es un mecanismo propuesto para explicar el paso de
ciertos compuestos muy fuertemente ionizados a través de la
membrana, donde la formacién de complejos neutros (pares de
iones) con sustancias endégenas como la mucina, permiten la
difusién del complejo neutro a través de la membrana.?’

b) Transporte Paracelular

Constituye una via de transporte extracelular a través del
epitelio por medio de las uniones estrechas formadas entre las
células. Los factores que intervienen en la difusion paracelular
son el gradiente de potencial electroquimico (derivado de la
diferencia en gradientes de concentracién), el potencial
eléctrico y la presion hidrostdtica.” Se considera que la difusion
paracelular es un proceso pasivo que se rige por la Ley de
Fick,!5 donde las moléculas hidrofilicas en su mayoria de bajo
peso molecular (200 Da) pueden permear mediante este
mecanismo, el cual cabe mencionar, tiene una tasa de transporte
reducida; sin embargo, existe evidencia de que el didmetro de
las uniones estrechas puede incrementarse mediante un proceso
regulatorio celular. En este sentido, existen esfuerzos para
incrementar la permeabilidad paracelular mediante la
co-administracién de agentes que modulen la apertura de las
uniones estrechas.?!2223

c¢) Transporte
Facilitada)

La mucosa intestinal expresa un gran nimero de acarreadores o
transportadores que son los responsables de la absorciéon de
nutrientes y vitaminas. Estos tienen caracteristicas de
saturabilidad y especificidad comparables a las de un
transportador activo, pero en este el transporte se realiza en
sentido del gradiente de concentracién y sin ningtin gasto de
energia. Quizds el ejemplo mds conocido es el transportador de
glucosa, el cual presenta un cambio de conformacién después
de que una molécula de glucosa se une a éste y se forma un poro
por el cual entra la glucosa al citosol, para posteriormente
recuperar su conformacion original después de liberar a la
glucosa en el interior de la célula.

Mediado por Acarreadores (Difusion

Transporte Activo
El transporte activo necesita primordialmente energia, que
puede ser cedida por medio de la hidrdlisis de ATP u otra fuente
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de energia. A diferencia del proceso de difusion, en el transporte
activo la velocidad de transporte no depende del gradiente de
concentracion.

a) Mediado por Acarreadores

Este mecanismo requiere de un transportador, que es una
proteina de membrana capaz de formar un complejo con la
molécula del farmaco, para asi atravesar la membrana y
posteriormente liberar al firmaco al otro lado de la membrana,
a la vez que el transportador retoma su conformacion original 24
Cabe mencionar que la funcién natural de estos transportadores
es extraer del contenido luminal los nutrientes y otros
compuestos esenciales para el organismo. Dentro de las
caracteristicas mds notables de estas proteinas destacan su
especificidad, capacidad de saturacién y variabilidad de
expresion regional.? Algunos de los fdrmacos que son
transportados por este mecanismo son los antibidticos
[-lactdmicos y los inhibidores de renina, los cuales se asemejan
estructuralmente a los sustratos naturales de estas
proteinas. 20272 Una de las protefnas trasportadoras mas
estudiadas es el transportador de oligopéptidos PepT1.2°

b) Transporte por Vesiculas (Transocitosis que incluye a la
Pinocitosis)

Este tipo de transporte incluye a los procesos de endocitosis de
fase fluida o pinocitosis (FPE), endocitosis mediada por
receptores (RME) y transocitosis. En la FPE, las moléculas de
soluto disueltas en el fluido luminal son incorporadas a las
vesiculas endociticas originando invaginaciones que dan lugar a
vesiculas o pinosomas que migran a través de la célula hacia los
endosomas, los cuales, subsecuentemente se fusionan con los
lisosomas. Hoy se sabe que algunos péptidos y proteinas
emplean esta via de transporte.30 Por su parte, la RME involucra
la unién de la macromolécula a un receptor de membrana y la
unién subsecuente del complejo receptor-ligando dentro de
sacos cubiertos de clatrina. Posteriormente, se presenta un
proceso conocido como sorting en el cual los ligandos
normalmente son destruidos por los lisosomas mientras que los
receptores pueden ser destruidos o reciclados a la membrana
celular3! La transocitosis, por otro lado, ocurre cuando el
ligando disuelto en la vesicula endocitica (posterior a la FPE o
RME) atraviesa los lisosomas y es liberado a través de la
membrana basolateral 32

¢) Mecanismos de Eflujo

En contraste con los transportadores que promueven la
absorcion intestinal, existen otros transportadores conocidos
como transportadores de eflujo que presentan el efecto
contrario, es decir, se encargan de mediar la expulsion de
compuestos del citoplasma celular hacia el lumen intestinal
mediante un proceso llamado eflujo apical.” Los mecanismos de
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eflujo intestinal se atribuyen regularmente a proteinas
localizadas en la membrana apical pertenecientes a la familia
ABC (ATP Binding Cassette), tales como la P-glicoproteina
(Pgp) y a otras proteinas asociadas a la resistencia miltiple a
farmacos conocidas como MRPs o MDRs (Multidrug
Resistance  Proteins 'y  Multi  Drug  Resistance,
respectivamente).!32533 La localizacion de los transportadores
de eflujo en la membrana apical de enterocitos y colonocitos
confiere al intestino la capacidad de limitar la absorcién. Los
transportadores de eflujo presentan baja selectividad y se
consideran una limitante para la absorcion de farmacos, por lo
que el estudio de sus caracteristicas y afinidades resulta de gran
relevancia para la absorcion de entidades terapéuticas.

Después de revisar los mecanismos involucrados en la
absorcidn de farmacos, es claro entender que la absorcion es un
proceso muy complejo que involucra distintas alternativas para
la absorcién de los mismos. Asi, los distintos modelos que
simulan los diferentes mecanismos de transporte y las
caracteristicas de la barrera epitelial van desde propuestas
sencillas hasta modelos de un alto grado de complejidad.

Modelos experimentales para estudiar la permeabilidad

La habilidad de un compuesto administrado oralmente para
absorberse a través de la mucosa intestinal puede estar limitada
por los componentes fisicos y/o bioquimicos de la barrera
epitelial, por lo que los modelos de permeabilidad in vitro no
solo deben predecir el potencial de absorcién intestinal de un
farmaco, sino también proporcionar informacién para
comprender los mecanismos de absorcién involucrados. Esto
puede ser cumplido en la medida en que el modelo de
permeabilidad incorpore la funcionalidad de los componentes
fisicos y bioquimicos de la barrera intestinal,” ya que su grado
de correlacién con la absorcion intestinal dependerd de la
complejidad, costo y duracién del ensayo.3*

Los modelos de permeacién pueden clasificarse en métodos in
silico, in vitro e in vivo, los cuales presentan diferente grado de
correlacion con la absorcién intestinal. Cada modelo requiere
diferentes herramientas y/o materiales para hacer su estimacion
de la absorcién de farmacos, donde ademads del diferente grado
de inversidn, cada uno de estos tiene un grado de complejidad
variable.!> La Tabla 1 hace un comparativo de las caracteristicas
de cada ensayo y su capacidad de modelar la absorcion
intestinal.

La absorcién intestinal de un farmaco estd controlada por la
velocidad de disolucidén y solubilidad (determina qué tan rdpido
un farmaco alcanza una concentracién maxima (C) en el fluido
luminal), y el coeficiente de permeabilidad (el cual se relaciona
con la velocidad a la cual el farmaco disuelto atravesard la pared
intestinal (P) para alcanzar la circulacion sanguinea portal).



Tabla 1.

Clasificacion de los modelos

caracteristicas particulares
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para evaluar la absorcion intestinal en funciéon de su grado de complejidad y

Clasificacién Modelo Inversion Tiempo Modela
Ventajas/desventajas
In silico Algoritmos Computadora + Inmediato Prediccion de diversas propiedades y
matematicos software mecanismos.
In vitro Fisico Log P Reactivos Horas Lipofilicidad. “Regla de oro”, no
-quimicos animales, tinicamente describe paso
transcelular.
MAI 1,400.00 USD por Un dia Uso facil, no animales, buen mezclado,
columna + unicamente describe paso transcelular.
reactivos
PAMPA Desde 200 USD (5 Hasta 24 h
placas) + reactivos
Lineas MDCK-1I 3500 USD por Tres dias cultivo y Permeacion transcelular, paracelular y
Celulares linea celular + 24 horas de ensayo transportadores
Caco-2 reactivos y cuarto Veintitn dias activos y de eflujo. Uso fécil, buen
de cultivo cultivo y 24 horas | mezclado, transporte direccional, células
de ensayo animales y humanas, grosor de uniones
estrechas mas grande, transportadores,
velocidad aparente.
Tejidos Enterocitos Linea celular + Algunas Captacion del farmaco por las células,
aislados reactivos y cuarto horas no permeabilidad.
de cultivo
Intestino Costo de los Permeabilidad intestinal en diferentes
invertido animales + segmentos. Uso facil, transporte
reactivos direccional, malas condiciones de
mezclado, integridad <30 min, tejidos
animales y humanos.
Perfusion Costo de los Absorcion en diferentes segmentos,
animales + metabolismo. Buen mezclado,
reactivos oxigenacién buena, transporte
direccional, consumo de animales,
velocidad de desaparicion, anestesia,
con/sin flujo sanguineo intacto, ensayo
complejo
Invivo | Absorcién Animales Costo animales + Dias Absorcién completa salvo diferencias
reactivos con humanos.
Humanos Parte de aprox. Dias Pardmetros farmacocinéticos
$60,000 USD por
farmaco, en lab. de
terceria

Tabla 2. Limitaciones intrinsecas del sistema Caco-2 (Ver texto pag. 26)

Limitaciones

Alternativas

Ausencia de mucus

Empleo de lineas productoras de mucus, co cultivos

No hay heterogeneidad celular

Co cultivos

No hay enzimas CYP3A4

Inducirla mediante regulacion o transfeccion

Expresion variable de enzimas metabdlicas

No presenta la variabilidad regional del intestino

Usando cdmaras, segmentos intestinales perfundidos

Grosor del epitelio

Grosor de la capa de agua sin agitacion

c/ agitacion

Expresion de transportadores variable
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Ambos factores, estdn incluidos en la primera ley de Fick
aplicada a la absorcion de farmacos.

Modelos Experimentales In Silico

Las herramientas de caracterizacién farmacéutica in silico
tienen un impacto significativo en el descubrimiento de
farmacos al ser utilizados como métodos complementarios para
ensayos in vitro e in vivo,3 y son particularmente ttiles para el
disefo de bibliotecas combinatorias e investigaciones virtuales
previas a la sintesis. Se han desarrollado numerosas
herramientas in silico para predecir propiedades como la
solubilidad,  permeabilidad, distribucién en  barrera
hematoencefdlica, eflujo, sistemas de transporte activo,
metabolismo, toxicidad y propiedades farmacocinéticas.>® Los
métodos computacionales buscan predecir la absorcién
intestinal basdndose en la estructura quimica del farmaco
involucrando desde aproximaciones de relaciones cuantitativas
de estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés)
relativamente  simples, hasta el wuso de modelos
farmacocinéticos y/o farmacodindmicos fisiol6gicamente
complejos 3738 Para ser validados, estos métodos
computacionales deben basarse en datos experimentales
obtenidos para un amplio rango de compuestos
estructuralmente diversos. Uno de los modelos mds conocidos
es el desarrollado por Lipinski y colaboradores,>? denominado
ROF (Rule Of Five), que estd basado en descriptores en 2
dimensiones. Modelos mds sofisticados incluyen los de drea de
superficie polar y no polar (PSA y NPSA, de sus siglas en
inglés) y paquetes de computo comerciales como QMPRplus,
(Quantitative =~ Molecular =~ Permeability = Relationships)
Gastroplus e iDEA (In vitro Determination for the Estimation of
ADME) 3942

Modelos Experimentales In Vitro

La aplicacién exitosa de un modelo in vitro depende de en qué
medida dicho modelo incorpore las caracteristicas relevantes de
la barrera biolégica in vivo. A pesar de las dificultades obvias
asociadas al tratar de reproducir in vitro todas las caracteristicas
de la mucosa intestinal, varios sistemas han sido desarrollados
para imitar, a diferentes niveles, las propiedades de barrera
relevantes de la mucosa intestinal *3 Estos sistemas incluyen:

1) Métodos fisicoquimicos

2) Métodos con membranas artificiales

3) Métodos empleando lineas celulares

4) Tejidos extraidos

5) Enterocitos aislados

Estos modelos son de particular utilidad cuando la absorcién

limita la biodisponibilidad y cuando la permeabilidad limita la
absorcion del farmaco . **
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1) Métodos Fisicoquimicos

La aproximacion fisicoquimica mejor conocida para predecir la
permeacion a través de membranas es la determinacion de la
lipofilicidad determinando el logaritmo del coeficiente de
particion entre octanol y agua (logPo/w). Si bien las relaciones
entre los valores de logPo/w y la absorcién intestinal de
farmacos estdn bien establecidos, esta aproximacién se ha
vuelto controversial dadas las diferencias entre los coeficientes
de particion octanol/agua y membrana/agua,*647 de forma tal
que se han desarrollado modelos fisicoquimicos mas complejos
para estudiar la absorciéon de farmacos, entre ellos, las
membranas artificiales inmovilizadas y en paralelo.

2) Métodos con Membranas Artificiales

La principal ventaja de utilizar membranas artificiales es su
reproducibilidad, mientras que entre sus principales desventajas
estdn la ausencia de enzimas y de transportadores; ademds de
que en su mayoria estos métodos no estan conformados como
bicapas lipidicas. A pesar de sus desventajas, las membranas
artificiales resultan de gran utilidad en el estudio de las
relaciones existentes entre la estructura quimica de los farmacos
y su lipofilicidad, debido a su rapidez y bajo costo.*8

Membranas Artificiales Inmovilizadas (MAI)

Las MALI estan constituidas por columnas cromatograficas de
fase reversa en las cuales la cubierta hidrocarbonada del soporte
solido es reemplazada por lipidos para imitar el ambiente
lipidico de la membrana celular. El método se fundamenta en la
premisa de que la permeacién de solutos a través de la
membrana celular es dependiente de su particién en las capas
lipidicas.*® Una de las principales ventajas de esta técnica es
que, a diferencia de los ensayos de permeabilidad con cultivos
celulares, éste permite la realizaciéon de ensayos muiltiples
simultdneos y debido a que se elimina el uso de sistemas
biolégicos hace que los tiempos de ensayo sean mds cortos,”
ademds de que ha mostrado una buena correlacién con los
valores observados con las monocapas de células Caco-2. La
principal desventaja de esta técnica consiste en que no
considera el papel del transporte paracelular, el mediado por
acarreadores, el metabolismo y los transportadores de eflujo.”~!

Ensayo de Permeacion con Membranas Artificiales en Paralelo
(PAMPA)

Este es uno de los modelos de membranas artificiales mds
utilizados debido a que ha reportado una buena correlacién
entre el porcentaje de transporte y la fraccién absorbida en
humanos para una serie de compuestos seleccionados >3

Desde su introducciéon en 1998 por Kansy et al, este sistema ha
atraido considerablemente la atencidn en el drea farmacéutica



debido a que puede proveer rdpidamente de informacidn sobre
la permeabilidad de farmacos cuya via de absorcidon sea por
transporte pasivo (Figura 3).5* Este sistema es completamente
artificial, sin poros ni sistemas de transporte activo, y presenta
la ventaja sobre las MAI al no requerir cuantificar a los
farmacos por CLAR (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion). Sin embargo, éste al igual que las anteriores no
contempla las condiciones del metabolismo y otros mecanismos
de transporte tales como el eflujo y el transporte paracelular.356
Algunos de los factores a considerar al momento de
implementar este modelo son que el andlisis e interpretacién de
los resultados debe hacerse de manera cuidadosa, se debe
plantear correctamente la estrategia para utilizar, implementar e
integrar las condiciones de andlisis mas Gptimas.>’ A pesar de
esto, su simplicidad, costo, y amplio rango de pH de trabajo, ha
hecho a este modelo atractivo para su implementacion rutinaria
en el descubrimiento de fdrmacos,>® por lo que se ha buscado
mejorar continuamente la correlacién de éste con los valores
obtenidos en modelos celulares e in vivo.>

Solucién Aceptora

Capa Acuosa sin Agitacion

Membrana
(Lecitina de huevo)

Capa Acuosa sin Agitacion

Solucién Donadora
(buffer pH 3 a 8)

Figura 3. Esquema del sistema de permeacion PAMPA: se
desarrolla en placas de 96 pozos (compartimiento donador),
se coloca un aditamento donde esta un soporte (filtro) para
colocar la solucion de lipidos que generara el modelo de
membrana celular. Arriba de este soporte se encuentra el
compartimiento aceptor.

3) Modelos empleando Lineas Celulares

Una de las principales ventajas de los cultivos celulares es que
cuando se cultivan en forma de monocapas presentan un
comportamiento  polarizado que permite simular las
condiciones del intestino. La mayoria de estos modelos
intestinales se obtienen de lineas de células inmortalizadas que
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derivan de células normales y de tumores inducidos de céncer
de colon humano. Estas dltimas son muy utilizadas porque se
diferencian y rdpidamente forman monocapas confluentes y
polarizadas %! Una desventaja que presentan estos modelos es
la heterogeneidad de las lineas celulares utilizadas, asi como
también las diferentes metodologias utilizadas para realizar las
determinaciones, lo cual ha llevado a que un mismo farmaco
presente diferentes valores de permeabilidad.?

Lineas celulares MDCK (Madin Darby Canine Kidney)

Esta es una de las lineas mas estudiadas en cuanto a su genética,
composicion lipidica, expresiéon de proteinas y otros
parametros; siendo utilizada en los tltimos afios en estudios de
transporte de moléculas.®® Esta linea celular establecida en los
afios 50 presenta dos subclones: MDCK tipo I y tipo I1. Para
los estudios de transporte se utilizan las tipo II, que al cultivarse
en condiciones adecuadas, alcanzan confluencia en dos dias y
llegan a una fase estacionaria de crecimiento después de siete
dias. Bajo condiciones estindar de cultivo forman monocapas
polarizadas y desarrollan uniones estrechas similares a las
intestinales.5> A su vez, presenta numerosas ventajas sobre los
cultivos de células Caco-2, entre ellas, menores tiempos de
cultivo, gran homogeneidad morfolégica y resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) parecida a la del intestino delgado (=
200-300 Q/cm?2).%® Diversos estudios han demostrado una
buena correlacién entre los coeficientes de permeabilidad en
células MDCK y Caco-2.57:98 Los coeficientes de permeabilidad
de compuestos hidrofilicos son usualmente menores en las
lineas celulares Caco-2 que en células MDCK, lo cual es
consistente con el hecho de que la TEER de las Caco-2 es mayor
que el de las MDCK. El origen canino de esta linea celular es
considerado como una desventaja, ademds de que la expresion
de sus transportadores intestinales no estd totalmente
caracterizada. Aun asi, actualmente se siguen desarrollando
métodos para mejorar la correlacién de los resultados obtenidos
con este modelo con los obtenidos in vivo.®

Lineas celulares Caco-2

Las células Caco-2 son una linea celular de adenocarcinoma de
colon humano que ha sido utilizada ampliamente para predecir
la absorcién intestinal de potenciales candidatos a farmacos.”
Este modelo presenta caracteristicas semejantes a las de
intestino humano (uniones estrechas y microvillus), expresa
enzimas intestinales (aminopeptidasas, estearasas, sulfatasas, y
citocromo P450), y transportadores (de &cidos biliares, de
aminodcidos, de biotina, de 4cidos monocarboxilicos, PEPT1 y
Pgp), simulando de manera muy completa los dos tipos de
barreras para la absorcién de farmacos: la bioquimica y la
fisicoquimica (Figura 4).
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a) Células en division

Farmaco

0‘{0..-

Células

Basolateral

Membrana Semi-permeable

Figura 4. a) Diagrama del desarrollo de una monocapa de
células que alcanza confluencia y forma uniones estrechas y
microvellosidades; b) diagrama del sistema de soporte de
policarbonato para permeacion a través de células
montadas sobre una membrana semipermeable, para
simular las condiciones normales de absorcion de
compuestos.

Esta linea celular tiene la ventaja de que puede cultivarse sobre
un soporte poroso o un filtro en el que se forma la monocapa
celular polarizada en sélo unos dias y se diferencia en células
intestinales de morfologia tipica, que incluye la expresion de
enzimas y la formacién de uniones estrechas. Esta linea ha
reportado una alta correlacién con la absorcién de fairmacos en
humanos (biodisponibilidad, absorcion, efecto
farmacol6gico),”! por lo que su empleo se ha generalizado.
Cabe mencionar que la heterogeneidad de las células Caco-2 y
las diferentes condiciones de cultivo utilizadas en cada
laboratorio ha dado lugar a la seleccion de diferentes
poblaciones celulares que se conocen como tendencia
fenotipica, lo cual puede ser la causa de la gran variabilidad de
resultados obtenidos por diferentes laboratorios.

Normalmente, las células se cultivan sobre un soporte de
policarbonato. Crecen hasta una fase estacionaria después de 10
dias de cultivo y generalmente, los estudios de transporte se
llevan a cabo después de 21 dias, cuando la expresién de
transportadores y enzimas alcanza su méximo.”?

Hoy en dia existen nuevos protocolos que permiten alcanzar la
diferenciacion de las células en un periodo de tiempo menor y
en condiciones que facilitan su crecimiento. Asimismo se ha
buscado optimizar la correlacién con los resultados in vivo, al
cultivarlos en combinacién con otras lineas celulares.”-74

Resulta importante resaltar que los cultivos con lineas Caco-2
presentan algunas limitaciones que deben considerarse al
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momento de llevar a cabo los estudios. Dichas limitaciones se
resumen en la Tabla 2.7 Se han realizado estudios para tratar de
mostrar la correlacién entre los estudios de permeacién en
células Caco-2 con estudios de absorcién en ratas y de
permeacién en humanos,’77 observdndose una buena
correlacién para la mayoria de los farmacos, siendo menor la
correlacion para los farmacos transportados mayormente por
via activa. Esto se puede explicar por el nivel variable de
transportadores existente en los diferentes modelos.

Otras lineas celulares

Hasta el momento, las lineas celulares mas estudiadas,
modificadas y utilizadas son las MDCK y las Caco-2, sin
embargo, se han desarrollado y estudiado otras lineas celulares
con el fin de contar con més opciones para la determinacion de
la permeabilidad. Una de ellas, recientemente estudiada, ha sido
la linea NCI-N87, que también deriva de células carcinogénicas
humanas, y que ha sido propuesto recientemente como modelo
para determinar la permeabilidad debido a los buenos resultados
obtenidos.”® A su vez, se han estudiado otras lineas celulares,
como la 2/4/A1 (cuya permeabilidad paracelular es equiparable
a la que muestra el epitelio intestinal in vivo mostrando una
buena correlacion con los datos de permeabilidad paracelular in
vivo), las lineas HT29, T84 e IEC-18; sin embargo, el uso de
éstas en la investigacién no se encuentra muy generalizado.”

4) Tejidos extraidos

Los tejidos intestinales extraidos se han utilizado
frecuentemente para estudiar la absorcién intestinal de
nutrientes y farmacos. En este sistema se aplica por un lado del
tejido (mucosa o serosa) una solucién que contiene al fairmaco.
La tasa de absorcién de farmaco se determina ya sea midiendo
la cantidad desaparecida de fairmaco de la solucién donadora o
la aparicién del mismo en el lado opuesto. Aunque varian en
complejidad y versatilidad, estas preparaciones de tejido
comparten dos ventajas importantes: la integridad del tejido y la
habilidad para determinar la absorcién a través de diferentes
segmentos intestinales. Una desventaja en comuin es la
viabilidad limitada de este tipo de preparaciones.’

Perfusion en segmentos de intestino

Esta metodologia consiste en perfundir regiones especificas a lo
largo del tracto intestinal, para lo cual se han desarrollado
diferentes aproximaciones.30

En este sistema se calcula la permeabilidad al cuantificar la
desaparicion del compuesto del lumen intestinal donde, por lo
general, se asume que el firmaco desaparecido es igual al
farmaco absorbido.!> Esta consideracién es valida cuando la
captacion apical del farmaco es el paso limitante en la absorcién
del mismo, pero si se tiene en consideracidon que la absorcién
del farmaco no es el tinico factor responsable de su desaparicion
esta consideracién podria ser engafiosa.



A diferencia de los animales completos, los intestinos
perfundidos pueden usarse para estudiar diferencias
segmentales en la absorcién y metabolismo sin la interferencia
de factores fisioldgicos como el vaciamiento gastrico, el drea
superficial del segmento y/o el tiempo de transito intestinal. En
general, esta técnica ofrece ventajas sobre los organismos
completos mas no sobre sistemas in vitro. Algunas de sus
desventajas son que requiere grandes cantidades del compuesto
y que la determinacion de la absorciéon basada en la
desaparicion luminar es, como se menciond anteriormente,
potencialmente engafiosa, ademds de que el nimero de
segmentos intestinales que pueden obtenerse de un animal es
limitado, sin embargo, tiene un gran valor para la elucidacion de
mecanismos de transporte y para evaluar la absorcién de
farmacos cuya baja solubilidad requiere del uso de vehiculos
complejos que no podrian ser presentados en otros sistemas in
vitro.” Cabe resaltar que éste es el modelo que ofrece la forma
mds directa de medir la permeabilidad intestinal en humanos .80

Intestino invertido

Esta fue una de las primeras técnicas in vitro utilizadas para
estudiar la absorcién intestinal de farmacos.®! Este modelo
incluye a la mucosa y a las capas musculares subyacentes donde
la presencia de la capa muscular puede inducir la acumulacién
de farmaco y, en dado caso, dar lugar a una recuperacién pobre
del mismo. Esta técnica fue muy popular hace algunas décadas,
sin embargo, su uso en afios recientes se ha reducido en gran
medida debido a las complicaciones que presenta en cuanto a la
viabilidad de los tejidos por tiempos prolongados y a la poca
reproducibilidad que se puede presentar, aun asi, todavia se
puede observar su implementacion en estudios para determinar
la absorcién de farmacos.”2:82

5) Enterocitos aislados

Estas células se preparan cortando un segmento de intestino y
tratando su superficie de mucosa con enzimas, agentes
quelantes y/o mecdnicos, con el fin de disociar las células de los
tejidos subyacentes. Esta técnica no es usada cominmente
porque su utilidad es limitada, el proceso de aislamiento de las
células destruye a muchas de éstas y disminuye en gran medida
su viabilidad.83 Asimismo, al utilizarse en suspensién los
enterocitos carecen de la polaridad que caracteriza a las células
de la mucosa intestinal in vivo. Estas células pueden ser usadas
para estudiar la captacién del farmaco pero no el transporte
transepitelial o la polarizacion del transporte.’

Estudios in vivo

En general, se cree que la absorcion de fairmacos en animales es
un buen predictor de la absorcién en humanos, debido a que
integran todos los factores bioldgicos que pueden afectar su
absorciéon. Mientras que en los sistemas in vitro se debe
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establecer una correlaciéon con datos in vivo, este paso no es
necesario cuando se usan animales. Una ventaja importante del
empleo de animales es que las especies utilizadas en los
estudios de absorcidon pueden utilizarse en las evaluaciones
toxicoldgicas y farmacoldgicas, ademds de que pueden
emplearse para evaluar formulaciones complejas que serfan
muy dificiles de evaluar in vitro. Algunas de las desventajas de
estos estudios incluyen la necesidad de cantidades
relativamente grandes de material, la complejidad de los
métodos analiticos necesarios para el andlisis de plasma, el
consumo de tiempo, el intenso trabajo que se requiere para los
experimentos y el hecho de que proveen poca informacion
acerca de los mecanismos de absorcién del farmaco.”

Los tiempos de vaciamiento gastrico son diferentes entre
especies (en promedio en el humano, perro, conejo y rata son:
60, 40-50, 30 y 10 min, respectivamente). Si un farmaco es
absorbido principalmente en el intestino, este llegard a la sangre
mads ripido en la rata que en el humano, como resultado del
vaciamiento géstrico, lo que favorece su absorcién. Asimismo,
el pH del tracto gastrointestinal puede ser diferente entre
especies. Las ratas y el humano son buenos secretores de dcido,
sin embargo el perro y gato secretan menores cantidades. Si la
solubilidad del farmaco es pH dependiente, las diferencias en la
solubilidad y velocidad con la que ocurra el proceso entre
especies, modificara su absorcién.

El uso de ratas, debido a su amplio uso en los estudios
farmacolégicos y toxicoldgicos, ha llevado a que actualmente
existan amplias bases de datos que pueden ser dtiles para
realizar predicciones. Los ratones modificados genéticamente
para generar 6érganos humanizados resultan muy atractivos para
los estudios tanto farmacolégicos como farmacocinéticos .34

Estrategia de evaluacién de farmacos

El reciente desarrollo de las membranas en paralelo ha proveido
de un método simple, de bajo costo y de amplia selectividad
para evaluar la permeabilidad. Este sistema en conjunto con los
ensayos de permeabilidad en lineas celulares permite el
diagnéstico a fondo de las causas de la baja absorcion de un
farmaco. Actualmente, existe una tendencia en la industria a
usar membranas en paralelo como primera estrategia de
investigacion de permeabilidad y usar las lineas celulares como
ensayos secundarios para estudios mecanisticos y con
propositos de diagndstico.?

El empleo de los ensayos de permeabilidad en membranas
artificiales y de lineas celulares puede llevarse a cabo durante
todas las etapas de desarrollo de un nuevo medicamento, ya que
ambas técnicas proporcionan informacion relevante sobre la
permeacion y juntas proporcionan informacién mecanistica.
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Ademds, la estrategia de emplear de manera conjunta los
resultados de estudios de permeabilidad con PAMPA y con
células Caco-2, permite una estimaciéon temprana de los
principales mecanismos de absorcién predominantes para una
molécula candidata a farmaco (Figura 5). Cabe sefialar que
PAMPA y Caco-2 no deben ser considerados como métodos de
permeabilidad competitivos, ya que las caracteristicas de las
PAMPA: rapidez, bajo costo y estudios de permeabilidad
sencillos (difusiéon pasiva), son de gran valor en el
descubrimiento de farmacos; mientras que las caracteristicas de
las células Caco-2, con mayor detalle de los mecanismos de
permeabilidad, funcionan mejor para estudios de mayor
profundidad. Una buena correlaciéon entre PAMPA y Caco-2
indica un predominio de la difusién pasiva durante la
permeacion, mientras que la falta de correlacion indica efectos
significativos en la absorcién (transporte activo, paracelular,
efectos de gradiente, etc.) o en la excrecion (eflujo, efectos de
gradiente, metabolismo).3

Informacion
Mecanistica

Transporte activo,
pasivo, eflujoy
paracelular

PAMPA

Caco-2

Frecuencia
de uso

PAMPA + Caco-2

Pre- desarrolio Desarrollo

Figura 5. Un esquema de correlacion entre los estudios de
PAMPA y Caco-2 para resoluciéon temprana de los
mecanismos de permeacion predominantes para un
compuesto. Modificado de referencia 90.

Perspectivas en el desarrollo de nuevos farmacos

Por varios afios, la estrategia de la industria farmacéutica para el
proceso de descubrimiento de un nuevo fiarmaco ha consistido
en hacer, lo més pronto posible, predicciones acerca de las
propiedades relacionadas con la ADME. Se ha propuesto que
dichas propiedades puedan ser precedidas por un tamizado
farmacol6gico,®> sin embargo, para alcanzar dicha meta, se
requiere de un sistema que prediga dichas propiedades ADME
con un alto nivel de confianza, ya sea por la utilizacién de
métodos in silico, estudios en PAMPA y/o en lineas celulares.
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Las decisiones sobre el potencial de absorcidon de los nuevos
candidatos a firmacos deberan estar basadas en varios sistemas
en paralelo de alto desempefio que evaltiien cada mecanismo de
absorcion o en un sistema sofisticado que incorpore a cada
mecanismo de absorcion. En este tltimo caso, el mayor desafio
es obtener una alta eficiencia y desempefio.

Los “modelos tradicionales” para la evaluacion del potencial de
absorcion, tales como los estudios en animales y estudios in situ
de perfusidon intestinal continuardn siendo herramientas
invaluables debido a que han demostrado resultados confiables
en la prediccién de la absorcién intestinal en humanos. A su vez,
la estandarizacién de los modelos de absorcion es deseable para
poder generar bases de datos de absorcion, las cuales puedan ser
compartidas entre grupos de investigacién para continuar asi
con el desarrollo de modelos de absorcién de alto desempefio.3°

Conclusiones

Internacionalmente, se ha establecido la importancia de
determinar el grado de solubilidad y permeacién de farmacos
como un elemento primordial para establecer su clasificacion y
con esto, evidenciar una técnica alternativa para valorar la
intercambiabilidad de los medicamentos.37-88

A partir de los modelos de absorcién presentados a lo largo de
este trabajo, se puede determinar la permeabilidad de un
farmaco considerando que dichos modelos presenten un alto
grado de aproximacién al fenémeno de absorcién. La inclusién
sistematizada de los estudios de permeabilidad como modelos
de la absorcién en el desarrollo de medicamentos representaria
un aporte para la eficacia, seguridad y desempefio de los
productos farmacéuticos que se comercializan o se quieran
comercializar en el pais. De la misma manera, la
implementacién de este tipo de pruebas podria repercutir en la
sustitucion de algunos estudios de bioequivalencia, tal como
sucede en otros paises como Estados Unidos y Europa,
haciendo el registro legal de algunos productos mds rdpido y
menos costoso.37-88.89
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