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RESUMEN

Para la prediccion de la permeabilidad intestinal de los farmacos, se han
desarrollado diversos métodos experimentales, entre los que se destacan las
determinaciones in vivo, in situ e in vitro. Las tres varian en complejidad
experimental y en costo de ejecucion El siguiente trabajo tiene como objetivo
principal estandarizar una metodologia de permeabilidad in vitro en monocapas
de células Caco-2. La importancia de esta investigacion radica en la obligacion
legal que tienen las industrias en Colombia de presentar estudios de
biodisponibilidad y bioequivalencia para el registro sanitario de un
medicamento.

Para llevar a cabo la estandarizacion de la metodologia, se utilizaron
monocapas diferenciadas de Caco-2, sobre las cuales se aplicaba una cantidad
de farmaco conocida. Posteriormente en tiempos establecidos, se tomaban
muestras para determinar la cantidad de farmaco que atravesaba la membrana,
para la cuantificacion de estos valores, se utiliz6 una metodologia validada con
técnica UPLC. Adicionalmente, fue necesario medir la integridad de las
membranas de manera directa e indirecta, por medio de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) y la permeabilidad del reactivo Amarillo de Lucifer, el cual
responde a una tintura fluorescente y sélo atraviesa la membrana cuando ésta
se encuentra integra y las uniones entre las células es adecuada.

Con los resultados, se determinaron los coeficientes de permeabilidad aparente
(Pap) para cada farmaco evaluado, Ampicilina y Metoprolol, reportados en
cm/seg. Por otra parte, también se determinaron los coeficientes de
permeabilidad de los mismos farmacos, en presencia del polimero PAM 18 Na.
Los resultados obtenidos muestran un P, para la Ampicilina de 1,02 x10° + 1,4
x10° cm/seg en ausencia del polimero, y un P, de 9,42 x107 + 1,2 x10”
cm/seg presencia del polimero. Para el Metoprolol los resultados fueron 2,25
x10™ + 3,7 x10™ y 5,07 x10™ + 2,9 x10™ respectivamente.

Con los resultados se concluye que, existe una correlacion de la
estandarizacion realizada con otras reportadas en articulos cientificos, la
permeabilidad de los farmacos esta sujeta a la naturaleza quimica de la
molécula y que no existe un aumento de la permeabilidad de ampicilina en
presencia del polimero PAM 18 Na.



1. INTRODUCCION

Cuando se desea hacer la comercializacion de un farmaco, es necesario
predecir caracteristicas propias de la molécula y sus componentes de
formulacion. Para ello, se realizan una serie de ensayos de laboratorio tanto
fisicoquimicos como farmacocinéticos, con el fin de poder hacer evidentes
comportamientos claves de su administracion por via oral; en los antibioticos
como Ampicilina, se deben hacer estas predicciones (Biganzoli, Rossi, Brunati,
& Nolli, 1999). Para los ensayos se utilizd un estandar de Ampicilina Sdédica
que se administra normalmente por via oral. Aunque las pruebas fisicoquimicas
son bastante Utiles, los ensayos de permeabilidad a través de la membrana
intestinal resultan ser mas importantes al momento de realizar una clasificacion
biofarmacéutica, (Baena & Ponce D' Leo6n, 2008). En la caracterizacion
farmacocinética de antibidticos, no se han reportado muchos estudios que
permitan establecer una metodologia para este tipo de moléculas.

Para medir los parametros farmacocinéticos, se han desarrollado diversas
metodologias que pueden clasificarse en tres: ensayos in vivo, in situ e in vitro.
Estos ensayos se diferencian técnicamente en su nivel de complejidad,;
mientras en los ensayos in vivo e in situ se requiere un modelo animal, en los
ensayos in vitro se requieren solamente monocapas celulares (Oltra, 2010). A
nivel general todos los ensayos de absorcién intestinal, pretenden medir el
Coeficiente de Permeabilidad (P) utilizando un modelo matematico, dicho
coeficiente se encuentra directamente relacionado al coeficiente de reparto de
la molécula activa (Baena & Ponce D' Ledn, 2008), y permite determinar qué
tan permeable es la molécula a la capa de enterocitos. Una vez se decide
utilizar el modelo in vitro empleando monocapas, es necesario hacer la siembra
de lineas celulares que una vez adheridas sean capaz de diferenciarse y
mostrar caracteristicas propias de la mucosa intestinal, posteriormente se
cuantifica la cantidad de farmaco que atravesé la monocapa tomando muestras
del lado basolateral de la camara (Oltra, 2010).

Dentro de las posibles lineas celulares que se pueden utilizar para la
simulacién de la mucosa intestinal, existen algunas de carcinoma de colon
humano que tienen mucha, alguna o poca diferenciacion. En 1998 se realizé un
estudio para determinar las lineas celulares mas eficientes para diferenciarse y
simular las condiciones del intestino, el resultado arrojo que la linea Caco-2 es
la mas eficiente en diferenciacién y produccién de enzimas activas, seguida de
la linea HT-29 (Chantret, Barbat, Dussaulx, Brattain, & Zweibaum, 1988). La
linea celular Caco-2 que fue aislada inicialmente de un carcinoma de colon, es
actualmente la que esta aprobada por la FDA para determinar la clase de
permeabilidad y correlacionar su absorcion intestinal (FDA, 2000)



La gran importancia de esta investigacion radica en la obligacion legal que
tienen las industrias en Colombia de presentar estudios de biodisponibilidad y
bioequivalencia para el registro sanitario de un medicamento, segun el Decreto
677 del 26 de abril de1995 y que es corroborado en el Decreto 2086 del 10 de
junio de 2010. En Colombia, los estudios de esta indole son realizados in vivo 0
in situ con modelos animales, lo que hace mas complicada y costosa la
implementacion técnica para una industria farmacéutica al tratar de obtener
resultados de la absorcién intestinal. Algunos estudios publicados han revelado
que el modelo in vitro, con monocapas de Caco-2, es capaz de clasificar los
perfiles de permeabilidad de farmacos de manera similar a las técnicas mas
complejas (in situ o in vivo), incluso en farmacos con problemas de absorcién
(P Artursson, Palma, & Luthmanb, 2001). Esto sugiere una razon mas para
afirmar que la alternativa que se propone es rentable para las industrias y
laboratorios, arrojando resultados que pueden ser utilizados para reportar el
comportamiento de permeabilidad de un medicamento ante la comunidad
cientifica y al INVIMA. No obstante, se sabe que es posible realizar este tipo de
determinaciones con otros modelos, como las celdas de Franz con membranas
extraidas de intestino de cerdo.



2. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION.

La industria farmacéutica y los laboratorios dedican gran parte de su tiempo a
realizar investigaciones, con el fin de determinar si las potenciales moléculas
activas pueden comercializarse de forma rentable en el mercado. Aunque
parezca sencillo, llevar a cabo este tipo de investigaciones es costoso y
cualquier aporte en reduccion de gastos, sin perder la calidad de los resultados,
resulta favorable para un laboratorio farmacéutico. Cuando se habla de realizar
pruebas de absorcion intestinal, las primeras herramientas que son tenidas en
cuenta son los ensayos in vivo/in situ, los cuales requieren una inversion
grande en costos de acondicionamiento técnico, en donde se hace necesario el
uso de modelos animales, tema que esta debatido actualmente por la bioética.
En un articulo publicado en la Revista Colombiana de Bioética, se sefiala la
importancia de valorar la investigacion en animales, y verlo como un problema
gue nos compete a todos los investigadores (Mrad de Osorio, 2006).

Si bien, existen laboratorios que se encuentran equipados con altas tecnologias
para realizar este tipo de ensayos, muchos otros en Colombia no cuentan con
esta infraestructura, lo que limita el trabajo de muchos investigadores. Si
entramos a revisar las metodologias aplicadas para la determinacion de la
constante de permeabilidad en antibiéticos y su clasificacion biofarmacéutica,
son pocos los que usan el ensayo in vitro con Caco-2. A pesar de sus eficientes
resultados y de su correlacion con las otras metodologias, (P Artursson et al.,
2001) la técnica ha sido estandarizada por pocos en Colombia, incluyendo a la
Doctora Martha Fontanilla en Bogota, la Universidad de Antioquia en Medellin y
hace poco en el CIDEIM en Cali.

Con la implementacion de un modelo in vitro para la evaluacién de absorcion
intestinal de farmacos, se reduciria considerablemente el costo por ensayo y
adicionalmente no seria necesaria la utilizacion de modelos animales. En las
llustraciones 1y 2, se observa y compara el nivel de complejidad técnica de las
metodologias in vivo e in vitro.
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llustracion 1 - Esquema de la técnica de perfusion de un solo paso en rata in
situ, (Oltra, 2010)
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llustracién 2 - Esquema de la técnica de estudio del transporte transepitelial de
un compuesto in vitro con monocapas de Caco-2, (Oltra, 2010)

Aunque realizar ensayos de permeabilidad in vitro generard cierto costo para la
empresa, es posible realizar un mayor nimero de pruebas al mismo tiempo,
obteniendo resultados mas rapido que las otras metodologias. Las células
Caco-2 son menos complejas de manipular que otras lineas celulares, y se ha
demostrado que realizan diferenciacion morfoldgica, enzimatica y funcional, de
manera espontanea (Chantret et al., 1988).

Por lo anteriormente descrito, y con el fin de dar una solucion viable para llevar
a cabo ensayos de permeabilidad, se busca con estos resultados aportar a la
implementacion de una metodologia de absorcién intestinal in vitro utilizando
células Caco-2, aplicado a la Ampicilina liberada por el polimero PAM 18 sédico
(Sal sddica del Poli (acido maléico-alt-octadeceno)). Con esto, se logra
incrementar el conocimiento en el area biofarmacéutica y presentar una
metodologia interesante para las empresas que requieran realizar estos
ensayos.
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Para que un farmaco o molécula activa ejerza su efecto terapéutico, es
necesario que éste se absorba y se distribuya, alcanzando la diana
farmacoldgica. Para ello, es necesario conocer los diferentes lugares en donde
se pueden dar estos procesos y de esta manera, enfocar las condiciones
experimentales necesarias para recrear los escenarios fisiologicos. Los
procesos de absorcién de farmacos se dan mayoritariamente en el intestino
delgado, aunque se pueden presentar también a lo largo del tracto intestinal
(Oltra, 2010). El por qué de este fenomeno, se debe a que el intestino delgado
presenta un disefio morfolégico de alta area superficial. Se encuentra reportada
un area aproximada de 200 m? de superficie expuesta (Stoll et al, 2000) que le
permite al intestino una mayor interacciéon con los componentes del medio
apical, y finalmente incrementar las posibilidades de absorcion mediante
difusién pasiva. En la llustracion 3 se muestra la morfologia del enterocito y su
organizacioén a lo largo del intestino delgado.

Brush Border ~___.-===""""
Villi

Cels__ /5%
N

Blood Vessels —

Brush Border Cells

Venule o,
Arteriole =

llustracion 3 - Esquema morfolégico del enterocito y su distribucion en el
intestino delgado (Rosenbaum, 2011)

Adicional a la elevada area superficial que caracteriza al intestino delgado,
deben presentarse otros factores caracteristicos de la molécula activa, para
gue esta sea capaz de atravesar la membrana formada por los enterocitos. Es
agui, donde se proponen varios mecanismos de difusion o paso a través de la
bicapa lipidica.

e Difusion Pasiva: es la mas comun y mas sencilla via de difusion de
farmacos a través de las membranas. La fuerza capaz de hacer este
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impulso se denomina gradiente de concentracion o diferencia de
potencial quimico y se basa en el paso de un soluto por una membrana,
del compartimento mas concentrado al menos concentrado. Como
resultado, hay un movimiento neto del farmaco del lado mas
concentrado al lado menos concentrado, los farmacos capaces de unirse
a las proteinas plasmaticas o algun otro tejido son descartados del
gradiente. Dependiendo del tamafio y el caracter lipofilico o hidrofilico de
la molécula, esta podra difundir pasando a través del contenido celular o
entre las uniones acuosas de enterocitos (Rosenbaum, 2011).

e Difusion mediada por transportadores: esta via de difusion es utilizada
en casos donde la molécula, por su tamafio o caracter, es incapaz de
difundir por si sola. Los transportadores son proteinas que residen en las
membranas celulares y sirven para facilitar el paso de los productos
guimicos entre los lados de la membrana. Estos transportadores se han
visto implicados ademas en los mecanismos téxicos y terapéuticos de
los farmacos (Rosenbaum, 2011). Dependiendo de la funcién y el
direccionamiento del transportador, pueden ser “Uptake” (entrada) e
“Efflux”(salida). En la llustracidbn 4 se esquematizan los procesos de
difusion por esta via.

Pzp
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BCRP PEPT
ABSORPTION [E
e\ ntestinal
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— X
METABOLISM P OAT' ¢ EXCRETION
P =
N Y
TN\ g 3
N \V/Zp MRR {
BSEP Renal
)E -
\ Tubule
Bile LN
2\ MRP

| / ¢
Hepatocyte \ '

Renal Tuhular Cells

llustracion 4 - Esquema del proceso de absorcion de farmacos que involucran
proteinas de transporte de membrana (Rosenbaum, 2011).

Debido a la alta complejidad descrita para los procesos de absorcion de
farmacos, se deben buscar soluciones experimentales que sean capaces de
predecir la cinética de éstos, controlando todas las variables implicadas en los
procesos farmacocinéticos. Los estudios de permeabilidad in vitro buscan suplir
estas necesidades de manera sencilla y con un poco menos de rigor técnico,
comparados con las metodologias in situ e in vivo.

13



El modelo in vitro basado en monocapas, pretende hacer la cuantificacion en
un compartimento receptor, de un compuesto (en nuestro caso un farmaco)
que ha pasado de un compartimento dador. Este paso es a través de
monocapas celulares, permitiendo calcular un coeficiente de permeabilidad
aparente (Papp) (Castillo et all, 2006). El coeficiente de permeabilidad aparente
se expresa en cm/seg’; para modelos de cultivo celular Caco-2 se utiliza la
siguiente ecuacion (P. Artursson & Karlsson, 1991):

Fap = (A l/a') i (g)

Donde:

V es el volumen del compartimento basolateral en mL.

A es el area efectiva de siembre en cm?

C; es la concentracion inicial de analito en el compartimento apical en ug/mL.
C: es la concentracion final de analito permeado en el tiempo T

T es el tiempo total del ensayo en segundos.

Esta ecuacion, vista en términos de la derivada de la concentracion, respecto al
tiempo, puede reescribirse como:

p dq ( %4 > 1
= — * —
ap (dt) A xCi (60

Existen otro tipo de estudios in vitro de permeabilidad denominados PAMPA
(“parallel artificial membrane permeation assay”), que consisten en la utilizacion
de placas de microvaloracion con numerosos insertos de naturaleza hidrofébica
como soporte y una membrana de permeacion compuesta por una mezcla de
lecitina y un disolvente organico inerte (Oltra, 2010). Estos ensayos aunque
permiten disminuir los tiempos del ensayo, no dan un acercamiento tan directo
como cuando se emplean lineas celulares, sin embargo siguen trabajando en el
modelo experimental, buscando oportunidades de mejora.

La linea celular utilizada en nuestro ensayo corresponde a Caco-2. Estas
células pertenecen a una linea continua de adenocarcinoma colorectal epitelial
humano heterogéneo, de un paciente con sindrome praneoplasico de
eritrocitosis. Fue descubierto por el |Instituto Sloan-Kettering para la
Investigacion del Cancer en cabeza de una investigacion realizada por el Dr.

14



Jorgen Fogh. En el estudio se identificd que la patologia era dependiente de la
edad del paciente y mostraron un tiempo de duplicaciéon in vitro de 48 a 72
horas. “Presentan un cariotipo modal de 45, XX con anormalidades en
cromosomas 3 y 9, y una ausencia en el cromosoma 17, secreta ademas la
actividad eritropoyética en su medio de crecimiento, consecuentemente con la
biologia del tumor in vivo” Se predijo que seria una herramienta de
investigacion en la fisiologia celular de carcinoma (Sytkowski et all). Después
de muchos afios, se han evidenciado las ventajas de utilizar Caco 2 en
determinaciones farmacocinéticas, debido a que esta linea celular es capaz de
hacer una diferenciacion morfolégica eficiente y espontanea. Desde sus
primeros estudios, la linea celular Caco 2 ha presentado una expresion de
polaridad celular, presencia de micro-vellosidades y diferenciacion enterocitica,
mucho mas eficiente que otras lineas celulares (Chantret et al., 1988).

A pesar de las ventajas que presenta el comportamiento in vitro de Caco-2,
como toda linea celular tiene conductas que no favorecen su utilizacion. A
medida que se van realizando pases de la linea celular y se subcultiva, la
capacidad para diferenciarse y expresar caracteristicas morfoldgicas se va
perdiendo, lo que limita calidad a las mediciones y a la linealidad del método;
ademas las lineas clonadas contra los padres presentan diferencias (Sambuy
et al., 2005). Aunque el montaje de los ensayos con Caco 2 no es complicado
ni muy costoso comparados con estudios in-vivo en humanos, se requiere un
nivel alto de dominio en técnicas de cultivo celular animal, este tipo de
monocapas son muy susceptibles a dafios mecanicos por mala manipulacion,
por lo que es necesario hacer control de integridad de membrana, ya sea de
forma indirecta, midiendo resistencia transepitelial (TEER) o llevando a cabo
ensayos directos con el reactivo Amarillo de Lucifer. La técnica que utiliza el
reactivo Amarillo de Lucifer es bastante eficiente para este tipo de
determinaciones, después de cada ensayo es recomendable aplicar la prueba y
verificar que se ha realizado la medicion bajo condiciones de integridad de
membrana (Foster, Avery, Yazdanian, & Audus, 2000).

La técnica con el reactivo Amarillo de Lucifer, consiste en medir la cantidad de
analito que atraviesa la membrana, partiendo del principio que la molécula viaja
a través de la monocapa de Caco-2 por difusion paracelular pasiva (por los
espacios entre las células) y ademas tiene baja permeabilidad. Por lo anterior,
no atraviesa la membrana, si existen uniones estrechas entre las células. Es
decir, que se determina la cantidad de Amarillo de Lucifer que atraviesa la
membrana en un tiempo determinado, estos valores no deben superar el 5% de
analito adicionado y su valor de permeabilidad aparente no debe superar los 12
nm/s.

15



Por otro lado, el ensayo se llevara a cabo sobre el farmaco Ampicilina que es
un antibidtico Betalactamico, correspondiente a la familia de las penicilinas.
Todos los antibioticos Betalactamico interfieren en la sintesis de
peptidoglucano de la pared celular bacteriana, después de unirse al sitio activo,
inhibe la enzima de transpeptidacion que establece puentes cruzados entre las
cadenas peptidicas que estdn unidas al esqueleto del peptidoglucano; el
acontecimiento bactericida final es inhibicion de la enzima autolitica de la
pared, con posterior lisis bacteriana. Este farmaco es de primera eleccion en
patologias como infecciones respiratorias, Oticas y sinusales, asi como el
tratamiento de la meningitis. Por su estructura quimica, la Ampicilina tiene una
absorcion reducida en el intestino lo que ha generado una preocupacion de la
industria farmacéutica por realizar mejoras en la formulacion, adicionando a las
formulaciones componentes poliméricos que ejerzan un efecto sobre la
absorcién del principio activo (Rang et all, 2008). El polimero que se estudiara
como posible implicado en el proceso de absorcion intestinal, corresponde a
una sal de sodio de poli 4cido maléico (PAM 18 Na). El PAM 18 Na, es un
polimero capaz de formar micelas y se ha probado como un ayudante en la
solubilizacion y absorcion de nitroimidazoles. En los estudios con estas
moléculas activas, se ha visto que la solubilizacion depende moderadamente
de la longitud de la cadena alquilica y en gran medida del grupo heterociclo del
polimero (SALAMANCA et all, 2007).

Actualmente se conocen muchos estudios publicados a nivel nacional e
internacional sobre la utilizacion de modelos in vitro con la linea celular Caco
2. En Colombia recientemente se han hecho investigaciones publicadas, en
donde se evidencia la estandarizacién de este tipo de metodologias, en la
Revista Colombiana de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
Nacional, se reporto la estandarizaciéon de una metodologia a base de células
Caco-2, donde se evidencia la importancia de utilizar estas lineas celulares y
donde se pone en manifiesto las grandes ventajas que presenta la
diferenciacion espontanea de la linea. En el estudio, se evalla la permeabilidad
de rantidina y teofilina contra un blanco de PBS, finalmente el experimento
mostr0 una correlacion alta entre el comportamiento farmacocinético
experimental y el reportado para cada una de las moléculas (Castillo et al.,
2006). En la misma revista se publico en el 2008, una revision de la importancia
del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), como herramienta robusta
para la correlacion de las condiciones in vitro-in vivo. El autor hace énfasis en
la importancia de este sistema de clasificacion para predecir los
comportamientos farmacocinéticos de las moléculas, incluso de las nuevas
entidades quimicas que se piensan desarrollar; adicionalmente, expresa la
necesidad de que las metodologias utilizadas para hacer estas
determinaciones recreen al maximo, las condiciones in vivo para que la
caracterizacion de las moléculas activas sea la adecuada (Baena & Ponce D'
Ledn, 2008).
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Segun la legislacion Colombiana vigente, en la Resoluciéon 1400 de 2001
se establece la Guia Biodisponibilidad y de Bioequivalencia de Medicamentos
que trata el Decreto 677 de 1995. En este documento, se hace obligatorio
realizar pruebas de bioequivalencia y biodisponiblidad para los farmacos que
quieren ser comercializados, y si son genéricos esto es mas critico aun. Por
esta razon, es que las industrias deben buscar soluciones eficientes para
reportar al INVIMA los resultados que se piden. Aungue los estudios reportados
concluyen que los resultados obtenidos por la metodologia in vitro con Caco 2,
no difieren de la realidad, es una metodologia que aun no es muy conocida en
Colombia. Los laboratorios Colombianos siguen realizando ensayos con
técnicas in situ e in vivo, técnicas mucho mas costosas y con implicaciones
severas en la parte bioética, si se lograse implementar una metodologia
reproducible con lineas Caco 2, serian muchos mas los ensayos de
bioequivalencia para los farmacos altamente permeables y altamente solubles
(Clase I), que se podrian hacer en menos tiempo y a menor costo. La misma
FDA, acepta estos ensayos como efectivo en la prediccién farmacocinética in
vivo de farmacos (Castillo et al., 2006).

A nivel internacional, se han realizado publicaciones mas profundas sobre la
utilizacion de lineas Caco 2 en predicciones farmacocinéticas. En 2010 la
Doctora Davinia Maria Oltra Noguera, publica una tesis de doctorado en la
Universidad de Valencia, en donde describe detalladamente las
consideraciones farmacocinéticas que se deben tener en cuenta para llevar a
cabo ensayos in vitro. Ella se planteé como objetivos hacer una comparacion
de la variabilidad entre las metodologias in vitro e in situ, dentro de sus
conclusiones hace énfasis en la gran utilidad que tienen los ensayos in vitro
para predecir la permeabilidad de farmacos, adicionalmente no comenta
alguna diferencia significativa entre el coeficiente de permeabilidad calculado
por estas dos metodologias, y atribuye la poca variabilidad al desgaste de la
linea debido al numero de pases. Sugiere un maximo de 10 pases para un
cultivo de células Caco 2 (Oltra, 2010). En otras publicaciones recientes a nivel
internacional, se retoma la utilizacion de las lineas Caco 2 para la prediccion de
absorcion intestinal, debido a la alta expresion de factores diferenciadores por
parte de esta linea. En presencia de complejos enzimaticos, transportadores y
morfologias intestinales, las mediciones son adecuadas y se recrean las
condiciones intestinales. Asi como este autor, muchos de los que trabajan con
estas monocapas, resaltan la necesidad de medir la TEER de la monocapa y
comprobar que ésta se encuentre en un nimero de pase adecuado (l. J.
Hidalgo, Raub, & Borchardt, 2011).

Finalmente, aunque se han hecho esfuerzos por resaltar la importancia de esta
metodologia, se ponen en evidencia dos aspectos. No se ha establecido del
todo la utilizacién de modelos in vitro con Caco 2 en Colombia, para predecir la
permeabilidad intestinal y el coeficiente de permeabilidad aparente. Por otro
lado, después de una revision bibliografica no se han encontrado reportes de
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clasificacion de antibitticos, entre ellos Ampicilina, por esta metodologia in
vitro. Tan so6lo fue posible encontrar un reporte de 1999, en donde se pone en
manifiesto el uso de Caco 2 para caracterizar el perfil de absorcion intestinal de
13 antibioticos. El coeficiente de permeabilidad de estos antibidticos,
especialmente cefaloridina y rifampicina, correspondié al reportado en la
literatura (Biganzoli et al., 1999). Muchos grupos de investigacién apuntan a la
mejora de absorcion intestinal de antibidticos como Ampicilina, utilizando
matrices poliméricas como las que se mostraron anteriormente, pero no han
utilizado metodologias estandarizadas con Caco 2, que les permita a estos
investigadores determinar alguna diferencia significativa en las modificaciones.
Por esta razén es que se pretende realizar la estandarizacion de un modelo in
vitro con Caco 2, que conserve las ventajas farmacocinéticas descritas y que
pueda ser aplicado al farmaco Ampicilina, como estandar y en presencia del
polimero PAM 18 Na. Concluyendo sobre el efecto que tiene la inclusion de la
matriz polimérica, en el perfil de absorcion intestinal de la Ampicilina.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una metodologia in vitro que permita medir la absorcion intestinal
de antibiéticos asociados al polimero PAM 18Na. El modelo in vitro se
estandarizara con la linea de células intestinales Caco-2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la linea celular Caco 2 en el laboratorio y los parametros del
ensayo.

e Estandarizar la metodologia para evaluar la integridad de la membrana
celular en Caco 2.

e Evaluar el nivel de absorcion del antibiético Ampicilina solo o asociado al
polimero PAM-18Na en Caco 2.
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5. METODOLOGIA

5.1 ESTABLECER LA LINEA CELULAR CACO-2 EN EL LABORATORIO
Y LAS CONDICIONES DEL ENSAYO

Como punto de partida, se inicié con placas de 12 insertos o pozos (de marca
Corning Costar®) en los que se tenian sembradas monocapas diferenciadas de
células Caco 2, sobre una membrana especifica de policarbonato de 0,4 micras
de poro. Las células habian sido previamente descongeladas, sembradas y
mantenidas bajo condiciones y protocolos definidos por el proveedor; éste
entregé un certificado en donde garantiza la calidad de la monocapa y la
integridad de la misma (certificado de evaluacion del valor de Resistencia Trans
Epitelial TEER). Las placas fueron compradas a La Unidad de Estudios
Biofarmacéuticos y Toxicolégicos de CIDEIM y fue el investigador Ricardo
Rojas quien realizo la siembra.

El proveedor entregdé las placas con 15 dias de siembra e ingresaron al
laboratorio para ser mantenidas. Las células permanecieron en medio DMEM
(medio Eagle modificado por Dubelcco®) suplementado con L-Glutamina 1%,
solucion de penicilina/estreptomicina 1% y 10% de suero fetal bovino inactivado
(56°C por 30 min), y fue este medio, el que se utiliz6 como mantenimiento
hasta el dia 25. Para la reposicién del medio, con mucho cuidado, se descart6
el medio de cada inserto con una micropipeta y se puso una alicuota suficiente
de DMEM suplementado. Se realiz6 reposicién cada tres dias, por lo que fue
necesario realizar esta actividad 3 veces antes de llevar a cabo los ensayos.
Los medios de cultivo, durante estos estudios fueron proporcionados por la
unidad de preparacion de medios del centro de investigaciones CIDEIM, el cual
entregd certificado de calidad del producto y garantia de esterilidad con
filtracion terminal.

Las células se mantuvieron durante este tiempo bajo condiciones de completa
esterilidad, manipulandolas bajo cabina de flujo laminar marca ESCO Clase I
BSC, y en un cuarto con control estricto de limpieza y de aire independiente
(con diferencial de presion). La incubadora donde permanecieron las células,
marca Binder, cuenta con un sistema de entrada de CO, y control de
temperatura. Se establecieron, para el mantenimiento de las células, las
siguientes condiciones:
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Temperatura: 37°C +/- 0,5 °C
%CO,: 5% +/- 0,5%

Humedad Relativa: 80-90%

Una vez las células cumplieron los 25 dias de sembradas, se retiraron de la
incubadora y se descartd con micropipeta de 1000 pl el medio DMEM
suplementado. Posteriormente se realizaron 3 lavados con solucion PBS,
adicionando la cantidad suficiente y dejando en la incubadora por 3 minutos. Se
realizé agitacidbn mecanica y se descarto la solucion.

Finalmente, se adicion6 en cada pozo medio HBSS con HEPES (Hank’'s
Balanced Salt Solution) sin rojo de fenol, con calcio y magnesio (25 mmol),
medio establecido para llevar a cabo el ensayo. En el compartimento
basolateral se adicionaron 1,5 ml del medio descrito y en el compartimento
apical 500 pl. EI HEPES, es un agente tampon altamente utilizado en el cultivo
celular, debido a que es capaz de mantener el pH fisiologico del medio, a pesar
de los cambios en las condiciones. Fue necesario verificar el pH, ya que este
varia en cada lado del plato de cultivo. El plato se coloca en un equipo con
agitacion y control de temperatura, de nombre Incubating Orbital Shaker marca
VWR. Lo anterior, con el fin de simular las condiciones del movimiento
peristaltico humano. La velocidad establecida para el shaker fue de 80 RPM En
este punto se puede llevar a cabo el ensayo.

5.2 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA CACO-2

La integridad de la monocapa fue comprobada utilizando el reactivo Amarillo de
Lucifer, el cual se cuantificé en un Lector Jasco — FMP 825 proporcionado por
la Universidad de Valle, midiendo la fluorescencia del reactivo. Este ensayo se
aplicé cada vez que se finalizaba una ronda de medidas, con el fin de
garantizar que los resultados fueron adecuados y tomados en una monocapa
estable. Inicialmente se hizo una preparacion de los reactivos, ya que el
Amarillo de Lucifer viene en polvo para reconstituir por 25 mg.

Se adicion6 1 ml de agua estéril al vial que contiene el polvo, llegando a una
concentracion inicial de 25 mg/ml. Posteriormente se realiz6 una dilucién,
tomando 100 ul de la solucién de 25 mg/ml, y llevandolo a 500 pl con agua
estéril. De la dilucién anterior se tomaron 100 ul, completando a 500 pl, con
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agua estéril y en un tubo ependorff. Finalmente se llegd a la concertacion de
ensayo que corresponde a 500 pg/ml.

Seguidamente, se prepard una curva de calibracion de 7 puntos y un blanco,se
incluyeron concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20, 30 y 50 pM. La curva fue
preparada en el mismo medio y bajo las mismas condiciones.

Para cada ensayo con el reactivo, se aplico la siguiente metodologia:

Se lavaron cuidadosamente los insertos dos veces con PBS
precalentado a 37°C, evitando tocar la monocapa celular. En el dltimo
lavado se incub6 por 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se elimind por
completo el PBS de los insertos en ambas camaras, apical y basolateral.
Se adiciond el volumen de buffer de transporte (HBSS/ HEPES 25
mmol) a la camara basolateral de todos los pozos.

Finalmente, se adicion6 a la camara apical, 500 ul de HBSS/HEPES 25
mmol con Amarillo de Lucifer a una concentracion de 500 pg/ml.
Posteriormente se incub6 a 37°C y a 80 rpm, por 60 minutos. Pasado
este tiempo se tomé la muestra de 1000 ul del lado basolateral y se
congelaron a -20°C hasta su analisis.

Se realizaron las mediciones en el equipo Jasco — FMP 825
proporcionado por la Universidad de Valle, bajo las siguientes
condiciones:

Longitud de onda excitacion 428 nm
Longitud de onda emisiéon 536 nm

5.3 ENSAYOS DE PERMEABILIDAD DE AMPICILINA SOLA O

ASOCIADA AL POLIMERO PAM 18NA.

Para llevar a cabo el ensayo, se tuvo en cuenta un disefio experimental donde
se buscaba recolectar datos de la cantidad del compuesto que atravesaba la
monocapa de células Caco 2, en presencia de Metoprolol como estandar
interno de alta permeabilidad. Se evaluaron cuatro sistemas distribuidos de la
siguiente manera:

Sistema |: Ampicilina, Metoprolol, PAM 18 Na.
Sistema |I: Metoprolol, Ampicilina

Sistema Ill: PAM 18 Na, Ampicilina

Sistema IV: PAM 18 Na, Metoprolol
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Donde cada compuesto mencionado se preparé a una concentracion final de
trabajo de 1 mM.

Para la preparacion de las soluciones se calculo la cantidad en miligramos,
necesaria para obtener la concentracion deseada. Posteriormente, bajo cabina
de flujo EBSCO Clase I, se peso dicha cantidad y se preparé un tubo ependorff
de 1,5 ml que tuviera la cantidad exacta de cada compuesto, correspondiente a
cada sistema. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada uno de los
cuatro sistemas, en tres ensayos realizados en dias diferentes.

El procedimiento que se siguid corresponde al siguiente:

Se tenia el sistema con los compuestos disuelto (concertaciéon de 1mM), en
una solucién acuosa de HBSS con HEPES (25 mM). Se tomd una alicuota de
500 pl de cada sistema y se adicion6 del lado apical de la monocapa en los
doce pozos de cultivo, lo anterior bajo cabina de flujo laminar. Posteriormente
se lleno el lado basolateral del pozo con 1,5 ml de HBSS/ HEPES 25 mM, y se
llevé al equipo Incubating Orbital Shaker, el cual fue configurado a una
temperatura de 37°C y una velocidad de 80 RPM. Se encendi6 el equipo y
después del tiempo establecido, se realizé la toma de 1 ml de muestra del lado
basolateral.

Se determind tomar muestras en un lapso de tiempo de 2,5 horas, para cada
uno de los doce pozos de la palca, quedando los tiempos de la siguiente
manera 15, 30, 60, 90, 120, 150 minutos:

e 2 muestras cada 15 minutos.
e 4 muestras cada 30 minutos.

Finalmente después de cada ensayo, se realiz6 el lavado de la membrana
(descrito anteriormente) y se llevo a cabo el ensayo de integridad de membrana
con el Amarillo de Lucifer. Las muestras tomadas se cuantificaron mediante la
metodologia UHPLC estandarizada y validada.
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5.4 MATRIZ DE MARCO LOGICO

Objetivo General: Estandarizar una metodologia in vitro que permita medir la absorcién intestinal de antibioéticos liberados por el
polimero PAM 18Na. El modelo in vitro se estandarizara con la linea de células intestinales Caco-2.

Objetivos Especificos Actividad

Indicadores

Supuestos

Establecer los medios de cultivo
necesarios para llevar a cabo el ensayo
y mantener la monocapa adecuada
evaluar la permeabilidad.

Establecer la linea celular CaCo2
en el laboratorio y condiciones
del ensayo

POSITIVO: las monocapas
son capaces de realizar la
absorcién del compuesto y
éste atraviesa
adecuadamente la
membrana confluente.

NEGATIVO: no se
evidencia paso ni disolucién
del farmaco en el medio
establecido.

Estan a disposicion
las monocapas de
Caco 2
diferenciadas
proporcionadas por
el CIDEIM.

Las células de Caco

2 han sido
ampliamente
utiizadas 'y se
conoce Su
mecanismo de
adaptacion.

Se cuenta con los
medios de cultivo
necesarios para
llevar a cabo estos
ensayos.

24




Establecer los medios de cultivo
necesarios para mantener la integridad
de la monocapa de Caco 2, los cuales
servirhn como matriz para su posterior
cuantificacion.

POSITIVO: el medio de
cultivo utilizado es capaz de
mantener la integridad de
las células y proporcionarle
los nutrientes para la
supervivencia. Las células
sobreviven

NEGATIVO: el medio de
cultivo no es adecuado para
las células y estas mueren
por falta de nutrientes de
supervivencia.

Se tiene el
conocimiento de
cultivos

estandarizados para
mantener estas
células en
condiciones
normales y
diferenciadas.

Establecer las condiciones de ambiente
celular relacionadas al mantenimiento
de las células, entre las que se
encuentran el pH, la humedad relativa,
concentracion de CO2, temperatura,
condiciones de movimiento.

POSITIVO: después de un
tiempo  establecido, el
medio de cultivo no cambia
de pH y las células logran
sobrevivir 'y mantenerse
vivas. El medio no cambia
de color en el tiempo.

NEGATIVO: el medio de
cultivo cambia de color con
el tiempo, basificando o
acidificando las condiciones
ambientales de las células.

Se disponen de
condiciones

estandarizadas para

mantener estas
células
diferenciadas, asi

mismo se disponen
de los equipos para

mantener estas
condiciones de
cultivo.
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Estandarizar la metodologia para
evaluar la integridad de la
membrana celular en Caco?2.

Busqueda de metodologia para evaluar
la integridad de la membrana utilizando
el reactivo amarillo de Lucifer.

Realizar el ensayo de integridad de
membrana con el reactivo amarillo de
Lucifer y determinar la integridad de la
membrana

POSITIVO: la membrana se
encuentra integra en el
tempo y las células
responden a la tincion por el
reactivo.

NEGATIVO: la membrana
no se encuentra integra en
el tiempo y muestra un
resultado negativo en la
integridad de membrana.

No se dispone del

reactivo en la
universidad pero si
disponemos del
presupuesto  para
comprarlo.

El tiempo de

entrega del reactivo
desde el proveedor
es optimo.

Evaluar el nivel de absorcion del
antibiotico Ampicilina solo o
liberado por el polimero PAM-
18Na en CaCo2.

Realizar los ensayos con las
monocapas de Caco 2 integras para el
principio activo Ampicilina sin ninguna

modificacion para  su posterior
cuantificacion.
Realizar los ensayos con las

monocapas de Caco 2 integras para el
principio activo Ampicilina asociada al
polimero PAM18 Na.

POSITIVO: Se recolectan
muestras del lado
basolateral de la monocapa
y es posible realizar la
cuantificacion de la cantidad
de Ampicilina que atravesoé
la membrana. Es posible
calcular con las
concentraciones
encontradas los parametros
farmacocinéticos de
biodisponibildiad y factor de
permeabilidad.

NEGATIVO: El principio
activo no atraviesa la
monocapa o esta no hace la
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funcién barrera intestinal.
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6. IMPACTO AMBIENTAL

Para la ejecucion del proyecto se han tenido en cuenta reactivos que puedan
ser usados para el mantenimiento de tejidos. Estos reactivos NO DEBEN ser
toxicos para el cultivo celular, debido a que podria perjudicar la integridad del
ensayo. Por lo anterior se considera que el potencial impacto ambiental
generado por la propuesta, no es negativo. En este tipo de estudios la
generacion de reactivos de desecho es muy baja, ya que los volimenes son
del orden de microlitros, adicionalmente los lavados que se hacen a las
monocapas, generan desechos que pueden perfectamente ser descartados.
Debido a que se trabajan con sustancias como solucién salina, suero fetal
bovino, medio DMEM, medio HBSS y HEPES, es cuestion de realizar una
neutralizacion del pH y descartar.

El Gnico reactivo que podria llegar a necesitar un paso extra en el descarte, es
el Amarillo de Lucifer. Este reactivo esta en concentraciones minimas, y las
diluciones que se hacen sobre el patrén son muy grandes, por lo que no genera
una preocupacion téxica para el ambiente. En términos de reactivos, cabe
aclarar, que nuestro proyecto esta asociado con el plan de riesgo quimico del
Almacén de la Universidad Icesi. Este almacén, se encarga de deshacerse de
manera segura y sostenible, de los desechos quimicos que puedan llegar a ser
potencialmente contaminantes para el ambiente.

Si bien, la generacién de desechos quimicos no es muy alta, existe un volumen
mas grande de desecho de material plastico. Todos los materiales que se
utilizan en el laboratorio y en el ensayo, deben ser estériles y no son
reutilizables para los ensayos, por lo anterior es posible que se presenten altos
volimenes de plastico. Para este tipo de materiales, la Universidad Icesi
también tiene un plan de desecho, pero se intentara realizar ensayos de corrido
y seguidos que permitan realizar alicuotas simultaneas, con un mismo material
plastico, sin realizar un gasto exagerado de éstos.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacién de la integridad de la membrana Caco-2 — Resistencia
Transepitelial (TEER) y Amarillo de Lucifer.

Los tres platos de cultivo, con monocapas diferenciadas de Caco 2, fueron
entregados con certificado bajo las siguientes condiciones.

Células: Caco-2, ATCC Cadigo HTB-37.
Inserto: Policarbonato, 12 mm, 1.12 cm?, 0.4 pm de poro, Costar ref. 3401.

Medio de cultivo: DMEM, 10% SFB inactivado, 1X Penicilina/Estreptomicina, 1X
aminoacidos no esenciales.

En la Tabla 1, se muestran los tiempos de cultivo y el nUmero de pase de cada
plato.

Tabla 1 - Tiempo de cultivo y nimero de pase de los tres platos de cultivo

Numero de Pase Tiempo de
Plato Cultivo
(dias)
1 40 25
2 44 25
3 46 25

En las Tablas 1- 4, se muestran los resultados diligenciados en el certificado de
cada plato de cultivo. Los valores corresponden a las mediciones de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las monocapas de células Caco 2
diferenciadas, de los tres platos de cultivo utilizados para los tres ensayos.
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Tabla 2 - Medicion de la Resistencia Eléctrica Transepitelial Plato ensayo 1

Monocapa TEER1 TEER?2 TEER 3 Promedio Desviacion CV%

No. (Qcm?) (Qcm?) (Qcm? Estandar
1 448 434 443 442 7,1 1,6
2 449 438 443 443 55 1,2
3 439 456 448 448 8,5 1,9
4 459 460 463 461 2,1 0,5
5 457 465 461 461 4.0 0,9
6 460 455 456 457 2,6 0,6
7 470 464 473 469 4.6 1,0
8 462 461 465 463 2,1 0,4
9 460 464 475 466 7,8 1,7
10 472 471 480 474 49 1,0
11 469 486 473 469 3,5 0,7
12 484 481 480 482 2,1 0,4

Tabla 3 - Medicion de la Resistencia eléctrica Transepitelial Plato ensayo 2

Monocapa TEER1 TEER2 TEER3 Promedio Desviacion CV%

No (Qcm?) (Qcm?) (Qcm?) Estandar

1 566 575 578 573 6,2 1,1
2 593 592 592 592 0,6 0,1
3 579 599 595 591 10,6 1,8
4 572 579 580 577 4.4 0,8
5 577 573 581 577 4,0 0,7
6 602 605 602 603 1,7 0,3
7 595 606 602 601 5,6 0,9
8 589 581 573 581 8,0 1,4
9 563 572 573 569 5,5 1,0
10 562 554 561 559 4.4 0,8
11 553 554 558 555 2,6 0,5
12 567 553 575 565 11,1 2,0

Tabla 4 - Medicion de la Resistencia Transepitelial Plato ensayo 3

Monocapa TEER1 TEER?2 TEER3 Promedio Desviacion CV%

No (Qcm? (Qcm?) (Qcm?) Estandar

1 596 589 619 601 15,7 2,6
2 598 575 612 595 18,7 3,1
3 580 588 589 586 4.9 0,8
4 625 615 627 622 6,4 1,0
5 583 595 581 586 7,6 1,3
6 601 604 596 600 40 0,7
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7 640 645 644 643 2,6 0,4
8 569 570 576 572 3,8 0,7
9 655 636 654 648 10,7 1,6
10 590 582 580 584 5,3 0,9
11 607 607 605 606 1,2 0,2
12 654 653 650 652 2,1 0,3

Se graficaron los promedios de TEER de los tres platos de cultivos, medidos en
(Q cm?®), para cada uno de los numero de pase de las monocapas. Los
resultados se muestran en la Grafica 1

TEER Monocapas Celulares

800,00
700,00 T
600,00 T
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00
0,00

TEERQ cm2

1 2 3
Numero de Plato

Grafica 1 - TEER promedio en los tres platos de cultivo

Para garantizar la integridad de la monocapa finalizado cada ensayo, se realiz6
la medicién de permeabilidad del reactivo amarillo de lucifer. Este reactivo es
permeable en cantidades minimas cuando la monocapa esta integra.

Se realizé una curva de calibracion del reactivo amarillo de lucifer, en donde se
evaluaron concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30 uM contra la fluorescencia de las
muestras. Para efectos de célculo, se utilizaran unidades de pg/mL en todas las
determinaciones. En la Tabla 5 se muestran los datos de la curva de
calibracion y en la Gréfica 2 se muestra la curva y la ecuacion de la recta.
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Tabla 5 - Curva de calibracion del marcador de permeabilidad Amarillo de
Lucifer

Concentracion Fluorescencia

(ug/ml)
0,52 384,1176
2,61 1329,2006
5,22 2933,3466
10,43 4223,5682
15,65 5703,0571

Curva de Calibracion

7000 y = 344,06x + 545,91

6000 R? = 0,9707
5000 /

E 4000

S 3000 =& Fluoresencia

2000 —— Lineal (Fluoresencia)
1000 %

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Concentracion (ug/ml)

Grafica 2 - Curva de calibracion marcador de permeabilidad Amarillo de Lucifer

Se realizé la lectura de las muestras después del ensayo de integridad de
membrana, utilizando un lector de fluorescencia marca Jasco — FMP 825
proporcionado por la Universidad de Valle, y con una longitud de onda de
excitacion de 428nm y una de emision de 536nm. En la Tabla 6 se muestran
los resultados de las lecturas, para los tres platos de cultivo, nombrados como
Plato 1,2y 3.
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Tabla 6 - Resultado lecturas ensayo de integridad de membrana Platos 1, 2, 3,
estandar y blanco.

Unidades de fluorescencia

Numero Plato1l Plato2 Plato 3 Blanco Estandar
Pozo
1 209,913 143,804 55,826 301,647 8207,635
2 91,364 24,374 -7,463 - -
3 114,326 24,927 154,888 - -
4 33,082 135,039 123,349 - -
5 69,813 143,415 120,209 - -
6 184,128 156,017 98,656 - -
7 30,400 99,374 40,308 - -
8 31,889 165,236 46,652 - -
9 122,854 20,465 147,936 - -
10 32,521 65,494 127,292 - -
11 16,368 44552 178,441 - -
12 120,811 89,277 169,020 - -

A partir de los resultados de la Tabla 6, se calculd el porcentaje de reactivo
permeado (Ecuacion 1), respecto a un estandar de cantidad adicionada y un
blanco. Este porcentaje se hallé para los tres platos de cultivo, utilizando la
siguiente metodologia:

. Fluorescencia de la muestra — Blanco
% Permeabilidad = - - * 100 (1)
Fluorescencia del estandar — Blanco

. ilided (209,913) — (301,647) 100 1.16%
= * = o
o Permeabilida (8207,635) — (301,647) P

En la Tabla 7 se muestran los porcentajes calculados para los tres platos de
cultivo, utilizando el anterior procedimiento de célculo.
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Tabla 7 - Porcentaje de Amarillo de Lucifer permeado respecto a un estandar

adicionado
Numero Pozo Plato 1 Plato 2 Plato 3
1 -1,2 -2,0 -3,1
2 -2,7 -3,5 -3,9
3 -2,4 -3,5 -1,9
4 -3,4 2,1 -2,3
5 -2,9 -2,0 -2,3
6 -1,5 -1,8 -2,6
7 -3,4 -2,6 -3,3
8 -3,4 -1,7 -3,2
9 -2,3 -3,6 -1,9
10 -3,4 -3,0 -2,2
11 -3,6 -3,3 -1,6
12 -2,3 2,7 -1,7

En la Grafica 3 se muestra el porcentaje de Amarillo de
respecto al nimero de pozo, para los tres platos de cultivo.

Lucifer permeado

% LY Permeado

-30

-25
-]
§ -20 9—Plato 2
'.g == Plato 1
o -15
E Plato 3
[J]
& 10
x

-5

Inserto

Grafica 3 - Porcentaje de Amarillo de Lucifer Permeado en cada uno de los pozos

Por otro lado, a partir de la ecuacién de la curva de calibracion (Ecuacion 2), se
calculo la cantidad en pg/ml de Amarillo de Lucifer permeado por la membrana.
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En la Tabla 8 se muestran los resultados de los tres platos. El siguiente
procedimiento, muestra la ruta de calculo teniendo en cuenta el pozo 1 del
Plato 1 (209,913 UF):

y = 344,06X + 545,91 (2)

UF
(ﬂ) _ YGpp) — 54591
mi 344,06

209,913(20) — 545,91

ug _ _
X (ml) = 344,06 = 098 ug/ml

Tabla 8 - Cantidad de Amarillo de Lucifer permeado finalizado el ensayo

pg/ml
Numero Pozo Plato 1 Plato 2 Plato 3
1 -1,0 -1,2 -1,4
2 -1,3 -1,5 -1,6
3 -1,3 -1,5 -1,1
4 -1,5 -1,2 -1,2
5 -1,4 -1,2 -1,2
6 -1,1 -1,1 -1,3
7 -1,5 -1,3 -1,5
8 -1,5 -1,1 -1,5
9 -1,2 -1,5 -1,2
10 -1,5 -1,4 -1,2
11 -1,5 -1,5 -1,1
12 -1,2 -1,3 -11

Con el fin de evidenciar la permeabilidad del reactivo Amarillo de Lucifer, se
calculo a partir de las concentraciones de la Tabla 8, el valor de permeabilidad
aparente (P,p) para este compuesto. A continuacion, se muestra la forma de
calculo utilizada, teniendo en cuenta la Ecuacion 3, y el resultado del pozo 1
Plato 1 (Tabla 8):
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Fap = (A l/ Ci) i (g) ®

p ( 1,5ml ) —0,98 ug/ml
= E3
ap 1,12cm? = 45,72 ug /ml 3600seg

. m
Pap = —8,1 x10 6 @

A continuacion se muestran en la Tabla 9 los resultados de permeabilidad para
el Amarillo de Lucifer, en las tres placas de cultivo.

Tabla 9 - Valores de P4, en cm/seg del Amarillo de Lucifer

Pap Cm*seg”-1

NUmero Pozo Plato 1 Plato 2 Plato 3
1 8,1E-06 8,6E-06 1,0E-05
2 9,3E-06 1,1E-05 1,1E-05
3 9,3E-06 1,1E-05 7,8E-06
4 1,1E-05 8,6E-06 8,6E-06
5 1,0E-05 8,6E-06 8,6E-06
6 7,8E-06 7,8E-06 9,3E-06
7 1,1E-05 9,3E-06 1,1E-05
8 1,1E-05 7,8E-06 1,1E-05
9 8,6E-06 1,1E-05 8,6E-06
10 1,1E-05 1,0E-05 8,6E-06
11 1,1E-05 1,1E-05 7,8E-06
12 8,6E-06 9,3E-06 7,8E-06
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7.2 Cuantificacion de farmacos y determinacion de coeficientes de
permeabilidad aparente (Pap).

Después de realizado el ensayo de permeabilidad, sobre monocapas Caco-2
diferenciadas y en buen estado, se colectaron las muestras de los
compartimentos basolateral y apical. Los viales con las muestras tomadas se
congelaron a una temperatura de -20°C, debido a que la Ampicilina tiende a
degradarse mientras esta en solucion. Para evitar incremento de degradacion
de los farmacos analizados, no se utilizaban muestras con mas de un dia de
preparacion, si el analisis se extendia, se tomaba una nueva alicuota. Para el
analisis de las muestras se empled un equipo de cromatografia liquida de alta
eficiencia ACQUITY UPLC H-CLASS (Waters) con detector de matriz de
fotodiodos (PDA), columna de fase reversa C18 ACQUITY CSH 2.1 mm X 100
mm, 1,7 um (Waters) y software Empower 3. El método analitico desarrollado
para la cuantificacion de los activos Ampicilina y Metoprolol, fue de elucion por
gradiente, empleando como fase movil acetonitrilo: buffer fosfato ajustado a pH
4.5% 0.1 con solucion de acido fosforico al 5%.

El flujo de la fase mévil fue de 0.5 mL/min; volumen de inyeccion de 2 pL (para
muestras del lado basolateral) y 1uL (para muestras del lado apical); tiempo de
corrido de 4 min; temperatura de columna de 35 °C, temperatura del
automuestreador de 15°C y longitud de onda de 215 nm. Las muestras
permanecieron en congelador a -20°C hasta el momento de ser analizadas, se
descongelaron a temperatura ambiente, se tomaron 0.5 mL de cada muestra y
se filtraron con filtros de membrana Millipore de 0.22um, finalmente se
dispusieron en viales y se analizaron bajo las condiciones descritas.

Después de los corridos cromatograficos se obtuvieron resultados de area de
pico, para los dos farmacos evaluados, Metoprololy Ampicilina sodica. En el
Anexo 1, se muestran las areas de los picos de Metoprololy Ampicilina sodica
cuantificados en los 3 ensayos y segregados en los 4 sistemas evaluados. En
algunos casos, la sefial emitida por el farmaco no pude ser detectada, para ello
se utilizé la connotacion “No Reporta”.

Para cada uno de los sistemas, se corrio una curva de calibracion junto con las
muestras analizadas, es decir, durante la cuantificacion para cada dia de
analisis por UPLC se prepar0 una curva de calibracion. Estas curvas de
calibracion se utilizaron para calcular la cantidad de farmaco permeado, en
unidades de ug/ml. Finalmente se muestran las curvas de calibracion, para
Metoprololy Ampicilina sddica, correspondientes a la corrida del Sistema I.
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Cabe aclarar, que se utilizaron diferentes curvas para los célculos en cada
corrida.

Tabla 10 - Curvas de calibracién Ampicilina (a) y Metoprolol (b)- Sistema |

Curva de Calibracion Ampicilina Curva de Calibracion Metoprolol (b)
(a) i Concentracion (ug/ml)  Area Met
Concentracién Area Amp 0,1 No reportado
(ug/ml) 0,3 943
0,1 204 1,3 14452
0,4 2094 2,7 29505
1,9 21889 8,0 88881
3,7 47967 13,4 154826
11,1 151431
18,6 289314
Curva de Calibracion Amp - Sistema Il
350000
300000
/ y = 15442x - 6470,1
250000 R?=0,995
200000
$ 150000
<
100000
50000
0
-50000 0/0 5,0 10,0 150 20,0
Concentracion (ug/ml)

Grafico 4 - Curva de calibracién Ampicilina - Corrida Sistema |
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y =11635x - 2004,5
R*=0,9995

Curva de Calibracion Met - Sistema Il
180000
160000
140000 e
120000 yd
© 100000 pd
[J]
< 80000 A
60000 e
40000 e
)y
20000
0 ;
0,0 5,0 10,0
Concentracion (ug/ml)

15,0

Grafico 5 - Curva de calibracion Metoprolol- Corrida Sistema |

Con las concentraciones determinadas, se procedio a realizar un ajuste en este
valor. Esta correccién es muy importante porque la metodologia utilizada en el
ensayo fue con “reposicién de medio” en la camara basolateral, en la cual a
cada tiempo de muestreo se tomaron 1000 pl de solucion, permaneciendo 500
ul en la cdmara. Generando un incremento progresivo de la concentracién final.

Trabajar solamente con las cantidades determinadas en los viales de cada
muestreo, generaria un desbalance de masas en los calculos. Por lo anterior,
fue necesario calcular la concentracion acumulada en cada tiempo. De la Tabla
23 a la Tabla 26, se muestran las concentraciones acumuladas respecto al
tiempo de ensayo en minutos. De la Grafica 4 a 9 se muestran las gréficas

correspondientes a estos

resultados.

Tabla 11 - Concentracion acumulada de Ampicilina y Metoprolol respecto al
tiempo - Sistema |

Concentraciéon

Ensayo Sistema Farmaco Tiempo (min) | acumulada promedio de
los insertos (ug/ml)
0 0
15 0,709
1 1 Amp 30 1,123
60 2,002
90 1,813
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120 2,016
150 2,223
0 0
15 8,042
30 22,882
1 Met 60 29,383
90 55,942
120 67,917
150 79,597
0 0
15 0,699
30 1,066
2 Amp 60 1,427
90 1,857
120 2,257
150 2,120
0 0
15 2,856
30 13,414
62 Met 60 13,414
90 26,037
120 36,104
150 66,175
0 0
15 0,640
30 0,776
3 Amp 60 1,539
90 1,502
120 1,722
150 2,750
0 0
15 17,979
30 57,901
3 Met 60 93,871
90 112,309
120 129,330
150 149,412
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Tabla 12 - Concentracion acumulada de Ampicilina y Metoprololrespecto al

tiempo - Sistema |l

Concentracion acumulada

Ensayo Sistema Farmaco Tiempo (min) promedio de los insertos
(ng/ml)
0 0
15 0
30 0
1 2 Amp 60 0
90 6,140
120 6,523
150 7,637
0 0
15 0,208
30 0,386
1 2 Met 60 0,676
90 0,676
120 1,352
150 1,387
0 0
15 0,449
30 0,666
2 2 Amp 60 0,917
90 3,430
120 38,988
150 73,030
0 0
15 3,288
30 3,442
2 2 Met 60 4,751
90 17,327
120 11,400
150 12,025
0 0
15 0,518
30 1,286
3 2 Amp 60 1,286
90 1,286
120 2,400
150 46,491
3 2 Met 0 0
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15 3,044
30 131,082
60 180,889
90 138,785
120 132,338
150 132,533

Tabla 13 - Concentracion acumulada de Ampicilina respecto al tiempo -

Sistema llI
Concentracion acumulada
Ensayo Sistema Farmaco Tiempo (min) promedio de los insertos

(ng/ml)

0 0
15 0,000
30 0,106
1 3 Amp 60 0,209
90 0,275
120 0,434
150 0,516

0 0
15 0,000
30 0,333
2 3 Amp 60 0,341
90 0,466
120 0,662
150 0,739

0 0
15 0,000
30 0,114
3 3 Amp 60 1,565
90 1,763
120 1,644
150 1,716

Tabla 14 - Concentracion acumulada de Metoprololrespecto al tiempo - Sistema
v
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Concentracion
Ensayo Sistema Farmaco Tiempo (min) acumulada promedio de
los insertos (ug/ml)
0 0
15 12,986
30 29,419
1 4 Met 60 54,507
90 76,196
120 92,675
150 107,833
0 0
15 6,633
30 17,703
2 4 Met 60 32,961
90 46,558
120 56,755
150 63,438
0 0
15 12,548
30 178,099
3 4 Met 60 192,836
90 206,974
120 219,492
150 227,410

Grafico 6 - Cantidad de Ampicilina (a) y Metoprolo (b) permeados respecto al

tiempo de ensayo (Sistema ).
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6b.
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Grafico 7- Cantidad de Ampicilina (a) y Metoprolol (b) permeados respecto al

tiempo de ensayo (Sistema II).
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Gréfico 8 - Cantidad de Ampicilina permeado respecto al tiempo de ensayo
(Sistema ).
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Gréfico 9 - Cantidad de Metoprololpermeado respecto al tiempo de ensayo
(Sistema V).
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Con las concentraciones acumuladas, se calcularon los coeficientes de
permeabilidad aparente (P.p) de cada uno de los farmacos. Debido a que
algunos sistemas tenian presencia del polimero PAM 18Na, se obtuvieron
coeficientes de permeabilidad de los farmacos individuales, y acomplejados
con el polimero. Para el calculo del P4, se utilizé la Ecuacion 4

Fap = (%) (A l/a) i (%) ™
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Dénde:

d . ;g .,
d—‘t’ Corresponde a la pendiente de la grafica de concentracion acumulada del
analito respecto al tiempo.

V corresponde al volumen de solucion adicionada a la camara basolateral en
mi

A corresponde al area efectiva de crecimiento de la monocapa celular en cm?

Ci corresponde a la concentracion inicial del analito en ug/ml

En la Tabla 15, se expresan los P, calculados a partir de la Ecuacion 4 con
sus réplicas correspondientes:

Tabla 15 - Coeficientes de permeabilidad aparente calculados para los

farmacos
Sistema Farmaco/Compl R1 R2 R3 Permeabilid
ejo ad Aparente
(cm/seq)

Sist 2 Amp 3,12E- 2,62E- 1,11E- 1,02E-
06 05 06 05+1,4E-05

Sist 2 Met 9,27E- 6,55E- 6,80E- 2,52E-
07 06 05 05+1,4E-05

Sist1  Amp+Met+PAM  7,99E- 1,03E- 9,98E- 9,42E-
07 06 07 07+1,2E-07

Sist1  Met+Amp+ PAM  451E- 2,45E- 8,23E- 5,07E-
05 05 05 05+2,9E-05

Sist 3 Amp + PAM 2,10e- 2,76E- 7,63E- 4,17E-
07 07 07 07+3,0E-07

Sist 4 Met+PAM 6,06E- 3,65E- 1,01E- 6,62E-
05 05 04 05+3,3E-05

En la Grafica 10 se muestran los coeficientes de permeabilidad aparente
graficados con sus respectivas desviaciones estandar.

Ampicilina Metoprolol
1,20E-D5 1,DOE-D4
1
LDDE-D5 B,DDE-D5
= B DDE-DE —_—
o 4 500E-05
E’ §,00E-05 - E’ -
REN B Pap [om/fs=g) REN W Fap [om/fs=g)
o o 4,00E-05
£ 4 00E-08 £
L,
2 0005 2, DOE-DS
0,00E+D0 e 0,00E+DD
Amnp AMp + PAM Met MiET + PAM
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Establecer la linea celular Caco 2 en el laboratorio y los parametros
del ensayo.

Una vez recibidas las células por parte del proveedor, es necesario garantizar
gue éstas se encuentran en Optimas condiciones para su utilizacion. Para
garantizar estas condiciones es importante fijarse en sus caracteristicas
morfologicas y fisiolégicas. Para comprobar el estado de las monocapas, la
revisibn en microscopio es importante, dado que es posible detectar posibles
averias en la integridad de la membrana (Rothen-Rutishauser et all, 2000).EI
aspecto de las monocapas bajo el microscopio, con un lente 10X y 40X, fue
satisfactorio, y aunque no fue posible visualizarlas en otro tipo de microscopia
por la limitante de recursos, el aspecto mostr6 adecuada confluencia y no se
evidenciaron orificios que pusieran en riesgo el ensayo. Estas observaciones
aplican para los tres platos de cultivo.

Uno de los factores mas importantes en los ensayos de permeabilidad in vitro
con lineas celulares, es la integridad de la monocapa que se va a utilizar,
puesto que de esto dependerd la calidad del ensayo; para medir la integridad
de la monocapa existen varias metodologias, este proyecto trabajara algunas
de estas metodologias. La resistencia eléctrica transepitelial (TEER), es la
metodologia de integridad con mayor numero de reportes después de la
revision bibliografica (Castillo et al., 2006; Oltra, 2010), y consiste en estimar la
cantidad de Q (ohmios) por centimetro cuadrado de la monocapa, utilizando
pequefios electrodos. Los valores reportados de la TEER en las Tablas 2 a 4,
fueron tomados antes de realizar el ensayo, asi que nos dieron un
acercamiento de que las monocapas se encontraban en buen estado para su
uso.

Se encontré que los valores de TEER para los tres platos de cultivo, fueron
adecuados para el tiempo y el estado de las monocapas, con valores
superiores o cercanos a 450 Q cm? se ha reportado en otras publicaciones,
que estos valores son predictivos, para monocapas con adecuada confluencia
(Yamashita et al., 2002). Adicionalmente se evidencio que la variacion entre las
tres repeticiones, en la mayoria de los pozos, no excedio del 2% el coeficiente
de variacion (CV), valor adecuado para incluir la medicion como ajustada y
predictiva de la calidad de la monocapa. Como se puede observar en las
Tablas 2, 3 y 4, existe una marcada variacion entre los valores de TEER en los
tres platos de cultivo, se observaron cambios que van desde 442 hasta 652 Q
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cm?. Cabe aclarar, que el anterior planteamiento responde a que el nimero de
pase de las células en los tres platos fue diferente, encontrdndose en un rango
que va del pase 40 al 46. Con esto, se confirma que a medida que se
incrementa este parametro, los valores de TEER tienden a aumentar, lo que
sugiere una influencia directa en las caracteristicas de la monocapa, incluyendo
sus valores de TEER (P. Artursson y Karlsson, 1991).

De otro lado, se utiliz6 el nimero de pase y el tiempo de cultivo para corroborar
el buen estado de las monocapas. Estudios similares con esta linea celular,
han evidenciado que a medida que se incrementa el nimero de pase, la
diferenciacion eficiente y espontdnea de Caco-2 se va perdiendo.
Adicionalmente, el tiempo de cultivo superior a 25 dias, compromete la funcion
de la monocapa por muerte celular y formaciéon de multicapas.(P. Artursson &
Karlsson, 1991)

Se evidencia que las condiciones establecidas para el mantenimiento de las
células, fueron adecuadas y permitieron culminar el proceso de crecimiento
eficientemente. Lo anterior se pudo comprobar, por el estado del medio DMEM,
el cual tiene entre sus componentes un marcador de color rojo (rojo de fenol),
el cual cambia dependiendo de la acidez del medio. Durante los dias en los que
se mantuvieron las células en crecimiento, el medio no presenté cambios de
coloracion que evidenciaran un desbalance acido-base, es importante aclarar
qgue la incubadora contaba con suministro de CO; el cual tiene una funcién
tampon, que equilibra la acidez del medio de cultivo. En la llustracion 5 se
muestra la coloracién del medio, de uno de los platos de cultivo.

llustracién 5 - Reemplazo de medio de cultivo DMEM durante el mantenimiento
en el laboratorio
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Las condiciones establecidas para la ejecucion del ensayo fueron adecuadas,
tomando como base su referenciacion en otros documentos (Castillo et al.,
2006), y que corresponden a las condiciones fisiologicas del tracto intestinal
(lugar donde se lleva a cabo la absorcion intestinal de los farmacos);. las
revoluciones por minuto utilizadas, fueron adecuadas ya que permitieron
simular las condiciones del movimiento peristéltico, sin ocasionar derrame o
pérdida de farmaco; adicionalmente el equipo utilizado control6 la temperatura
y la humedad del ambiente permitiendo garantizar condiciones fisiologicas. En
la llustracién 7 se muestra la ejecucion del ensayo de permeabilidad de uno de
los platos de cultivo.

"
DO NOT
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llustracién 6 - Ejecucion ensayo de permeabilidad bajo condiciones fisiolégicas.

8.2 Estandarizar la metodologia para evaluar la integridad de la
membrana celular en Caco 2.

Ya que se contd con monocapas diferenciadas, en un pase adecuado y con
valores de TEER acordes a una monocapa estable, fue necesario comprobar
que después de cada ensayo no hubo dafio o rompimiento de la misma
inherente a las condiciones del ensayo o debido a la manipulacion. Para lo
anterior, se estandarizd6 una metodologia para determinar la confluencia de la
membrana con el reactivo Amarillo de Lucifer. Este compuesto, también
llamado Lucifer Yellow (LY), se desplaza a través de las monocapas de Caco-2
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por difusion paracelular pasiva (a través de los espacios entre las células) y
tiene una baja permeabilidad (Ver llustracion 8). Por lo tanto, no es capaz de
pasar a través de monocapas de células cuando se mantienen uniones
estrechas entre ellas. Se ha visto que la permeabilidad (Papp) para LY de 5 a
12 nm/s, es un indicativo de monocapas bien establecidas, se ha reportado
ademads, que es un indicativo para monocapas de Caco-2 bien establecidas
(Costar, 2007). Adicionalmente, si la monocapa permanece en buen estado, la
cantidad de LY que atraviesa la monocapa no debe ser mayor del 3% de la
cantidad total afiadida en el compartimiento apical.
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llustracion 7 - Estructura quimica del reactivo fluorescente Amarillo de Lucifer

El Amarillo de Lucifer es un reactivo adecuado para evaluar la integridad de la
membrana, ya que posee dos caracteristicas que lo hacen muy eficiente, es
poco permeable y dentro de su estructura tiene grupos fluorescentes. Se ha
reportado en varios articulos la utilizacion de la técnica con Amarillo de Lucifer
(I. Hidalgo, 1989 ).

Para la estandarizacién de la metodologia, se utilizd un lector de fluorescencia
marca Jasco — FMP 825 proporcionado por la Universidad de Valle. Las
muestras fueron conservadas a una temperatura de -20°C y protegidas de la
luz, debido a que el compuesto es fotosensible, adicionalmente se analizaron
todas las muestras el mismo dia, evitando procesos de congelacion y
descongelacion de las mismas. De lo anterior podemos decir que existid un
buen manejo y conservacion de las muestras, evitando de esta manera
degradacion del compuesto de interes.

En la Tabla 6, se muestran los resultados de las lecturas para los tres platos de
cultivo, cabe recordar que las muestras fueron tomadas una vez se termino el
analisis de permeabilidad de los farmacos. Los resultados se expresan en
unidades de fluorescencia. Se corrié también una muestra de estandar, con la
cantidad adicionada en el lado apical y un blanco, donde se pretendia
identificar algin compuesto del medio de cultivo que pudiera emitir en la
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longitud de onda de lectura, generando interferencias y errores. Para
comprobar que efectivamente la integridad de la monocapa se conservo
durante el ensayo, se analizaron los datos desde dos perspectivas. Porcentaje
de permeabilidad y permeabilidad aparente (Pap).

En la Tabla 7, se muestran los porcentajes calculados de Amarillo de Lucifer,
después de llevado a cabo el ensayo. Para lo anterior fue necesario utilizar el
resultado de blanco y de estdndar. Los datos muestran porcentajes negativos,
lo que corresponde a que la cantidad que permed la membrana, respecto a la
cantidad adicionada inicialmente es despreciable. En trabajos anteriores se ha
visto que porcentajes hasta del 3% son aceptados como adecuados, valores
por encima del 3% evidencian ruptura de la membrana y los datos de ese pozo,
no deberian ser utilizados en las determinaciones.

Para nuestro ensayo, los resultados de porcentaje de Amarillo de Lucifer
muestran monocapas integras, aun después de llevado a cabo el ensayo,
donde el riesgo de romper alguna es bastante alto. Cuando no existe una
adecuada manipulacién de las micropipetas, en la succion de la muestra, es
posible dafiar la monocapa. En este caso se obtendrian resultados por encima
del 3%. Con lo anterior podemos decir que en términos de porcentaje, los
resultados que arrojen los ensayos pueden ser utilizados y no se descarta
alguno de ellos.

Por otro lado, se muestra en la Tabla 9 los resultados de permeabilidad
aparente calculados por mediante la Ecuacion 3. Se ha reportado que valores
cercanos a 1x10”’ cm/segeg son aceptados como adecuados para predecir una
correcta confluencia. Los resultados obtenidos arrojan valores negativos, que
se acercan exponencialmente al rango establecido, sin embargo el hecho de
que sean valores menores que cero, establecen que no se detecto
fluorescencia en la camara basolateral, por ende la confluencia de la monocapa
es adecuada y los resultados del ensayo de permeabilidad, pueden utilizarse
para el analisis.

Desde las dos perspectivas y procedimiento de célculo, fue posible establecer
que los tres platos de cultivo contenian monocapas integras antes y después
del ensayo, por lo que es posible decir que los resultados obtenidos en la
cuantificacion de los farmacos, estan fundamentados en una metodologia
sélida y son adecuados para predicciones farmacocinéticas. TEER, como los
ensayos con Amarillo de Lucifer soportan este supuesto.
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8.3 Evaluar el nivel de absorcion del antibidético Ampicilina s6lo o
liberado por el polimero PAM-18Na en Caco 2.

Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los dias de ensayo, para
evitar que el farmaco en solucién entrara en proceso de degradacion; al
observar en los Graficos 1 y 2, los coeficientes de correlacién (R?) son
satisfactorios para este tipo de ensayos donde los medios de cultivo en los que
se disuelven los farmacos son complejos. En los resultados se muestran las
curvas de calibracion para el Sistema |, y los coeficientes de correlacion
reportaron 0,995 y 0,9995, los cuales se acercan a 1 y por ende puede
utilizarse la ecuacion para determinaciones lineales.

Para los otros sistemas, se evidencio que las curvas de calibracién arrojaron
coeficientes de correlacion por el orden de 0,999, como los reportados
anteriormente. Se infiere entonces que las cantidades calculadas en pg/ml son
adecuadas y responden de manera lineal con la concentracién de farmaco.
Para los tiempos donde el equipo no reporta el resultado, la concentracion
acumulada se deja con el mismo valor que el dato del tiempo anterior. Como se
puede observar en las Tablas 11 a 14, es necesario realizar la correccion de la
concentracion, para no incluir un error de concentracion dentro de las
mediciones.

En el Anexo 1, se puede evidenciar que las cantidades NO corregidas tienden
a tener comportamientos fuera de lo esperado; lo anterior es debido a que no
se estd teniendo en cuenta la concentracidbn remanente, acumulada de la
muestra anterior. Una vez corregida la concentracion, podemos estar seguros
que la cantidad calculada corresponde a la que realmente se encontraba en el
compartimiento.

Cuando se grafican todos los datos de concentracion acumulada en cada uno
de los compartimentos, para cada uno de los sistemas, vemos se observa que
el comportamiento concuerda mas con lo reportado en otros articulos (Oltra,
2010), en donde la cantidad de farmaco tiende a aumentar a medida que el
tiempo aumenta. Se evidencié este comportamiento pero es importante ratificar
que cada farmaco tiene una rata de permeabilidad diferente, que se encuentra
condicionada netamente por el caracter quimico de los grupos que conforman
la molécula. En los ensayos se utilizd Metoprolol como estandar interno, dada
su naturaleza quimica, es un farmaco capaz de atravesar las membranas
celulares de manera eficiente, éste es considerado un farmaco de alta
permeabilidad con valores de P, del orden de 1x10° cm/seg (Oltra, 2010).
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Otros estudios reportan la permeabilidad del Metoprolol de la misma manera.
Para la comparacion de los resultados del presente estudio, se utilizaran las
predicciones realizadas por la Doctora Diana M. Oltra en su tesis doctoral.

Una vez graficadas las concentraciones corregidas respecto al tiempo de
ensayo, se pudo determinar la pendiente de la grafica que corresponde a la
derivada de la cantidad permeada respecto al tiempo, como ya se ha
mencionado esta derivada corresponde a una de las variables de la siguiente
ecuacion:

P

ap = (Ccil_ctl) (A l/ Ci) ! (%)

Las otras variables de la ecuacion, son constantes determinadas por el
investigador o el proveedor de las monocapas. Para nuestro ensayo el volumen
del compartimento basolateral fue de 1,5 ml, el &rea efectiva de crecimiento de
la monocapa fue de 1,12 cm?y la concentracién adicionada de cada sistema de
farmacos fue de 371,39 pg/ml para Ampicilina'y 267,36 pg/ml de Metoprolol.

Con estos datos, se calcularon los coeficientes de permeabilidad aparente de
los farmacos Ampicilina y Metoprolol en presencia o ausencia del polimero
PAM 18 Na (Poli &cido maléico). Los datos reportados en la Tabla 16 muestran
que la P4, para el Metoprolol en ausencia del polimero, fue de 2,52x107° +
3,7x10° cm/seg, este valor corresponde a lo reportado en la tesis doctoral de la
Doctora Diana Oltra, en donde ella determina un coeficiente de 4,17x107
cm/seg para este mismo farmaco en monocapas de Caco-2.

Para la Ampicilina no se encontraron valores de permeabilidad por estas
metodologias, de otros antibidticos si se tienen reportes pero este
particularmente no ha sido muy bien estudiado en estos ensayos. De la
Ampicilina se sabe que tiene baja permeabilidad a nivel intestinal, por lo que es
necesario que se requieran dosis suficientes para llegar a una concentracion
plasmatica terapéutica. Segun los resultados obtenidos en la Tabla 16 vemos
que el P4, para la Ampicilina no difiere mucho del de Metoprolol. Si observamos
las tres repeticiones del valor de P4, para la Ampicilina, vemos que dos de ellos
estan alrededor de 1x10°® cm/seg y uno de ellos se muestra atipico respecto a
los demas con un valor de 2,62E-05+1,4E-05 cm/seg.
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Debido a que estadisticamente es necesario tener las tres repeticiones, para
que el ensayo sea representativo, este dato se incluyéo en el célculo del
. . . . . -6
promedio, sin embargo los coeficientes determinados, 3,12 x10™ cm/seg y
1,11x10° cm/seg coinciden méas con el comportamiento de la Ampicilina. A las
repeticiones obtenidas se les determind la desviacion estandar. Los resultados
obtenidos (reportados en la Tabla 16) coinciden con las desviaciones de la
Doctora Diana Oltra.

Respecto a la interaccion que se da entre el polimero y el farmaco Ampicilina,
se pudo observar que el PAM 18 Na (Poli acido maléico) no gener6 un efecto
de aumento de permeabilidad de Ampicilina y/o Metoprolol. En Ampicilina el
coeficiente de permeabilidad paso de 1,02 x10™ + 1,4 x10™ cm/seg a ser 9,42
x107 + 1,2 x10” cm/seg, lo anterior refleja una disminucién de la permeabilidad
en presencia del polimero. Este comportamiento puede presentarse por el
complejo formado por ampicilina y PAM 18 Na, es posible que el polimero este
generando un complejo farmaco-polimero que no es permeable a la
membrana. Segun lo reportado respecto al PAM 18 Na, es posible que sus
grupos quimicos estén ionizados y desionizados en algin momento de la
interaccidn, haciendo que no atraviese la membrana celular (Salamanca et al.,
2007).

Para el Metoprolol se observé un comportamiento similar, en donde el polimero
no generd ningun efecto sobre la permeabilidad del farmaco. En presencia de
PAM 18 Na el coeficiente de permeabilidad paso a ser 5,07 x10™° + 2,9 x10”
cm/seg. Con estos valores, no se evidencio un cambio considerable en [0S Py
por lo que podriamos decir que no fue posible evidenciar un efecto de aumento
de permeabilidad en el complejo farmaco-polimero, respecto al farmaco. Cabe
aclarar que estos resultados estan sujetos a la naturaleza quimica de las
moléculas, sin embargo no es posible decir con certeza que el polimero PAM
18 Na, no tiene un efecto de aumento de permeabilidad.

Finalmente después de analizar el conjunto de datos, fue posible evidenciar
una discrepancia en los datos del Ensayo 3. Hasta el momento no fue posible
determinar el causal de esta situacion, debido a que los porcentajes de
permeabilidad de Amarillo de Lucifer fueron satisfactorios para este ensayo. Sin
embargo fue posible notar que los datos del ensayo 3, son atipicos al
estudiarlos con las otras dos repeticiones. Debido a que estadisticamente es
necesario realizar mediciones de minimo 3 datos, éste se incluy6 dentro de los
calculos.
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CONCLUSIONES

Se logré estandarizar la metodologia de integridad de la membrana
celular de la linea Caco-2 y ademas se comprobé la correlacion que
existe entre las determinaciones directas e indirectas de la integridad de
membrana; tanto las mediciones de TEER como los porcentajes de
permeabilidad de Amarillo de Lucifer, muestran resultados satisfactorios
para monocapas en buen estado para los ensayos de permeabilidad.
Adicionalmente, se confirma la necesidad de utilizar las dos
metodologias para asegurar la integridad de las membranas antes y
después del estudio

Se logré establecer de manera eficiente la linea celular Caco-2 en el
laboratorio de farmacocinética y Biofarmacia de la Universidad Icesi. Los
resultados obtenidos evidencian el logro de la confluencia de la
membrana y el correcto funcionamiento de esta durante los ensayos de
permeabilidad.

De acuerdo con el andlisis, no se evidencia un aumento en la
permeabilidad de la Ampicilina sodica en presencia del polimero PAM 18
Na (Poli acido maléico), este comportamiento también se observa para
el Metoprolol. Los valores de P, no muestran que una mayor cantidad
de farmaco pase por la membrana cuando se forma el complejo
farmaco-polimero.

Es prudente afirmar que no es posible realizar una correlacién in vivo —
in vitro en su totalidad, no obstante los resultados muestran que si existe
una correlacion de las predicciones que se hacen sobre monocapas de
Caco-2; los resultados nos ofrecen grandes similitudes con otras
publicaciones cientificas reconocidas.

Se concluye, por medio de la correlacion de la metodologia, que esta
estandarizacion funciona para la determinacion de coeficientes de
permeabilidad (P4p) de farmacos; resaltando que el resultado esta sujeto
a las condiciones quimicas de los grupos funcionales de las moléculas
estudiadas.
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10.RECOMENDACIONES

Para minimizar el riesgo de contaminacion debida a la manipulacion
durante los ensayos, se recomienda contar con todos los elementos de
trabajo a la mano, adicionalmente contar con todo los reactivos
alicuotados con anterioridad, dentro de la cabina de flujo laminar. Se
observé durante la realizacion de los ensayos, que a medida que se
realizan las actividades en tiempos mas cortos y de manera mas
eficiente, el riesgo de contaminacién disminuye al minimo.

Se recomienda realizar ensayos previos a los de permeabilidad, en
donde el investigador genere la destreza de manipular la micropipeta. Se
evidencio el alto riesgo de dafiar la monocapa celular con la punta de la
micropipeta.

Para proximos ensayos, se recomienda contar con estandares
preparados el mismo dia del ensayo, debido a que las moléculas
analizadas son susceptibles de degradacion mientras estan en solucion.
Si existen muestras que han estado descongeladas por un periodo
mayor o igual a 4 horas, se aconseja descartar la muestra para el
analisis.
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12. ANEXOS

121 Anexo 1 - Cantidades promedio en pg/ml de Ampicilina y
Metoprolol, de cada inserto, sin correccion

Concentracion
Correccion de acumulada
Ensayo | Sistema | Farmaco | Tiempo (min) | Concentracion ug/ml la promedio de
concentracion los insertos
(Hg/ml)
0 0 0 0
15 0,709 0,709 0,709
30 0,768 0,414 1,123
1 1 Amp 60 1,263 0,879 2,002
90 0,443 -0,189 1,813
120 0,424 0,203 2,016
150 0,419 0,207 2,223
0 0 0 0
15 8,042 8,042 8,042
30 18,861 14,840 22,882
1 1 Met 60 15,931 6,501 29,383
90 34,525 26,560 55,942
120 29,237 11,975 67,917
150 26,299 11,681 79,597
0 0 0 0
15 0,699 0,699 0,699
30 0,716 0,367 1,066
2 1 Amp 60 0,719 0,361 1,427
90 0,79 0,431 1,857
120 0,795 0,400 2,257
150 0,26 -0,138 2,120
0 0 0 0
15 2,856 2,856 2,856
) 1 Met 30 11,986 10,558 13,414
90 18,616 12,623 26,037
120 19,375 10,067 36,104
150 39,758 30,071 66,175
0 0 0 0
3 1 Amp 15 0,640 0,640 0,640
30 0,456 0,135 0,776
60 0,991 0,763 1,539
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90 0,459 -0,037 1,502
120 0,449 0,220 1,722
150 1,252 1,028 2,750
0 0 0 0
15 17,979 17,979 17,979
30 48,911 39,922 57,901
3 1 Met 60 60,426 35,970 93,871
90 48,651 18,438 112,309
120 41,347 17,022 129,330
150 40,755 20,081 149,412
Concentracion
Correccion de acumulada
Ensayo | Sistema | Farmaco | Tiempo (min) | Concentracion ug/ml la promedio de
concentracion los insertos
(ug/ml)
0 0 0 0
90 6,14 6,140 6,140
1 2 | Amp 120 3,453 0,383 6,523
150 1,305 1,114 7,637
0 0 0 0
15 0,208 0,208 0,208
1 5 Met 30 0,282 0,178 0,386
60 0,431 0,290 0,676
120 0,891 0,676 1,352
150 0,481 0,036 1,387
0 0 0 0
15 0,449 0,449 0,449
30 0,441 0,217 0,666
2 2 Amp 60 0,472 0,252 0,917
90 2,749 2,513 3,430
120 36,932 35,558 38,988
150 52,508 34,042 73,030
0 0 0 0
15 3,288 3,288 3,288
30 1,798 0,154 3,442
2 2 Met 60 2,208 1,310 4,751
90 13,680 12,576 17,327
120 0,913 -5,927 11,400
150 1,082 0,625 12,025
0 0 0 0
3 2 | Amp 15 0,518 0,518 0,518

61




30 1,027 0,768 1,286
120 1,627 1,114 2,400
150 44,905 44,092 46,491
0 0 0 0
15 3,044 3,044 3,044
30 129,560 128,038 131,082
3 2 Met 60 114,587 49,807 180,889
90 15,189 -42,105 138,785
120 1,148 -6,447 132,338
150 0,769 0,195 132,533
Concentracion
Correccion de acumulada
Ensayo | Sistema | Farmaco | Tiempo (min) | Concentracion ug/ml la promedio de
concentracion los insertos
(ug/ml)
0 0 0 0
15 0 0,000 0,000
30 0,106 0,106 0,106
1 3 Amp 60 0,156 0,103 0,209
90 0,144 0,066 0,275
120 0,231 0,159 0,434
150 0,197 0,082 0,516
0 0 0 0
15 0 0,000 0,000
30 0,333 0,333 0,333
2 3 Amp 60 0,175 0,008 0,341
90 0,213 0,125 0,466
120 0,302 0,195 0,662
150 0,228 0,077 0,739
0 0 0 0
15 0 0,000 0,000
30 0,114 0,114 0,114
3 3 Amp 60 1,508 1,451 1,565
90 0,952 0,198 1,763
120 0,357 -0,119 1,644
150 0,251 0,072 1,716
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Concentracion

Correccion de acumulada
Ensayo | Sistema | Farmaco | Tiempo (min) | Concentraciéon ug/ml la promedio de
concentracion los insertos
(Hg/ml)
0 0 0 0
15 12,986 12,986 12,986
30 22,926 16,433 29,419
1 4 Met 60 36,550 25,087 54,507
90 39,964 21,689 76,196
120 36,461 16,479 92,675
150 33,389 15,159 107,833
0 0 0 0
15 6,633 6,633 6,633
30 14,386 11,069 17,703
2 4 Met 60 22,451 15,258 32,961
90 24,823 13,597 46,558
120 22,608 10,197 56,755
150 17,987 6,683 63,438
0 0 0 0
15 12,548 12,548 12,548
30 171,825 165,551 178,099
3 4 Met 60 100,649 14,737 192,836
90 64,463 14,138 206,974
120 44,750 12,518 219,492
150 30,293 7,918 227,410
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