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RESUMEN

Predecir la magnitud y la velocidad de absorcién de una sustancia es crucial en el disefio de medicamentos. En este campo se
han empleado distintas metodologias, como modelos in vitro o ensayos in situ o in vivo en animales. Este trabajo analiza
modelos matematicos empleados para estudiar la absorcion intestinal y analizar la influencia de tensioactivos en la permeabilidad
intestinal; predecir la fraccion de dosis absorbida; caracterizar parametros de absorcion pasiva y activa; y establecer
correlaciones entre parametros obtenidos in vitro e in situ.

Cuanto mas complejo es el modelo tanto mejor se correlaciona con los valores en humanos, pero resultan mas dificiles de
implementar. Los modelos in vitro resultan bastante adecuados para predecir la absorcion cuando se produce por difusion
pasiva, pero deficitarios cuando se produce por transporte activo. Se pone de manifiesto la necesidad de continuar desarrollando
modelos que permitan el escalado a humanos (MED.UIS. 2008 21(1):17-31).

Palabras clave: Modelado matematico de la absorcion. Prediccion de la absorcion. Modelos experimentales para la absorcion.

Correlaciones in vitro-in vivo.
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La via oral es la mas usada y conveniente para los
pacientes en la administracién de farmacos, por este
motivo predecir la velocidad y la magnitud de la
absorcién del farmaco desde el tracto gastrointestinal
es un paso clave en el proceso de disefio y desarrollo
de nuevos farmacos. Para optimizar la capacidad de
absorcién de cualquier farmaco nuevo es necesario
aumentar el conocimiento sobre los factores que
afectan a la absorcién de los mismos. En este sentido,
una herramienta util para esta propuesta es el
modelado matematico de los procesos de transporte.

Este trabajo de revisién incluye gran cantidad de
resultados obtenidos por el grupo de investigacién
que lo presenta, cuyo campo de especializaciéon se
centra en estudio de la absorcién de farmacos y
xenobioticos en el tracto gastrointestinal de rata (por
medio del empleo de una técnica in situ sin
recirculacién), asi como a través de lineas celulares
de carcinoma de colon Caco-2. Ademads, se ha
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apoyado en una busqueda bibliogréfica en PubMed
empleando como palabras clave las secuencias: oral
absorption prediction e intestinal absorption Caco-2
cells models.

Se describiran brevemente algunos de los modelos
biofisicos que han sido aplicados en el estudio de la
absorcién intestinal de farmacos y para predecir la
influencia de los tensioactivos sobre la permeabilidad
intestinal. En segundo lugar, se describirdn los
modelos para predecir la fraccién absorbida in vivo
tras la administracion oral a partir de permeabilidades
obtenidas en sistemas in situ, in vitro e in vivo.
Finalmente, se mostrardn algunos ejemplos de
métodos de modelado para caracterizar los pardmetros
de transporte pasivo y activo y la correlacién entre los
resultados obtenidos in vitro e in situ.

MODELOS BIOFiSICOS DE ABSORCION
GASTROINTESTINAL

Los modelos biofisicos son herramientas ttiles para
el estudio de absorcién de farmacos y establecer
relaciones entre la permeabilidad intestinal de
farmacos y descriptores moleculares. La metodologia,
que muchos grupos de investigaciéon han aplicado,
consiste en establecer correlaciones entre los valores
de permeabilidad intestinal e indices fisicoquimicos
como lipofilia y peso molecular. Estas relaciones son
diferentes dependiendo del lugar de absorcion en el
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tracto gastrointestinal y de hecho, con ellos se han
explicado las diferencias de absorcién en funcién de
las caracteristicas fisiol6gicas particulares de cada
segmento. En la Figura 1 estd representado un modelo
biofisico que describe el proceso de absorcién de
farmacos en la mucosa gastrica, el intestino delgado y
el colon (Figura 1).

COLON

En el colon sdlo la via de absorcién transcelular se
considera relevante porque la via paracelular esta
restringida debido al poco espacio intercelular. La
relacion entre las constantes de absorcion en colon y
la lipofilia de los xenobi6ticos se basa en la ecuacién
hiperbélica propuesta por Wagner'? (Ecuacion 1).

Ecuacion 1.

En la ecuacién 1 a y B son constantes o parametros
que dependen de las condiciones experimentales, la
P representa cualquier indice de lipofilia y k_ es un
parametro que representa la asintota o constante de
absorcion méaxima en esa condicién determinada. La
constante de velocidad de absorcién tiende a aumentar
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Figura 1. Resumen de los modelos biofisicos aplicados a la prediccion de la absorcion de farmacos a partir de la lipofilia en el tracto

gastrointestinal.
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con la lipofilia, pero la existencia de un paso limitante
para la difusién estabiliza los valores de k, para los
miembros de mayor lipofilia de las series, los cuales
pueden atravesar esta capa a una constante de
absorcién limitada, k . El paso limitante para los
compuestos muy lipéfilos es el paso a través de la
capa acuosa situada en el lado luminal®*.

INTESTINO DELGADO

La absorcién a través del epitelio intestinal para
compuestos con un tamano molecular inferior a 250
Da se describe con una ecuacién hiperbélica doble ¢
(Ecuacion 2).

kP k¥ C
+

k, = k1+k2-
B-P  C+Ppe

Ecuacion 2.

Estos compuestos son capaces de difundir a través
de la membrana lip6fila, de poros acuosos y/o del
espacio intercelular formado porlas uniones celulares.
La constante de absorcién global se describe como la
suma de los valores de dos constantes de absorcién,
las cuales representan dos vias diferentes: el paso a
través de la membrana lipidica y a través de los poros
acuosos. B, C a y d son constantes que dependen de la
técnica experimental utilizada, P es el pardmetro de
lipofilia, k y k  son los valores asintoticos (constante
de absorcion maxima) obtenidos en el paso a través
de la membrana y en la via paracelular (y/o poros
acuosos), respectivamente. Para los compuestos con
un peso molecular superior a 250 Da el paso a través
de poros acuosos es despreciable y por lo tanto se
reduce la ecuacion al modelo hiperbdlico ya descrito
para el colon.

ESTOMAGO

En esta situacion se emplea una ecuacion bilineal,
debido a las capas de fosfolipidos y glicocéliz que
preceden a la membrana lipidica. Del mismo modo
que en el colon y en el intestino delgado, desde la luz
intestinal hay en primer lugar una capa acuosa, pero
ademds hay una capa fosfolipidica. Esta idea esta de
acuerdo con las teorfas de Hills y cols” quienes
describieron un revestimiento lipidico de anfifilos
naturales que protegen la mucosa gastrica. Esta capa
de fosfolipidos esta unida al glicocéliz por puentes de
hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. Esta estructura
se comporta como un sistema heterogéneo en términos
de difusién de xenobiéticos: una capa acuosa estatica
(hidrofilica), una capa de fosfolipidos (lipofilica), el
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glicocdliz (hidrofilico), la membrana lipidica y el
plasma acuoso que acttia como sumidero. Esta via
heterogénea produce una correlacion bilineal®
(Ecuaciom 3).

C*p

1+E*P

Ecuacion 3.

Donde C, d, E y f son los pardmetros que dependen
delatécnica experimental utilizada y P es el parametro
de lipofilia.

INFLUENCIA DE LOS TENSIOACTIVOS EN LA PERMEABILIDAD
GASTROINTESTINAL

Los tensioactivos se incluyen como excipientes en
muchas formulaciones de farmacos con el objetivo de
mejorar la constante de disoluciéon y aumentar la
solubilidad del farmaco. Estos objetivos estan basados
en la capacidad de los tensioactivos de reducir la
tension superficial y el dngulo de contacto entre las
particulas sélidas y el medio acuoso, mejorando asi la
capacidad de humectacion del formaco y aumentando
la superficie disponible para la disolucién del
farmaco. Su influencia en la solubilidad total de los
farmacos serelaciona con lainclusién de componentes
poco solubles en el niicleo apolar de las micelas®.

En general, los tensioactivos aumentan la
solubilidad y la constante de disolucién, aunque el
aumento de esta ultima es menos pronunciado
debido a la baja difusién del farmaco englobado
dentro de la micela®"’.

Por otra parte, estos aditivos farmacéuticos han sido
bien caracterizados como posibles moduladores de la
absorcion. Sus efectos sobre la membrana intestinal,
(es decir, sobre la permeabilidad del farmaco) son
complejos y no estan tan bien definidos. Muchos
tensioactivos interactian con las membranas de
absorcién potenciando la permeabilidad y facilitando
la absorcién intestinal de algunos farmacos disueltos,
este efecto se hace particularmente aparente cuando
la concentracién de tensiactivo en la solucién de
fdrmaco es igual o menor que la Concentracién
MicelarCritica(CMC). Sinembargo, silaconcentracién
del mismo es mayor que su CMC, este efecto puede
disminuir o incluso revertirse'®!°. En este sentido, la
influencia de la lipofilia en la absorcién intrinseca de
los farmacos formulados en presencia de tensioactivos
en concentraciones iguales o superiores a la CMC ha
sido analizado en distintos trabajos??2. Esta seccién
del articulo resume cémo los modelos biofisicos
previamente descritos son utilizados para explicar los
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Figura 2. Correlacion absorcion-lipofilia obtenida en colon de rata para una familia de compuestos acidos bajo diferentes condiciones: k_ y k son

las constantes de velocidad de absorcion calculados en ausencia y en presencia de lauril sulfato sédico por debajo de su CMC, respectivamente,

y ks a una concentracion supramicelar. Adaptado de Garrigues et al?'.

cambios de permeabilidad que aparecen en presencia
de tensioactivos. Para explorar los efectos de los
tensioactivos sobre el tracto gastrointestinal, se
realizaron ensayos de absorciéon con familias de
compuestos  homélogos, o  estructuralmente
relacionadosenausenciayen presenciade tensioactivos
y con el farmaco a estudiar en disolucién. Los
tensioactivos se utilizaron a dos concentraciones
diferentes, una concentracién menor que la CMC y
otra superior a la CMC que corresponde a la
Concentraciéon Supramicelar (CSM). Este diseno
experimental permitié diferenciar la influencia de los
monémeros de tensiactivo del efecto de las micelas. El
siguiente paso fue establecer correlaciones absorcion-
lipofilia en ausencia y en presencia del aditivo, para
determinar los cambios ejercidos por éste.

Los ensayos se realizaron en estémago, intestino
delgado y colon. Para establecer una hipétesis general
adecuada para diferentes farmacos y tensioactivos, las
investigaciones se realizaron incluyendo tensioactivos
aniénicos, catiénicos y neutros, asi como farmacos de
caréacter acido, alcalino, neutro o anfétero®#. Como
podra observarse a continuacién, el resultado global
sobre la constante de absorcién de cada compuesto
depende de su propia lipofilia y del tensiactivo.

Colon

En los ensayos con tensioactivos sintéticos a CMC,
el mejor modelo para describir la relacién entre la
constante de absorcién y la lipofilia corresponde a
una relaciéon exponencial®* (Figura 2).
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Figura 3: Relacion absorcion-lipofilia obtenida en colon de rata en presencia de polisorbato 80 y taurocolato sodico a sus CMC y a concentraciones

supramicelares. Adaptado de Bermejo et al?2.
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Figura 5. Correlaciones absorcion-lipofilia obtenidas en estbmago de rata para una serie de xenobidticos acidos en ausencia de cualquier aditivo (ka) y en presencia

de taurocolato sodico (NaT) y Tween 80 a concentraciones por debajo de su CMC (ko). Adaptado de Garrigues et al®.

La figura 2 muestra los resultados obtenidos en
colon de rata con lauril sulfato sédico y una serie de
acidos fenil-alquil-carboxilicos. Se observa que las
correlaciones entre k_y P en ausencia de tensioactivos
son hiperbélicas, sin embargo las correlaciones en
presencia de CMC de tensioactivos sintéticos son
siempre exponenciales, si bien con una pendiente
(k) bastante pequena. Si la concentracién de
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Figura 4. Correlaciones absorcion-lipofilia obtenidas en intestino
delgado de rata para una familia de aminas aromaticas en ausencia
(ka) y en presencia de tetradeciltrimetilamonio por debajo (ko) y por

encima (ks) de su CMC. Adaptado de Garrigues et al?’.
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tensioactivo es menor o igual que la CMC?** el efecto
limitante sobre los valores de k, ejercido por la capa
acuosa estatica desaparece, lo que implica que no se
observa una k . Ademas, tiene lugar un segundo
efecto que consiste en un aumento de la polaridad de
la membrana por el tensiactivo. Como se puede
observar en la figura 2, el cambio en la pendiente
desde la ecuacién hiperbdlica a la exponencial
puede conducir a un aumento de la constante de
absorciéon pero también a una disminucién en este
parametro, dependiendo de la lipofilia del compuesto
considerado.

Los tensioactivos naturales como el taurocolato
sédico y el glicolato s6dico no son capaces de eliminar
el caracter limitante de la capa acuosa de difusién
adyacente a la membrana por el lado luminar®*3'. Por
esta razon, en la administracién de farmacos en
presencia de estos tensioactivos naturales a
concentraciones iguales a sus CMC, las correlaciones
absorcién-lipofilia siguen siendo hiperbélicas, como
las obtenidas sin aditivos. En la figura 3 se observan
las diferencias entre las correlaciones obtenidas en
presencia de polisorbato 80 y taurocolato sddico
(valores de k )***.

El cambio en la polaridad de la membrana asi como
la eliminacién del paso limitante de la capa acuosa
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son efectos que, indudablemente, son producidos
también por las moléculas de tensiactivo. Estos
efectos son aparentemente enmascarados por la
solubilizacién micelar, que estd dominada por el
reparto entre la micela y la fase acuosa. La fraccion de
farmaco solubilizado en las micelas no esté disponible
para la absorcion. De tal modo que cuando se emplean
concentraciones supramicelares de tensiactivo la
correlacion entre las constantes de absorcion y
parametros de lipofilia pueden describirse con una
ecuacion bilineal, mas o menos compleja dependiendo
del tipo de tensiactivo empleado (natural o sintético,
esto puede observarse con los valores de k en la
figura 3).

Intestino

Un ejemplo de las correlaciones obtenidas en
intestino delgado en ausencia y en presencia de Tetra-
Decil-Trimetil-Amonio (TTAB) a concentraciéon de
0,0125%, por debajo de la CMC y a concentracién de
1%, por encima de la CMC, se representa en la figura
4?7, Como puede observarse, el efecto de ambas
concentraciones de tensiactivo es significativo. Para
este tipo de tensioactivos, cuando la concentracion
de tensiactivo igual o menor que la CMC se asume
que el transporte paracelular no se ve modificado (k,
en la ecuaciéon 2), mientras que la constante de
absorcion a través de membrana, en lugar de ser
hiperbélica pasa a ser exponencial, tal como sucede
en colon. Cuando la concentraciéon de tensiactivo es
mayor que la CMC (CSM), tanto el paso a través de
membrana lipdfila como a través de poros se ve
afectado por el reparto micela-fase acuosa, por lo que
los dos sumandos de la ecuacién 2 se transforman en
dos bilineales.

Sinembargo, un tensiactivo natural como el taurocolato
so6dico no produjo ningiin cambio significativo en las
constantes de absorcién de una serie de 4cidos fenil-
alquil carboxilicos a su CMC y ejerci6 un efecto de
solubilizacién casi insignificante a una concentracién
supramicelar®.

Estbrmago

En presencia de tensioactivos por debajo de su CMC,
las correlaciones obtenidas en estémago pueden ser
exponenciales (tensioactivos sintéticos) o hiperbélicas
(tensioactivos naturales). Ambas correlaciones estan
representadas en la figura 5 (valores k) junto a la
correlacion obtenida en ausencia de aditivos (ka). En
general, hemos observado un aumento global y
significativo en todas las constantes de velocidad de
absorcion. Este hecho sugiere la posibilidad de que
los tensioactivos destruyan la barrera hidréfoba,
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conduciendo a la exposicién de la mucosa géstrica al
ambiente acido. Una vez la capa de fosfolipidos ha sido
retirada, la membrana lipidica representa la principal
resistencia a la difusién en presencia de tensioactivos
sintéticos, puesto que éstos reducen de manera efectiva
la resistencia acuosa, ello conduce a una relacion
exponencial; sin embargo, en presencia de tensioactivos
naturales, la capa acuosa permanece intacta y las
correlaciones son hiperbdlicas. Esta diferencia puede
observarse claramente en la figura 5°. La capacidad para
eliminar la capa de fosfolipidos podria explicar la
actividad ulcerogénica del taurocolato sédico y otras
sales biliares y tensioactivos sintéticos.

Todos estos resultados podian resumirse del siguiente
modo:

1. Los tensioactivos farmacéuticos parecen anular el
efecto limitante de la capa acuosa estitica en la
difusién del soluto.

2. Los tensioactivos farmacéuticos aumentan la
polaridad de la membrana, haciéndola mas
permeable para sustancias altamente hidrofilicas.
Este efecto es el responsable de la baja pendiente
de las relaciones exponenciales.

3. Cuando un tensiactivo sintético es anadido a
concentracion supramicelar, los efectos anteriores
permanecen casi completamente enmascarados
por la solubilizacién micelar de los xenobiéticos.
Las correlaciones son bilineales como resultado
del proceso de reparto de los solutos entre los
ntcleos micelares y la solucién acuosa.

4. Los tensioactivos naturales no muestran la
capacidad de anular la resistencia de la capa
acuosa.

5. La potencial solubilizacién de los tensioactivos
naturales es mas baja que la observada para los
tensioactivos farmacéuticos.

Las posibles razones para el diferente
comportamiento de los tensioactivos naturales
serian:

a) Los tensioactivos naturales conducen a valores de
tensionsuperficialmayoresqueloscorrespondientes
a la misma concentracion de un tensiactivo
sintético.

b) La capacidad de anular la resistencia de la capa
acuosa podria estar relacionada con los valores de
tensién superficial.

c) Las micelas de sales biliares son mas pequenas y
mas rigidas que las micelas de tensioactivos
sintéticos.

d) La potencial solubilizacién de las sales biliares se
aumenta en presencia de lecitinas y 4cidos
grasos.
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Por ejemplo, la constante de absorcién obtenida en
presencia de micelas de taurocolato y glicolato
sodicos mezclados con lecitina para una serie de
acidos fue significativamente menor que la obtenida
en presencia de micelas simples de las mismas sales
biliares®***.

Estos efectos descritos de los tensioactivos sobre la
permeabilidad de la membrana han sido observados
por otros autores utilizando una hipétesis diferente.
Rege et al®? estudiaron la actividad de inhibicién de
tensioactivos no-iénicos sobre la secrecién de
farmacos sustrato de glicoproteina-P y la relacién
entre la inhibicién y la fluidez de la membrana. Tiveen
80 y Cremofor inhibieron la glicoproteina-P (gp-P).
Estos efectos de inhibicién podrian estar relacionados
con la capacidad de estos tensioactivos de fluidificar
las bicapas lipidicas celulares. A su vez, el mecanismo
de fluidificacién podria estar relacionado con el
aumento de la polaridad de la membrana que
habiamos observado con los tensioactivos sintéticos
en nuestros experimentos, y que también han sido
recogidos por otros autores como posible explicacién
del efecto de inhibicién de los tensioactivos sobre la
glicoproteina-P en la barrera hemato-encefalica®.

Ademas de estos efectos ya discutidos, la conclusion
fundamental de nuestro trabajo es quelos tensioactivos
naturales y sintéticos se comportan de forma diferente.
Cuando estas clases de aditivos se usan en la
formulaciéon de un farmaco, deberia considerarse su
posible influencia sobre la permeabilidad de la
membrana y efecto en la absorcion de dicho
farmaco.

MODELADO Y PREDICCION DE LA FRACCION ABSORBIDA
A PARTIR DE VALORES DE PERMEABILIDAD

La solubilidad de los farmacos y la velocidad de
disolucioén, asi como la permeabilidad a través de la
membrana intestinal pueden ser identificadas como

Fraction absorbed
e

o 2e-5 4e-5 6Ge-5 Be-5 1e-4 1e-4 1e-4 2e-4 2e-4
Peff cm/s (rat)

Figura 6. Correlacion entre la biodisponibilidad in vivo en rata, F, basada en
las relaciones entre las AUC oral/iv y las permeabilidades intestinales, Peff

obtenidas en ratas in situ. Adaptado de Merino V et al *
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pardmetros clave en una nueva entidad quimica
para llegar a conducir a un compuesto de interés.
Estos factores constituyen aspectos fundamentales
del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica que ha
sido desarrollado como una herramienta moderna
para acelerar el proceso de desarrollo de farmacos.
Se han planteado diferentes hipotesis para predecir
la permeabilidad intestinal y la fraccién oral
absorbida de un farmaco en solucién libre y para el
mismodesdeunaformadedosificacién,incorporando
en los modelos los procesos de disolucion y
liberacion. Esta seccion se centra en las estimaciones
para predecir la fraccién oral absorbida a partir de
los valores de permeabilidad obtenidos usando
diferentes sistemas experimentales. En este sentido,
la fraccién absorbida predicha corresponde al valor
potencial maximo en ausencia de cualquier otro
factor limitante como podrian ser la solubilidad o el
tiempo de disolucién.

Una aproximacién que se puede realizar para
calcular la fraccién absorbida es considerar el
intestino delgado como un compartimento desde el
cual el farmaco desaparece siguiendo un proceso de
primer orden.

En los ensayos de absorcién que se realizan in situ
Ar es la cantidad de compuesto ensayado remanente
en el fluido luminal a cualquier tiempo, t, y A0 la
cantidad inicial (es decir, la dosis total perfundida),
se puede escribir con la ecuacion 4.

— * Aa-ka*t
A=Ae

Ecuacion 4.

En la cual, si se resta cada miembro a A, se obtiene
la ecuacioén 5; y si cada término se divide por A0, se
obtiene la ecuacién 6, donde A /A es la fraccién de la
dosis inicial remanente en el fluido luminal. 1-A /A
representa la fraccién de compuesto absorbido, F,
asumiendo que no existe pérdida presistémica.

— A * A-ka*t
A=A *e

Ecuacion 5.

Ecuacion 6. A
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Figura 7. Correlacion entre las biodisponibilidades in vivo en rata, F, basadas
en la relacion entre las AUC oral/iv, y las permeabilidades apical-basolateral

obtenidas en lineas celulares Caco-2.

PREDICCION DE LA FRACCION DE DOSIS ABSORBIDA A
PARTIR DE DATOS /N VITROE IN SITU

Las constantes de absorcién y los valores de
permeabilidad obtenidos a través de diferentes
sistemas, es decir, in vitro e in situ, son determinados
finalmente con el objetivo de predecir la fraccién de
dosis que se absorbera a través del intestino cuando
el firmaco sea administrado por via oral. Para usar los
datos obtenidos en estos sistemas es necesario
validarlos correctamente. Esta seccion revisa el
significado de los pardmetros representativos de la
absorcién determinada con diferentes técnicas para
predecir la absorcién de farmacos in vivo en ausencia
de cualquier paso limitante como la disolucién o la
solubilidad, por medio de los modelos descritos
previamente. En particular, se ha estudiado la
constante de absorcién obtenida con un ensayo in
situ sin recirculacién, la permeabilidad a través de
lineas celulares Caco-2 y los modelos PAMPA.

Prediccion a partir de la constante de absorcion in
situ con técnicas experimentales sin recirculacion

Como se ha explicado anteriormente, la constante
de absorcién in situ (k,) puede obtenerse facilmente
utilizando una técnica experimental in situ sin
recirculacién. Hemos demostrado, utilizando una
serie de siete fluoroquinolonas, que a partir de la ka
es posible predecir la fracciéon de dosis que se
absorberia cuando se administrara esos farmacos por
via oral®t.

La ecuacién usada para predecir la fracciéon de dosis
absorbida in vivo (desde una disolucién), F, de un
farmaco o candidato a farmaco perteneciente a una
serie, por medio de una simple determinacién de su
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constante de absorcién intestinal intrinseca in situ (ka)
en ratas anestesiadas se describe en la ecuacion 7.

Fa=1-e*t

Ecuacion 7.

En la cual T es el tiempo de absorcién, calculado
por regresiéon no lineal entre la biodisponibilidad
absoluta determinada desde curvas de niveles
plasmaticos in vivo, obtenida tras una administracién
oral de los compuestos ensayados en disolucién, y la
ka de esos mismos compuestos. Debe destacarse que
esta expresion sdlo es aplicable a compuestos que se
absorben por difusién y que no sufren efectos de
primer paso. Los compuestos que se absorben
activamente (al menos en parte) a lo largo de la
membrana del enterocito, asi como aquellos que se
secretan activa y sustancialmente al fluido luminar
desde la membrana o incluso desde el citoplasma de
las células (es decir, que son sustrato de glicoproteina-
P) no deberian ser usadas para tales simplificaciones.
Para los compuestos estudiados la fraccién de dosis
absorbida in vivo coincide con la biodisponibilidad
oral (F), ya que se absorben pasivamente y no sufren
metabolismo de primer paso. El ajustado de los
valores de F y k 34-37 determinados para las siete
quinolonas condujo a una estimacién del tiempo de
absorcién T de 0,93 = 0,06 h. La figura 6 muestra
graficamente la correlacién. La Figura 6 muestra los
valores predichos de E usando en la ecuacién 7, por
medio del procedimiento de correlacién que excluye
un elemento de la correlacién con objeto de predecir
su biodisponibilidad (“dejar un elemento fuera”).
Para todos los compuestos ensayados la prediccién es
bastante buena. Los valores de F predichos se
correlacionan muy bien con los determinados in vivo
a partir de las curvas de niveles plasmaticos.

Estas consideraciones son validas usando ratas
Wistar como modelo experimental. Debido a que la
mayoria de procesos de absorcién intestinal en ratas
y en humanos parecen similares, puede ser viable
usar, con menos modificaciones (es decir, el valor T),
los datos de k_ in situ para hacer las predicciones de
absorcion en humanos.

Prediccion a partir de las permeabilidades a través
de lineas celulares Caco-2

Las lineas celulares Caco-2 han sido propuestas por
diferentes autores como buenas técnicas para estudiar
la permeabilidad de candidatos a farmacos,
especialmente si pueden ser secretados activamente
en el intestino por transportadores MDR. Desde
nuestro punto de vista, esta linea celular puede ser
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Figura 8. (a) Logaritmo del coeficiente de permeabilidad aparente in situ en rata (simbolos negros) y en Caco-2 (simbolos blancos) frente al

logaritmo de los coeficientes de permeabilidad intrinsecos basados en las membranas PAMPA. (b) Efecto de la capa acuosa estatica en los datos

de Caco-2. Adaptada de Bermejo M et al*.

utilizada no sélo para identificar transportadores
implicados en la absorcion de un farmaco, sino
también para predecir, en lineas generales, la probable
absorcién de un candidato a farmaco.

El primer paso en esta direccién fue correlacionar
los valores de permeabilidad obtenidos en las lineas
celulares Caco-2 (direccion apical-basolateral, Pab)
con la fraccién de dosis absorbida in vivo en rata.
Para este proyecto se estudiaron ocho fluoroquinolonas
y los resultados encontrados en las lineas celulares
Caco-2 fueron comparados con los obtenidos in vivo
en rata. La permeabilidad de las quinolonas en las
lineas celulares Caco-2 se evalué a diferentes
concentraciones iniciales, para poder identificar no
linealidades en el proceso de absorcion. Para algunas
de ellas se observé que un sistema de secrecién
trabajaba en direccién contraria a la difusién pasiva;
por esta razén el valor de permeabilidad utilizado
para las correlaciones, en caso de detectar secrecion,
fue el obtenido a la concentracién mas alta de
quinolona, la cual corresponde con la saturacién del
proceso de secrecion.

La ecuacion ajustada a los datos fue similar a la
usada para los datos in situ se muestra con la
ecuacion 8.

Fa=1 - gPab™2

Ecuacion 8.

Donde A es un parametro del ajustado que no tiene
equivalencia con ningin parametro fisiologico, ya que
las disoluciones estaban expuestas a la membrana a
dosis infinitas durante los ensayos de permeacién. Los
resultados se resumen en la figura 7. Como se puede
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observar, la correlacién es significativa. Sin embargo,
la biodisponibilidad de los compuestos més hidrdéfilos
(norfloxacino y ciprofloxacino) es infraestimada por
sus permeabilidades en lineas celulares Caco-2. El
error medio de prediccion de este modelo es mas alto
que el obtenido en los datos in situ.

PREDICCION A PARTIR DE LOS SISTEMAS /N VITRO PAMPA

Los ensayos de permeabilidad en membranas
artificiales paralelas (PAMPA, Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) fueron introducidos
en 1998 para predecir permeabilidades in vivo. Desde
entonces han ido ganando un interés considerable en
la industria farmacéutica 38-44. Este método utiliza
una capa de fosfolipidos sobre un filtro que actaa
como soporte, de modo que se distinguen dos
compartimentos acuosos, que permiten mimetizar la
situacion en la que se produce la difusién pasiva de
moléculas pequenas, no complicada por mecanismos
activos. Debido a su velocidad, bajo coste ¥y
versatilidad, es un complemento particularmente ttil
a los modelos de permeabilidad celular, tales como
Caco-2.

Las membranas artificiales se preparan dispersando
un 20% (p/v) de solucién de lecitina en dodecano
(pION Inc., PN 110669) sobre un disco de microfiltro
de 125 um de espesor (y 0.45 um de didmetro de
poro). El sistema completo se agita adecuadamente
para simular correctamente las situaciones in vivo, es
decir, para obtener un espesor de la capa acuosa
estatica (CAE) de 30-100 um?548,

La capacidad de este sistema para predecir la
absorcién fue estudiada con diecisiete derivados de
fluoroquinolonas.
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Los resultados de permeabilidad intrinseca
obtenidos en los sistemas PAMPA se compararon con
los obtenidos por métodos in vitro méas tradicionales,
lineas celulares Caco-2, asi como con modelos in situ
en rata, los cuales ya han demostrado una buena
capacidad para predecir la absorcién oral in vivo,
como se ha mencionado previamente®’.

Para establecer las correlaciones, los coeficientes de
absorcién obtenidos in situ, k, (h-1), fueron
transformados en valores de permeabilidad (cm/s).

Para los experimentos en lineas celulares Caco-2, la
permeabilidad efectiva calculada (Papp, cm/s) fue
determinada como se ha descrito previamente (este
valor corresponde con la permeabilidad en la
direccién apical-basolateral, Pab).

Los resultados obtenidos, resumidos en la figura 8,
demuestran que las medidas PAMPA pueden predecir
satisfactoriamente los datos in vivo, basandonos en la
comparacién entre ensayos de permeabilidad en ratas
in situ, Caco-2 y PAMPA.

El primer paso fue explorar una relacién lineal
entre sistemas. En la Figura 8 (a) se muestra la
regresion lineal Papp rata-PAMPA (linea continua) y
la correlacion entre Caco-2 y PAMPA (linea
discontinua). Ambas correlaciones son
estadisticamente significativas. Sin embargo, una
revisién profunda de los datos de Caco-2 en la figura
8 (b) sugiere una relacién hiperbdlica, coherente con
la obtenida por otros autores® y atribuible a la
existencia de una capa acuosa estéatica. De modo que
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corrigiendo los valores de permeabilidad obtenidos
en los sistemas PAMPA al tener en cuenta el efecto de
la capa acuosa estatica las relaciones mejoran
sensiblemente.

Como se puede observar, las medidas PAMPA
pueden predecir los datos in vivo de fluoroquinolonas
forma satisfactoria, tanto como los obtenidos por
cultivos celulares, Caco-2. Por este motivo, pueden
ser herramientas complementarias, rapidas en la
determinacién de la absorcién de una potencial
molécula candidata a farmaco, en las fases tempranas
del proceso de desarrollo.

CARACTERIZACION DE LOS PARAMETROS DE TRANSPORTE
ACTIVO

Cuando un transportador saturable esta envuelto
en el proceso de absorcién, la permeabilidad no es un
valor constante sino que es dependiente de la
concentracion del sustrato. En este caso es necesario
caracterizar los parametros del proceso mediado por
transportadores, la constante de Michaelis-Menten
(K,) relacionada con la afinidad del sustrato por el
transportadory V ,lamaximavelocidad detransporte.
Si ocurre simultdneamente un proceso de difusién
pasiva y uno de transporte activo, es necesario evaluar
la contribucién de cada proceso en el transporte. En
la siguiente seccién se describe un ejemplo de cémo
caracterizar los parametros de absorcién en dos
sistemas experimentales y cémo correlacionarlos.

ESTIMACION DE PARAMETROS IN SITU

Se obtuvieron los valores de permeabilidad de
CNV97100, un derivado de ciprofloxacino, en

Tabla 1. Parametros estimados del transporte de CNV97100 en
intestino delgado completo, duodeno, yeyuno e ileon. EE: Error
CV%:

realizados sin utilizar ningtin inhibidor®.

estandar. Coeficiente de variacion. Los ensayos fueron

Pardmetros Valor EE CV%
Pdiff cm/s’ 2,96-10° 5,88+107 1,98
Vm Total Nmol/(cm?2es) 1,91<104 3,63¢10° 19,03
VmD Nmol/cm?es) 8,79+10° 1,67+10° 19,03
VmY Nmol/(cm?es) 1,98¢104 3,77+10% 19,03
Vml Nmol/(cm?ss) 2,86+10* 5,43+10° 19,03
Km (uM) 12,74 2,43 20,8

VmTOTAL: velocidad maxima en intestino delgado completo. VmD:
maxima velocidad maxima en duodeno; VmY: velocidad maxima en
yeyuno; Vml: velocidad maxima en ileon. VmD, VmY, y VmTOTAL
son parametros secundarios calculados a partir de Vml (el CV% es el

mismo).
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Figura 10. Permeabilidad de CNV97100 en intestino delgado completo
(circulos negros) e ileon (circulos grises) y en células Caco-2 (A-B, triangulos
negros y B-A triangulos grises). Las lineas son los valores obtenidos mediante

las ecuaciones 31, 32y 33.

diferentes segmentos del intestino delgado de rata. El
compuesto estaba en disolucién y el pH de los liquidos
de perfusién en cada segmento fue el mismo. La
permeabilidad fue més baja en el segmento terminal
del intestino delgado de acuerdo con el nivel mas alto
de expresion de glicoproteina-P. Para confirmar que el
transportador saturable estaba presente, se realizaron
ensayos a diferentes concentraciones de la quinolona
en el fleon y también en el intestino delgado completo.
En ambos casos se encontré una relaciéon no lineal
entre permeabilidad y concentracién, con valores de
permeabilidad mayores a mayor concentracion,
atribuible a la saturacién del transportador de
secrecion®’.

Los valores de permeabilidad obtenidos en los
diferentes segmentos y a diferentes concentraciones
iniciales se muestran en la figura 9.

Los datos de intestino delgado completo, duodeno,
yeyuno e ileon fueron analizados simultianeamente.
Para ello, fue necesario partir de los siguientes
supuestos:

a) La permeabilidad por difusién pasiva es la misma
a lo largo del tracto gastrointestinal, puesto que los
experimentos se realizaron al mismo valor de pH
luminal.

b) La afinidad del sustrato por el transportador (Km)
es la misma en todos los segmentos del intestino.

c¢) La velocidad de secrecion maxima (Vm) depende
del nivel de expresiéon del transportador de
secrecion (glicoproteina-P). Se tom6 como valor
basal el nivel de expresién en ileon (Vml). Los
valores de velocidad maxima en duodeno (VmD) y
yeyuno (VmY) fueron calculados a partir del valor
basal y un factor de correcciéon (Ef), basado en la
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Figura 11. Permeabilidad in situ frente a permeabilidades apical-basolateral

in vitro

expresion cuantitativa de mRNA-MDR1 obtenida
en ratas Wistar por Takara et al*®. De este estudio se
obtuvo los niveles de expresiéon a lo largo del
intestino delgado: en duodeno (primeros 10 cm,
desde el fin del estémago hasta el ligamento de
Treitz) es 3,25 veces més bajo que en ileon (tltimos
45 cm) y en yeyuno es 1,44 veces més bajo que en
ileon. Asi, Ef en el duodeno es de 1/(3,25) y Ef en
ileon 1/(1,44).

El modelo cinético es el siguiente sistema de
ecuaciones diferenciales, la ecuacién 9 y 10 donde C,
representa la concentracion inicial de CNV97100,
Pdiff la permeabilidad por difusién pasiva, y Km es la
constante de Michaelis-Menten. R representa el radio
efectivo y describe la relaciéon volumen/superficie. El
subindice a se refiere al intestino completo y x esta
referido al segmento en cuestién: D para duodeno, Y
para yeyuno, e I para fleon. La velocidad méxima fue
estimada como el producto del valor basal (en ileon)
y el factor de expresion (Ef) para los otros
segmentos.

Tabla 2. Parametros de la correlacion in vitro-in situ de CNV97100 .

Parametros Estima EE CV%
Pdiff cm/s’ 7,71+10° 5,98+107 7,76
Vm Total Nmol/(cm?es) 9,06+10° 2,82+10° 31,15
Km (M) 16,23 5,50 33,29
SF 3,53 0,30 8,57
Ef 3.02 113 37.49
r? 0,965
SCR 4,01+10"
AIC -394,98
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Para el intestino delgado completo, la velocidad
méxima fue tomada como el promedio ponderado de
todos los segmentos. Los pardmetros de transporte
estdn resumidos en la tabla 1 junto con los indices de
bondad de ajuste.

ac 2 2 Ve ' G

= (=P G —

a R R K, +C
Ecuacion 9.

ac. 2 2 V_*C

LA —

a R R K, +C

Ecuacion 10.

CORRELACIONES /N VITRO-IN SITU

La misma quinolona, CNV97100, fue usada para
realizar ensayos bidireccionales en células Caco-2
con el fin de obtener las permeabilidades apical-
basolateral (Pab) y basolateral-apical (Pba) a diferentes
concentraciones iniciales. Se examind la relacién
entre los valores de permeabilidad de CNV97100
obtenidos previamente in situ en rata e in vitro en
Caco-2 (en ambos sistemas la permeabilidad
paracelular de CNV97100 se consideré insignificante).
Los sistemas difieren en la superficie efectiva de
absorciéon y en el nivel de expresién de transportadores
de secrecion. Aunque el nivel de expresion de
glicoproteina-P en Caco-2 es similar al nivel de
expresiéon en ileon de rata, el modelo permite
diferencias entre los sistemas (Ef).

El tratamiento conjunto de los datos se realizé
utilizando las ecuaciones 11, 12 y 13; donde P«
representa la permeabilidad experimental, P . el
componente de difusién pasiva, SF es el factor de
correccion del area y E, un factor de correccién para
el nivel de expresiéon de glicoproteina-P en células
Caco-2 e intestino delgado.

El resultado del tratamiento simultaneo del lote de
datos de intestino completo (permeabilidades in situ
e in vitro) se muestra en la figura 10. Los pardmetros
obtenidos estan resumidos en la tabla 2.

En las monocapas celulares las permeabilidades
experimentales observadas a cada concentracién se
calculan como el flujo efectivo, es decir, la cantidad
de compuesto transportado por unidad de tiempo y
unidad de area. El édrea utilizada para los calculos
corresponde a la del inserto. Como las células forman
una monocapa en el inserto, este valor de 4rea no
tiene en cuenta el incremento de superficie debido a
la presencia de microvilli.
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E*V.
Apical-Basal P =P,  —
Ecuacién 11. K +C
E*V.
Basal-Apical P, =P, +
Ecuacién 12. K +C
Vm
Rata P™e =S * (P, )
K +C

m
Ecuacion 13.

Por otra parte, en el diseno experimental para los
ensayos in situ en rata se midié la evolucion de la
concentracion frente al tiempo, reflejando la
desaparicion del farmaco desde el lumen, debido al
proceso de absorcién. Las permeabilidades se calculan
a partir de los valores de las constantes de velocidad
de absorcién obtenidos, utilizando la relacién éarea/
volumen. Para este célculo, en realidad se usa el area
del cilindro geométrico (A) en lugar de la superficie
disponible debido a los pliegues de Kerkring, villi y
microvilli (A multiplicado por S, donde A es la
superficie del cilindro geométrico y S, es el factor de
aumento de la superficie debido a los pliegues y los
villi). De este modo, si se usa una estimaciéon de la
superficie intestinal que es menor que el valor real, el
valor de permeabilidad experimental en rata se
sobreestima,es decir, que ya incluye S, (Ecuacién 14).

ac 2 2

- — % * *
- S Peff C/+

R R

*C

* Rata
P eff

eff

Rata — *
P eff_Sf P

Ecuacion 14.

Este es uno de los motivos para obtener valores de
permeabilidad en rata o humanos que suelen ser de 5
a 10 veces mds altos que los correspondientes valores
en células Caco-2.

En primer lugar se us6 este modelo matemaético
para correlacionar las permeabilidades in vitro e in
situ de grepafoxacino y ciprofloxacino 50, y el factor
de correccién del area Sf obtenido fue de alrededor de
cuatro, que se asemeja a los resultados obtenidos por
otros autores®. Esta diferencia se explica por las
diferencias en la superficie de absorcién en los
modelos in situ frente a los in vitro, porque este
altimo presenta microvilli, pero no villi ni pliegues.
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Una vez obtenidos estos resultados comparando sé6lo
dos compuestos, se ampli6 el nimero de elementos
de la correlacién a todas las quinolonas incluidas en
la figura 6, y el factor de correccién del area no
experimenté ninguna modificacién (Figura 11). A
pesar de que este modelo ha sido construido utilizando
supuestos muy simplistas, los resultados son
prometedores y demuestran que un buen modelado
ayuda a identificar los pardmetros criticos del sistema
y como el comportamiento del sistema cambia desde
el nivel in vitro al in situ®®. Es un hecho importante
que con esta correlaciéon se supo que la principal
diferencia entre ambos sistemas es el drea efectiva
real para el transporte. Sin embargo, el modelo esta
lejos de ser perfecto, ya que es probable que haya mas
diferencias entre ambos sistemas experimentales,
como diferente resistencia paracelular o diferentes
niveles de expresion del transportador, que expliquen
las diferencias en los parametros obtenidos.

CONCLUSIONES

CORRELACION MODELOS /7 VITRO,IN SITU, IN VIVO

More complex models lead to better correlations with human values, but
these systems have a lower throughput, so there is a need to develop
models that allow scaling up from the in vitro data. In vitro systems
perform well for estimating passive diffusion absorption but more
research is necessary with regard to carrier-mediated absorption
processes (MED.UIS. 2008;21(1):17-31).

Key words: Mathematical modelling of absorption. Absorption prediction.
Experimental models for absorption. /n vitro-in vivo correlations.
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Existe gran numero de modelos experimentales
para predecir a absorcién oral, desde modelos in vitro
como las membranas artificiales paralelas PAMPA y
cultivos celulares intestinales hasta experimentos en
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