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l. Introduccion

Son muchos los estudios que se han realizado para determinar la absorcion
intestinal de farmacos y cada grupo de trabajo utiliza su propia técnica
experimental adaptada a sus condiciones de laboratorio y para las que se ha
establecido previamente su capacidad predictiva sobre el resultado final in vivo en

humanos® 2.

En el modelado de procesos cinéticos, como la absorcion, para establecer
correlaciones estructura-actividad es frecuente combinar y comparar datos
obtenidos en la misma especie animal o cultivos celulares en diferentes

laboratorios a fin de incrementar la significacion del modelo y su ambito de
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aplicacion a mayor nimero de moléculas. No obstante es frecuente observar
disparidad en los valores obtenidos para un mismo farmaco en distintos

laboratorios a pesar de utilizar técnicas experimentales similares™ *.

El desarrollo de técnicas in vitro para el estudio de la permeabilidad
intestinal ha constituido uno de los grandes avances de la Biofarmacia en la Gltima
década. Hasta ese momento, los estudios predictivos de absorcion oral se
desarrollan mediante distintas técnicas que requieren la utilizacion de animales de
experimentacion. Los sistemas celulares resultan una buena alternativa frente a los
métodos existentes ya que permiten la determinacion rapida de la permeabilidad y
metabolismo de los fArmacos, bajo condiciones controladas, asi como reducir y en

ocasiones reemplazar la experimentacion animal °.

Sin embargo, una de las dificultades mas citadas para el trabajo con las
monocapas celulares es la gran variabilidad inter e intralaboratorio que deriva
esencialmente de las diferencias en los protocolos de trabajo. Por tanto, es un
aspecto de vital importancia disponer de protocolos validados que aseguren la
reproducibilidad de los experimentos y la posibilidad de contrastar los resultados

obtenidos en distintos laboratorios

Este trabajo es parte de un proyecto en el que se pretende caracterizar la
variabilidad asociada a los experimentos de perfusion in situ en rata y modelos de
célculo de permeabilidad en cultivos celulares en distintos laboratorios. Se
estimaron cuales son los factores principales responsables de la misma y de que
modo pueden estandarizarse y/o ponderarse los distintos resultados si se dispone

de informacion sobre el protocolo experimental.
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Con este fin en este trabajo se ha caracterizado la permeabilidad intestinal
de dos farmacos modelo: metoprolol y verapamilo en cinco razas de rata
utilizando y comparando machos y hembras. Los experimentos in vitro se
disefiaron utilizando 4 lineas celulares comparando distintos pases, es decir

monocapas celulares formadas en un rango de generaciones entre 10 y 80.

Se selecciond metoprolol porque es el patrdn utilizado para clasificar los
compuestos en alta o baja permeabilidad y verapamilo por ser un conocido

sustrato de Glicoproteina-P.

Los objetivos del presente trabajo son:

- Explorar distintos parametros como causa de la variabilidad en los
experimentos in vitro y caracterizar en condiciones estandarizadas la
variabilidad intrapocillo, intraplato e intrapase. Este dato es de especial
relevancia para determinar el nimero de experimentos necesarios en futuros
proyectos de investigacion para analizar la magnitud de cualquier efecto (por
ejemplo diferencias entre farmacos, adicion de excipientes, cambio de linea
celular, etc...) puesto que el tamafio muestral a seleccionar depende de dicha

variabilidad residual.

- Determinar en los experimentos in situ en rata la magnitud de la variabilidad
interespecie y sexo asi como la variabilidad residual propia del animal y la
derivada de la técnica experimental y analitica utilizada. Esta informacion

permitira la toma de decisiones sobre la combinabilidad de resultados entre



Introduccion 6

distintos laboratorios y especies, y puede ayudar en el disefio de protocolos de

experimentacion por el mismo motivo descrito en el parrafo anterior.
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ll. Antecedentes

A. Absorcion gastrointestinal (fisiologia)

La absorcion  de farmacos, xenobidticos y principios inmediatos
administrados por via oral discurre mayoritariamente a lo largo del tracto

gastrointestinal. También puede existir absorcion en la mucosa sublingual y rectal.
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1. Lugares de absorcion

Morfolégicamente el tracto intestinal se compone de tramos bien
diferenciados: eso6fago, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso y colon.
Aunque la absorcion puede producirse en todos los tramos, el intestino delgado
esta especializado en esta funcion. La caracteristica mas sobresaliente son las
numerosas estructuras morfoldgicas encaminadas a aumentar su superficie, y por

tanto, su capacidad de absorcion mediante difusion pasiva.

erterie Y& mesenterio I, INTESTINO DELGADO

Vi L R o
i NS 4 . -
Serosa ¢ A0 I pliegue circular

— Mucosa

Submucosa

t epitelio

Figura 1.1 Esquema de las distintas modificaciones existentes en el intestino’.
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Asi, destaca la presencia de tres modificaciones que se desarrollan a partir

de la estructura cilindrica fundamental "8,

e Valvulas conniventes o pliegues de Kerkring.
o Vellosidades intestinales o villi.

e Microvellosidades presentes en las células columnares absorbentes o

enterocitos.

13l ENTEROCITO
: ENTERQCITOS BORDEEN

CEPILLO |
| |

VELLOSIDAD

C. MUCOSAS

MICROVELLOSIDADES

?

——LAMINA PROPIA

ENDOCRINOCITOS : MUSCULARIS MUCQOSA ;
X. PéE_z flsmf__.q_ai'n pigesSTIVN U

Figura 11.2 Estructura del villi y del microvilli®.

Otra caracteristica importante del intestino delgado es la presencia de

pOros acuosos. Estos se caracterizan por presentar cargas y por poseer un diametro
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reducido, lo cual hace que representen un camino restringido a la absorcion de
moléculas o iones de peso molecular inferior a 200-250 Daltons, en funcién de la

estereoquimica del compuesto °.

Ademés, este epitelio presenta numerosas proteinas transportadoras que
son indispensables para la incorporacion de nutrientes (aminoéacidos, azlcares,
vitaminas...) y el mantenimiento de la homeostasis. Estos constituyentes son un

punto clave en la comprension del fenémeno de la absorcion.

2.  Mecanismos de absorciéon

Los mecanismos de absorcion a través de la membrana de las células que

forman el epitelio de la mucosa son basicamente de dos tipos:

1. Difusion pasiva

2. Mecanismos especializados de transporte, entre los que se distingue:
» transporte activo

» transporte facilitado
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Transportador Simporte Antiporte

L] o ® ¢

; NN
) 00000000

ek
-,

Gradiente
Electroquimico

Uniones estrechas, poros

Transcelular Paracelular Difusion ~ ~ —/
facilitada Transporte activo Transporte activo
primario secundario
— A -
—— ——
Difusion pasiva Transporte activo

Figura 11.3 Mecanismos de absorcion.

La absorcion de cualquier sustancia puede incluir uno de los mecanismos

citados o la combinacién de los mismos.

2.1 Difusion pasiva

La absorcion por difusion pasiva es el proceso predominante en la
absorcion de sustancias. Se caracteriza por realizarse siempre a favor de gradiente
de concentracién y sin consumo de energia™®. Es un proceso complejo, modulado
tanto por factores extracelulares (zona luminal) como intracelulares o tisulares
(zona serosa), ademas de las caracteristicas de la membrana lipoidea fundamental,
situada en el borde superior de las células columnares y alineada paralelamente a

la superficie de las microvellosidades.

Engloba dos tipos principales de procesos o rutas:
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» Ruta transcelular: difusion a través de membranas lipoideas
» Ruta paracelular: Paso a través de los poros acuosos de la

membrana.

2.1.1 Ruta transcelular

La difusion del soluto a través de la membrana celular intestinal es la via
mayoritaria. Consiste en un reparto de las moléculas de soluto entre el fluido del
lumen intestinal y la bicapa lipidica que forma la membrana celular, de tal modo
que las moléculas se desplazan desde la zona donde se encuentran mas

concentradas hasta aquella donde la concentracion es menor.

Las sustancias liposolubles pueden atravesar facilmente las membranas

hasta que el soluto se equilibre a ambos lados de la bicapa.

Las moléculas polares atraviesan canales formados por las proteinas.
Algunas proteinas transmembrana presentan una estructura tridimensional en la
cual los radicales polares de ciertos aminoécidos se disponen formando un canal
hidrofilico. Algunos canales se mantienen permanentemente abiertos, otros sélo lo
hacen cuando llega una molécula mensajera que se une a una zona receptora
especifica e induce a una variacion de la configuracion que abre el canal, o bien

cuando ocurren cambios en la polaridad de la membrana.
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Este mecanismo de absorcion depende de las propiedades fisicoquimicas
del soluto, en especial del grado de ionizacion y de la lipofilia, ya que en general

s6lo se absorbe la fraccion no disociada de la molécula, que es la més lipofila.

2.1.2 Ruta paracelular

Otra via de entrada que podia clasificarse dentro de la difusion pasiva es la
que ocurre a través de los poros acuosos de la membrana y/o los espacios
intercelulares, es decir, entre las aberturas que dejan las uniones entre las células
columnares adyacentes. En este caso, la difusion es una funcion inversa del
tamafio molecular del farmaco. En general esta via queda restringida a los solutos
de bajo peso molecular e hidrofilia elevada®. En este caso, no se incluiria la

membrana lipidica en la ruta global de difusion del xenobi6tico.

La ruta global de difusion que debe seguir el xenobidtico para alcanzar el

plasma puede dividirse en tres zonas:

> Interfase lumen-membrana (zona luminal)

Estd constituida por tres zonas continuas de distinta naturaleza

fisicoquimica. Su disposicion se esquematiza en la Figura 11.4:
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Liquido intraluminal

Capa acuosa estatica
(capa de difusion)

200 pm

Ci ] 20 um

) 1-2 um

Capa acuosa acida

Membrana-Glicocaliz
(estructura trilaminar)

07)

Figura 1.4 Disposicion de la interfase lumen-membrana

El lumen intestinal estd constituido por el liquido luminal. EI pH de este
fluido no es homogéneo a lo largo de todo el intestino. De hecho, en el hombre,
entre la zona proxima al estdbmago y el tramo final del intestino, el pH oscila entre

6y 8, respectivamente®.

En contacto directo con el fluido luminal se encuentra la capa acuosa
estatica de difusion o capa limite, cuyo espesor es de unos 300 um. A pesar de
que su composicion es la misma que la de dicho fluido, las moléculas de agua
generan en ella una resistencia a la penetracion de solutos. Esta resistencia es el
factor limitativo para la absorcion de sustancias de marcado caracter lip6filo. La
capa acuosa estatica es sensible al arrastre y puede eliminarse parcial o totalmente
por agitacion, por lavado enérgico del intestino y en presencia de tensioactivos

sintéticos 1 %°,

Por dltimo, adyacente a la membrana se encuentra la capa acuosa o
microclima cuyo pH es algo més acido que el del liquido intraluminal, ya que

presenta valores entre 5.3 y 6.1 . Esta capa est4 poco estudiada, su espesor
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parece ser del orden de 20 um y no se ha demostrado que interfiera en el proceso

de absorcion salvo en casos excepcionales.

» Membrana lipoidea

Es una membrana trilaminar, con caracteristicas diferenciales del resto de
membranas celulares, si bien se puede describir de acuerdo con el mosaico fluido
propuesto por Singer y Nicholson®’. Presenta una zona central formada por dos
capas fosfolipidicas, con sus cadenas hidrocarbonadas unidas entre si por fuerzas
de Van der Waals, de forma que los grupos polares quedan recubriendo las caras
interna y externa de la bicapa. Ademas existen proteinas globulares que recubren

algunas zonas o se interponen entre los lipidos.

Estd compuesta por una ldmina que sirve de "contenedor" para el citosol y
los distintos compartimentos internos de la célula, asi como también otorga
proteccion mecéanica. Estd formada principalmente por fosfolipidos
(fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina), colesterol, glucidos y proteinas

(integrales y periféricas).
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Exterior celular Oligosacaridos Glicolipidos Cabeza polar

Cara u hoja exterior
Cola hidrofobica
fosfolipidos

Cara u hoja interior
Citdsica

Interior celular
(citosol)

7

Glicoproteinas integrales Proteinas periféricas
de membrana

Colesterol

Citoesqueleto
Figura 1.5 Membrana lipoidea *®.

Las principales caracteristicas de esta membrana son: su espesor, una
micra superior al resto de membranas biolégicas™ y su composicién quimica, con
un elevado contenido de proteinas (la relacion proteina /lipido es tres veces
superior a la normal), lo que es indicativo de la existencia de enzimas y proteinas
transportadoras, cuya importancia hace que se traten en el epigrafe 2.2. La
proporcion lipidica también es  distinta a otras membranas. Presentan
proporciones esfingomielina/lecitina y colesterol/fosfolipidos de un 30% y 20%
respectivamente, superiores a las del resto. Ademé&s se encuentra una elevada
proporcion de glicolipidos (54%) debido a la existencia del glicocéliz, que es rico

en mucopolisacéridos %°.
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> Interfase membrana-plasma

Estd compuesta por los distintos elementos que el xenobidtico debe
atravesar desde el interior de la célula columnar hasta llegar al plasma sanguineo.
Al parecer, parte de las moléculas quedan retenidas en las estructuras
subcelulares, pero esta retencion no influye en la difusion del soluto en el interior
de la célula. En este entorno se produce la interaccion con enzimas
biotransformadoras que pueden modificar o inactivar el soluto. Por otro lado, la
membrana basal presenta una resistencia a la penetracion de los solutos mucho
menor que la observada para la membrana apical . También en esta membrana
se localizan transportadores, si bien de diferentes caracteristicas y en menor

cantidad.

Una vez atravesada la membrana basal, el camino difusional no encuentra
grandes obstaculos ya que la trama capilar estd muy proxima y los endotelios
capilares, altamente porosos, no ofrecen resistencia a la difusion de solutos a su

través.

2.2 Mecanismos especializados de transporte

Los mecanismos especializados de transporte dependen de la existencia de
estructuras, generalmente proteicas, capaces de transportar el soluto de una cara a
otra de la membrana. El transporte se caracteriza por la unién especifica entre la
sustancia y la proteina, cuya traslocacion provoca el paso del compuesto a través
de la membrana. Tienen un papel esencial en la absorcién oral y la

biodisponibilidad de los farmacos %%, y en otros contextos como la resistencia a
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23, 24

farmacos , excrecion y metabolitos en higado y rifion, toxicidad de algunos

farmacos®, asf como algunas caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas

de otros %%,

2.2.1 Tipos de transporte especializado

2.2.1.1 Difusién facilitada

Se denomina también difusion mediada por portadores, ya que aunque se
realiza mediante proteinas especificas de membrana, no requiere consumo de

energia metabdlica.

Las moléculas que no pueden cruzar la membrana por libre difusion,
pueden hacerlo por la accion de proteinas transmembrana especificas, que actlan
como transportadoras. Existen dos tipos de proteinas transportadoras: las proteinas
canales, las cuales una vez abiertas, forman pequefios poros a través de los cuales
los iones de tamafio y carga apropiada pueden cruzar la membrana por difusion
libre; y las proteinas carriers o acarreadoras que se unen a moléculas especificas y
luego sufren cambios conformacionales abriendo los canales a través de los cuales
las moléculas que van a ser transportadas pueden pasar a través de la membrana y

ser liberadas luego del otro lado.

Los sistemas de cotransporte se pueden clasificar en *°:

- Simporte: transporte simultaneo de dos moléculas en la misma direccion

- Antiporte: transporte simultdneo de dos moléculas en direcciones opuestas
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Es un proceso rédpido y presenta una considerable especificidad por el
sustrato. Las proteinas transportadoras son a menudo inducibles y la velocidad de

transporte sigue una cinética de Michaelis-Menten *°.

2.2.1.2 Transporte activo

Se produce de forma unidireccional, en contra de gradiente electroquimico y
de concentracion. Es el transporte neto de un soluto en contra de un gradiente de
concentracion, no puede producirse espontaneamente, sino que requiere una
fuente de energia para conducir un soluto a través de la membrana celular desde
un compartimiento de baja concentracion a uno de alta. Es necesaria la
participacion de proteinas integrales de la membrana. La unién entre sustrato y
transportador es especifica y dado que existe un nimero determinado de los

mismos, el proceso es saturable.

El transporte activo se divide en subtipos, de acuerdo con:

- La fuente de energfa utilizada para producirlo *:

» Transporte activo directo: La energia deriva directamente de la
hidrdlisis del trifosfato de adenosina (ATP).

» Transporte activo indirecto: Transporte facilitado donde la
molécula cotransportada pasa a través de la membrana a favor de
un gradiente de concentracion ionico entre ambos lados, generado

previamente por un transporte activo directo.
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- El sentido del transporte en el lumen intestinal:

» Transporte activo de absorcion: Las proteinas que intervienen
transportan el farmaco a través de la membrana en sentido lumen-
sangre. Las proteinas de la familia MRP actGan de este modo,

excepto las MRP2.

> Transporte de secrecion o efflux: Las proteinas que intervienen
impiden el paso del fa&rmaco a través de la membrana, devolviendo
al lumen intestinal las moléculas de farmaco que atraviesan la
membrana del enterocito. Como resultado, la absorcion es menor
de la esperada. Las principales proteinas de membrana implicadas

en este tipo de transporte son la Glicoproteina-P y MRP2.

2.2.2 Transportadores

Los transportadores de membrana se encuentran en numerosos epitelios,
entre ellos la membrana intestinal, que se caracteriza por gran riqueza y diversidad
de los mismos. En concreto, el intestino delgado presenta numerosas estructuras
que actian como transportadores especificos de sustancias tales como nutrientes
(azucares, vitaminas, aminoacidos y &cidos biliares) y compuestos
estructuralmente relacionados®'. Estas proteinas portadoras se encuentran en las
membranas luminales y/o basales de los enterocitos y pueden facilitar el paso de
sustancias a la zona citosdlica o serosa. Por tanto, pueden condicionar la absorcién

0 la secrecién de sus sustratos.
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ATPasa ATPasa ATPasa Transportadores

tipo-F tipo-P ABC Grupode  secundarios

Traslocacion Canales

Figura 11.6 Esquema de los transportadores intestinales

Debido a su importancia y al nimero cada vez mayor de proteinas
transportadoras identificadas, es necesario recurrir a su clasificacion, que puede
hacerse bien en funcidn de su mecanismo de funcionamiento, en funcién del tipo
de soluto transportado o segln el origen filogenético. Cada vez son mas las
fuentes monograficas en las que se obtiene informacion sobre las diferentes
clasificaciones establecidas, la mayoria accesible a través de paginas Web. Entre

ellas destaca:

» HUGO Human Gene Nomenclature Committee

(http://www.genenames.orq)

Este comité es la institucion encargada de asignar el nombre oficial de estas
proteinas y clasificarlas en superfamilias genéticas denominadas SLC (Solute
Carrier) y ABC (ATP- binding cassette). Se conocen 55 familias dentro de SLC,
con 362 miembros que aumentan rapidamente®. La superfamilia ABC comprende

7 familias con 49 miembros; en la clase B de la misma se encuentra la
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Glicoproteina-P (ABCB1) que deriva del gen de multirresistencia a farmacos
(MDR1), mientras que la clase C presenta miembros de la subfamilia de proteinas

de resistencia a farmacos (MRP).

Inicialmente se estudiaron con detalle los transportadores responsables de
la absorcion intestinal de sustancias con gran relevancia biol6gica como
aminodcidos, dipéptidos y glucosa. Se demostr6 su dependencia con la energia y
la especificidad para el sustrato, y més tarde surgieron numerosos estudios en los
que se puso de manifiesto su contribucion a la absorcion de distintas sustancias
con actividad terapéutica. En todos ellos se demuestra, por una parte, el caracter
no lineal de la cinética de absorcion y, por otra, la competencia que provoca la
presencia simultanea de sustratos similares desde el punto de vista estructural.
Ambas caracteristicas apuntan hacia el caricter saturable y selectivo de estos

fendmenos.

Al profundizar en estos fendmenos se hizo patente la ubicacion de estas
moléculas que se hallan relacionadas con otros procesos, como la excrecion renal,
excrecion biliar o el paso a través de la barrera hematoencefélica. El aspecto
comln en estos procesos es el transporte saturable y especifico a través una

membrana.

Si nos restringimos al &mbito de este trabajo es necesario sefialar que ya en
la década de los 90, se identificaron distintos portadores de membrana que actdan
en el sentido inverso a los citados, es decir, generar un flujo de secrecion desde el

enterocito hacia el lumen intestinal *.
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Entre las proteinas transmembrana de transporte activo destaca la llamada
superfamilia de transportadores ABC (ATP binding cassette). Dentro de esta gran

superfamilia destacan:

- Glicoproteina-P, también llamada MDR1.

- Subfamilia de proteinas de resistencia a farmacos, MRP.

En la Figura Il. 7 se esquematiza la localizacion de los transportadores mejor
estudiados en las membranas de los enterocitos intestinales y el sentido en el que

realizan el transporte.

LUMEN

SANGRE

Figura 11.7 Esquema de localizacién de los transportadores MDR y MRP en la membrana del

enterocito.

Como se observa, la Glicoproteina-P y el portador MRP2 son capaces de
realizar un proceso de secrecion activa hacia el lumen intestinal y, por tanto,

podran interferir en la absorcion de xenobioticos, reduciéndola.
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2.2.2.1 Glicoproteina-P

La Glicoproteina-P fue descubierta en varios tumores celulares como
causante de las resistencias a farmacos. Sin embargo, la Glicoproteina-P es
altamente expresada en diversos tejidos como el tracto gastrointestinal, higado,
rifion, células de los capilares del endotelio cerebral y células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs). Se halla también en linfocitos CD4 y CD8 y se ha
observado que su expresion aumenta cuando éstos son estimulados. Su presencia
se ha detectado también en pancreas, pulmon, corazén, glandulas adrenales,
testiculos, utero, médula 6sea, asi como en otras células del sistema inmunitario:

“Natural killer” y linfocitos-B **%'.

La Glicoproteina-P posee un peso molecular de 170 kD ** *.,'Y su modelo

topoldgico se representa en la Figura 1l. 8.

FUERA

DENTRO

TMD; TMD, COOH
NBD NBD,

NH

Figura 11.8 Modelo topolégico de la Glicoproteina-P *
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La Glicoproteina-P esta codificada por genes que pertenecen al sistema de
multirresistencia a farmacos (MDR). La Glicoproteina-P codificada por el gen
MDR1 esta ligada a la capacidad detoxificadora frente a farmacos, mientras que la
codificada por el gen MDR2 parece estar involucrada en el transporte hepético de

fosfolipidos .

Se cree que la principal funcion de la P-gp es proteger al organismo frente
a farmacos y téxicos, dificultando su absorcién, aumentando su eliminacion del
organismo a través de higado y rifion, y dificultando su penetracion en diversos

compartimentos del organismo.

La P-gp presenta polimorfismo genético. Se han hallado polimorfismos en
27 posiciones del gen MDR-1 (6 ABCBL1), que codifica por la P-gp. Muchos de
estos polimorfismos se hallan relacionados entre si. EI méas importante es el
polimorfismo C/T en el exén 26 (C3435T). Se ha observado una correlacion
significativa entre este polimorfismo y la expresion de la P-gp. En un estudio, los
pacientes homocigdticos T en la posicion 3435 presentaron niveles plasméticos de
NFV menores en comparacion con los homocigéticos C*. Sin embargo,
los estudios realizados hallan datos contradictorios. Mientras que unos autores
indican que los individuos homocigdticos T en la posicion 3435 presentan un
mayor funcionalismo de la P-gp*’, otros autores demuestran el efecto
contrario®®. Se cree que ello puede ser debido a la presencia de
algun tipo de regulacion a través de promotores, todavia no identificada, de la
zona del gen donde se halla esta region polimdrfica. Los individuos de raza
africana presentan una menor frecuencia de genotipo T/T y una mayor frecuencia

del genotipo C/C que los de raza caucasica.
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En general se ha visto que la mayoria de los sustratos de la Glicoproteina-
P son moléculas hidrofobicas que contienen un atomo de nitrégeno basico y dos
anillos arométicos planares. El peso molecular de los sustratos de la
Glicoproteina-P se encuentra entre 300 y 2000 Daltons **. Numerosos estudios
han intentado establecer una relacion entre estructura e interaccion, pero se
enfrentan a la dificultad de que se han descrito tres mecanismos de interaccién con
la Glicoproteina-P* y que la metodologia de trabajo varia mucho de unos autores

a otros. Los mecanismos descritos hasta la fecha son %% #7:

> Interaccién directa con uno o mas de los sitios de unién, actuando

como inhibidor competitivo o0 no competitivo.

> Interaccion con el ATP, ya sea inhibiendo la unién de éste, su

formacion o su acoplamiento en la translocacion del sustrato.

> Interaccion con la membrana lipidica de las células, ya sea por
modificacion del entorno celular o por interaccién de la unién

farmaco-membrana.

La resistencia oncoldgica a multiples agentes antineoplasicos se considera
una de las mayores causas de fallo clinico en el tratamiento quimioterapico de
pacientes con cancer. El mecanismo de resistencia consiste en una disminucion en
la acumulacion intracelular de fArmaco por sobreexpresion de la Glicoproteina-P
(P-gp). Esta proteina actia como una bomba extrusora de farmaco (transportador
de secrecion), dependiente de energia. El efflux se realiza a través de un canal que

forma en la membrana plasmatica.



Antecedentes 27

El funcionalismo de la P-gp puede ser inhibido e inducido por una serie de

compuestos (Tabla 11.1) *®

Primer Grupo

Segundo Grupo

Tercer Grupo

Amiodarona
Clomipramina
Ciclosporina
Diltiazem
Felodipino
Isradipino
Nicardipina
Quinidina
Quinina
Trifluoperazina

Verapamilo

Dexverapamilo
Emopamilo
Gallopamilo

PSC 833

R011-2933

GF120918

LY-335979

0C144-093

VX-710

XR9051

Tabla 1.1 Principales compuestos inhibidores (moduladores) de la expresion de la P-gp .

Los compuestos del primer grupo son farmacos utilizados habitualmente y

su capacidad inhibidora se manifiesta a dosis superiores a las terapéuticas.

Dificilmente podrén utilizarse para inhibir la P-gp sin que manifiesten toxicidad.

El segundo grupo son analogos a los del primer grupo en investigacion, mas

potentes y menos tdxicos. Los del tercer grupo tienen acciones mas especificas.



Antecedentes 28

La actividad de la P-gp esté intimamente relacionada con la del CYP3A4,
ya que ambos coinciden tanto en su ubicacion, como en sustratos, inductores e
inhibidores. Por ejemplo, la vinblastina es un sustrato de ambos, verapamilo y
ketoconazol son inhibidores de ambos y la hierba de San Juan (Hypericum

perforatum) es inductor de ambos .

El citocromo P450 3A4 (CYP3A4) es una enzima que coexiste con la
Glicoproteina-P en intestino e higado. Wacher y col.,, describieron la
superposicion en la actividad por el sustrato y la distribucion en tejidos de la
Glicoproteina-P y del CYP 3A4 *. Schuetz y col. pusieron de manifiesto que
determinados sustratos y moduladores regulan coordinadamente ambas proteinas
en células humanas *°. En este aspecto algunos autores defienden que el transporte
de una sustancia por la Glicoproteina-P supone también una induccion en el
transporte mediado por CYP3A4 en lineas celulares y en rata **, sin embargo las
moléculas que actian como inhibidores de un transportador no siempre inhiben el

otro transportador >,

2.2.2.2 Sistema de resistencia multiple a farmacos (MRP)

Actualmente hay 49 miembros conocidos de la familia de transportadores
ABC clasificados en 7 subfamilias. Esta clasificacion se puede encontrar en la

pagina Web: http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm .

Los transportadores MRP forman parte de la familia de transportadores
ABC. En la Tabla 11.4 se especifican las diferentes subfamilias en las que se

clasifican los transportadores ABC **.
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MDR

MRP

ABC1 TAP ICETR ALD OABP GCNy White
Superfam. Superfam. | Superfam. | Superfam. | Superfam.
Superfam. | Superfam.
A D E F G
B C
ABCAL ABCB1 ABCC1 ABCD1 ABCE1 ABCF1 ABCG1
(()'\SDGRpl) (MRPL) | (ALDP) | (OABP)
ABCA2 ABCC2 ABCF2 ABCG2
ABCB2 (MRP2 (BCRP)
ABCA3 (TAP1) | 0CcMOAT) | ABCD2 ABCF3
(ALDR)
ABCA4 ABCB3 ABCC3 ABCG4
(TAP2) (MRP3)
ABCD3 ABCG5
ABCAS ABCB4 ABCC4
(MDR3) (MRP4)
ABCAG ABCD4 ABCG8
ABCB5 ABCC5
(MRP5)
ABCA7 ABCES
ABCC6
ABCA8 ABCB7 (MRP6)
ABCA9 ABCBS ABCC7
(CFRT)
ABCB9
ABCA10 ABCCS
ABCB10 (SUR1)
ABCA12
ABCBI11 ABCC9
ABCA13 (BSEP (SUR2)
0 SPGP)
ABCC10
(MRP7)
ABCC11
(MRP8)
ABCC12
(MRP9)
ABCC13

Tabla 11.2 Clasificacion de la familia de transportadores ABC en subfamilias™
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Hasta la fecha se han caracterizado trece miembros en la subfamilia
ABCC, todos ellos proteinas transmembrana con un peso molecular aparente de
190 kDa. Se pueden dividir en dos grupos segun tengan o no el dominio
transmembrana 0 (TMDg 0 MSDy) *°.

MRP4, -5, -8, -9

MSD1 MSD2

MSDO MSD1 MSD2

'C' Motif

NBD1 NBD2

Figura 1.9 Modelos topolégicos de membrana para MRPs .
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La relacion entre la topologia de la membrana y la actividad del transporte
no esta totalmente demostrada. Se sabe, por ejemplo, que para la proteina MRP1

el dominio TMDy es independiente de la actividad del transporte .

En el intestino destaca especialmente la presencia de MRP2 (también
llamado ABCC2 o ctMOAT) y CFTR (también llamado ABCC7). En cuanto a su
localizacion celular, se ha podido observar, utilizando monocapas polarizadas de
células renales que, MRP2 se sit(ia en la membrana apical °’.

En la Figura Il. 10 se muestra la localizacion subcelular de la familia

MRP. En la célula izquierda estan representadas las MRPs con tres TMD y en la

célula de la derecha las MRPs con dos TMD *°.

GSH-X (LTC,4, DNP-SG, EA-SG,
NEH-SG)

Glucoronido-X (E;17pG,
etoposido-glucoronido)

Sulfato-X (E;S, DHEAS)

GSH, GSSG

Inhibidores proteasa VIH
Antraciclinas
Epipodofilotoxinas

Alcaloides de la Vinca

Arsenico y oxianiones Antimoniales
Acido félico y Metotrexato

GSH-X (LTC,, DNP-SG, EA-SG)
Glucoronido-X (E;17BG,
bilirrubina-glucoronidos)
Sulfato-X (taurolitocolato-3-sulfato)
GSH, GSSG

Inhibidores proteasa VIH
Antraciclinas
Epipodofilotoxinas

Alcaloides de la Vinca
Cisplatino

Metotrexato

glucoronidos)

Acidos Biliares

GSH-X (LTC,, DNP-SG)
Sulfato-X (taurolitocolato-3-sulfato)
Metotrexato

Etoposido y teniposido

Glucoronido-X (E;17BG, bilirrubina-

Analogos
nucleétidos/nucleésidos
(AMPc, GMPc, PMEA,
5’-fluorouracil, 2°,3°-
dideoxicitidina)

Analogos
nucleétidos/nucleésidos

AMPc, GMPc, PMEA, 5’-FUMP
GSH-X (DNP_SG)

GSH

Potasio antimonil tartrato

Antraciclinas
Epipodofilotoxinas
Cisplatino

GSH-X (LTC4 DNP-SG, NEM-SG)

Glucoronido-X (E;17pG)
GSH-X (LTC,, DNP-SG)
Antraciclinas

Alcaloides de la Vinca
Cisplatino

Taxanos

Analogos nucledtidos

(AMPc, GMPc, PMEA)
Glucoronido-X (E,17BG)
Sulfato-X (DHEAS)
Prostaglandinas (PGE1 y PGE2)
Metotrexato

Acidos biliares

Figura 11.10 Localizacion subcelular y sustratos especificos de las MRPs>
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Se muestra la posicion subcelular de cada MRP sobre la membrana apical
0 basolateral. La presencia de una MRP en ambas ubicaciones indica que la célula
presenta diferencias especificas en la distribucion subcelular. En el caso de las
MRPs 7, 8 y 9 el signo de interrogacion indica que se desconoce su localizacion

subcelular exacta >°.

En la Tabla I1.3 se detalla la nomenclatura y distribucion de la familia de

transportadores MRP %,

Familia MRP Familia ABCC  Otros nombres Distribucion
Pulmén y la mayoria de
MRP1 ABCC1 MRP B
tejidos
Higado, intestino
MRP2 ABCC2 cMOAT EBCR )
delgado y rifidon
Rifidn, intestino
MRP3 ABCC3 MOAT-D MLP-2 delgado, colon,
pancreas y ves. biliar
MRP4 ABCC4 MOAT-B La mayoria de tejidos
La mayoria de tejidos y
MRP5 ABCC5 MOAT-C
cerebro
MOAT-E MLP-1
MRP6 ABCC6 Rifi6n e higado
ARA
Pulmon, intestino y
CFTR ABCC7 o
colangiocitos
SUR1 ABCCS8 Pancreas
SUR2 ABCC9 Corazdn
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MRP7 ABCC10 Colon, piel y testiculos
MRP8 ABCCl11 Mama y testiculos
MRP9 ABCC12 Mama y testiculos

Colon, glandulas
MRP10* ABCC13 salivares, médula ésea
y en higado fetal

Tabla 1.3 Nomenclatura y distribucién de los transportadores MRP (*nombre no confirmado) 58

La familia MRP1 protege a las células de su destruccion, como sucede en
el caso de la membrana basal de la mucosa oral, o también, en las células de los
tibulos seminales *°. Los sustratos de este tipo de proteinas transportadoras son
conjugados de glutation, glucuronato o sulfato. También transportan sustancias
con metotrexato 0 H3AsO3. H3AsO3; puede formar complejos con glutation y este
complejo es transportado también por MRP1, por lo tanto la cantidad de H3AsOs
induce el incremento del transporte de glutation desde las células cuando el nivel
de MRP1 es elevado ®. MRP1 también tiene capacidad de transportar metaloides
como los oxianiones, tales como el antimonio y el arsénico, y gran variedad de

constituyentes de la dieta como flavonoides .

En el plexo coroideo, el sistema MRP1 también actla como una barrera
protectora, modulando el acceso al liquido cerebroespinal y controlando el
intercambio de metabolitos entre la sangre y el liquido cerebroespinal ®2 Las
células epiteliales del plexo coroideo contienen una cierta cantidad de MRP1 y se
ha demostrado que la ausencia de este transportador se acompafia de una
acumulacion de etopdsido en el liquido cerebroespinal tras su administracion

intravenosa ®. La familia MRP1 se expresa en la cara basolateral de las células
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intestinales expresandose en todo el villi desde el borde en cepillo hasta la cripta
(sobre todo en las células Paneth) pero no en enterocitos diferenciados *.

La expresion del MRP2 se ha estudiado en el intestino delgado de rata®™®.
Es un transportador ATP dependiente que transporta acido glucurdnico, glutation
y derivados sulfatoconjugados. EI RNAm que codifica la proteina MRP2 se
encuentra en la cara apical de las células del intestino delgado pero no en colon.
La proteina MRP2 est4 presente principalmente en la parte alta del borde en
cepillo de las vellosidades intestinales, expresdndose en la zona proximal del
intestino delgado en alta proporcién y decreciendo gradualmente dicha proporcion
en yeyuno hasta la zona distal del ileon, porque en la zona proximal del intestino

los villi estan desarrollados al maximo 8.

Esta distribucion de MRP2 estd también de acuerdo con la elevada
densidad de mitocondrias del borde en cepillo frente a la encontrada en las criptas
% La capacidad secretora actia a lo largo del villi en concordancia con las
enzimas de fase Il y con la sintesis de ATP, pero no se ha podido establecer si la
expresion de MRP2, es consecuencia de enzimas metabdlicos o es debido a
fendmenos asociados, como la migracion y diferenciacion celular. Las proteinas
MRP2 pueden actuar coordinadamente para contribuir al metabolismo de primer
paso de fArmacos u otros xenobidticos en la zona proximal del intestino delgado

de rata %,

El espectro de resistencia a farmacos debido al transporte por MRP2 es
igual al de los transportados por MRP1, con una excepcion: MRP2 induce
resistencia a cisplatina y MRP1 no "2, La expresién de MRP2 est4 asociada a

enfermedades como el sindrome Dubin-Johnson .
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Segun Rost y col. MRP2 y MRP3 se expresan en distintas membranas
plasméticas de la vesicula biliar lo que explica la capacidad de la vesicula biliar
para secretar xenobidticos y aniones enddgenos conjugados hacia sangre

transportados por MRP3 y hacia bilis transportados mediante MRP2 **,

MRP3 es también un transportador de aniones organicos, pero sus
sustratos son glucuronatos conjugados y sales biliares, ya que la secrecion de bilis
en higado se debe en su mayor parte a MRP3 *® ™ Se detecté en intestino
delgado, higado y colon de rata y humanos, expresado en la cara basolateral de

hepatocitos y entericitos > ™,

También estd presente en la glandula adrenal,
rifién, pancreas y vesicula biliar > ”". En un paciente sano, MRP3 se detecta en
higado en muy baja proporcion y se encuentran principalmente en el conducto
biliar. Si se trata de pacientes con probleméas hepaticos, los niveles de MRP3 estan

incrementados en los colangiocitos en fase de proliferacion ”’.

Independientemente Belinsky ® y Kiuchi clonaron la proteina MRP3 y
Kiuchi mediante analisis de Nothern blot detect6 un incremento en la expresion de
MRP3 en células hepaticas expuestas a fenobarbital *°. MRP3 juega un papel
decisivo en la secrecion hepética de enddgenos y xenobidticos conjugados. Su
papel en la circulacion enterohepética y coleopdtica de bilis también es
importante. Sin embargo, la posible funcion de los MRP3 en la glandula adrenal y
rifion no se conoce todavia '’. MRP3 también confiere resistencia a farmacos

como el metrotexato, etoposido y tenipésido ™.

La expresion de MRP3 en higado es més elevada en pacientes con el

sindrome de Dubin-Johnson, probablemente para compensar la ausencia de MRP2
80
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MRP4 y MRP5 son mas homélogos entre ellos que con los otros MRP, ya
que no poseen dominio TMDO, al igual que la Glicoproteina-P ® 8. Algunos
investigadores sugieren que MRP4 y MRP5 estan asociados entre ellos vy

asociados a su vez a la bomba peptidico anéloga .

La localizacion en las membranas de células polarizadas de MRP4 no esta
resuelta. En el epitelio del tibulo proximal de rifidén de rata y humano, MRP4 se
localiza en la membrana apical 8. 84 En cambio, cuando se transfectan células
MDCKII, MRP4 se localiza en la membrana basolateral .

Los farmacos sustratos de MRP4 tienen importancia sobre todo como
farmacos antivirales en inmunodeficiencias. Se sabe también que estos
transportadores son los responsables de la resistencia cuando se trata a un paciente
durante periodos cortos de tiempo con metotrexato o durante periodos largos de
tiempo en el tratamiento de la PMEA ®. Entre sus sustratos se incluyen glutamato
y fosfatos conjugados. Los MRP4 también pueden transportar Estradiol-17f3-D-
glucuronido mientras que MRP5 no pueden " 8. Los sustratos de las proteinas
MRP5 son nucleotidos ciclicos. Se sabe también que confieren resistencia a

farmacos anticancerosos, metotrexato y analogo de la purina & %,

MRP6 se expresa en rifion y hepatocitos exclusivamente. Los sustratos
mas conocidos de este tipo de proteinas no son ninguno de los aniones organicos
conjugados tipicos, ya que transportan aniones ciclopentapeptidos como BQ123
%9 " Debido a la elevada expresion de MRP6 en higado y rifion los sustratos
pueden ser transportados a la sangre. Bergen y col. sugirieron que las moléculas
presumiblemente transportadas por esta proteina pueden ser esenciales para la

deposicion de la matriz extracelular o el recambio del tejido conectivo en sitios
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especificos del cuerpo. Una deficiencia en la especificidad de los sustratos puede
afectar al &mbito de tejido conectivo situado en el organismo y especificamente al
tejido asamblado en las fibras elasticas % Segiin su funcién y su expresién en
unos tejidos restrictivamente, MRP6 puede actuar como transportador de los
aniones orgénicos incluidos en la detoxificacion celular y posiblemente en la
excrecion renal y hepatobiliar de xenobi6ticos y/o metabolitos endégenos *. La
localizacion basolateral de MRP6 fue demostrada con células MDCKII

transfectadas con MRP6 %+ %,

CFTR, fue identificado por Wang y col. que lo denominaron CAP70.
CAP70 habia sido identificada anteriormente por Kocher y col. como PDZK1 %,
también Ilamado ABCC7 se expresa en pulmon y colangiocitos. También se ha
observado que se expresa en intestino, en la membrana apical de las vellosidades
intestinales, expresandose sobre todo en las criptas de dichas vellosidades. Se sabe
también que esta familia de transportadores esté ligada a enfermedades como la
fibrosis quistica ¥. Los sustratos mas probables son aniones organicos y glutation
%.99 Seglin Suzuki y col. y Borst y col. esta proteina no se llama MRP7, sino que

es la proteina ABCC10 la que también es conocida como MRP7 ® 1%

, pero
actualmente, en la base de datos de la HGNC aun se sigue denominando a los

transportadores CFTR como MRP7 %

Las sulfonilureas son una clase de farmacos muy usados como
hipoglicémicos orales para promover la secrecion de insulina en el tratamiento de
diabetes mellitus no insulino-dependiente. Estos farmacos interaccionan con los
receptores pancreéticos de las células que inhiben la conductancia a través de los

canales de K+ ATP dependientes, ya que modulan la liberacion de insulina ™.
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Estudios bioguimicos indican que las sulfonilureas son proteinas de membrana

bastante grandes, entre 140 0 170 kD %2193

SUR1 o ABCCS, identificada mediante Nothern blot, se expresa sobre
todo en pancreas y se incrementa su expresion en nifios que padecen hipoglicemia
hiperinsuliménica °" 1%, La expresién de SUR2 o ABCC9 se identifica mediante
Nothern blot. Se pueden subdividir en dos grupos: SUR2A y SUR2B. Ambas se
expresan en elevada proporcion en el parénquima del corazén, mientras que
SUR2B ademas se expresa en musculo y estructuras vasculares de otros tejidos.
En el resto de tejidos se expresa en muy baja proporcion %°. SUR2A actda
inhibiendo la apertura del canal de potasio extrahepético cuando la concentracion
de ATP en las células citoplasmaticas es elevada '°. SUR2B también es activado
por la elevada concentracién de cromacalima y pinacidilo, pero no por diazoxida
07 se relacionan con enfermedades como hiperinsulinemias, infarto de miocardio

e hipotension %,

ABCC10 (MRP7) parece jugar un papel importante en la conjugacion y
sintesis de glutation '°. Se expresa en baja proporcién en todos los tejidos, sobre
todo en colon, piel y testiculos *®. Presenta una topologia similar a MRP1, MRP2,
MRP3 y MRP6 %, os sustratos de esta proteina son el docetaxel, y en menor

medida el paclitaxel, la vincristina y la vinblastina '%.

MRP8 es una proteina que fue descubierta recientemente. Se suele
expresar con niveles moderados en mama y testiculos y en muy baja proporcién
en higado, cerebro y placenta. La selectiva expresion de MRP8 podria ser una

110

tarjeta molecular en el tratamiento del cancer de mama . Su membrana

topoldgica muestra una gran similitud con la de MRP4 y MRP5, es decir, que
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carecen del dominio transmembrana TMDO *. En MDCKII transfectadas y

células HepG2, MRP8 se localiza en la cara apical ™.

MRP9, también llamado ABCC12. Este transportador carece del dominio
transmembrana TMDO, al igual que el MRP8 . Seg(in su tamafio se encuentra en
unos tejidos u otros. Las proteinas de pequefio tamafio se expresan en cerebro,
pulmén, higado, rifion, pancreas y colon **?, mientras que las mas grandes se
expresan en mama, testiculos, sobre todo en cancer de mama us por lo tanto
MRP9 juega un papel muy importante en la inmunoterapia del cancer de mama,
ya que transporta numerosas sustancias incluyendo farmacos usados en el

tratamiento del cancer de mama % %4,

Debido a que se expresa en tejidos
concretos juega un papel importante en terapias con anticuerpos, anticuerpos

conjugados e inmunotoxinas **.

En cuanto a ABCC13 (MRP10?) se han descubierto niveles de expresion
relativamente altos, al parecer degradado, en el colon, la médula 6sea, la glandula
salival, y el higado fetal, pero la transcripcion principal es solo de 1 kb. En el
macaco, donde el gen puede estar funcionalmente intacto, el RNAm de 5.0 kb

puede ser encontrado en el colon y en el intestino delgado *°.

3. Métodos de estudio

Los métodos de estudios se enfocan desde perspectivas distintas, que se
combinan para conseguir la maxima informacion acerca de los transportadores,

donde se expresan, en cuanta proporcion lo hacen, como actian, que fa&rmacos son
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sustratos de ellos, etc... En lineas generales se pueden definir dos métodos de

estudio: estructurales y funcionales.

3.1 Meétodos estructurales

Los métodos estructurales se basan en la determinacion biomolecular de
sistemas secretores. Esta determinacion se hace mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), que es un método rapido y sencillo que permite la
ampliacion in vitro de secuencias de ADN. Para ello, se utiliza una ADN
polimerasa termoestable, ADN molde, cebadores, los cuatro desoxinucle6tidos

trifosfato, un tampdn adecuado y sales.

La técnica se basa en desnaturalizar el ADN hasta su disociacion.
Posteriormente se hibridan los cebadores con el ADN de cadena sencilla bajo
condiciones que permitan la union del cebador a los sitios homologos del molde.
El ultimo paso es la sintesis de ADN mediante la extension de cebadores por la

enzima ADN polimerasa; cada uno lo hace en direccion 5’-3".

La determinacién de los niveles de expresion de RNA mensajero que

codifica para la proteina MDR-1 se lleva a cabo por la técnica RT-PCR.

Los cebadores se disefian de manera que detecten el RNA mensajero que
codifica el transportador en estudio. Las muestras de la reaccion PCR se analizan,

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

De esta manera se puede determinar semicuantitativamente la cantidad de

RNA mensajero del gen presente en cada uno de los tejidos seleccionados.
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3.2 Métodos funcionales

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

ingeridas.

La absorcion intestinal de cualquier xenobidtico depende, por una parte, de
sus caracteristicas fisico-quimicas y, por otra, de las caracteristicas quimicas
(composicion proteica y lipidica) y dinamicas (actividades enzimaticas, presencia
de sistemas de transporte, etc...) de la membrana absorbente. Para evaluar las
caracteristicas de absorcién y posible toxicidad de una sustancia resulta
interesante el uso de métodos in vitro con lineas celulares, capaces de mantener
las caracteristicas de absorcion, transporte y actividad metabolica a un nivel

analogo al que presentan las células intestinales in vivo.

Hasta el momento, los estudios sobre secrecién intestinal de farmacos se
han desarrollado en dos vertientes: estudios in vivo e in situ, utilizando animales
de experimentacion, como ratas y conejos principalmente, y estudios in vitro,
utilizando lineas celulares transformadas que sobreexpresan algun transportador
en su membrana. Una de las lineas celulares mas utilizadas es la de Caco-2
(células de cancer de colon humano) para las cuales la metodologia de trabajo est4
bien establecida. Mediante las dos vertientes se pueden hacer estudios de

transporte.
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Estos estudios acostumbran a seguir una linea de trabajo comdn: para
establecer si un determinado farmaco es sustrato del transportador, se elige un
inhibidor especifico que, administrado junto con el farmaco, compita con éste por
la unién al transportador. En la actualidad no existe homogeneidad de criterio
sobre el nimero de lugares de unién transportador-sustrato. En todo caso, estos
estudios de sustrato administrados conjuntamente con inhibidores permiten

estudiar el tipo de inhibicion en un lugar de union determinado.

B. Modelos experimentales

La necesidad de profundizar en el conocimiento de los mecanismos de la
absorcion y metabolismo de las sustancias clinicamente activas es un hecho. Y
para ello, lo ideal seria disponer de un instrumento de trabajo sencillo y rapido,
econdmico Y fiable en cuanto a resultados. Por desgracia, las técnicas disponibles
no siempre gozan de estas caracteristicas; todas ellas presentan ventajas e

inconvenientes que conviene analizar.

Evidentemente, las mas fiables son las técnicas in vivo, pues reproducen
todas las condiciones fisiologicas del organismo, aunque por su complejidad
requieren mucho tiempo, lo que restringe su aplicabilidad en las etapas tempranas
de desarrollo y llevan asociadas las restricciones éticas del uso de animales en

experimentacion.

En los procesos de busqueda de farmacos en las empresas farmacéuticas es
necesario tener una estimacion méas répida de los pardmetros de absorcion. A
continuacion se detallan algunos de los métodos de evaluacion que se utilizan en

la bsqueda inicial de farmacos (screening) **°.
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1. Meétodos insilico

Dado que los métodos experimentales necesitan que el farmaco esté
sintetizado y disponible en ciertas cantidades para efectuar los estudios, la
investigacion orientada hacia el descubrimiento de nuevas moléculas necesita un
cribado inicial. Este cribado se realiza con métodos computacionales (in silico)
que, mediante sistemas informaticos basados generalmente en redes neuronales,
predicen la absorcion intestinal a partir de las estructuras quimicas de los
compuestos. Estos sistemas se basan en la elaboracion de bases de datos que
incluyen determinados parametros estructurales, como solubilidad acuosa,
lipofilia o tamafio molecular, que inciden en la absorcion de sustancias para las
cuales ésta es conocida *® 7. Posteriormente, se introducen las estructuras
quimicas de los farmacos que se desea estudiar para estimar el pardametro de

absorcion 8,

2. Modelos animales

2.1 Razas

2.1.1 Wistar Unilever

La raza Wistar Unilever es una rata albina descendiente de animales del
Instituto Wistar de Filadelfia en EEUU. Es una rata con una buena tasa de

crecimiento, décil, facil de manipular y una camada media de 9,5 crias **°.
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La rata Wistar es considerada como un animal polivalente desde el punto
de vista experimental, con una vida media larga, alrededor del 70% sobrevive a la

semana 104 de edad, como se representa en la Figura Il. 11

100 .
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Figura 11.11 Diagrama de barras de la supervivencia por semanas de las ratas Wistar y las CD ***

Usos en investigacion

- Teratologia

- Envejecimiento

- Modelo de propdsito general
- Estudios de nutricion

- Oncologia
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2.1.2 Wistar Han™

La raza Wistar Han™ es una rata albina procedente de animales del RCC-

BRL (Biological Research Laboratorios Limited), Basilea, Suiza, en 1993 120

Sélo los laboratorios Harlan han mantenido la original RccHan™: WIST
desarrollada a partir de las ratas Wistar del Instituto Wistar y caracterizadas en el

Instituto de Hannover %,
Al igual que la Wistar Unilever, posee una buena tasa de crecimiento, es
dacil, facil de manipular, con una camada media de 9,5 crias y una tasa de

supervivencia superior al 70% en la semana 104 de edad.

Usos en investigacion

- Teratologia

- Envejecimiento

- Modelo de propoésito general
- Carcinogénesis

- Oncologia

- Toxicologia

2.1.3  Sprague Dawley®™

La raza Sprague Dawley®™ es una rata albina procedente en 1925 de

Sprague-Dawley Company de Madison, Wisconsin, a partir de una serie de cruces
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iniciados con un macho de cabeza pigmentada y seis hembras albinas de origen

desconocido %,

Es la rata no consanguinea més ampliamente utilizada en investigacion

con una camada media de 11 crias y un temperamento muy daocil.

Usos en investigacion

- Teratologia

- Envejecimiento

- Modelo de propoésito general
- Estudios de nutricion

- Oncologia

- Toxicologia

- Modelo quirurgico

2.14 Long-Evans

La raza Long-Evans fue desarrollada por los doctores Long y Evans en
1915, por cruzamiento de varias hembras del Instituto Wistar y de un macho gris.

Son ratas blancas con un capuchén negro incluso a veces marrén %,

Usos en investigacion

- Toxicologia
- Estudios de comportamiento

- Neurologia
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215 CD*IGS

La raza CD*IGS se origin6 en 1925 por Robert W. Dawley a partir de una
rata macho hibrida de cabeza coloreada y una rata hembra Wistar. En 1950 llego a

los laboratorios Charles River procedente de la “Sprague-Dawley Company” %,

Usos en investigacion

- Modelo general multirespuesta
- Estudios de seguridad y eficacia
- Nutricién

- Obesidad

- Oncologia

2.2 Técnicas utilizadas en absorcion intestinal animal (Rata)

Los estudios de perfusion en oOrganos aislados se consideran técnicas
intermedias entre los estudios in vivo y los ensayos con tejidos aislados. Estos
estudios se realizan, en la mayoria de los casos, en animal de experimentacion,
pero también se han realizado estudios similares en humanos *2* 2%,

Los 6rganos en estudio deben aislarse de los tejidos periféricos. Este
aislamiento no es necesariamente fisico, ya que es importante mantener una buena

vascularizacion del 6rgano.
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Entre las técnicas de perfusion intestinal mas utilizadas destaca el método de

paso Unico sin recirculacion (single pass) y el método de Doluisio (closed loop).

En el método de paso Unico, el intestino delgado o segmento de interés se
perfunde a velocidad controlada con la solucién medicamentosa. De esta forma el
sistema permite el control de la concentracion del farmaco, el pH, la osmolaridad
y la velocidad de entrada del mismo. El célculo de la permeabilidad se realiza por

medida de la desaparicion del farmaco del lumen intestinal, en estado estacionario
126

Perfusion de un solo paso en rata /n Situ

| 1. Preparacién de la rata | | 2. Equipamiento |
3. Preparacion del 5. Recogida de
farmaco muestras

Figura 11.12 Esquema de la técnica de perfusion de un solo paso en rata in situ. Tomado con

permiso de “Biofarmacia Moderna V.6.0.
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En el método de Doluisio, la solucion a ensayar se mantiene en el segmento

intestinal del cual se toman muestras para observar la desaparicion del farmaco 2"
128

Técnica de perfusion sin recirculacion: método de Doluisio

Jeringa

vy

Muestras

Canula

Intestino

Figura 11.13 Esquema de la técnica de perfusion sin recirculacion basada en el método de

Doluisio

Con estas técnicas in situ, el aporte neural, endocrino, sanguineo y linfatico
de la zona en estudio permanece intacto. Estos modelos son, por tanto, sensibles a
influencias farmacoldgicas y fisioldgicas. Por otra parte, el montaje experimental
puede permitir conocer también el acceso del farmaco al torrente sanguineo. Para
lograr este objetivo se puede proceder de dos formas: la primera consiste en
canular dos venas mesentéricas que den soporte al segmento intestinal
considerado. La segunda consiste en canular la vena mesentérica superior y la
vena porta, de forma que se consigue la perfusion, practicamente, de la totalidad

del intestino delgado. El conducto biliar también puede canularse para la toma de



Antecedentes 50

muestras biliares. Con estas modificaciones se pueden, incluso, cuantificar los

fendmenos de primer paso intestinal y hepatico y los fenémenos de secrecion.

2.3 Aplicaciones en investigacion

2.3.1 Caélculo de la Peff

La constante aparente de velocidad de absorcion (Kyp) se obtiene mediante

ajuste por regresion no lineal a esta ecuacion:

C=C,e""

donde C es la concentracion de farmaco a tiempo t y C, corresponde a la

concentracion inicial de farmaco disponible para la absorcion (t = 0).

Para obtener un valor representativo de la constante de velocidad de
absorcion, el ensayo se realiza en un minimo de 6 animales para cada
concentracion ensayada. Tras esto se obtiene un valor medio que se considera

caracteristico de las condiciones del ensayo.

Es posible determinar los valores de permeabilidad intestinal efectiva
(Peff) por transformacién de la constante aparente de velocidad de absorcidn
segln la siguiente ecuacion:
ky R

P =—2—
eff 2

donde R es el radio del segmento intestinal.
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2.3.2 Determinacion de ventanas de absorcion

Una vez obtenida la evidencia experimental de la presencia de un proceso
no lineal se podrian realizar ensayos de absorcion en los diferentes tramos

fisiologicos del intestino delgado de la rata.

El objetivo de estos ensayos es caracterizar la zona de absorcién con
niveles mayores de expresion del transportador, es decir, determinar la presencia

de ventanas de absorcion.

Para ello se efectuarian ensayos en duodeno, considerando como tal la
zona comprendida entre el piloro y el ligamento de Treitz (longitud aproximada
10 cm), en yeyuno tomando 45 c¢cm desde el ligamento de Treitz y en ileon,
caracterizado como los 45 cm previos a la valvula ileo-cecal. Por altimo se
realizan también ensayos en colon que se aisla desde el ciego a la zona rectal

(aproximadamente 10 cm).

2.3.3 Caracterizacion de la cinética del transporte de fArmaco a través de la

barrera intestinal

A. Para poner en evidencia la existencia 0 no de transportadores
implicados en el mecanismo de absorcion de un compuesto, hay
que disefiar un estudio donde se determine la permeabilidad a
diferentes concentraciones de compuesto. La comparacion
estadistica de las constantes aparentes de velocidad de absorcion a
distintas concentraciones permite poner de manifiesto la presencia

0 no de un transporte activo y saturable.'?®
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B. Una vez establecida la existencia de diferencias significativas entre
los valores de permeabilidad obtenidos a las distintas
concentraciones ensayadas, se realiza un ajuste a una cinética

combinada de Michaelis-Menten.

Los modelos se establecerian de acuerdo a la informacion previa obtenida
en bibliografia. Se podrian establecer, por ejemplo, los siguientes modelos
asumiendo una cinética de absorcion pasiva o una cinética combinada (pasiva +
activa), pero desconociendo qué tipo de transportadores estan implicados.

159
l.

Este es un ejemplo propuesto por Gonzélez y co para explicar el

transporte de una fluoroquinolona.

Modelo 1:
dC
E: —Kagir
Modelo 2:
dC V. -C
—— =Ky C+——
dt K,+C
Modelo 3:
ac _ , V,,-C
E kdif C Km+C

Modelo 4:
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E: efflux

I: influx

En el modelo 1 se asume Unicamente la desaparicion del compuesto por

difusion pasiva **

, mientras que en el modelo 2 se asume que el compuesto
desaparece del lumen por difusion pasiva y reaparece por secrecion activa
saturable (Michaelis-Menten) ***. En el modelo 3 se asume que el compuesto
desaparece del lumen tanto por difusion pasiva como por absorcion activa
saturable (Michaelis-Menten). En el modelo 4 se contempla la posibilidad de que
transportadores tanto de secrecion como de absorcion estén implicados, junto con

la absorcidn pasiva en el proceso de absorcion del farmaco a nivel intestinal.

A fin de establecer cual es el modelo cinético que mejor explica la cinética
del farmaco a partir de los datos experimentales, se utilizaran criterios estadisticos

y de bondad de ajuste.

2.3.4 Establecer correlaciones

Correlacién intestino completo-tramos intestinales

Con el fin de establecer una correlacion entre las distintas concentraciones

de un compuesto, por ejemplo, en intestino completo y en ileon en solucion libre

se utilizan las siguientes ecuaciones ¥ 1%*:
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Intestino completo:

dc 2 2 V. C
——=—(5—PFy) C+——5
dt R, Re K, +C

ileon:
ic 2 2 V -C
——=—(5"PFy) C+5——
dt 'R, R K, +C

m

permeabilidad pasiva.

Correlaciéon entre Ka v la lipofilia

donde R,y Vi representa el radio y la V, del ileon respectivamente, Ric Y Vmic

representa el radio y Vi, del intestino completo respectivamente y Pgis representa la

En nuestro laboratorio se han estudiado una serie de quinolonas homologas

perfectas derivadas del ciprofloxacino y norfloxacino,

componente pasivo del proceso de absorcion ** (Figura Il. 14).

todas ellas a una

concentracion de 50ug/ml, con el fin de establecer la relacion entre la lipofilia y el
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- Wagner-Sedman
Higuchi-HO

6 o Series: ° o o
-norfloxacino o°
-ciprofloxacino

Ka in situ (h™")
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Figura 11.14 Correlacién entre ka y lipofilia en series de quinolonas homdlogas.

Como se observa en la figura para series homdlogas de compuestos de
peso molecular superior a 250 Daltons en intestinal delgado se obtienen
correlaciones monohiperbdlicas entre absorcion y lipofilia. La asintota de la
correlacion aparece debido a la resistencia de la capa acuosa de difusion que es el
factor limitativo para la absorcion de los elementos més lipofilos. Estas
correlaciones corroboran que la lipofilia es uno de los mayores determinantes de

la permeabilidad intestinal.

Correlaciéon entre Ka v la fraccion oral absorbida

En trabajos previos de nuestro grupo de trabajo, se establecié también la
correlacion de la fraccion oral absorbida de las quinolonas estudiadas con su

constante de absorcién pasiva *** (Figura I1. 15).
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Figura 11.15 Correlacion entre Ka in situ y biodisponibilidad oral de rata para siete quinolonas.

Se han utilizado dosis elevadas para calcular la Ka y realizar las

correlaciones con lipofilia y fraccion absorbida, con el fin de tener en cuenta

Unicamente el componente pasivo del proceso de absorcion. Por lo tanto el posible

mecanismo de efflux esté saturado, pero es muy importante conocer la existencia

de estos mecanismos porque podrian evitar las interacciones entre farmacos, asi

como explicar mejor su distribucion y eliminacion, ya que la Glicoproteina P est4

también presente en muchos otros tejidos *3*.

4

De la figura puede deducirse que

una constante de velocidad de absorcién de 2 h-1 en intestino delgado de rata es

suficiente para garantizar una fraccion absorbida superior a 85%.
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3. Meétodos in vitro

3.1 Membranas artificiales

El principal objetivo de los ensayos de permeabilidad en membranas
artificiales (““parallel artificial membrana permeation assay””, PAMPA) es la
clasificacion de los compuestos que se absorben de forma pasiva, Yy
fundamentalmente, aquellos que lo hacen por transporte transcelular. EI método
PAMPA se basa en la utilizacion de una placa de microvaloracion con numerosos
insertos de naturaleza hidrofébica como soporte y una membrana de permeacion
de los compuestos en estudio formada por una mezcla de lecitina y un disolvente
orgénico inerte **°,

Este sistema permite la realizacion de ensayos mdltiples. Por tanto, su
principal ventaja es la posibilidad de investigar numerosos compuestos por dia.
Por el contrario, la desventaja que presenta es que proporciona una clasificacion
sencilla de los solutos estudiados en baja, media y alta probabilidad de absorcion

intestinal.

En etapas posteriores, se han hecho modificaciones en el método para tener

3¢ v se han correlacionado los datos de

en cuenta la difusion paracelular
permeabilidad en Caco-2 con los obtenidos con éstas membranas artificiales de

numerosos compuestos .
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3.2 Fracciones subcelulares

Uno de los métodos para estudiar los mecanismos de transporte de los
compuestos que se absorben a través de la via transcelular son las fracciones
subcelulares, como las vesiculas de membrana obtenidas del borde en cepillo de
los enterocitos (“Brush Border Membrane Vesicles”, BBMV) o las vesiculas de la
membrana basolateral de éstos (“Basolateral Membrane Vesicles, BLMV)'#*3,
En ocasiones, se han realizado estudios utilizando preparaciones simultaneas de

BBMV y BLMV*.

Estas vesiculas se preparan a partir de diversos tejidos, por
homogeneizacién y sedimentacion diferencial de los mismos (producida
generalmente por centrifugacion en gradiente de densidad y precipitacion
diferencial) y posterior fraccionamiento. En el caso de BLMV se lleva a cabo,
ademas, un subfraccionamiento. Finalmente se caracterizan los transportadores de

membrana mediante marcadores enzimaticos **.

Los tejidos utilizados para la preparacion de estas vesiculas proceden del
hombre o, més frecuentemente, de especies animales como la rata, el raton y el

cerdo.

Estas técnicas estudian los mecanismos de transporte de los solutos y su
localizacion en la vesicula. El soluto puede transportarse hacia el espacio
intravesicular o disolverse en la membrana lipidica. Sin embargo, las fracciones
subcelulares pueden no ser Utiles para el estudio de la absorcion oral, ya que la
extrapolacion de la magnitud y la velocidad de absorcién obtenidas en este
sistema a un sistema in vivo resulta muy dificil. Por otra parte, en el proceso de

aislamiento, la membrana y sus portadores pueden resultar parcialmente dafiados.
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3.3 Tejidos aislados

Los tejidos aislados que se utilizan para la realizacion de estudios de
permeabilidad de farmacos se obtienen generalmente de animales, si bien, en

ocasiones, se emplean tejidos humanos.

Existen dos grandes tipos de sistemas experimentales que se basan en ellos:

camaras de difusion y sacos evertidos.

Las cAmaras de difusion son modelos de absorcion que cuantifican el flujo
transepitelial de farmacos a través del tejido epitelial intacto. ElI segmento
intestinal que se somete a estudio se aisla y secciona convenientemente con el fin
de obtener capas planas de tejido. Estas se disponen posteriormente sobre las
células de difusion estandar, disponible comercialmente, que se rellenan con un

tampon adecuado que simula los fluidos extracelulares ***.

Este sistema experimental es muy versatil y permite la cuantificacion de la
permeabilidad de un tejido, el transporte intestinal paracelular y transcelular, la
secrecion intestinal y la influencia del metabolismo intestinal en la

biodisponibilidad de un farmaco*.

El método de sacos evertidos se emplea en la realizacion de estudios de
acumulacion de farmacos en segmentos intestinales completos. Para ello, los
segmentos intestinales se invierten y dividen en pequefias secciones a modo de
anillos. Estos se incuban, en tampones oxigenados que contienen el farmaco

problema, en condiciones de agitacién y temperatura controladas™*®.

El sistema de sacos evertidos permite el estudio de las limitaciones a la

absorcién intestinal de un farmaco debido a su solubilidad, la evaluacién de la
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conversion de un profarmaco en farmaco por la accion del tejido intestinal, asi
como la discriminacion de los mecanismos de absorcion de farmacos en

transporte pasivo o activo 3%,

4. Modelos celulares

Dentro de los métodos in vitro encontramos los procedimientos que utilizan
células intestinales aisladas y cultivadas que estan limitados a estudios de
acumulo de farmaco en el interior de las células més que a estudios de transporte.
La principal dificultad de trabajo con estas células (generalmente enterocitos) es
que estan altamente polarizados bioguimica, morfolégica y funcionalmente **°.
Las zonas apical y basolateral de la membrana son esencialmente diferentes. Las
células en suspension rapidamente se fusionan y despolarizan, perdiendo de esta
forma la diferenciacion entre las zonas antes mencionadas. Siempre que se
mantenga la polaridad y se formen uniones intercelulares ajustadas, estas células
seran representativas de la funcién de barrera que realiza el tracto intestinal **,
pero no se consigue con células aisladas. Asi pues, el sistema in vitro consistente
en una monocapa de células del epitelio intestinal, similares a las que se
encuentran en el intestino delgado, con la polarizacion descrita, es el mas

adecuado para realizar estudios de transporte y metabolismo.
4.1 Lineas celulares
Se han realizado numerosos intentos para reproducir la barrera intestinal,

pero no siempre se han obtenido resultados satisfactorios porque las células del

epitelio intestinal en cultivo no mantienen las caracteristicas morfoldgicas y
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bioldgicas deseadas '*°. Sin embargo, los resultados han sido satisfactorios con
determinadas lineas celulares transformadas. En este contexto cabe citar las
células de carcinoma de colon humano, como Caco-2 y HT-29, que sufren
diferente nivel de diferenciacion celular en cultivo. Las células Caco-2 son las que
se han estudiado de forma méas minuciosa por presentar, de forma espontéanea,

mayor diferenciacion que las HT-29 o las T84 2,

Las lineas celulares obtenidas a partir de adenocarcinomas pueden

clasificarse en cuatro tipos, segtin su grado de diferenciacion *4:

Tipo 1: Celulas que se diferencian espontaneamente bajo condiciones
normales de cultivo. En ellas se observa una polarizacion de las células con
formacion de domes y un 6ptimo desarrollo de los bordes en cepillo apicales, con
gran cantidad de hidrolasas, como la lactasa, la sucrasa-isomaltasa. Unicamente

una linea celular pertenece a este grupo, las células Caco-2.

Tipo 2: Son células que no se diferencian espontdneamente, sélo bajo
determinadas condiciones. A este grupo pertenecen tres lineas: las HT-29, las
HCT-EB y las HCT-GEO. Su diferenciacién se puede inducir por alteracion de las
condiciones de cultivo, como sucede con las HT29 al reemplazar glucosa por

galactosa 2.

Tipo 3: Son células organizadas en monocapas polarizadas con formacion
de domes, pero sin presentar ninguna de las caracteristicas de la diferenciacion
enterocitica. Por ejemplo, no expresan hidrolasas en el borde en cepillo. Dentro de
este tipo se incluyen ocho lineas celulares entre las que destacan las HRT-18 y las
SW-1116 **.
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Tipo 4: Son células que crecen en multicapas, sin signos de diferenciacion.

Dentro de este grupo se incluyen las lineas celulares HCA7 y SW480.

4.1.1 Linea celular Caco-2

En los ultimos afios se ha trabajado en la puesta a punto de modelos
celulares homogéneos, reproducibles y, sobre todo, faciles de manipular y que, a
su vez, mantengan las caracteristicas morfologicas y funcionales de los

enterocitos maduros.

Las ventajas que presentan los cultivos celulares frente a los modelos de

absorcién convencionales son:

1. la répida determinacion de la permeabilidad y metabolismo de los

farmacos

2. el estudio de los mecanismos de absorcion bajo condiciones

controladas

3. la evaluacion répida de métodos que mejoren la absorcion de

farmacos
4. larealizacién de estudios con lineas celulares humanas

5. minimizar la experimentacion animal

Actualmente, las monocapas de células Caco-2 cultivadas en filtros
permeables se utilizan para la realizacion de estudios de transporte transepitelial

de numerosos farmacos y nutrientes (como se plasma en la revision escrita por
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Delie y Rubas) **® En muchos casos es posible investigar si un farmaco es

transportado de forma activa o pasiva a través del epitelio intestinal y, si el
149,150

transporte es activo, permite identificar el portador mas importante

Monocapa
celular

1,2mL Membrana de
w policarbonato

Figura 11.16 Esquema de la técnica de estudio del transporte transepitelial de un compuesto in

vitro con monocapas Caco-2

La linea celular Caco-2 fue establecida por Fogh y colaboradores en 1977
1 a partir de carcinoma de colén humano. Es la Gnica linea celular capaz de
diferenciarse morfologica y funcionalmente a células con gran similitud a

enterocitos, de manera espontanea >,

Este tipo de células presentan uniones estrechas (tight junctions) ademaés de
una clara polarizacion (cara apical y basal). En la cara apical muestran el borde en

cepillo.

Otra caracteristica importante que asemeja esta linea celular a la membrana
intestinal es la existencia de muchas de las enzimas del borde en cepillo como

hidrolasas (aminopeptidasa-N, fosfatasa alcalina, olipeptidilpeptidasa 1V,
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sacarosa-isomaltasa, lactasa) y enzimas de fase IIl como la Glicoproteina-P y
otros sistemas de transporte especializado para aminoacidos, dipéptidos, vitaminas
y citostaticos 134 Asimismo, la membrana basolateral esta asociada a actividad
ATP-asa dependiente de sodio-potasio y a receptores hormonales. También se
encuentran enzimas intracelulares, tanto de fase | (oxidacion), como las CYP,
incluida la CYP3A, y de fase Il (conjugacion), como la glutation S-transferasa y

sulfotransferasa *°°*%,

El primer estudio en el que se estableci6 una correlacion entre el coeficiente
de permeabilidad obtenido en monocapas Caco-2 y la fraccion de farmaco
absorbida después de su administracion oral en humanos, sugeria que estas
monocapas podrian utilizarse para identificar farmacos con posibles problemas a

nivel de absorcion ¥’

Estudios més recientes indican que este modelo in vitro permite clasificar la
permeabilidad de los farmacos de forma similar a otros modelos de absorcion mas
complejos, como los tejidos intestinales aislados o los modelos de perfusion in

situ L.

En resumen, los resultados obtenidos hasta la fecha indican que las
monocapas de células Caco-2 pueden utilizarse para predecir el transporte de
farmacos a través de diferentes vias en el epitelio intestinal. Las mejores
correlaciones con la fraccion absorbida in vivo se obtienen para farmacos que se
absorben de forma pasiva y rapida. Para aquellos farmacos que no se absorben de
forma completa o que lo hacen utilizando sistemas transportadores la relacion
entre los coeficientes de permeabilidad obtenidos en células Caco-2 y la absorcion

in vivo parece ser méas cualitativa que cuantitativa.
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Finalmente, es necesario tener en cuenta que existen diferencias entre los
valores de permeabilidad obtenidos para un mismo farmaco en distintos
laboratorios, debido a la variabilidad en las condiciones experimentales y en las

propias lineas celulares *2

4.1.2 Linea celular MDCK

Las MDCK (Madin Darby canine kidney) son la linea celular epitelial mas
estudiada con respecto a su genética, composicion lipidica, expresion de proteinas
y otros pardmetros. Mas recientemente, las MDCK comenzaron a usarse en
estudios de transporte celular *°.

Esta linea celular fue establecida en los afios 50. Existen dos subclones. El
tipo 1, con unos valores de TEER sobre los 4000 ©Q cm? y el tipo |1 que posee unas
medidas de TEER alrededor de 200 a 300 Q cm? Para los ensayos de transporte
se usan las MDCK tipo 11 ™%,

Si sembramos estas células en membranas policarbonatadas con una
densidad de 5x10* cels/ cm? alcanzan la confluencia a los 2 dias y llegan a la fase
de crecimiento estacionario tras 7 dias con una densidad celular de 5x10° cels/

sz 158.

4.1.3 Linea celular MDCK-MDR1

Las células MDCK tipo Il fueron transfectadas con el gen mdr-1, que
codifica a la P-gp, creando asi una nueva linea celular denominada MDCK-
MDRL1. El éxito de este hecho reside en la construccion de una herramienta para el

estudio de sustratos e inhibidores potenciales de la P-gp *°.
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Las MDCK-MDR1 presentan una curva de crecimiento similar a las
MDCK, bajo idénticas condiciones de crecimiento. Presentan unas medidas de

TEER superiores a 1000 ©Q cm?, con una fluctuacién maxima de 10000 Q cm? ™,

Como consecuencia de la transfeccion con el gen mdr-1, las MDCK-MDR1

expresan grandes cantidades de P-gp **

4.2 Aplicaciones en investigacion

4.2.1 Calculo de la Permeabilidad

Los valores de la Permeabilidad se calculan por regresion lineal de las
cantidades acumuladas de fa&rmaco en el compartimento receptor frente al tiempo,
de acuerdo con esta expresion:

b
Pef e~
SC
donde Peff es el coeficiente de permeabilidad efectiva, b es la pendiente de la
regresion, S el area de difusion y C, la concentracion inicial del farmaco en

estudio.

Cuando los ensayos son realizados con un mismo pH en la camara dadora
y en la receptora, el cociente de la permeabilidad basal-apical y apical-basal puede
ser usado para detectar la presencia de transportadores de secrecion y de

absorcién.
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4.2.2 Caracterizacion cinética de los procesos de transporte

Para poner en evidencia la existencia o no de transportadores implicados en
el mecanismo de absorcion de un compuesto, hay que disefiar un estudio donde

se ensayen diferentes concentraciones de dicho compuesto.

En primer lugar se analiza estadisticamente la hipétesis de igualdad de los
valores de las permeabilidades en sentido Apical-Basolateral y opuesto obtenidos

a las distintas concentraciones del compuesto.

Una vez establecida la existencia de diferencias significativas se realiza un
ajuste a una cinética combinada de Michaelis-Menten y de primer orden, segun
los modelos que se ilustran en las figuras siguientes, asumiendo un transporte
pasivo y un transporte activo debido, por ejemplo, a la presencia de un

transportador de secrecion (efflux) **°

para comparar los valores obtenidos en los
pardmetros de bondad de ajuste con los obtenidos con el disefio de una cinética

mas compleja.

En primer lugar se consideran las diferentes posibilidades de localizacion
del transportador en la cara apical o basolateral de la célula. Un segundo factor a
considerar a la hora de establecer la cinética de absorcion es la localizacion del
lugar de unidn al portador. Si se asume una distribucion inmediata del compuesto
en el compartimento dador con el interior de las células la presencia del lugar de
unién al portador se convierte en un factor de relevancia.

Los posibles modelos se representan en las Figuras 11.17 y 11.18 **°.



Antecedentes 68

Apical (A) Basolateral (B)

Célula (C)

Pac

Dador Receptor

Receptor Dador

Pac

Apical (A) Basolateral (B)

Célula (C)

Pac

Dador Receptor

Receptor Dador

Pac Pcs

Figura 11.17 Posicion basolateral del transportador con punto de unién extracelular (dibujo de la

izquierda) o intracelular (dibujo de la derecha).

Apical (A) Célula (C) Basolateral (B)

Pcs

Dador Receptor

Receptor Dador

Pac Pcs

Apical (A) Célula (C) Basolateral (B)

Pcs

Dador Receptor

Receptor Dador

Pcs

Figura 11.18 Posicion apical del transportador con punto de unién extracelular (dibujo de la

izquierda) o intracelular (dibujo de la derecha).
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Se realiza el ajustado conjunto de las experiencias en sentido AB y BL

utilizando las siguientes ecuaciones para dicho ajuste:

Transportador basolateral con el punto de unidn fuera de la célula:

dA
E: AC(C_A)

dC vV, +B
& P (C-B)-P(C-A)+M
at s ( )= Pac( )+KM+B
LRy (c-B) -

t Ky +B

Transportador basolateral con el punto de unién dentro de la célula:

dA

E: AC(C_A)

dC vV, +C
& P (C-B)-P(C—-A)+M
at s ( )= Pac( )+KM+C
B pc-B)-u*C

dt Ky +C

Transportador apical con el punto de union fuera de la célula:

P b (C-py+Lut A

dt Ky +A

dC vV, +A
& P (C-B)-P(C-A)-

dt CB( ) AC( ) KM+A
dB

& = Pe(C-B)
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Transportador apical con el punto de union dentro de la célula:

R pec-my+YutC

dt Ky +C

dC Vv, +C
& P (C-B)-P (C-A)-

dt CB( ) AC( ) KM +C
dB

E:PCB(C_B)

en las que dA/dt, dC/dt y dB/dt son las cantidades acumuladas en el

compartimento apical, celular o basal respectivamente *34%*°,

Si las permeabilidades obtenidas a las diferentes concentraciones
estudiadas sugirieran la posible presencia de més de un transportador implicado
tanto en el sentido de absorcion (influx) como en sentido de secrecion (efflux) el
modelo seria mas complicado, tal y como se detallan en las Figuras 11.19 - 11.27.
Su importancia y la predominancia de uno sobre otro dependera tanto de la
concentracion de compuesto a transportar como de los parametros que

caracterizan los transportadores (Vi y Ku) *%.

En la elaboracion de los modelos se definen también dos compartimentos,
apical y basolateral aunque se presenta cuatro para facilitar la comprension. De
esta forma, los compartimentos A (1) y A (3) corresponden al compartimento
apical, y B (2) y B (4) al basolateral, variando el compartimento que actla de
dador y de receptor. En estos casos los pardmetros que definen los transportadores
de efflux (secrecion) e influx (absorcion) son Vm vy Ku, ¥ Vmz ¥ Kmz

respectivamente %,



Antecedentes 71

De acuerdo con la posicion apical o basal de cada transportador, asi como
del lugar de union del compuesto con el transportador, extracelular o
intramembrana e intracelular se propondrian 16 modelos, asumiendo que existen
solo dos transportadores. Debido a que en algunos modelos las ecuaciones
resultantes son idénticas, el nimero de modelos se reduce a 9 que se detallan a

continuacion °.

Modelo 1
Apical A(1) Basolateral B(2)
__ Difusion pasiva . .
Pdiff*A(1) % =—Pdiff -A() + VM AQ VMZ AQD
. NV AL)(KntA(L)) dt Ku+AQ) Ky, +AQ)
dB(2)=Pdiff*A(1)

VALY (Kn+A(L))
Vi * AL (Kot A(L))

Ve ALKt AD) BB _ b AV AD | Vi A
dt Ky +AQD K, +AQ
Difusién pasiva Q) = Pdiff -B(4) + VA Vi AQ)
— Pdiff*B(4) dt Ky +AQ) K, +AQ)

-; Transportador z 3
GAQ)=PUiTr*B) Vir*A@)/(KntA(3)) 9B __peits B(4) VA, Vi A
VAR (KntA(3)) dt Ky +AQ) K, +AQ)

-V *A3)/(Kmz+A(3))

Punto de unién

“Vie*AR)/(Kmz+A(3))
Apical A(3) Basolateral B(4)

Figura 11.19 Posicion apical del transportador de efflux con punto de union extracelular o

intramembrana, transportador de influx apical con punto de unién extracelular o intramembrana.
160
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Modelo 2

Apical A(1)

dB(2)=Pdiff*A(1)
VALY (Kn+A(L))
Vo * AL (Ko A(L))

dA(3)=Pdiff*B(4)
+HVn*A@)(KntA(3))
Vio*B(4)/(Kno+B(4))

I

Apical A(3)

__ Difusion pasiva
Pdiff*A(1)

VALY (Kn+A(L))

Vm2*A(1)/ (Km2+A(1))

Difusién pasiva
— Pdiff*B(4)

Vit AG) (Kt A(3))

Vin2*B(4)/(Km2+B(4))
Basolateral B(4)

Basolateral B(2)

9AQ) _ byt A+ VB:A;AS()D - IXZA :;LAS()D
BQ) _ pite. py - \i:”;A/il()l)“L IX:A :;LA/(Al()l)
dA®) — Pdiff B(4)+ Vﬁ:"ffé)_q:ﬂ :;LBE(S?Z)
% — _Pdiff-B(4)— Q”;A/ﬁ?é) - Qi:ﬂ :;LBE(:&)

Figura 11.20 Posicién apical del transportador efflux con punto de unién extracelular o

intramembrana, transportador de influx apical o basal con punto de unién intracelular. **

Modelo 3

Apical A(1)

dB(2)=Pdiff*A(1)
VALY (Kn+A(L))
+Vio*B2)/(Kn2+B(2))

Basolateral B(2)
__ Difusion pasiva
Pdiff*A(L)

Vi AL)(KmtA(L))
> Vin*B)/(Km2+B(2))

dA(3)=Pdiff*B(4)
VAR (KntA(3))
Vio*B(4)/(Kno+B(4))

Apical A(3)

Difusién pasiva
— Pdiff*B(4)

Vi AG) (Kn+A(3))
LV *B(4)/(Km2+B(4))
Basolateral B(4)

dA(l)__Pd,ﬁ A wAD B
Ky +AQ) KM2+B(2)
K A(3) Kz +B(4)

M=—Pdiff-5(4) VA \ V2 B(4)

ot K, +AQ)  K,,+B()

Figura 11.21 Posicién apical del transportador efflux con punto de unién extracelular o

intramembrana, transportador de influx basal con punto de unién extracelular o intramembrana. *°
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Modelo 4
Apical A(1 Basolateral B(2
pical A1) Basolateral B(2) gy it a2 Vi AD Vi AQ
- Difusién pasiva —= =—Pdiff -AQ) +
Pdiff*A(L) Ku+AQ Ky, +AQ)
dB(2)=PdiffA(L) \—Vm*A(l)/(Km+A(1)) dB(2) _ Pdiff A1) Vy,-AQ) V2 AQ)
t K, +AQ)  K,,+AQ)

Va*A(D/(Kn+A(L))
+Vm2* A(L)/(Km2+A(L)) Vm2*A(1)/(Kma+A(1))
VM'B(4) _ VMz'A(3)

”””””””””””””””” e A e gy
Difusion pasiva dt KM +B(4) KMZ +A(3)
™= dB(4) V,B()  V.,-AQ)
N o Pdiff B(4) ——M M2
Vin*B(4)/(Kn+B(4)) d Ky +B(@4) Ky, +ARB)

dA(3)=Pdiff*B(4)
+Vim*B(4)/(Km+B(4))
ViA@Y (Knz+A(3)) -Vim2*A(3)/(Kmz+A(3))
Apical A(3) Basolateral B(4)

Figura 11.22 Posicion apical o basal del transportador de efflux con punto de union intracelular,

transportador de influx apical con punto de unién extracelular o intramembrana. *®°

Modelo 5
Apical A(1) Basolateral B(2)
'Vm*A(l)/(Km+A(1))\ Difusion pasiva % =—Pdiff -AQL) + Viu-AQD) _ Vi AQD
. PiffA(L) dt K, +AQD K,,+AQ)
Vi AL (Kmr+ A(L)) M M2
dB(2)=Pdiff*A(1) N VerALIKetAL) - dB(2) — Pdiff -A(1) - Vi AQ) n iz AD)
oA e A Vet A (KnztAD) - K, +AQ Ky, +AQD
77777777777777777777777777777777777777777777 dAG®) . V,-B4)  V,,B@)
Vin*B(4)/(Kn+B(4)) /E,;?fjfigzzgaswa e Pdiff -B(4) + K. +B(4) - K..+B)
-Vimn2*B(4)/(Km2+B(4)) dB(4) ) VM . B(4) VM , B(4)
dA@)=Pdift*B(4) VB (KB ) at ~Piff-B(4) - Ky +B(4) ' Ky, +B(4)
B K o(d) “Vine*B(4)/(Knz+B(4))
Basolateral B(4)

Apical A(3)
Figura 11.23 Posicion apical o basal del transportador de efflux con punto de unién intracelular,

transportador de influx apical o basal con punto de unién intracelular. **
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Modelo 6
Apical A(1) Basolateral B(2)
Vi AL)/(KntA(L)) __ Difusion pasiva w:_pdiff. A+ Vi A) — Viz'B(2)

Pdiff*A(1) dt Ky +AQ K,,+B(2)
Vi* A1)/ (KmtA(L)) . .
Vm2*B(2)/(Km2+B(2)) dt KM +A(1) KMZ +B(2)
7777777777777777777777777 _77;7777_777777 dA(‘?’) :PdlffB(4)+ VMB(4) _ VMZB(4)

Vin*B(4)/(KntB(4)) Difusion pasiva dt KM + B(4) KMZ + B(4)

— Pdiff*B(4
(1N @ B __pit ey YuBA , Vur B
Vi BA)/(Kn+B(4)) dt K, +B@) K,,+B()

Ve *B(4)/(Km2+B(4))
Basolateral B(4)

dB(2)=Pdiff*A(1)
VALY (Kn+A(L))
+Vio*B2)/(Kna+B(2)

dA(3)=Pdiff*B(4)
+Vn*B(4)/(Kn+B(4))
Vio*B(4)/(Kno+B(4))

Apical A(3)

Figura 11.24 Posicion apical o basal del transportador de efflux con punto de union intracelular,
transportador de influx basal con punto de unién extracelular. *®

Modelo 7
Apical A(1) Basolateral B(2) dA) _ V,B@) VA
_ Difusién pasiva —= =—Pdiff -AQD+ -
PAiff*A(L) dt Ky +B(2) Ky, +AQ)
— Vi*B/(Kn+B(2 . .
dB(2)—Pt1\|/f’f"*g(é))/(Km+B(z)) ’ N @) dB(2) — Pdiff A1) — V,,'B(2) N Vi AQD
WA (KAL) Vi A(L)/(Kmo+A(1)) dt Ky +B(@2) Ky, +AQ)
7777777777777777777777777 _77;7777_777777 dA(‘?’) :PdlffB(4)+ VMB(4) _ VMZA(3)
Il ,?(;f::,:gu;as'va dt K, +B@) K,,+AQ
A I
dB(4) _ oy _VuB@) | Vi, AQ
dA(3)=PdiffB(a) @ DNV B@)/(KntB @) dt Pt B(4) K,, +B(4) ' Ky, +A(3)
+Vm*B(4)/(Km+
-\\//mz*/B\((Lle,))/((KszE/(\?)) -Vin2*A(3)/(Kma+A(3))
Apical A(3) Basolateral B(4)

Figura 11.25 Posicion basal del transportador de efflux con punto de unién extracelular o

intramembrana, transportador de influx apical con punto de unién extracelular o intramembrana. **°
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Modelo 8
Apical A(1) Basolateral B(2)
_ Eéf??k'in( f)asiva dAW) _ o A+ VuB(@) VA
SV BR)(KnB(2)) ot Ku+B@) Ky, +Al)

dB(2)=Pdiff*A(1)
Vi*B(2)/(Kn+B(2))
Vo *A(1)(Kno+A(L))

S VrA@Ketaw)  9BG) Pdiff - A(1) Y B2) + Yz A
dt Ku+B(2) K,,+AQD

Difusi6n pasiva m = Pdiff -B(4) + Vu-B() V2 B(4)
— Pdiff*B(4) dt Ky +B@) K,,+B4)

SV B(4)/(KntB(4)) % — Puiff -B(4) Q/M'Bé“i N lz/Mz'Bé"ri
Vo *B(A) (Kot B(4)) w+B(@) K, +B()
Basolateral B(4)

dA(3)=Pdiff*B(4)
+Vn*B(4)/(Kn+B(4))
Vio*B(4)/(Kno+B(4))

Apical A(3)

Figura 11.26 Posicion basal del transportador de efflux con punto de unién extracelular o

intramembrana, transportador de influx apical o basal con punto de unién intracelular. **

Modelo 9
Apical A(1) Basolateral B(2) . .
__ Difusion pasiva % =—Pdiff-A(1)+ VM B(Z) _ VM2 B(Z)
Pdiff*A(1) dt Ky +B(2) K,,+B(2)

ViB@I(KntB2)  dB(2) ]
N sz*B(z)/(Km2+B(2)) _dt = Pdlff A(l) —

dB(2)=Pdiff*A(1)
Va*B(2)/(Kn+B(2))
+Vio*B2)/(Kna+B(2)

Vu'B(2) i Vi 'B(2)
Ku+B(2) K,,+B(2
T 9AG) _ pgitr p(ay - mBA | Vi BA)
leusmn pasiva d KM n B(4) KM2 + B(4)
— Pdiff*B(4)
dB(4) V, B4 VB4

- SVrB@(KeB@) o = Pdiff-B(4)+
s | dt Ky +B(4) K,,+B(4)
Vi B(@)/(Kn2+B(4)) -V *B(4)/(Km2+B(4))
Apical A(3) Basolateral B(4)

Figura 11.27 Posicion basal del transportador de efflux con punto de unién extracelular o

intramembrana, transportador de influx basal con punto de unién extracelular o intramembrana. **
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4.2.3 Determinar la existencia de metabolismo intestinal

Para averiguar si el compuesto ensayado sufre algin proceso de

metabolismo intestinal se determina el balance de masas.

Cinicial = CFdador + CFreceptor + Ccelular

donde Ciniciaa €s la concentracion inicial del compuesto, Crgagor €S la
concentracién final en la cAmara dadora, Cpreceptor es la concentracion en la

camara receptora obtenida en la Gltima muestra y Ceeyiar €S la concentracion de

farmaco que se ha quedado retenida en la membrana y en el interior de las células

intestinales.

Sino se cumple esta igualdad se debe a que el farmaco sufre algiin proceso

de metabolismo intestinal.

4.2.4 Correlaciones in vitro-in vivo

Las monocapas celulares Caco-2 son un modelo in vitro ampliamente
reconocido para la prediccion de la permeabilidad cuando los compuestos se
absorben mediante difusion pasiva. Los compuestos que se absorben
completamente presentan unos coeficientes altos de permeabilidad (Papp > 1x10°
cm/s) y los compuestos que presentan una absorcién incompleta tienen
coeficientes de permeabilidad mas bajos (Papp > 1x107 cm/s) en monocapas

Caco-2 L.
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La limitacion en muchos estudios tempranos de correlacion entre la
permeabilidad en Caco-2 y la absorcion in vivo es el uso de farmacos que
presentan transporte pasivo bien por la ruta paracelular o la transcelular sin
considerar los fA&rmacos con un transporte mediado por un transportador. Intentos
recientes de incluir f&rmacos con transporte activo en la correlacion dan resultados

variables *.

Los valores de permeabilidad de los compuestos en monocapas Caco-2,
que predicen su absorcion completa o incompleta, varian considerablemente entre
los distintos laboratorios. Las correlaciones establecidas con la fraccion absorbida
en humanos son cualitativamente similares entre los laboratorios %3, La
comparacion que se muestra en la Figura 1.2 indica la necesidad de
estandarizacion de los cultivos Caco-2. Las comparaciones directas de los valores
de permeabilidad obtenidos en diferentes laboratorios solo serian posible usando

la misma poblacién de células Caco-2 y las mismas condiciones de cultivo.

La mejor correlacion conseguida entre las permeabilidades obtenidas en
monocapas Caco-2 y la fraccion absorbida en humanos se observa en los

compuestos que presentan transporte pasivo .
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Figura 11.28 Correlacién entre la fraccion absorbida en humanos tras la administracion oral

(expresado en % de la dosis de farmaco administrada) y la permeabilidad en Caco-2 obtenida en

4 laboratorios diferentes *

La comparacion del transporte de farmacos en monocapas Caco-2 con el
transporte intestinal in vivo indica que las Caco-2 pueden ser utilizadas para
predecir el transporte de compuestos por diferentes vias a través del epitelio
intestinal *%* '®°, La mejor correlacién se obtiene con los compuestos que tienen
un transporte pasivo transcelular. La ruta paracelular es menos permeable en las
monocapas celulares que in vivo, pero los datos obtenidos hasta ahora indican que

la selectividad de esta via es comparable con la situacion in vivo .
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C. Lavariabilidad en los ensayos de permeabilidad

intestinal

La absorcion intestinal es uno de los factores que determinan el éxito de
un farmaco que estd destinado a la administracion por via oral. Por ello, los
modelos predictivos de la absorcion intestinal de los farmacos son importantes en
las etapas tempranas del desarrollo de medicamentos para acelerar la

identificacion de compuestos prometedores.

La permeabilidad es uno de los factores que afectan a la absorcion
intestinal de los farmacos, siendo su determinacién el objeto de los modelos

experimentales desarrollados por muchos investigadores.

Los cultivos celulares proporcionan una metodologia de prediccion de la
absorcién oral de farmacos, utilizando monocapas celulares con un sistema de
difusion entre dos compartimentos, que mimetizan el paso del f&rmaco desde el
lumen intestinal al torrente sanguineo. EI modelo de cultivo celular ideal es aquel
que imita las caracteristicas fisicas y bioquimicas de la barrera epitelial intestinal.
El empleo de estos ensayos en la investigacion farmacéutica también permite
determinar la presencia o no de mecanismos especializados de transporte, los
efectos del pH gastrointestinal en la absorcién de farmacos y el efecto de los

excipientes en la permeabilidad intestinal.



Antecedentes 80

1.  Factores pre-experimentales

1.1 Rata

Las ratas de laboratorio actualmente constituyen uno de los modelos
animales de investigacion mas extendidos. Han sido la clave para muchos avances
médicos. Todas ellas son de la especie Rattus norvegicus, pero a través de la
seleccion y cruzamiento de generaciones de distintas lineas genéticas se han

creado diferentes cepas.

La primera de éstas, disefiada para su uso en laboratorios, fue la Wistar de
la ciudad de Filadelfia, Estados Unidos; es considerada la madre de las ratas de
laboratorio. A partir de ella se han creado cerca de 500 variedades con una

formacion genética definida para poder ajustarse a varios experimentos.

Las razas méas empleadas en estudios de absorcidn son la Sprague-Dawley

166-168 169-171

y la Wistar

Nuestro grupo de investigacion ha utilizado ratas Wistar Unilever durante

décadas'®1"

por ser la raza disponible en nuestro propio estabulario. Las
distintas razas de rata estan accesibles a través de compafias distribuidoras como
Laboratorios Harlan, siendo su tiempo medio de provision alrededor de 15 dias y

su precio varia segln la raza y el sexo seleccionado. (Tabla Il. 4)
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TIEMPO .
PRECIO (£) DISPOSICION
SERVICIO
(2009 peso) . ANIMALARIO
(dias)
WISTAR MACHO 14,00 1 Si
UNILEVER | HEMBRA 14,75 1 Sl
WISTAR MACHO 11,90 15 NO
HAN HEMBRA 11,80 15 NO
SPRAGUE MACHO 12,40 15 NO
DAWLEY HEMBRA 12,15 15 NO
LONG MACHO 22,90 15 NO
EVANS HEMBRA 23,30 15 NO
MACHO 14,09 15 NO
CD*IGS
HEMBRA 14,09 15 NO

Tabla 11.4 Precio por animal, tiempo de servicio del proveedor al animalario y disposicion de las

diferentes razas en el animalario de la Universidad de Valencia %2

Entre los factores pre-experimentales en ratas que conducen a la obtencion
de medidas de permeabilidad diferentes para un mismo farmaco estan la raza y el
sexo. Es por ello importante detallar al publicar los resultados la raza particular

utilizada y el sexo del animal.
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1.2 Cultivos celulares

Los ensayos de permeabilidad se dividen en 3 fases de trabajo: cultivo
celular, ensayo de permeabilidad y analisis de los datos'’?, y cada fase esta
condicionada por factores que pueden incrementar la variabilidad en los

resultados obtenidos.

La fase de cultivo celular consiste en el crecimiento de las células en
“flasks” y su posterior cultivo en monocapas sobre membranas semiporosas. El
ensayo de permeabilidad consiste en el transporte del farmaco a través de la
monocapa celular. La fase de andlisis de datos incluye la medida del farmaco en

las muestras y el calculo de la permeabilidad aparente in vitro.

Fase Parametros Efectos

Heterogeneidad y diferenciacion

Medio de cultivo, aditivos Diferenciacion de las células
Cultivo Pase celular Mecanismos de
celular Edad de la monocapa y transportadores desarrollados
confluencia por la monocapa

Densidad sembrado celular

Tampon de transporte, pH,

Temperatura Permeabilidad a través de las
Ensayo de . , , _
. Concentracion del Farmaco células y del filtro
permeabilidad ] L )
Integridad de la monocapa lonizacion del farmaco

Agitacion
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Ecuacion de Permeabilidad
Método de andlisis del farmaco
Andlisis de | Medir aparicion en Resultados Pagp

los datos | compartimento receptor Correlaciones in vitro-in vivo
Medir desaparicion en

compartimento dador

Tabla I1.5 Fases de los ensayos de permeabilidad intestinal *"2

La variabilidad en muchos de estos pardmetros conduce a la obtencion de

medidas de permeabilidad diferentes para un mismo farmaco.

1.2.1 Pase celular

Briske-Anderson y col.”® demostraron que en la linea celular Caco-2
existian cambios en las medidas de la resistencia transepitelial (TEER) y en el
crecimiento celular producidos por el pase celular. A mayor pase celular, mayor
era el TEER vy la ratio de crecimiento. Determinaron que el intervalo 6ptimo de
pase celular para la realizacion de ensayos de permeabilidad en Caco-2 era entre

el pase 28 y el 65.

El pase celular afecta a las caracteristicas bioldgicas y a las propiedades de
la monocapa. Se produce un incremento significante en las medidas de TEER en

pases celulares altos (97-98) con respecto a pases mas bajos (43-44) '™,

El proceso de pase afecta significativamente a las caracteristicas biologicas

y a las propiedades del transporte en monocapas Caco-2. A medida que aumenta
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el pase celular se produce una reduccion de los enzimas en el borde de cepillo y

de varias proteinas de transporte ",

Las propiedades metabdlicas de los cultivos celulares pueden variar con el
pase y dependiendo de la heterogeneidad de la linea celular. En la linea celular
MDCK, las medidas de TEER incrementan con el pase celular en algunos

subclones pero decrecen en otros .

1.2.2 Medio de cultivo

Los componentes del medio de cultivo y la frecuencia con la cual se
cambia dicho medio, influyen en la integridad de la monocapa celular, en la
permeabilidad y en la expresién de los transportadores '"’. Asi pues, altas
concentraciones de glucosa extracelular (25 vs. 0,5 mM) en medio isotonico altera
significativamente las propiedades fisioldgicas de las monocapas Caco-2. Cuando
se cultiva con 25 mM de glucosa la fluidez de la membrana aumenta. También
hay un incremento en el transporte del manitol, de la hidrocortisona y la digoxina
(compuesto que presenta secrecion intestinal) y se obtienen unas medidas de
TEER més bajas *.

La ausencia de glutamina (necesaria para mantener la integridad de la
mucosa intestinal) en el medio de cultivo produce un descenso en las medidas de

TEER y un aumento de la permeabilidad del manitol.

La frecuencia con la cual se renueva el medio de cultivo afecta a los

enzimas antioxidantes y a la actividad hidrolasa. El grado de expresion de la
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catalasa y la glutation reductasa, asi como la actividad de la glutation S-
transferasa varia a medida que aumenta el tiempo entre las renovaciones del

medio celular *”°.

1.2.3 Edad de la monocapa

El tiempo de crecimiento de las células en forma de monocapa influye en
su morfologia, en sus propiedades y en la expresion de los transportadores. El
TEER aumenta con la edad de la monocapa en Caco-2 y en MDCK debido a la
diferenciacion y a la formacion de uniones estrechas, asi pues la permeabilidad
del manitol disminuye en Caco-2 del dia 9 al 28, debido a que el transporte que
sufre este compuesto es de tipo paracelular. Lo mismo ocurre con el lucifer yellow

en la linea celular MDCK *®,

La ciclosporina es un compuesto sustrato de la Glicoproteina-P. La
permeabilidad basal-apical (Pba) de este compuesto aumenta con la edad de la
monocapa en cultivos Caco-2, y es mayor que la permeabilidad apical-basal (Pab)
en todo momento . Este cambio se asocia al tiempo necesario para la completa

expresion de los transportadores y la total diferenciacion del entericito.

La heterogeneidad de las lineas celulares Caco-2 y MDCK, combinado
con la diferencia en las metodologias conduce a una variabilidad en los resultados
de Pagp para un mismo farmaco en diferentes laboratorios. Cambios en la densidad
celular alteran la proliferacion y morfologia de la célula, afectando a la integridad

y a las propiedades de transporte de las monocapas. El tamafio del filtro es un
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determinante del tiempo de confluencia y cantidad necesaria de soluto para un

experimento.

La edad de la monocapa usada en el ensayo de permeabilidad influye en
su maduracion, formacion de uniones estrechas y expresion de transportadores. El
pase celular, densidad de sembrado y la edad de la monocapa influyen en el
desarrollo de la monocapa. EI TEER y los valores de permeabilidad estan

influenciados por la edad de la monocapa.

2.  Factores experimentales

2.1 Rata

Con las técnicas in situ, el aporte neural, endocrino, sanguineo y linfatico
de la zona en estudio permanece intacto. Estos modelos son, por tanto, sensibles a
influencias farmacoldgicas y fisioldgicas, por lo que se observa una gran
variabilidad en comparacién con los sistemas in vitro. Por otra parte, el montaje
experimental permite conocer también el acceso del farmaco al torrente

sanguineo.

Una vez aislado el 6rgano en estudio se puede proceder de dos maneras: la
solucién a ensayar se puede mantener en el mismo*?’, o bien puede someterse a un

proceso de recirculacion.

Existen diferentes variantes de estas técnicas en funcion de que la solucion

perfundida se someta o no a recirculacion con algun sistema de bombeo.
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Sistema Método

Ventajas

Limitaciones

Con recirculacion

Aporte sanguineo y
linfatico permanece
intacto

Buena prediccién de
Ka pasiva

Menor precision de la
estimacion de
compuestos hidrofilos

Menor rapidez en la
obtencion de resultados

In situ

Sin recirculacion

Aporte sanguineo y
linfatico permanece
intacto

Buena prediccién de
Ka pasiva

Condiciones
hidrodinamicas
distintas de los ensayos
in vivo

Tabla Il. 6 Métodos in situ de la absorcidn intestinal de farmaco

2.1.1 Método de paso Unico (con recirculacion)

127,142

Esta técnica se realiza en tramos o segmentos intestinales de

aproximadamente 10 cm. No puede llevarse a cabo en el intestino completo.

La solucién a ensayar se perfunde durante 30 minutos para alcanzar el

estado estacionario. Una vez alcanzado, el liquido de perfusion se recoge a

intervalos de 10 a 15 minutos. Al menos son necesarios 6 determinaciones de

estas permeabilidades individuales para evaluar la permeabilidad media con

precision. Asi pues, la perfusion se realiza durante un total de 90 a 120 minutos.
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2.1.2 Método de Doluisio (sin recirculacion)

Esta técnica in situ es una técnica de perfusion sin recirculacion. Esta
basada en el método de Doluisio. Puede llevarse a cabo en intestino completo
como en tramos intestinales. Se crea un compartimento estanco de absorcion, del

que observamos cdmo va desapareciendo el farmaco del lumen intestinal.

Las muestras se toman cada 5 minutos alternando las jeringas del
compartimento estanco, durante 30 minutos. Esta técnica mantiene intacto el flujo

sanguineo intestinal asi como la integridad de la membrana absorbente.

2.2 Cultivos celulares

221 pH

La mayor parte de la absorcion de los fa&rmacos administrados por via oral
se produce en el intestino delgado donde pH oscila de 5 a 8, aunque en el liquido
intersticial y en el plasma el pH es mas constante con un valor entre 7,2 y 7,4. El
pH del tracto gastrointestinal afecta al grado de ionizacion de los farmacos. Los
farmacos que sean bases débiles estardn ionizados en medio &cido, y en forma no
ionizada en medio bésico ** 2 lo que finalmente condicionara su velocidad de

transporte ya que la fraccién no ionizada es la que difunde mayoritariamente 2.

En los ensayos de permeabilidad se utiliza un tampdn de transporte con un

pH determinado para el compartimento apical y el basolateral.
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Johnson y col.*®*

estudiaron el efecto del pH del tampdn tanto en el
transporte Apical-Basolateral como en el Basolateral-Apical. El cambio del pH en
el compartimento apical de 7,4 a 6,5, cuando se estudia el transporte Apical-
Basolateral, produce un aumento en el valor de permeabilidad de los compuestos
acidos como, por ejemplo, el ibuprofeno; y un descenso de la permeabilidad en
los farmacos bésicos, como el propranolol, el verapamilo y la vinblastina. Cuando
se estudia el transporte en direccion Basolateral-Apical y cambiamos el pH en la
camara apical de 7,4 a 6,5 se encuentra un descenso en los valores de
permeabilidad de los compuestos acidos y un incremento de la permeabilidad en

los compuestos basicos. Estos cambios de pH no afectan a los compuestos neutros
185, 186

El metoprolol es una base débil. Como se puede observar en la Figura II.
29, los valores de la permeabilidad efectiva de este compuesto varian conforme se
va cambiando el pH en el compartimento apical. Las barras negras representan la
permeabilidad Apical-Basolateral y las barras blacas, la permeabilidad

Basolateral-Apical **.
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Figura 11.29 Transporte bidireccional pH-dependiente del metoprolol a través de monocapas

celulares Caco-2. 1®

En el caso de la indometacina (Figura 11. 30), que es un compuesto &cido,
la permeabilidad Apical-Basolateral (barras negras) disminuye si aumentamos el
pH en el compartimento apical, en cambio la permeabilidad Basolateral-Apical

(barras blancas) va aumentando .
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Figura 11.30 Transporte bidireccional pH-dependiente de la Indometacina a través de monocapas

celulares Caco-2. ¥

2.2.2  Utilizacion de agitador orbital // Capa de difusion acuosa

El transporte pasivo a través de una barrera celular es una combinacion de
difusion a través de la monocapa y de la capa de difusion acuosa (UWL) a ambos
lados de la membrana '"2. La agitacién durante el experimento de transporte

reduce el grosor de la capa acuosa estatica.

Se ha demostrado un aumento del transporte transcelular y paracelular de
la testosterona y del manitol, respectivamente, la Peff aumentd durante el

experimento de transporte *%.

Las condiciones de transporte, especialmente el pH del tampon de
transporte y la agitacion durante el ensayo, afectan al flujo del compuesto a través
de la monocapa. Los ensayos de permeabilidad pueden realizarse en condiciones

isocraticas (el pH en ambos compartimentos sera de 7,4) o en gradiente (pH de la
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camara apical = 6, y pH de la cAmara basolateral = 7,4). Esto va a afectar al grado

de ionizacion de los fArmacos y por tanto a su transporte pasivo y activo.

También hay que tener en cuenta el tiempo de toma de muestras asi como
el personal técnico experimentador encargado de realizar los ensayos de
transporte que pueden incrementar o disminuir el error residual del pardmetro a

estimar.

3.  Factores post-experimentales

3.1 Rata

3.1.1 Método de paso unico (con recirculacion)

La permeabilidad efectiva (Peff) en los estudios de perfusion de paso

Unico se determina a través de la siguiente ecuacion:

SR

donde Q es el flujo de perfusion (ml/min), C es la concentracion de farmaco a
tiempo t, Co corresponde a la concentracion inicial de farmaco disponible para la
absorcion (t = 0), R es el radio del segmento intestinal y L es la longitud del

segmento de perfusion *®’.
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3.1.2 Método de Doluisio (sin recirculacion)

La constante aparente de velocidad de absorcion (Kyp) se obtiene mediante

ajuste por regresion no lineal a esta ecuacion:
—_ 'kap't
C - CO * e

donde C es la concentracion de farmaco a tiempo t y C, corresponde a la

concentracion inicial de farmaco disponible para la absorcion (t = 0).

Para obtener un valor representativo de la constante de velocidad de
absorcion, el ensayo se realiza en un minimo de 6 animales para cada
concentracion ensayada. Tras esto se obtiene un valor medio que se considera

caracteristico de las condiciones del ensayo.

Es posible determinar los valores de permeabilidad intestinal efectiva
(Peff) por transformacién de la constante aparente de velocidad de absorcién

segln la siguiente ecuacion:

ky R
Petf =~

donde R es el radio del segmento intestinal.
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3.2 Cultivos celulares

3.2.1 Caélculo Peff

Condiciones Sink

El ensayo debe realizarse en condiciones de minima concentracion,
condiciones sumidero o de gradiente méaximo ("sink"), de modo que la
concentracion de farmaco en el compartimento receptor a tiempo t no rebase
nunca el 10% de la concentracion inicial en el compartimento dador. De esta

forma el proceso puede describirse mediante la siguiente expresion:

Q_p sc
dt

en la que dQ/dt representa la velocidad de cantidad permeada, Peff, el coeficiente
de permeabilidad efectiva, S el area de difusion y C, la concentracion inicial del

farmaco en estudio.

Condiciones no Sink

En este caso no se cumple que la concentracion de farmaco en el
compartimento receptor a tiempo t no rebase nunca el 10% de la concentracion
inicial en el compartimento dador. Esto ocurre con compuestos que tienen una alta

permeabilidad, como por ejemplo el paracetamol.

Se debe corregir el valor de la concentracion en el compartimento dador
para cada tiempo para evitar que los valores calculados de la Peff estén

infravalorados 2.
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M R _ VR ,(1_efa<ﬁ4t)
Mog \Va+Vy
a=AP, IV,
Vi, +V,
Ve

B =

donde Mg es la cantidad de farmaco en la camara receptora, Mp () es la cantidad
en la camara dadora a tiempo igual a 0, Vr y Vp son los volimenes de ambas
camara (receptora y dadora), A es el area de difusion y Py, €s el coeficiente de

permeabilidad aparente.

3.2.2  Estimacioén de los componentes del transporte

Los enfoques clasicos estan basados en la valoracion de la velocidad
inicial para obtener el coeficiente de permeabilidad aparente para una barrera
simple. Este enfoque incluye la suposicion de condiciones sink y la ausencia de
problemas en el balance de masas. En algunos casos, este enfoque conduce a

inexactitudes en la valoracion del parametro.

Por otra parte, el uso de modelos moleculares de transporte requiere de
programas mas sofisticados para determinar los componentes del transporte que
son los pardmetros cinéticos que intervienen en la ecuacion matemaética que
explica la evaluacion del la concentracion de farmaco en el organismo. De esta
manera se identifica la afinidad del sustrato por el portador (Km) la velocidad
méaxima (Vm) a la que se realiza el modelo cinético y de los pardmetros de

difusion a niveles moleculares.
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Los métodos para determinar los pardmetros que rigen la cinética del

farmaco en el organismo son dos:

Concentraciones o cantidades frente al tiempo

En este método se usan los datos obtenidos del experimento, es decir, las
concentraciones (o cantidades) en la cAmara receptora y se describe el sistema en
forma de ecuaciones diferenciales y se realiza la integracion numérica. Ejemplo
de esta metodologia son las ecuaciones descritas en los epigrafes 2.3.3, 2.3.4 y
4.4.4.

Permeabilidad frente a la Concentracién

Este es el método clasico en el cual se representa permeabilidad efectiva a
cada concentracion inicial y se separa el componente difusional del componente

mediado por transportadores.

D. Farmacos en estudio

1.  Metoprolol

El metoprolol es un bloqueante [-adrenérgico cardioselectivo, con
actividad especifica sobre receptores f;. Tiene efecto antianginoso,
antihipertensivo y antiarritmico por reducir la frecuencia cardiaca, la
contractilidad y la velocidad de conduccion (efectos cronotropico e inotropico

negativo). A dosis altas también puede bloquear los receptores beta-2 de la



Antecedentes 97

musculatura lisa de los bronquios y vasos sanguineos y causar efectos colaterales
188

1.1 Mecanismo de accion

El metoprolol es un B-bloqueador cardioselectivo; es decir, que actia
sobre los receptores B1, localizados principalmente en el corazdn, a dosis menores
que las necesarias para influir sobre los receptores 2, que se encuentran ante todo

en los bronquios y los vasos periféricos.

El metoprolol no ejerce una accion estabilizante de membrana ni posee
una actividad agonista parcial. EI metoprolol disminuye o inhibe el efecto
estimulante de las catecolaminas en el corazén, lo que da lugar a una reduccion de

la frecuencia cardiaca y del volumen minuto cardiaco.

El metoprolol regula la frecuencia cardiaca en caso de taquicardias
supraventriculares, fibrilacion auricular y extrasistoles ventriculares. Su efecto
antiarritmico se basa en primer lugar en que inhibe el automatismo de las células

marcapasos Y alarga el tiempo de conduccién auriculoventricular.

El metoprolol es adecuado para el tratamiento de los trastornos
cardiovasculares funcionales con palpitaciones, la profilaxis de la migrafia y como

suplemento de la terapéutica del hipertiroidismo .



Antecedentes 98

1.2 Propiedades fisico-quimicas

El metoprolol es una molécula de caracter bésico'®. En la Figura 11.31 se
muestran las caracteristicas fisico-quimicas y la estructura quimica de este

compuesto.

A

Propiedades

Fisico-quimicas

Estado Fisico polvo cristalino
Color blanco
Olor inodoro
Peso molecular (g/mol) 267,36
Punto de Fusion (°C) 159

Constante de disociacion 9,7

(PKa)
Log P (octanol-agua)

Solubilidad en agua (g/1)

Figura I1. 31 Estructura quimica y propiedades fisico-quimicas del metoprolol**®
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1.3 Farmacocinética

El metoprolol se absorbe completamente tras la administracion oral. Las
concentraciones plasméticas maximas se alcanzan al cabo de hora y media a dos

horas, aproximadamente *%°.

Su biodisponibilidad es del 40-50% debido a que sufre metabolismo de
primer paso. Si se repite la dosis, el porcentaje de la dosis disponible
sistémicamente es mayor que con una dosis simple, y se eleva también en funcién

de la dosis.

La biodisponibilidad se reduce un 20-30% con la preparacion de liberacion
controlada en comparacion con las formas convencionales, pero carece de
significacion clinica. Las concentraciones plasméaticas méximas se alcanzan al
cabo de aproximadamente 1,5-2 h con formulaciones convencionales de

metoprolol. La preparacion de liberacion controlada se absorbe durante 20 h 189

La disponibilidad sistémica de una dosis simple oral puede aumentar en un
20-40% aproximadamente si se administra junto con alimentos. Menos del 5% de

la dosis se excreta de forma inalterada en la orina en la mayoria de los sujetos.

Los malos hidroxiladores pueden excretar hasta un 30% en forma
inalterada. El promedio de la vida media de eliminacion es de unas tres horas y
media (extremos: una y nueve horas). El aclaramiento sistémico de una dosis
intravenosa es de 1 litro/min aproximadamente y la fijacion proteica se eleva a

cerca del 10%.
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Se ha observado una acumulacion significativa de metabolitos en los

pacientes con una tasa de filtracion glomerular de unos 5 ml/min, pero la

acumulacion de metabolitos no disminuye las propiedades B-bloqueadoras del

metoprolo

I 189

La cirrosis hepética puede incrementar la biodisponibilidad del metoprolol

inalterado y reducir el aclaramiento total.

1.4

Precauciones y Contraindicaciones

Asma u otras enfermedades broncoespasticas: debe tenerse en cuenta el
riesgo de broncoespasmo aunque es menor por tratarse de un -bloqueante
cardioselectivo.

Cardiopatia isquémica: debe evitarse la retirada brusca del tratamiento
por el riesgo de precipitar una angina de pecho.

Diabetes mellitus: puede enmascarar la taquicardia asociada a
hipoglucemia.

Enfermedad vascular periférica: disminuye la circulacién periférica y
puede agravar la enfermedad.

Hipertiroidismo: puede enmascarar la taquicardia asociada. La retirada
brusca puede agravar los sintomas.

Antecedentes de anafilaxia: puede aumentar la sensibilidad frente a
alergenos.

Miastenia gravis: puede enmascarar los signos de la enfermedad, como la

debilidad muscular o los trastornos visuales.
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1.5

Embarazo: categoria C de la FDA. Los B-bloqueantes se consideran de
eleccion en la hipertension arterial durante el embarazo, aunque se han
descrito casos de retraso en el crecimiento intrauterino. Debe retirarse 2 o
3 dias antes del parto por el riesgo de bradicardia, hipotension e
hipoglucemia neonatal.

Lactancia: se distribuye en leche materna. Aunque se considera
compatible, se debe controlar a los lactantes la aparicion de signos de
bloqueo B-adrenérgico.

Pediatria: no se recomienda en menores de 18 afios porque no se ha
establecido su seguridad.

Geriatria: son mas susceptibles a los efectos adversos. Debe considerarse

la reduccion de dosis. 1

Efectos adversos

En la mayoria de los casos los efectos adversos estdn intimamente

relacionados con las acciones farmacoldgicas:

Cardiovascular: Bradicardia (casos aislados), deterioro de la insuficiencia
cardiaca, hipotension que se puede asociar con sincope, extremidades
frias. En pacientes sensibles: precipitacion del bloqueo cardiaco,
exacerbacion de la claudicacion intermitente si ya esté presente, fendmeno
de Raynaud.

Sistema nervioso central: Ocasionalmente, astenia, mareo, cefalea.
Excepcionalmente, confusion, alteraciones del humor, pesadillas,

depresion, ansiedad, parestesia. Casos aislados de psicosis.
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- Gastrointestinal: Sequedad de boca, diarrea, nauseas.

- Hepatobiliares: Infrecuentemente se ha observado incremento de los
valores de transaminasas, y se han comunicado casos de toxicidad hepética
incluyendo colastasis intrahepética.

- Hematoldgico: Rara vez, trombopenia.

- Metabélicos: Excepcionalmente, aumento de peso **.

2. Verapamilo

El verapamilo es un bloqueante de los canales de calcio activo por via oral
y administracion intravenosa, que se utiliza para el tratamiento de la angina, la
hipertension y las taquiarritmias supraventriculares. Se le considera como
antiarritmico de la clase 1V, siendo més eficaz que la Digoxina en el control de la
fibrilacion auricular. El verapamilo reduce la post-carga y, por tanto, puede ser
atil en el tratamiento de la hipertrofia del ventriculo izquierdo. El verapamilo
puede ser beneficioso en la cardiomiopatia hipertrofica y se ha comprobado que
reduce el porcentaje de reinfartos aunque no reduce la mortalidad de los pacientes

con disfuncion ventricular izquierda.

Aunque el verapamilo es considerado como un farmaco cardiovascular,
tiene otras muchas aplicaciones como son el tratamiento de las manias y la
profilaxis de las migrafias. Las diferentes presentaciones que existen en el
mercado estan disefiadas para una u otra indicacion, desde el tratamiento de la
angina con comprimidos de liberacion sostenida hasta gotas oftalmicas para el

tratamiento de la hipertensién ocular y/o el glaucoma *®,
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2.1  Mecanismo de accion

El verapamilo inhibe la entrada de calcio extracelular a través de las
membranas de las células del miocardio y del musculo liso, asi como en las
células contractiles y del sistema de conduccion del corazén. Los niveles
plasméticos de calcio permanecen sin alterar. El verapamilo se fija a los canales
lentos de calcio deforméndolos, lo que impide la entrada de calcio, con lo que
actlia sobre los mecanismos ionicos que regulan el automatismo. En el interior de
las células, el verapamilo interfiere con la liberacion del calcio intracelular que se
almacena en el reticulo sarcoplasmico. La reduccién de los niveles de calcio
intracelular afecta al mecanismo contractil del tejido del miocardio produciendo
una dilatacion. EI mismo efecto en las células del musculo liso vascular, con la
consiguiente vasodilatacion, reduce las resistencias periféricas y, por tanto la
postcarga. Estos mecanismos explican los efectos beneficiosos del verapamilo en
la angina y la hipertension. Sin embargo, estos efectos son menos potentes que los

producidos por los antagonistas del calcio de la familia de las 1,4-dihidropiridinas
190

Se cree que la inhibicion de la contraccion en los vasos del cerebro es la

responsable de los efectos antimigrafiosos del verapamilo.

2.2 Propiedades fisico-quimicas

El verapamilo es una molécula de caracter bésico. En la Figura 11.32 se
resumen las propiedades fisico-quimicas de este compuesto y se muestra su

estructura quimica *°*.
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Figura 11.32 Estructura quimica y propiedades fisico-quimicas del verapamilo

2.3

Propiedades
Fisico-quimicas

Valor

Estado Fisico

Color

Olor

Peso molecular (g/mol)
Punto de Fusion (°C)

Constante de disociacién

(PKa)
Log P (octanol-agua)

Solubilidad en agua (g/1)

polvo cristalino
blanco
inodoro
454,60
141-144

8,6 -89

4,47 -5,69
50

Farmacocinética

191

El verapamilo se puede administrar por via oral e intravenosa. Después de

una dosis oral, se absorbe rapidamente, aunque experimenta un extenso

metabolismo de primer paso, lo que hace que su biodisponibilidad sea s6lo del 20-
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35%. La comida reduce la biodisponibilidad de las formulaciones retardadas de
verapamilo, pero no de las formulaciones convencionales. Los farmacos que
inducen las enzimas hepéticas como la Rifampina o los Barbitdricos o las
enfermedades hepéticas afectan en gran medida la biodisponibilidad del

verapamilo 1%,

El comienzo de los efectos hemodindmicos y electrofisiologicos del
verapamilo tiene lugar a las 1-2 horas después de su administracion oral. Los
efectos son maximos entre las 2 y 5 horas en el caso de las formulaciones
convencionales y a las 5 horas en el caso de las formulaciones retardadas. La
actividad farmacoldgica del verapamilo se mantiene durante 8-10 horas en el caso
de las formulaciones convenciones y durante 24 horas en el caso de las retardadas.
Después de la administracion intravenosa, la actividad del verapamilo es méxima
a los 5 minutos y dura entre 10-20 minutos. El verapamilo y su metabolito activo,
el norverapamilo, se distribuyen muy bien por todo el organismo, incluyendo el
sistema nervioso central. El farmaco se excreta en la leche materna alcanzando
concentraciones proximas a las concentraciones plasmaticas de la madre, lo que
representa un problema en la lactancia. También se ha comprobado que pasa

facilmente la barrera placentaria *2.

El verapamilo se une en un 90% a las proteinas del plasma y
aproximadamente un 70% es eliminado en la orina en forma de metabolitos.
Aunque se conocen més de 12 metabolitos, sélo el norverapamilo es detectable en
el plasma. El norverapamilo posee un 20% de la actividad del verapamilo y carece
de efectos sobre la frecuencia cardiaca o el intervalo PR. El metabolismo de
primer paso es estereoselectivo, siendo preferentemente metabolizado el isomero
L.
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La semivida de eliminacion del verapamilo es de unas 2-5 horas después
de dosis Unicas, aumentando a 5-12 horas después de dosis multiples. En los
pacientes con insuficiencia renal, puede extenderse hasta las 14 horas. La
eliminacion del verapamilo tiene lugar por via renal, elimindndose en las heces tan
solo el 16% de la dosis administrada. Menos del 5% de la dosis se excreta como

verapamilo sin alterar en la orina'%.

2.4  Precauciones y Contraindicaciones

El verapamilo se debe utilizar con precaucion en pacientes con disfuncion
ventricular, bradicardia grave, shock cardiogénico o insuficiencia cardiaca
congestiva o en pacientes tratados con B-bloqueantes dado que el farmaco puede
exacerbar o precipitar un fallo cardiaco o producir una excesiva bradicardia o
anomalias en la conduccion. No obstante, el verapamilo puede ser utizado en la
disfuncion ventricular debida a una taquiarritmia supraventricular. Los efectos
reductores de las postcarga son beneficiosos en estos pacientes y pueden
contrarrestar los efectos inotrépicos negativos del farmaco. El verapamilo no se
debe utilizar en los pacientes con infarto agudo de miocardio y disfuncion del

ventriculo izquierdo **.

El verapamilo disminuye las resistencias periféricas y puede empeorar una
hipotension. Por lo tanto, su uso esta contraindicado en pacientes con una presion
sistélica inferior a 90 mm de Hg. En los pacientes con hipotension moderada o
ligera, se deberé controlar la presion arterial si se administra el verapamilo. Si la
hipotensidn es el resultado de una taquicardia supraventricular, se puede utilizar el

verapamilo ya que la correccién de la arritmia mejora la hipotension. Por el
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contrario, el verapamilo no se debe utilizar en pacientes con sindrome de bloqueo
sinusal u otros bloqueos (de segundo o tercer grado) que no lleven implantado un
marcapasos artificial. En estos pacientes, la administracion de verapamilo puede

resultar en una grave hipotension, bradicardia y asistolia ‘.

Los ancianos, los pacientes con enfermedades renales o con enfermedades
hepaticas tales como cirrosis o insuficiencia renal, muestran un aclaramiento
retardado del verapamilo y de sus metabolitos y, por tanto, tienen un riesgo mayor
de que el f&rmaco se acumule y muestre toxicidad. En los ancianos, el verapamilo
tiene una semivida de eliminacién més prolongada, por lo que a estos pacientes se

les administran dosis iniciales menores.

El 70% del verapamilo se excreta en forma de metabolitos en la orina y se
debe administrar con precaucion en pacientes con insuficiencia renal. Estos
enfermos deberan ser monitorizados por si apareciera una prolongaciéon anormal
del intervalo PR u otros sintomas de unas dosis excesivas. En la insuficiencia
hepatica, el aclaramiento del verapamilo disminuye hasta un 30% y la semivida
puede aumentar hasta las 14-16 horas, por lo que las dosis en estos pacientes

deberén reducirse y ajustarse segun la respuesta clinica.

En los pacientes en enfermedades neuromusculares, el verapamilo se debe
utilizar con precaucion. Se han comunicado casos en los que observé una
disminucién de la transmisién neuromuscular en pacientes con distrofia muscular
de Duchenne y también se sabe que alarga el tiempo de recuperacion después de

un bloqueo neuromuscular con vecuronio.
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El verapamilo se clasifica dentro de la categoria C de riesgo en el
embarazo. Aunque se ha comprobado que el verapamilo puede tener efectos
negativos sobre el crecimiento fetal no se sabe si tiene propiedades teratogénicas y
no se han realizado estudios controlados en el hombre. Por lo tanto, el uso del
verapamilo en el embarazo deberd restringirse a aquellas enfermas en las que el

beneficio sea superior al riesgo potencial para el feto.

El verapamilo esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad al

farmaco o a alguno de los componentes de su formulacion.

2.5 Efectos adversos

Las reacciones adversas mas serias asociadas a los tratamientos con
verapamilo representan una extension de sus efectos terapéuticos sobre el nodo A-
V. Estos efectos secundarios incluyen bradicardia sinusal, taquicardia sinusal
refleja, bloqueo A-V de grado diverso que puede necesitar de un tratamiento con
atropina, e hipotension. La incidencia de efectos adversos es mayor en los

pacientes que reciben el farmaco por via intravenosa *.

Aunque el verapamilo tiene propiedades inotropicas negativas, el riesgo de
desarrollar un fallo cardiaco congestivo o edema pulmonar queda paliado de
alguna forma por el efecto reductor de la postcarga. Sin embargo, los pacientes
con disfuncion del ventriculo izquierdo deberan ser vigilados por si aparecieran

signos o sintomas de empeoramiento de la insuficiencia cardiaca.
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Puede ocurrir taquicardia, incluyendo fibrilacion ventricular en pacientes
con conduccion A-V accesoria y por lo tanto, aunque el farmaco es eficaz en el
tratamiento de la fibrilacion auricular o del flutter, no se debe administrar a
pacientes que muestren este desarreglo de la conduccion. Tampoco se debe
administrar el verapamilo si se sospecha en los enfermos un sindrome de Wolff-

Parkinson-White o de Lown-Ganong-Levine.

Los efectos vasodilatadores del verapamilo son los responsables de
algunos efectos secundarios como los mareos o los sofocos. También se han
descrito letargia, cefaleas, fatiga y tinnitus en los pacientes tratados con este
farmaco. La constipacion es la reaccion adversa gastrointestinal més frecuente del
verapamilo y ocurre con una mayor frecuencia que en el caso de otros
antagonistas del calcio. Otros efectos gastrointestinales son la nausea y el vomito,

la dispepsia y el dolor abdominal *.

Se han descrito elevaciones transitorias de las enzimas hepéticas en
algunos pacientes tratados con verapamilo, elevaciones que desaparecieron
espontdneamente al proseguir el tratamiento. Sin embargo, en algin caso se ha

observado hepatoxicidad al reutilizar el farmaco.

Ocasionalmente, se ha observado disfuncion sexual, incluyendo
impotencia, en algunos pacientes tratados con antagonistas del calcio. También se
han comunicado casos de ginecomastia asociados al tratamiento con estos

farmacos.
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3. Absorcion intestinal de los farmacos en estudio en

distintos modelos experimentales

En las siguientes tablas se resumen los valores encontrados en la
bibliografia de permeabilidad de metoprolol y verapamilo en distintos modelos
celulares in vitro. Estos valores permiten tener una estimacion de la variabilidad

inter e intralaboratorio.

METOPROLOL Cita

Mecanismo de absorcion Pasivo Neuhoff y col. 2003

Artursson y Magnusson, 1990
194

2,67 (0,27)/ 10,11

1,80 (0,25)/ 13,89 Gres y col. 1998 '
2,16 (ND) Bock y col. 2009 *
Peff Caco-2
-5
(m/s) X107 1 papy (Apical- | 14,00 (1,00)/ 7,14 Salphati y col. 2001 **
(BE)CV Basolateral)
Bibliografia 8,76 (0,36)/ 4,11 Hayeshi y col. 2008 *®

5,88 (0,26)/ 4,42
7,11 (0,22)/ 3,09
4,55 (0,29)/ 6,37
4,29 (0,03)/ 6,99
0,77 (0,05)/ 6,49
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2,47 (0,21)/ 8,50
4,37 (0,11)/ 2,52
3,51 (0,19)/ 5,41
6,22 (0,27)/ 4,34
2,25 (ND) Bock y col. 2009 *
MDCK Pab
15,00 (1,00)/ 6,67 Salphati y col. 2001 **°
MDCK-
1,58 (ND) Bock y col. 2009
MDR1 Pab
2,00 (0,4)/ 20,00 Kim, Mitchell y col. 2006 **’
Rata 3,3 (1,50)/ 45,45 | Zakeri-Milania y col. 2007 **
5,90 (1,30)/ 22,03 Salphati y col. 2001 '
Peff
Caco-2
(cm/s) x 107 _ _ -
Pab (Apical- | 2,36 (0,28)/ 11,86 Nalda Molina, JR. 2003
(DE)ICV
) Basolateral)
Experimental

Interacciones -

Peff, permeabilidad efectiva; DE, desviacion estandar; CV, coeficiente de variacion; N.D.,

parametro no determinado.

Tabla 11.7 Valores de la permeabilidad intestinal del metoprolol, obtenidos en distintos modelos

experimentales, presentes en la bibliografia y los obtenidos en nuestro laboratorio.
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Experimental

Basolateral)

VERAPAMILO Cita
Mecanismo de absorcion Combinado Karlsson y col. 1993 **
6,94 (ND) Mandagere y col. 2002 %
3,38 (0,41)/ 12,13 Korjamo y col. 2005 '
Caco-2
: 3
Pab (Apical- 1,3 (0,05)/ 3,85 Shirasaka y col. 2006
Basolateral) | 0,91 (0,02)/ 2,20
Peff 1,29 (1,10)/ 85,27
(cm/s) x 107 1,17 (0,09)/ 7,69
(DE)/ICV : ;
Bibliografia MDCK Pab 1,29 (0,04)/ 3,10 Shirasaka y col. 2006
MDCK- _ ,
0,83 (0,02)/ 2,41 Shirasaka y col. 2006
MDR1 Pab
6,50 (0,50)/ 7,69 | Kim, Mitchell y col. 2006 '
Rata
5,45 (0,22)/ 4,04 | Varmay Panchagnula, 2005 **
Peff
= Caco-2
(cm/s) x 10 ) ) 198
Pab (Apical- 3,51 (0,27)/ 7,69 Nalda Molina, JR. 2003
(DE)/ICV

Interacciones

Zumo de pomelo

Romiti y col. 2004 %?

Peff, permeabilidad efectiva; DE, desviacion estandar; CV, coeficiente de variacion; N.D.,
parametro no determinado.

Tabla 11.8 Valores de la permeabilidad intestinal del verapamilo, obtenidos en distintos modelos

experimentales, presentes en la bibliografia y los obtenidos en nuestro laboratorio.
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Ill. Materiales y Meétodos

A. Compuestos ensayados

En este trabajo se ha caracterizado la permeabilidad intestinal de dos

farmacos modelo: metoprolol y verapamilo.

Se selecciond metoprolol porque es el patrdn utilizado para clasificar los
compuestos en alta o baja permeabilidad y verapamilo como conocido sustrato de

Glicoproteina-P.
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NP

Metoprolol Verapamilo

Figura I11.1 Estructura de los compuestos en estudio

B. Animales de experimentacion

Los animales seleccionados para este estudio fueron 5 razas de ratas no

consanguineas de ambos sexos:

e Sprague Dawley®TM
e Wistar HanTM

e Wistar Unilever

e Long-Evans

e CD*IGS

Los animales se mantuvieron con una dieta equilibrada y en perfectas

condiciones de higiene y climatizacion.
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Para los ensayos se seleccionaron animales con edad comprendida entre

dos y tres meses. Su peso, tras 8 horas de ayuno, oscilé entre 230 y 280g.

C. Técnicas experimentales

1.  Ensayos de absorcion en animales

El protocolo de trabajo consiste en el calculo de la permeabilidad
intestinal, utilizando una Gnica concentracion del compuesto, en cinco razas
distintas de ratas no consanguineas, en machos y hembras. En el ensayo se han
seguido las normas de correcto uso y manipulacion de animales de laboratorio que

dicta la normativa europea.
1.1 Soluciones de trabajo

A continuacion se describen las distintas soluciones de trabajo utilizadas

en los ensayos in situ.

Solucidn anestésica

Para llevar a cabo la intervencion quirtrgica previa a los ensayos de
perfusion in situ, se requiere anestesia general profunda del animal. A tal efecto se

empled una solucién de tiopental sédico (Tiobarbital braun®) 60 mg/kg.

Esta solucion se administra atemperada a 37°C, por via intraperitoneal en

dosis de 0.02 mL por cada 100 g de peso del animal. Tras la inyeccion se efectla
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un ligero masaje en la zona administrada para facilitar la difusion del anestésico y

su paso a la circulacién general.

El grado de anestesia profunda necesario para el inicio de la intervencion

quirdrgica se alcanza unos 10 minutos tras la administracion.

Soluciones de lavado intestinal

1.1.2.1 Solucién de lavado A

Se trata de una solucidn isotonica que permite eliminar los restos de quimo

que pudieran quedar en la luz intestinal. Su composicion es:

NaCl...oooiei e, 9.00 g
KClieeeee e 0.34¢g
CaCl2H20 ..o 0.19¢g
NaH2PO4:2H20.......coiviiiiiiine 0.76 g
H,O destilada..............c.ceuveeee. cs.p.1L

1.1.2.2 Solucién de lavado B

Esta solucion se utiliza para acondicionar la mucosa intestinal antes de
realizar los ensayos de absorcion. Se trata de una solucion de suero fisioldgico
regulada a pH 7.00 mediante una solucion de tampoén fosfato segun Sorensen a

razén de 10 mL de tampdn por litro de solucion.
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La composicion cuantitativa de la solucién es:

NaCl...ooioeee e, 9.00 g
NaH,PO4-2H,O 1/15 M............ 3.9 ml
Na,HPO, 1/15 M............ 6.1 ml
H,O destilada............ccoevvnenee cs.p.1L

1.1.3 Soluciones de perfusion

La solucion de trabajo se prepar6 mediante pesada del compuesto a
ensayar y disolucion posterior en solucion de lavado B. El pH se ajusta siempre
antes de su perfusion a un pH final de 7.00 + 0.02. La regulacion del pH se realiza
mediante la adicion de NaOH 0.1N, ya que debido al bajo porcentaje de la
solucién tampdn puede producirse una ligera variacion del pH original. Este
problema podria evitarse aumentando la proporcion de tampon en la solucion de
lavado, pero concentraciones superiores de fosfato podrian ser perjudiciales para

la integridad de la mucosa intestinal 2,

Las constantes aparentes de velocidad de absorcion se determinaron

mediante perfusion in situ sin recirculacion. La técnica experimental utilizada es
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una modificacion de la propuesta por Doluisio y colaboradores " adaptada a las

condiciones de nuestro laboratorio 2.
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1.2 Técnica experimental

1.2.1 Técnica experimental en intestino delgado completo

El animal se someti6 a un periodo de ayuno de 8 horas, durante el cual se
permite su acceso libre al agua para garantizar su hidratacion. Las jaulas deben ser

siempre de doble fondo para evitar la coprofagia.

Tras este tiempo, el animal se anestesia por inyeccion intraperitoneal con

la dosis correspondiente a su peso, tal y como se ha descrito anteriormente.

A continuacion, el animal se coloca bajo una lampara que suministre calor
ya que la anestesia provoca relajacion muscular generalizada que puede llevar a

hipotermia.

A los 10 minutos de administrar el anestésico, el animal alcanza el grado
de anestesia profunda y carece del reflejo palpebral. Se coloca en posicion
decubito supino sobre un tablero quirdrgico y se inmoviliza por las extremidades

con cinta adhesiva, de forma que no adquiera una posicion forzada.

El grado de anestesia se comprueba cada 10 minutos a lo largo de toda la

cirugia y el periodo de toma de las muestras.

El primer paso consiste en descubrir la cavidad abdominal mediante
seccion de la piel, desde 2 cm por encima del poro genital hasta 1 cm del apéndice
xifoides. Para ello se sujeta la piel con unas pinzas en forma de diente de raton y

se realiza la incision con tijeras de punta roma. A continuacion se separan los
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rectos abdominales cortando por la linea alba para provocar la minima

hemorragia.

Una vez abierta la cavidad abdominal, se localiza el duodeno, en el que
desemboca el conducto biliar. Este conducto debe ligarse con ayuda de un hilo de
seda, para evitar el paso de la secrecion biliar al intestino y la aparicion de un

posible ciclo enterohepético.

A continuacién, se practica un pequefio corte en bisel en el extremo
duodenal. Se introduce el extremo de una canula de vidrio acodada, la cual se fija
al intestino con hilo de seda. El otro extremo de la canula se conecta mediante un
tubo de polietileno, a una llave de tres pasos tipo Stopcock, que se esquematiza en
la Figura 111.2. A su vez, ésta encaja a rosca con una jeringa de 10 mL de

capacidad, sujeta mediante una pinza a un soporte vertical.

Posteriormente, se localiza el otro extremo (ileo-cecal) y se efectla una

incision de forma que se proceda sin dificultad a la limpieza de la mucosa.

Para que el ensayo de absorcion sea reproducible, se debe evitar toda
obstruccion en las canulas. Es necesario que la mucosa intestinal quede totalmente
libre de residuos y de las sales biliares, que actuarian como tensiactivos. La
limpieza se realiza con ayuda de la jeringa conectada a la canula; se hace pasar
varias veces las soluciones de lavado, termostatadas a 37°C, por la jeringa y a
través del intestino. En primer lugar se utiliza la solucién de lavado A, para
eliminar restos sélidos (unos 50 ml), y después se perfunden 50 ml de solucion de

lavado B para acondicionar la mucosa y restaurar el pH de la zona.



Materiales y Métodos 120

Una vez finalizado el lavado, se conecta otra canula en el extremo final.
Esta c&nula se une a su vez a una llave de tres pasos y a otra jeringa. Todo el

conjunto se sujeta a un soporte vertical, con la ayuda de unas pinzas.

Por ultimo se bombea aire a través del intestino en ambas direcciones con
objeto de eliminar los restos de la solucion de lavado B, aunque siempre queda un
volumen residual aproximadamente de 0.7 ml ?°°. Este proceso es necesario para

asegurar que la solucion perfundida no se diluya.

Durante el proceso de lavado hay que evitar ejercer una excesiva presion
sobre el émbolo para no dafiar la mucosa intestinal y no alterar la perfusion
sanguinea, factores que, si se modificasen, podrian condicionar cambios en la

constante de absorcion de las sustancias ensayadas.

Otro factor a considerar es la posible desecacion de la cavidad abdominal.
Con objeto de evitarla se vierte en ella pequefios volimenes de suero fisiologico
atemperado a 37°C y se cubre con una torunda de algodon empapada en el mismo
liquido a igual temperatura. Esta operacion se repite a lo largo del ensayo, para
mantener el grado adecuado de hidratacion y la temperatura fisioldgica del
intestino, ya que una deshidratacion puede incrementar la reabsorcién de agua vy,
por lo tanto, aumenta la concentracion de la solucién perfundida. Por otra parte la
disminucién de la temperatura corporal local puede conducir a un descenso reflejo
del flujo sanguineo mesentérico y, en ocasiones, a una disminuciéon en la

velocidad de absorcién.



Materiales y Métodos 121

Jeringa-exterior I

Permite el paso de solucidn o aire desde la jeringa al exterior.

Jeringa-intestino
Permite el paso de solucion o aire desde la jeringa al intestino o

viceversa.

!
Intestino-exterior I
Permite el paso de solucidn o aire desde el intestino al exterior

Figura 111.2 Esquema de las tres posiciones de la llave de tres pasos de tipo Stopcock

1.3 Protocolo del ensayo

1.3.1 Perfusion

La solucion del compuesto a ensayar se dispone en la jeringa proximal,
tras atemperarla a 37°C. Se utiliza un volumen de 10 ml de solucion. La llave de

tres pasos se mantiene en posicion intestino-exterior.

A continuacion, la llave distal se coloca en posicion intestino-exterior y la

llave proximal en posicion jeringa-intestino.
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Se introduce la solucién en el intestino presionando ligeramente el émbolo
de la jeringa proximal. De este modo, el aire contenido en dicha cavidad es
desplazado al exterior sin provocar una distension excesiva de la pared intestinal.
Se coloca las llaves en posicion jeringa-exterior y el intestino se convierte en un

compartimento estanco. En este momento se pone en marcha el cronémetro.

1.3.2 Toma de muestra

La toma de muestras se realiza cada 5 minutos alternativamente por cada
una de las jeringas. La primera muestra se toma por la jeringa distal y la tltima,
por la proximal. Se recoge un total de seis muestras (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min) de

200 ul de solucion cada una.

Para extraer la muestra, se colocan las dos llaves en posicion jeringa-
intestino. Se toma aire con la jeringa opuesta al muestreo y se introduce en el
intestino a la vez que la solucién asciende por la otra jeringa. A continuacion se
toma la muestra mientras se mantiene presionada la cavidad abdominal. Se vuelve
a introducir la solucién en el intestino mientras la jeringa opuesta comunica el
lumen intestinal con el exterior. Simultdneamente, se recoge cualquier liquido que
sea arrastrado con el aire que se desplaza al exterior. De esta forma se puede
estimar la variacion del volumen remanente en el intestino durante el ensayo. Una
vez introducida la solucidn, se colocan las llaves en posicion jeringa-exterior y se

transforma, de nuevo, el intestino en un compartimento estanco.
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1.4 Ensayo de reabsorcion de agua

Después de tomar la ultima muestra se lleva a cabo el ensayo de
reabsorcion de agua. Para ello, se desconecta la canula de la jeringa ileo-cecal y se
coloca en un tubo de centrifuga de 15 ml. Con la jeringa que queda conectada, se
toma aire y se ejerce presion para extraer el liquido remanente a través de la
canula. Seguidamente se corta el mesenterio y se separa el asa intestinal del resto

del animal.

Una vez aislado el intestino, se presiona desde el principio hasta el final,
con ayuda de un algodén himedo, asegurando que se vacie completamente.

Finalizado el ensayo, el animal se sacrifica mediante dislocacion cervical.

El volumen recogido se centrifuga durante 15 minutos a 3000 rpm. De esta
forma sedimentan en el tubo de muestra los restos de mucosa que se han
arrastrado. Se retira el residuo y se mide el sobrenadante. Para calcular el volumen
final, a este valor se adiciona el volumen recogido durante la toma de muestras y

el de las muestras extraidas.

1.5 Tratamiento de muestras

Las muestras bioldgicas se centrifugan a 8000 rpm durante 8 minutos. De
este modo se obtiene un sobrenadante que contiene en disolucion el compuesto
ensayado y un sedimento sélido que son restos de mucosa, que podrian alterar la
valoracion, por obstruccion del sistema cromatogréafico, y que pueden causar la
aparicion de picos aleatorios u oscilaciones de la linea base. Por lo tanto, en el

cromatdgrafo sélo se introduce el sobrenadante de las muestras.
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Aproximadamente 0.15 ml de este sobrenadante se coloca en los viales
adecuados segun el tipo de inyector automatico que se vaya a utilizar. En nuestro
caso se utilizaron viales Snap Cap ambar de 2 ml de capacidad, con un inserto de
vidrio en su interior con una capacidad de 0.2 ml, y con un tapoén Septum
propileno PTFE, con el fin de evitar evaporaciones. Se inyectaron 50 pl de cada
muestra en el equipo de CLAR, por triplicado para poder comprobar la

reproducibilidad de los resultados.

1.5.1 Calculo de la velocidad de reabsorcion de agua

Existe un proceso de reabsorcion de agua simultdneo al proceso de
absorcion de la sustancia ensayada'®’ de modo que la solucién remanente en
lumen se concentra. Este proceso puede falsear por exceso el valor de la
concentracion remanente en lumen, sobre todo en las Gltimas muestras (25 y 30

min).

Con el fin de estimar las concentraciones reales de compuesto se calculd el
volumen remanente a cada tiempo de toma de muestra. Dado que el volumen

205

varia segin una cinética de orden cero””, la ecuacion diferencial representativa

del proceso es:

Su forma integrada es:

V = V,-k,-t
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en la que V es el volumen remanente en el intestino a cada tiempo, V, es el
volumen remanente a tiempo inicial y ko representa la constante de velocidad de

reabsorcion de agua (ml/min).

Mediante regresion lineal por minimos cuadrados de los volimenes
obtenidos, se obtienen los pardmetros V, como ordenada en el origen y ko como
pendiente. Estos parametros permiten determinar los volimenes tedricos para
cada tiempo de toma de muestra (Vi), y con ellos se corrigen los valores
experimentales de las concentraciones de soluto en las muestras, utilizando la

ecuacion:

o

en la que C corresponde a la concentracion de soluto corregida y E es la

concentracion obtenida experimentalmente.

1.5.2 Calculo de la constante aparente de la velocidad de absorcion

Las constantes aparentes de velocidad de absorcion de los compuestos en
estudio se han determinado a diferentes concentraciones de perfusion a partir del

siguiente modelo:
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Considera dos compartimentos: un compartimento A que representa el
lugar donde se produce la absorcion (intestino) y un compartimento B que

representa el organismo.

En este estudio se considera que la desaparicion del compuesto del
compartimento A se debe Unicamente a absorcion y sigue una cinética aparente de

primer orden segun la siguiente ecuacion:

donde C corresponde a la concentracion remanente de farmaco en el intestino y
ks la constante de velocidad de absorcion aparente de primer orden. Su forma

integrada es:

C=Cye" "

donde C es la concentracion de farmaco a tiempo t y C, corresponde a la

concentracion inicial de farmaco disponible para la absorcion (t = 0).
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El valor de C, obtenido es siempre menor que la concentracion perfundida
debido a varios procesos simultaneos: dilucion con el resto de solucion de lavado,
adsorcion a la membrana intestinal y entrada rdpida del compuesto en los
enterocitos. El descenso de Cy se debe mayoritariamente a la carga de la sustancia
en la mucosa, cuyo equilibrio se alcanza en los primeros minutos de la perfusion,
con lo que pasados 5 minutos el proceso ha finalizado totalmente. Por esta razon,

la toma de muestra se inicia a ese tiempo.

Para obtener un valor representativo de la constante de velocidad de
absorcion, el ensayo se realiza en un minimo de 4 animales para cada
concentracion ensayada. Tras esto se obtiene un valor medio que se considera

caracteristico de las condiciones del ensayo.

El uso de animales en experimentacion debe ser ponderado y buscarse un
equilibrio entre la finalidad perseguida en la investigacion o formacion y la
proteccion animal. Segln el Comité Etico de Experimentacion Animal se debe
tender al empleo de cualquier estrategia encaminada a utilizar el minimo nimero
de animales necesario para alcanzar el objetivo propuesto en el procedimiento.
Aplicar disefios estadisticos correctos que permitan utilizar sdlo el niumero de
animales necesario para obtener una informacion fiable y precisa. Tan inadecuado
resulta un procedimiento experimental que utiliza més animales de los necesarios,
como el que utiliza tan pocos que sus resultados no proporcionan la calidad

cientifica exigible, y que a la larga resultan intiles por no ser fiables 2%,
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2.  Estudio de permeabilidad in vitro

Los estudios de permeabilidad in vitro se han realizado en monocapas de
carcinoma de colon, Caco-2 ATCC, cedidas por el Dr. Hu de Washington State
University (USA) y TC7 donadas por la Dra. Monique Rouscet INSERM
(Francia); y en monocapas de células de origen canino, MDCK (Madin-Darby
Canine Kidney) y MDCK-MDRL1, donadas por e Dr. Michael Gottesman de NCI
(USA).

Se ha determinado el coeficiente de permeabilidad apical-basal Pag Yy

basal-apical Pga de los compuestos a una unica concentracion.
Los requisitos basicos para el mantenimiento de las lineas celulares son:

v' Estufa de incubacion a una temperatura de 37°C, 5% de CO; y 90%
de humedad relativa. Estas condiciones son las adecuadas para el

crecimiento de estas células.

v' Cémara de flujo laminar vertical de seguridad bioldgica, para
trabajar en condiciones de minimo riesgo de contaminacion bacteriana y
fungica. La manipulacion de las células siempre tendra lugar en el interior

de la cAmara.

v' Bafio termostatado. Permite que todas las soluciones que estaran en

contacto con el cultivo se encuentren a 37°C.
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v' Bomba de vacio por membrana. Conectada a un dispositivo
consistente en un kitasato con un tubo de silicona hacia la bomba y otro que
asciende hasta la camara de flujo. Facilita la aspiracion del medio de cultivo

y la filtracion en la preparacion de las diferentes soluciones de trabajo.

v"Incubador con sistema de giro circular a 100 rpm., en el que se lleva
a cabo el ensayo de permeabilidad. Permite simular las condiciones

fisiologicas de movimiento y temperatura.

Los procedimientos normalizados de trabajo con este tipo de cultivos fueron
preparados previamente por el equipo de investigacion y se describen a

continuacion.

2.1 Soluciones de trabajo

2.1.1 Medio de cultivo

Se prepara como mezcla estéril, conservandose viable dos meses en nevera

aproximadamente, segun la formula siguiente:

Caco-2, TC7 y MDCK:

L-Glutamina 200 mMM..........ccoooiii i, 10 ml
Solucién Penicilina-Estreptomicina........... 10 ml
Solucién de amino&cidos no esenciales....... 5ml
HEPES 1 MM....cooiiiiii e 5ml
Suero bovino fetal............cccooviiiieiiiiiii 50 ml

DMEM sin piruvato...............cc.eeenee... 420 ml
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MDCK-MDR1:

L-Glutamina 200 mMM..........ccoooiii i, 10 ml
Solucién Penicilina-Estreptomicina........... 10 ml
HEPES 1 MM....cooiiiiii e 5ml
Suero bovino fetal............cccooviiiieiiiiiii 50 ml
DMEM con piruvato..................een.ee....435 ml
Colchicina 80 ng/ml.........cccooviiiiiiiiiiiciens 2 ml

En la formula se detallan como elementos distintas soluciones cuya

composicion se describe a continuacion:

L-Glutamina 200 mM

L-Glutamina (Gibco®). Se utiliza como uno de los componentes nutritivos,

ya que es un aminodcido esencial.

Solucion Penicilina—Estreptomicina

Es una solucion estéril compuesta por:

Penicinilina G (sal sédica).............. 10.000 unidades/ml

Estreptomicina (sulfato) ................ 10.000 pg/ml

Ambas suministradas por Gibco®, evita la contaminacion de los cultivos.

Suplemento de aminoacidos no esenciales

Solucién acuosa de amino&cidos no esenciales suministrada por Gibco®.
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DMEM

Liquido DMEM con alta concentracion de glucosa (4.5 g/l) de Gibco®

2.1.2 Soluciones utilizadas para el pase
PBS-EDTA

Se comercializa en solucion estéril por Gibco®. Se utiliza para el lavado de

la monocapa y la eliminacion de los residuos de suero que inactivarian la tripsina.

Tripsina-EDTA

Estd compuesta por 0.5% de tripsina y 0.2% de EDTA-disodico exenta de
Ca'? y Mg*%. Se comercializa en solucién estéril por Gibco®. Esta solucion se
diluye 1/5 en PBS-EDTA estéril. Se utiliza para separar las células de los frascos

en el proceso de pase de uno a otro.

2.1.3 Soluciones tamp6n para el ensayo
Solucion de HBSS-HEPES

Solucién compuesta de 99 ml de solucion HBSS y 1 ml de solucion
HEPES 1 M. Esta solucion se utilizara siempre en la cdmara apical y basolateral,
ya sea con fdrmaco o en ausencia de éste. También se emplea para lavar las

células antes del ensayo.
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2.1.4  Solucion de compuesto a ensayar
Compuesto en solucién libre

» Metoprolol: 100 uM en solucion HBSS-HEPES

» Verapamilo: 100 uM en solucion HBSS-HEPES

2.2 Técnica experimental

2.2.1 Congelacion y descongelacion

Congelacion

Las células se pueden conservar, de forma indefinida, inmersas en
nitrogeno liquido. Para ello es necesario un tratamiento previo de las mismas,

pues el proceso de congelacion entrafia ciertos inconvenientes.

La congelacion de las células puede producir dafios a nivel de sus
membranas, asi como en otras estructuras celulares. La velocidad de disminucion
de la temperatura, junto con la formacion de cristales de gran tamafio podria
células de mama, con un alto porcentaje de recuperacion de células viables tras la

descongelacién %’

Con el fin de evitar estos inconvenientes:

v" Se utiliza una solucion de alto contenido en proteinas, generalmente

compuesta por suero de ternero y dimetilsulfoxido DMSO (1/10), estéril y
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apirégeno. Ello evita la formacion de cristales de agua que pudieran producir
dafios en las células. EI DMSO es un crioprotector que incrementa la
permeabilidad de las membranas, disminuyendo su fragilidad. El inconveniente
de su uso es que resulta toxico para las células y su manipulacion requiere
siempre la mayor rapidez posible 2% 2%°,

v Se controla la velocidad a la que decrece la temperatura gracias a un
contenedor especifico de criopreservacion (Nalgene Cryo®). La temperatura
desciende a una velocidad de 1°C/minuto, hasta los -80°C, a partir de aqui, la
temperatura puede descender a mayor velocidad. El recipiente posee unas
hendiduras adecuadas para los crioviales y se encuentra en un bafio de
isopropanol, de bajo punto de congelacion. Tras permanecer un dia en un
congelador convencional, se pasa 2 dias mas a otro a -80°C y de ahi se

sumergen en nitrégeno liquido.

Para la congelacion se procede a separar las células del frasco de 75 cm?
en el que crecen adheridas. A continuacion, la suspension tripsinizada se coloca
en un tubo de plastico estéril, se centrifuga 4 minutos a 1500 rpm. y se elimina el
sobrenadante. Al sedimento de células remanente se adiciona unos 5 ml de medio
de cultivo atemperado adicionado con DMSO al 10%. Se separan las células del
fondo del tubo con ayuda de una pipeta y pipeteador eléctrico deslizando la
suspension repetidas veces por la pipeta y, rdpidamente, se introduce 1 ml en los
crioviales, convenientemente rotulados, que, dentro del criocongelador se
almacenan durante 24 horas en un congelador de -20°C. Tras este tiempo, se
mantienen unas 48 horas en un congelador a -80°C y finalmente se trasladan a un

tanque de nitrégeno liquido.
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Descongelacion

Se lleva a cabo en un bafio termostatado a 37°C para acelerar el proceso de
descongelacion. Una vez se ha descongelado, se pulveriza con alcohol al 70%, se
introduce en la cdmara de flujo laminar y se pipetea su contenido, depositandolo
en un tubo de plastico estéril con medio de cultivo atemperado, con objeto de
diluir el DMSO presente en el vial. Este proceso debe llevarse a cabo con la
méaxima rapidez posible para evitar la toxicidad celular del disolvente. Se
centrifuga para separar el medio liquido durante 4 minutos a 1500 rpm. Eliminado
el sobrenadante, se adiciona medio de cultivo, libre ya de DMSO; con ayuda de la
pipeta y pipeteador se agita la suspension celular, para evitar que queden grupos
celulares y se introduce en un frasco de 25 cm? de superficie. Este tamafio resulta

adecuado para la dilucion a la que las células fueron congeladas.

2.2.2 Crecimiento en frascos

Las células crecen en frascos de plastico estériles, en cuya base se forma
una monocapa adherida. Para un correcto crecimiento hay que controlar dos

aspectos:

1. Larenovacion frecuente de medio, puesto que las células producen
metabolitos que pueden alterar el pH fisiolégico del mismo.
2. La densidad de crecimiento, ya que las células deben tener siempre

espacio para poder seguir desarrollando la monocapa.

El cambio del medio se realiza como se describe a continuaciéon. Los

frascos, situados en la estufa, se extraen, se pulverizan con alcohol al 70% y se
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introducen en la cdmara de flujo laminar. EI medio de cultivo atemperado se
pulveriza con el mismo alcohol y se introduce también en la camara. Cuando se
ha evaporado el alcohol se abren parcialmente ambos tapones, frasco y botella de
medio. Se coloca una pipeta Pasteur estéril en el tubo de silicona conectado a la
bomba de vacio. Se introduce la pipeta evitando tocar el cuello del frasco o poner
la mano derecha sobre la boca del frasco. Siempre se trabaja en posicion oblicua,
para disminuir asi el riesgo de que cualquier tipo de particula penetre por el
cuello. La bomba aspira el medio que se recoge en el kitasato, se extrae la pipeta
con cuidado y se cierra el frasco con los dedos pulgar e indice que en todo
momento han sujetado el tapon sin permitir que este contactara con ningin objeto
o superficie. A continuacidn, se rompe la cubierta de papel de una pipeta estéril de
volumen adecuado por la parte superior, se conecta al pipeteador automatico vy,
una vez insertada en éste, se desenvuelve totalmente, sosteniendo el pipeteador de
forma analoga a como se procedia con la pipeta. Con la mano izquierda se abre la
botella de medio colocada en un recipiente que permite mantenerla inclinada,
haciendo més fécil la introduccion de una pipeta en su interior. Se toma la
cantidad adecuada de medio, se tapa la botella, se toma el frasco como se ha
descrito previamente y se deposita con la pipeta el medio de cultivo procurando
no tocar las paredes del frasco. El frasco se cierra completamente, se saca de la
camara, se pulveriza (especialmente el cuello) con alcohol al 70% y se introduce

en la estufa.

Los cambios de medio se suelen realizar los lunes, miércoles y viernes. El
volumen de medio es de unos 12 ml para los frascos de 75 cm? y de 5 ml para los

de 25 cm?.
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2.2.3 Dilucion celular y cambio a nuevo frasco

La velocidad de crecimiento de este tipo de cultivos es muy répida. Las
células crecen formando monocapas que se adhieren a la base de los frascos.
Cuando la monocapa ocupa toda la superficie disponible se deben despegar las
células y sembrar en un nuevo frasco una dilucion de la suspension celular. En el
caso de que no se realizara esta operacion, las células comenzarian a degenerar, a
formar vacuolas de reserva y a producir alteraciones importantes en las

caracteristicas tipicas de la linea celular.

El procedimiento incluye primero un lavado de la monocapa con D-PBS,

un tratamiento con tripsina y, por ultimo, la dilucién y cambio a un nuevo frasco.

El frasco contenedor se extrae de la estufa y se introduce en la cdmara de
la forma descrita en el epigrafe anterior. Las soluciones de medio de cultivo, D-
PBS y Tripsina-EDTA, atemperadas y pulverizadas con alcohol, se introducen
también en la cAmara. Una vez evaporado el alcohol, se aspira el medio de cultivo
y se reemplaza por un volumen de D-PBS similar al volumen de medio
correspondiente. Se deja actuar en la estufa durante 10 minutos, sacandolo de la
camara de la forma descrita anteriormente. Esta solucion contiene Ca™ y Mg*?
que eliminaran cualquier traza de suero presente en la monocapa, que podria

disminuir la eficacia de la tripsina.

A continuacion se saca de nuevo el frasco de la estufa y, en la cAmara, se
aspira el D-PBS y se sustituye por la cantidad adecuada de una solucion de
tripsina (1/5 del volumen de medio que se afiade al frasco que se esta utilizando).

Se incuba de nuevo durante unos 10 minutos aproximadamente. La concentracion
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de tripsina utilizada, el tipo de cultivo, la presencia de suero y de otros factores de
crecimiento determinan la eficacia de la tripsina para despegar las células de la
base del recipiente. En funcion de esto, se calcula el tiempo de actuacion de la
misma. Conviene eliminar o desactivar lo antes posible la tripsina, pues produce

dafos en las células.

Transcurridos los 10 minutos, las células se encuentran en suspension en el
medio tripsinizado; se adiciona medio de cultivo al recipiente, consiguiendo una
dilucion de la tripsina 1/5 e inactivandola gracias tanto a la dilucién, como a la
presencia de los diferentes factores de crecimiento y el suero bovino fetal del
medio. Esta suspension se agita con ayuda de la pipeta y el pipeteador; asi, se
separan las células. De esta suspension se toma una pequefia cantidad que se
introduce en un nuevo frasco que posee medio de cultivo de tal forma que se

practica una dilucion 1/5 sobre la inicial.

Es conveniente, al dia siguiente de haber realizado esta operacion, cambiar
el medio de cultivo de los nuevos frascos. Se eliminan asi las células que hayan
muerto en el proceso Y las trazas de tripsina. 24 horas son suficientes para que las

células se fijen a la base del recipiente.
2.2.4 Preparacion del ensayo

El ensayo se lleva a cabo generando una monocapa sobre membranas de
policarbonato de 1 pm de tamafio de poro, con una superficie de 0.9 cm? Estas
membranas estan insertadas en unas sujeciones de plastico que se colocan en el

interior de los pocillos de unas placas de plastico, de tal forma que, el interior de
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las membranas simula la zona luminal y el pocillo en el que se coloca la zona

basolateral. El montaje se esquematiza en la Figura 111.3.

Tapa de la placa

Base de la placa
con 12 pocillos
(platos)

N
[ p

A

Céamara Apical

ommmmom‘/ e | Membranace

f policarbonato

onocapa

CémarL Basolateral

Figura 111.3 Esquema del montaje de los pocillos y platos.

Sembrado celular

En primer lugar se lleva a cabo un lavado de la monocapa con D-PBS y el
tratamiento con tripsina, segun el procedimiento descrito. A continuacion, la
suspension celular se coloca en un tubo de centrifuga estéril, se centrifuga 3
minutos a 1500 rpm y se elimina el sobrenadante, que incluye la tripsina. Esta

operacion se repite, para asegurar que no quedan trazas de la enzima.
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El sembrado se realiza a una concentracion de 250 células/uL. Asi pues,
hay que ajustar la suspension celular a esta concentracion con ayuda del
microscopio y un hemocitdmetro. Esta concentracion esté4 calculada para obtener
la confluencia entre los 19-21 dias postsembrado, en el caso de Caco-2 y TC7, y
7-8 dias postsembrado en MDCK y MDCK-MDR1, lo que a su vez garantiza el

desarrollo de todas las proteinas transportadoras caracteristicas de este cultivo #°
211

Tras la aspiracion del sobrenadante se adiciona medio de cultivo y, con
ayuda del pipeteador, se provoca la separacion de las células para obtener una
suspension lo mas homogénea posible. En este tubo se introduce una pipeta
Pasteur y, por capilaridad, asciende parte de la suspension de células. Esta se

coloca en el hemocitémetro y se lleva al microscopio para hacer el recuento.

El recuento se realiza en tres de los cuatro recuadros de los vértices. Se
cuentan todas las células que quedan en el interior del cuadrado sin tocar los
margenes y solo las células que se sitian sobre dos de ellos, seleccionados de
antemano. En la Figura I11.4 se han dibujado en blanco las células que se
admitirian en el recuento y en negro las que se excluirian de la seleccion,
toméandose como validos los margenes superior e izquierdo. El nimero de células

presentes en 0.1 ul, se obtiene como media de los tres recuentos.

Una vez conocida la densidad celular de la suspension se calcula la

dilucion necesaria de la misma.
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1mm

Figura 111.4 Hemocitémetro y vista microscopica para el contado de células.

En el interior de la camara de flujo laminar se destapan las membranas y
con unas pinzas se colocan en los pocillos tras comprobar que no existe ninguna
alteracion morfoldgica en la superficie. A los platos preparados, se adiciona 2 ml
de medio de cultivo al pocillo y se comprueba que no quedan burbujas entre la
membrana y el medio. En estas condiciones, se procede a sembrar la membrana
con la suspension celular preparada. Conviene dejar los platos inmoviles
aproximadamente media hora, antes de llevarlos a la estufa, para que las células se

asienten antes de ser sometidas a movimientos.

A partir del dia de siembra los experimentos se podran realizar entre el dia
19 y el 21, ambos inclusive, en el caso de Caco-2y TC7, yentreel dia7 yel 9, en
el caso de MDCK y MDCK-MDRL1. Antes se considera que la confluencia no se
ha alcanzado y después se manifiestan fendbmenos de envejecimiento celular y

comienza a faltar espacio en el inserto para su adecuado desarrollo.
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Crecimiento y desarrollo de las monocapas

Al dia siguiente del sembrado debe cambiarse el medio de cultivo para
eliminar las células que se mueren en este proceso. A partir de este momento, el
medio se renueva en dias alternos. El dia previo al experimento se realiza un
cambio de medio, pero esta vez con medio de cultivo sin antibidticos para evitar

la interaccion con nuestro farmaco el dia del experimento.

El cambio de medio se realiza en la camara de flujo, con ayuda de una
pipeta Pasteur y la bomba de vacio; se aspira el medio del interior del pocillo y del

inserto. Se sustituye por medio nuevo atemperado.

2.2.5 Experimento

El ensayo se realiza en un incubador con agitacién controlada (Rotamax®)
a 37°C. No son necesarias medidas de seguridad para evitar una posible

contaminacion pues el experimento dura pocas horas.

Comprobacién de la monocapa.

Para comprobar la integridad de la monocapa se utilizd un micro-
polimetro (Millicell-ERS®). La medida de la resistencia eléctrica del inserto
comparada con un inserto sin ningun tipo de crecimiento (control) es un indice

contrastado de la seguridad de la monocapa **2,

Las células se lavan tres veces con una solucién atemperada de HBSS con

HEPES. Con este tampon se lleva a cabo la medida de resistencia eléctrica.
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En primer lugar se coloca un plato con un inserto sin crecimiento en el que
s6lo se encuentra la solucién de HBSS con HEPES. Los electrodos se colocan uno
en el interior del pocillo y el otro en el interior del inserto y se ajusta a cero el
voltaje. De esta forma se calibra el micro-polimetro. A continuacion, se mide la
resistencia de este blanco en tres direcciones diferentes, para asegurar la
confluencia en toda la superficie y se mide la resistencia de los insertos con
crecimiento, inmersos en la misma solucién que el blanco para mantener las
condiciones (Figura Ill. 5). Si la resistencia en los insertos es 100 unidades
superior a la del blanco, se considera integra la monocapa; en caso contrario, se

desecha el pocillo.

Figura 111.5 Puntos del pocillo en los que se comprueba la resistencia para verificar la integridad

de la monocapa.

Tras comprobar la integridad de la monocapa, los insertos se incuban en la
estufa durante una hora con la solucién de HBSS con HEPES con la que se midi6
la resistencia, con objeto de que las células expulsen cualquier residuo de suero e

iones que pudieran interferir en el ensayo.
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Ensayo de permeabilidad

Los platos utilizados constan de 12 pocillos. Los ensayos se realizan de
modo que en seis de los pocillos se estudia el transporte del metoprolol, en tres de
ellos en sentido Apical-Basolateral, adicionando el farmaco en solucién libre en el
interior del inserto (cAmara apical), y en otros tres se estudia el transporte
Basolateral-Apical del fArmaco, que se adiciona en el interior del pocillo (cAmara
basolateral). En los otros 6 pocillos se estudia el transporte del verapamilo de

igual forma.

Se disponen 0.5 ml de solucion en la cAmara apical y 1.2 ml en la cdmara
basolateral. Cuando adicionemos el f&rmaco en la cAmara dadora se dispondrén
0.2 ml més, que seran retirados inmediatamente a fin de tener una muestra a
tiempo cero para conocer la concentracion inicial exacta de la solucion, a la vez
que se pone en marcha el crondmetro. Las siguientes tomas de muestras se
realizan en la camara receptora y se repone el volumen extraido con HBSS-
HEPES.

Ensayo de recuperacion

Finalizada la toma de muestras, las membranas se separan del inserto y se
introducen en 1 ml de solucion tampdn. El fa&rmaco retenido por las células, bien
en su citoplasma o adherido a estructuras subcelulares, se extrae en dos

operaciones:

1. Congelacion-descongelacion répida de la membrana en solucion tampon,

que se sumerge en nitrégeno liquido primero y en un bafio a 37°C a
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continuacion. Este proceso se realiza tres veces consecutivas. A
continuacion se centrifuga y se extraen 500 ul para valorarlo y que

corresponde a la cantidad de compuesto retenido por la célula en solucion.

2. La otra alicuota se completa hasta 1 ml con metanol y se somete a
agitacion enérgica con el objetivo de romper las estructuras subcelulares

para que liberen el compuesto, se centrifugan y, posteriormente se valora.

La cantidad de compuesto retenido en total corresponde a la suma de

ambas valoraciones. Ello permite comprobar el balance de masas.

2.3  Tratamiento de muestras

Las muestras recogidas se centrifugan a 3000 rpm durante 3 minutos. De
este modo, se obtiene un sobrenadante que contiene en disolucion el compuesto
ensayado y un sedimento sélido, que son restos de membrana que podrian alterar
la valoracion por obstruccion del sistema cromatografico y causar la aparicion de
picos aleatorios u oscilaciones de la linea base. Por lo tanto, en el cromatdgrafo

sblo se introduce el sobrenadante de las muestras.

Aproximadamente 0.15 ml de este sobrenadante se coloca en los viales
adecuados segun el tipo de inyector automatico que se vaya a utilizar. En nuestro
caso se utilizaron viales Snap Cap ambar de 2 ml de capacidad, con un inserto de
vidrio en su interior con una capacidad de 0.2 ml, y con un tapoén Septum

propileno PTFE, con el fin de evitar evaporaciones.
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2.4 Tratamiento matematico

2.4.1. Célculo de la permeabilidad

La valoracion de las muestras permite conocer la cantidad de farmaco que

aparece en el compartimento receptor a cada tiempo.

El proceso puede tratarse como una difusion pasiva, de forma que puede

describirse mediante la siguiente expresion (condiciones sink):

aQ _ P, SC
dt

en la que dQ/dt representa la velocidad de cantidad permeada, Per, €l coeficiente
de permeabilidad efectiva, S el area de difusion y C, la concentracion inicial del

farmaco en estudio.

Si se estima la pendiente de la recta obtenida al representar las cantidades
acumuladas en compartimento receptor frente al tiempo, se puede conocer la

permeabilidad efectiva en este modelo in vitro, ya que:

Pef :L
SC

expresion en la que b es la pendiente de la recta mencionada.

En el caso que no se cumpla que la concentracion de farmaco en el
compartimento receptor a tiempo t no rebase nunca el 10% de la concentracion

inicial en el compartimento dador corregiremos el valor de la concentracion en el
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compartimento dador para cada tiempo para evitar que los valores calculados de la

Peff estén infravalorados (condiciones non-sink) 2.

M R _ VR
Moo VetV
a=AP,_ IV,

app
B

(e

— VR +VD
VR

donde Mg es la cantidad de farmaco en la camara receptora, Mp () es la cantidad
en la camara dadora a tiempo igual a 0, Vr y Vp son los volimenes de ambas

camara, A es el area de difusion y Py, es el coeficiente de permeabilidad aparente.

La permeabilidad efectiva se ha determinado en los dos sentidos. Asi se
diferencia entre la permeabilidad en sentido Apical-Basolateral Pag y la

permeabilidad en el sentido contrario, Pga, Basolateral-Apical.

El cociente de ambas permeabilidades R (Pga/Pag), proporciona una
informacion muy util acerca del mecanismo de transporte implicado en el proceso,
siempre que las soluciones de las camaras apical y basal estén ajustadas al mismo
pH.

Si R se aproxima a la unidad, implica que la permeabilidad en sentido
Apical-Basolateral es practicamente igual a la permeabilidad en sentido
Basolateral-Apical. Por lo tanto, se considera que el farmaco se transporta

Unicamente por difusion pasiva.
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Si R es mayor que la unidad, implica que la permeabilidad en sentido
Basolateral-Apical es mayor que la permeabilidad en sentido Apical-Basolateral,
es decir, el farmaco atraviesa la membrana a mayor velocidad en el sentido
Basolateral-Apical que en el opuesto. Si el camino difusional se supone el mismo,
puede deducirse la existencia de un transportador que funcione, con o sin aporte

energético, que tiene lugar en la membrana basolateral.

Si R es menor que la unidad, representa que la permeabilidad en sentido
Basolateral-Apical es menor que en el opuesto. Por lo tanto, se puede hablar de la
existencia de un transportador en el sentido Apical-Basolateral para el verapamilo.

La regresion lineal por minimos cuadrados para el céalculo de la

permeabilidad se ha Illevado a cabo mediante el paquete estadistico SPSS 15.0®.

3.  Deteccion de la apoptosis por citometria de flujo

El porcentaje de apoptosis in vitro producida en los diferentes pases
celulares se determind por citometria de flujo usando el Kit de deteccion de
apoptosis anexina V- fluoresceina isotiocianato (FITC), que cuantifica los
residuos de fosfatidilserina (PS) de la parte exterior de la membrana. Se determin6

en el pase celular inicial y en el final de cada linea celular.

En las células normales la distribucion de los fosfolipidos en la membrana
plasmética es asimétrica, la membrana interna contiene fosfolipidos ani6nicos
como fosfatidilserina (PS), y la externa fundamentalmente fosfolipidos neutros.
En una célula apoptotica se produce una traslocacion de los restos de PS de

membrana interna a membrana externa, exponiendo de esta manera los restos de
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PS al exterior. Esto ocurre en las primeras etapas, en la fase de apoptosis

temprana, donde se mantiene la integridad de la membrana plasmatica.

La anexina V es una proteina de union a fosfolipidos dependiente de
calcio, la cual tiene una gran afinidad de unién a los restos PS. Por tanto, la
anexina puede unirse a los restos PS de las células apoptoticas al ser accesibles
por estar en el exterior. De esta manera se puede discriminar entre células

apoptéticas y células normales.

La anexina V usada estd conjugada con isotiocianato de fluoresceina

(FITC) pudiendo detectar esta fluorescencia por citometria de flujo.

3.1 Material

Annexin V FITC Kit:

- Anexina V humana recombinante, conjugada con FITC

- Yoduro de propidio

- Tampdn de unién concentrado (Annexin V-Binding Buffer 10x)
- Agua bidestilada

- Medio de cultivo

- PBS

- Tubos de polipropileno 12x75 mm

- Citometro de Flujo: COULTER® EPICS® XL-MCL
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3.2 Procedimiento:

Obtener suspensiones de ceélulas individuales por los procedimientos
especificos descritos anteriormente.

Lavar las células dos veces con PBS frio y centrifugar 3 minutos a 1500 rpm.
Eliminar el sobrenadante y resuspender el boton celular en tampén de union
diluido (Annexin V-Binding Buffer 10x) a una concentracién de 10°
células/ml.

Dispensar en tubo de propileno 200 pl de suspension celular y afiadir 10 pl de
anexina V-FITC y 10 pl de solucién de yoduro de propidio, excepto a los 3
controles que llevaran o anexina V-FITC, o yoduro de propicio o nada.
Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos.

Afadir 600 pl de tampdn de union (Annexin V-Binding Buffer 10x).

Analizar la muestra por citometria de flujo.

Dado que la membrana de las células necroticas se permeabiliza, para

distinguirlas de las apoptoticas se utiliza un colorante de unién a DNA, el yoduro

de propidio (IP). Solo las células con la membrana permeabilizada (necroticas)

podrén tomar el fluorocromo.

De esta manera distinguimos:

e Células viables: no unen anexina y excluyen IP

e Células en apoptosis temprana: unen anexina y excluyen IP

e Células en apoptosis tardia: unen anexina e incorporan IP

e Células necréticas: no unen anexina e incorporan IP, o sélo

incorporan IP.
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D. Valoracién de muestras

La valoracion de las muestras se realizd mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (CLAR) de fase inversa y deteccion por Fluorescencia. El
método analitico empleado para este trabajo ha sido validado en nuestro

departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica.

La funcionalidad del método analitico se comprobd diariamente a través de
una curva de calibracion con patrones de concentracion conocida.
1. Elementos cromatograficos

Se ha utilizado un sistema cromatografico compuesto por los siguientes

modulos:

> Sistema Alliance (Waters) compuesto por una bomba cuaternaria y un
inyector automatico.
> Detector programable de Fluorescencia Waters

> Integrador: programa Empower

2.  Condiciones cromatograficas
2.1. Determinacién del metoprolol

> La fase estacionaria seleccionada fue un sistema de fase reversa

compuesto por:



Materiales y Métodos 151

2.2

- Una columna de acero inoxidable Novopack C-18 de 250 mm de

longitud, 3,9 mm de diametro y tamafio de particula de 4 pm.
La fase movil es una mezcla en proporcion volumétrica 20: 20:60 de:
- Acetonitrilo para HPLC
- Metanol
- Tampon fosfato pH: 3 (Agua acida+TFA)

Detector Fluorescencia: Aemisisn = 231 Aexcitacisn= 307

Tiempo de retencion: 3 min

Determinacion del verapamilo

La fase estacionaria seleccionada fue un sistema de fase reversa

compuesto por:

- Una columna de acero inoxidable Novopack C-18 de 250 mm de

longitud, 3,9 mm de diametro y tamafo de particula de 4 pm.
La fase movil es una mezcla en proporcion volumétrica 40: 60 de:
- Acetonitrilo para HPLC
- Tampon fosfato pH: 3 (Agua &cida+TFA)

Detector Fluorescencia: Aemisisn = 275  Aexcitacion= 320

Tiempo de retencion: 3 min

La fase movil se hace pasar a través de un filtro Millipore GVWP de 230 nm

de didmetro de poro, para eliminar posibles particulas en suspension. Este mismo

proceso desgasifica la mezcla.
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El flujo de elucién fue de 1 ml/min a temperatura ambiente.

E. Validacion del método analitico

Con el fin de obtener la concentracion de compuesto en cada muestra se
construyeron curvas de calibracion. Se partié de la premisa de que las areas del
cromatograma y las concentraciones de las curvas de calibracion se correlacionan
linealmente. Para asegurar la calidad de los resultados, es necesario comprobar la
linealidad del modelo, la precision y exactitud del método analitico y los limites

de deteccidn y cuantificacion.

1. Ensayo de linealidad

Se elaboraron rectas de calibracion, que abarcaban el &mbito de
concentraciones necesario para valorar las muestras por interpolacion. Las
diluciones patron correspondientes a las curvas de calibrado se sometieron al
mismo tratamiento que las muestras experimentales a valorar. Se realizd una
regresion lineal entre las areas del cromatograma (eje de ordenadas) obtenidas y

las concentraciones tedricas (eje de abcisas), de acuerdo con la ecuacion:
y=mx+b

donde y corresponde al area del cromatograma y x a la concentracion de patron.
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2. Ensayo de precision y exactitud

Con el fin de determinar la exactitud y precision de los modelos se
valoraron patrones de concentracion conocida dentro de las curvas de calibracion.
Para cada concentracion de patron se determind la exactitud del modelo partiendo

de los errores absolutos y relativos de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

‘9absoluto - Cteérica_ Cexperimental

_ Cteérica - Cexperimemal %100

Erelativo — C

tedrica

en las que Ciesrica COrresponde a la concentracion tedrica del patron y Cexperimental
corresponde a la concentracion del patron calculada experimentalmente mediante

interpolacion en la curva de calibracion.

La precision se calculé mediante el coeficiente de variacion de la media de

los valores de las concentraciones estimadas.

3.  Limite de deteccion y cuantificacion

Se establecio el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC)

de acuerdo con las siguientes expresiones:
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LC= 100

en las que o es la desviacion estandar de la ordenada en el origen de la recta de

regresion y m es la pendiente de la misma.

F. Métodos matematicos y estadisticos
1.  Analisis de regresion

Se empled un andlisis lineal simple por minimos cuadrados para
determinar la rectas de calibracion para la valoracion del farmaco y el coeficiente

de permeabilidad de los ensayos in vitro (Pas, Psa). Todo ello se realizd con el

programa SPSS 15.0® para Windows.

Para comprobar la dependencia lineal de las rectas se utiliz6 el coeficiente

de correlacion r. Cuanto mas proximo esta r a la unidad, mejor es el modelo.
2.  Pruebas de comparacion de medias

En este trabajo se han utilizado diferentes pruebas paramétricas de
comparacion de medias de los diferentes grupos de ensayos, fijando un nivel de
confianza del 95% de modo que se determina la existencia de diferencias
estadisticamente significativas cuando el valor de probabilidad p es menor del

5%. Para poder aplicar este tipo de pruebas paramétricas deben cumplirse las
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condiciones de que la distribucion siga la ley normal y que las varianzas sean

homogéneas.

Por ello, antes de realizar el analisis comparativo, se ha realizado un
ensayo de homogeneidad de varianzas, mediante la prueba de Levene. Si se
cumple que p es mayor de 0.05, es decir si las varianzas son homogéneas, pueden

aplicarse:

- Anova de un factor
- Prueba de Scheffé

2.1.  Analisis de varianza global: Anova de un factor

Este andlisis se realiza para detectar diferencias significativas entre las
permeabilidades aparentes (Papp). Se selecciond un nivel de confianza del 95%, de
modo que se determina la existencia de diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor de probabilidad p es menor del 5%, para discriminar si los

coeficientes de permeabilidad (Pag, Psa) presentan o no diferencias significativas.

2.2.  Pruebas de comparacion maltiple: Prueba de Scheffé

Esta prueba se basa en comparar todos los grupos de valores uno por uno
con todos los deméas de forma independiente, para poder asi establecer las
diferencias significativas entre dos grupos de datos. Se selecciond un nivel de

significacion a=0.05.
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Por otro lado, si no se cumplen los criterios de homocedasticidad, se debe
recurrir a pruebas de comparacion no paramétricas, como el contraste de Kruskal-
Wallis.

2.3. Contraste de Kruskal-Wallis

El contraste de Kruskall-Wallis es la alternativa no paramétrica del
método ANOVA, es decir, sirve para contrastar la hipdtesis de que k muestras
cuantitativas han sido obtenidas de la misma poblacion. La Unica exigencia versa
sobre la aleatoriedad en la extraccién de las muestras, no haciendo referencia a
ninguna de las otras condiciones adicionales de homocedasticidad y normalidad

necesarias para la aplicacion del test paramétrico ANOVA.

2.4. Andlisis de varianza factorial univariante

Los modelos factoriales de andlisis de varianza sirven para evaluar el
efecto individual y conjunto de dos o més factores (variables independientes
categdricas) sobre una variable dependiente cuantitativa. Utilizar més de un factor
en un mismo disefio posee la ventaja de poder estudiar el efecto de la interaccion

entre los factores.

El procedimiento univariante ofrece la posibilidad de trabajar tanto con

factores de efectos fijos como factores de efectos aleatorios.
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La sintaxis establecida para el anélisis de varianza factorial univariante en
este trabajo tanto para el metoprolol como para el verapamilo se representa a

continuacion:

UNIANOVA

Nper BY Direccion Pase Linea Plato WITH teerRATIO

/RANDOM = Plato

/CONTRAST  (Direccion)=Difference/ CONTRAST (Pase)=Difference/ CONTRAST
(Linea)=Difference

/METHOD = SSTYPE(3)

/INTERCEPT = EXCLUDE

/[EMMEANS = TABLES(Pase) WITH(teerRATIO=MEAN)

/EMMEANS = TABLES(Linea) WITH(teerRATIO=MEAN)

/EMMEANS = TABLES(Plato) WITH(teerRATIO=MEAN)

/EMMEANS = TABLES(Direccion) WITH(teerRATIO=MEAN)

[PRINT = PARAMETER

/CRITERIA = ALPHA(.05)

/DESIGN = Pase Linea Pase*Linea Plato(Pase*Linea) Direccion Direccion*Linea

teerRatio.
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V. Resultados

A. Ensayo de reabsorcion de agua

Segln se explicé en materiales y métodos la variacion del volumen de
solucion se calcula por ajuste a una cinética de orden cero del volumen a tiempo

cero (Vo) y el volumen final (Vs).

El célculo del volumen a tiempo cero (Vo) se ha realizado mediante
ensayos de reabsorcion con tres animales de experimentacion. La técnica

experimental coincide con la desarrollada en el capitulo de materiales y métodos,
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pero se perfunde solucion B. Una vez perfundido se hace el ensayo de reabsorcion
inmediatamente y se mide el volumen remanente (Vo). En la Tabla 1V.1 se
muestran los valores individuales del volumen a tiempo cero, asi como el valor

medio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de dichas medidas.

No se ha considerado la influencia de las distintas concentraciones de los
farmacos ya que se ha demostrado en trabajos anteriores que no es

estadisticamente significativa.

Animal de experimentacion

Volumen a tiempo 1 2 3
cero
Vo (ml) 10.8 11.0 10.9

Vo DE=10.9+0.1 ml

CV=1%

Tabla IV.1 Valores individuales y valor medio de los volimenes remanentes (ml) a tiempo cero en

intestino completo de rata Wistar. DE: desviacion estandar.

B. Constante de velocidad de absorcidon

En las tablas que se muestran a continuacion se exponen los resultados de
los experimentos individuales realizados in situ con los compuestos metoprolol

(MET) y verapamilo (VER) a una unica concentracion de 100 uM.

En cada Tabla se detalla:
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Concentraciones remanentes en lumen, expresadas en ug/ml, y los tiempos

de toma de muestras para cada animal, expresados en minutos.

Constantes de absorcion individuales (Kap) Yy sus desviaciones estandar

(DE) expresadas ambas en horas ™.

Valores del coeficiente de permeabilidad (Pap) y su desviaciones estandar

(DE) expresadas ambas en (cm/s)
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1. Estudios en intestino completo

1.1 Metoprolol

1.1.1 Wistar Unilever

W. UNILEVER MACHO MET-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6
5 40,59 35,89 84,09 38,31 42,07 74,61
10 32,11 32,57 74,59 33,83 42,55 62,53
15 28,56 24,76 60,57 27,32 33,33 52,51
20 21,44 22,47 50,56 17,54 29,19 42,07
25 16,58 14,34 40,09 17,61 21,34 35,42
30 11,48 13,21 31,62 13,32 15,17 26,44
Kap(h™) 2,94 2,59 2,38 2,63 2,50 2,44
Kap+ DE=258+0,20 h™
P.p + DE = 6,39-10° + 4,93.10°° cmi/s

Tabla IV.2 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Wistar Unilever.
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W. UNILEVER HEMBRA MET-100 uM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7 8
5) 4901 4555 87,62 61,37 49,92 4416 86,64 8850
10 4184 36,80 76,32 5262 39,67 3796 7255 7364
15 3401 29,95 6252 4545 30,46 31,37 57,76 49,62
20 2864 2515 51,71 38,06 22,63 2444 40,72 38,99
25 2305 17,62 40,31 3057 1589 1821 32,30 3222
30 1759 1226 31,75 2342 10,83 12,71 23,68 24,14
Kap(h'l) 2,43 3,07 2,46 2,27 3,66 2,98 3,18 3,16
Kap + DE =2,90 +0,47 h™
Py + DE =7,19-10° £ 1,17:10” cm/s

Tabla 1V.3 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Wistar Unilever.
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1.1.2 Wistar Han

W. HAN MACHO MET-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 69,69 87,73 72,74 66,55 72,90 7065 66,17 7426
10 64,94 76,93 6151 59,06 66,07 6053 5422 63,18
15 47,49 57,67 4598 4523 44,69 48,70 44,70 47,78
20 39,78 4591 38,37 3889 40,01 40,09 34,10 39,32
25 27,06 3395 2856 2812 2590 31,34 2541 2753
30 23,37 2592 21,15 23,08 2166 2655 19,37 20,85
Kap(h™) 283 301 297 263 308 242 298 3,10

Kap+ DE=2,88+0,24 h

P.p + DE = 7,13-10° £ 5,92:10° cm/s

Tabla IV.4 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Wistar Han.
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W.HAN HEMBRA MET-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 84,29 7860 8814 9400 87,78 77,85 71,16 73,59
10 72,70 77,47 79,40 80,45 77,12 63,24 62,72 69,84
15 55,97 59,90 56,15 59,58 60,48 5052 43,07 53,40
20 4851 51,36 3530 49,76 54,74 43,38 3514 4454
25 34,36 39,33 33,05 36,78 43,44 3391 30,39 3261
30 32,25 32,08 2813 29,86 37,42 2720 2536 28,09
Kap(h™) 247 229 3,02 283 209 250 258 250

Ko+ DE=2,54+0,29 h*

P.p + DE = 6,28-10° + 7,19:10° cm/s

Tabla 1V.5 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Wistar Han.
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113 CD*IGS
CD MACHO MET-100 uM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7 8
5 47,18 44,26 5590 60,38 57,31 58,08 52,04 60,78
10 36,66 33,08 4957 50,69 52,22 51,74 49,67 53,35
15 27,70 27,52 36,10 37,92 40,66 38,72 36,70 40,25
20 22,58 18,80 31,71 27,43 3397 32,42 31,45 3512
25 15,04 13,43 23,78 17,72 2578 21,97 22,06 26,70
30 10,84 7,50 20,58 10,06 21,07 19,00 17,93 22,27
Kep(h™ | 351 410 251 426 250 28 271 248
Ko+ DE=3,12+0,74 h™
Pap = DE = 7,72-10° + 1,83-10™ cm/s

Tabla IV.6 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza CD*IGS.
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CD HEMBRA MET-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 63,28 66,72 60,54 67,24 56,81 6345 6827 57,92
10 53,25 60,33 54,91 5585 51,70 57,89 62,97 49,24
15 44,97 49,39 4539 51,12 43,62 4920 54,15 37,10
20 39,90 4381 3839 4355 3850 43,18 47,74 39091
25 33,87 3642 30,65 3665 32,20 36,40 40,94 32,64
30 29,99 31,69 2584 31,02 27,99 3062 3039 27091
Kap(h™) 1,79 184 212 181 1,74 1,77 187 165

Kap = DE=1,82+0,14 h™

P.p + DE = 4,52:10° + 3,40:10° cm/s

Tabla IV.7 Concentracion de metoprolol remanente (ug/mi) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza CD*IGS.



Resultados 167

1.1.4 Long Evans

LE MACHO MET-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5
5 49,75 71,99 66,76 55,29 45,22
10 45,38 67,63 65,76 57,40 45,90
15 28,39 41,09 49,38 32,38 33,91
20 28,93 45,79 43,32 34,71 30,49
25 13,69 25,39 30,85 19,10 21,82
30 17,51 28,15 27,62 19,22 18,60
Kap(h™) 3,02 2,58 2,34 2,92 2,32

Kap+ DE=2,64+032h"

P.p + DE = 6,53-10° + 7,98.10°° cm/s

Tabla 1V.8 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Long Evans.
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LE HEMBRA MET-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo - - —
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6
5 43,34 40,31 39,37 51,84 54,92 55,23
10 39,99 38,89 35,66 55,57 52,26 53,51
15 30,83 29,44 27,44 34,27 41,01 41,83
20 26,51 24,88 23,47 30,66 35,27 37,79
25 19,52 19,02 17,46 22,95 27,68 29,57
30 15,35 15,57 14,20 21,07 22,65 24,71
Kap(h™) 2,57 2,42 2,54 2,49 2,22 2,02
Kap+ DE=2,38+021h"
P.p + DE = 5,89-10° +5,26.10°° cm/s

Tabla 1V.9 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Long Evans.
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1.1.5 Sprague Dawley

SD MACHO MET-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 65,11 60,28 71,12 60,13 71,28 68,90 149,73 70,76
10 64,45 67,81 6444 69,31 6168 66,16 136,73 6584
15 50,89 4059 50,19 46,33 50,40 54,38 110,41 52,20
20 48,91 50,88 43,38 47,85 4829 49,73 10573 46,92
25 36,35 3466 3620 3537 3491 39,79 87,75 38,82
30 33,66 31,47 30,63 31,73 3504 3408 80,19 33,70
Kap(h™) 1,73 1,73 2,09 1,78 182 1776 1,54 1,85

Ko+ DE=1,79+0.15h*

P.p + DE = 4,43-10° + 3,78.10° cm/s

Tabla 1V.10 Concentracion de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Sprague Dawley.
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SD HEMBRA MET-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7 8
5 77,32 81,85 83,89 86,04 66,82 109,06 100,08 63,71
10 7424 7510 76,57 77,53 62,07 97,17 88,87 58,61
15 60,27 64,04 6501 66,11 53,31 8320 77,24 48,94
20 57,09 56,11 58,03 62,19 47,14 7591 69,83 42,79
25 44,43 4761 5223 52,71 40,30 66,45 60,60 36,05
30 41,80 43,86 4590 47,33 3559 60,83 54,87 30,96
Kep(h™) | 160 158 147 144 157 1,42 1,46 1,78
Kap+ DE=154+0,12h*
P.p + DE = 3,82:10° £ 2,97.10° cm/s

Tabla IV.11 Concentracién de metoprolol remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucion metoprolol a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Sprague Dawley.

En la Figura 1V. 1 se muestran graficamente las constantes aparentes de

velocidad de absorcion (Kgp) a la concentracion de 100 pM de metoprolol frente a

las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.



Resultados 171

METOPROLOL
100 uM

6

Ka (h-1)
5 .

UNIM UNIH HANM HANH CDM CDH LEM LEH SDM SDH

Raza / Sexo

Figura 1V.1 Representacion gréafica de las constantes aparentes de velocidad (K4,) de metoprolol

100 uM frente a las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.

Kap + DE (h™)
METOPROLOL
MACHO HEMBRA
Wistar Han 2.88 +2,39-10* 2,54 +2,90-10*
Wistar Unilever 2,58 +1,99-10* 2.90 +4,7410"
CD* IGS 3,12 +7,38.10% 1,82 +1,37:10*
Long Evans 2,64 +3,22:10" 2,38+2,12:10"
Sprague Dawley 1,79 + 1,52:10™ 1,54 + 1,20-10"

Tabla 1V.12 Constantes aparentes de velocidad de absorcion (K,,) de metoprolol en las distintas

razas y Sexos.
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Con el fin de establecer si la raza y el sexo del animal empleado para los
ensayos de absorcion son factores que influyen en los valores de las constantes
aparentes de velocidad de absorcion (Kap) obtenidos se procedié a realizar un
analisis estadistico de comparacion de las K,, obtenidas para cada animal a una

Unica concentracion ensayada del compuesto.

Los resultados obtenidos tras realizar una prueba no paramétrica de
comparacion maltiple (Kruskal-Wallis) se detallan en la Tabla 1V.13. Previamente

se aplico la prueba de Levene que demostrd que las varianzas no son homogéneas.

MET WUNI | W HAN CD LE SD
00pM |y | M| H| M| H M| H|M|H
w ML - -]
UNI H NS - - - - - - - - -
w i IMINS I NS | - | - | - | - | - | - | -]-
HANFH I NS NSNS | - | - | = | - | - | - | -

M | NS|NS|NS|NS| - | - | - | - | -] -
CD

H{NS| S| s |Ns| s |- | - | - ]-/|-

M | NS|NS|NS|NS|NS|NS| - | - | - | -
LE

H |NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS| - | - | -

M[NS| S| sS|sS|[sS|NS| S |NS| - | -
SD

H|s|s|s|s|s|N| s | s |Ns| -

Tabla V.13 Resultado de la comparacion multiple de las Ky, de metoprolol 100 uM obtenidas en
las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas. S o NS indican si existen o no diferencias

significativas, respectivamente.
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Finalmente se calcularon los coeficientes de variacion (CV) para cada raza

y sexo. Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas IV. 14, IV. 15 y IV. 16.

Raza y Sexo Kap Media(h™) | DE(h™) CV(%)
Macho 2,58 0,20 1,72
W. Unilever
Hembra 2,90 0,47 16,33
Macho 2,88 0,24 8,31
W. Han
Hembra 2,54 0,29 11,44
Macho 3,12 0,74 23,69
CD*IGS
Hembra 1,82 0,14 7,52
Macho 2,64 0,32 12,22
Long Evans
Hembra 2,38 0,21 8,92
Sprague Macho 1,79 0,15 8,53
Dawley Hembra 1,54 0,12 7,78

Tabla V.14 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las Kg, de

metoprolol 100 uM obtenidas en las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.
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Raza Kap Media(h™) DE(h™) CV(%)
W. Unilever 2,76 0,40 14,62
W. Han 2,71 0,31 11,52
CD*IGS 2,47 0,84 34,08
Long Evans 2,49 0,29 11,48
Sprague Dawley 1,66 0,18 11,04

Tabla 1V.15 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las K, de

metoprolol 100 uM obtenidas en las distintas razas de las ratas ensayadas.

Sexo Kap Media(h™) DE(h™) CV(%)
Macho 2,60 0,62 23,84
Hembra 2,23 0,57 25,79

Tabla 1V.16 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las K,, de

metoprolol 100 uM obtenidas en los distintos sexos de las ratas ensayadas.
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1.2  Verapamilo

1.2.1 Wistar Unilever

W. UNILEVER MACHO VER-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)

Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 63,02 62,07 6012 7549 81,36 60,04 53,74 50,96

10 46,51 48,34 44,04 58,02 53,40 4943 47,87 44,60
15 29,69 33,58 25,76 39,65 2331 28,09 2407 27,95
20 22,25 2559 21,48 30,75 26,16 2423 2285 23,86
25 12,43 16,54 990 21,01 18,15 1349 1474 1243

30 861 1339 914 16,22 1438 981 922 1132

Kp(h™ | 487 383 483 377 404 449 425 395

Kap = DE =4,25+0,43 h™

P.p + DE = 1,05-10™ + 1,08-10° cm/s

Tabla IV.17 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Wistar Unilever.
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W. UNILEVER HEMBRA VER-100 uM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7 8
5) 5394 60,78 5849 57,02 70,77 5801 6215 64,57
10 4567 50,89 5152 48,09 56,77 47,39 53,26 58,62
15 34,75 38,21 41,72 37,20 4502 40,96 42,73 47,10
20 28,75 3235 3582 3280 39,08 3648 3590 39,95
25 23,14 2566 30,17 2516 29,87 3057 30,56 33,57
30 1851 2111 2552 2161 2597 27,11 26,16 30,10
Ke(h™) | 260 257 202 237 243 179 211 194
Ko+ DE=2,23+0,34h™
Pap + DE =5,52.10° + 7,54-10°° cm/s

Tabla 1V.18 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Wistar Unilever.
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1.2.2 Wistar Han

W. HAN MACHO VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7
5) 56,72 54,53 53,31 61,12 69,30 73,95 65,57
10 46,86 4534 4523 49,34 57,96 59,84 54,24
15 36,71 33,67 3403 38,77 44,78 49,93 41,34
20 32,05 28,71 2887 3214 40,43 4106 3342
25 24,82 2091 22,14 2494 32,68 3435 2498
30 21,86 1925 1896 2154 28,71 30,26 21,89
Kap(h™) | 2,34 2,64 256 255 2,14 2,17 2,75
Ko+ DE =2,45+0,24 h™
P, + DE = 6,07-10° £ 5,85:10° cm/s

Tabla 1V.19 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Wistar Han.



Resultados 178

W. HAN HEMBRA VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7
5) 51,30 52,81 54,00 62,70 57,17 59,34 52,50
10 4233 4429 4469 4992 47,76 4691 40,57
15 30,12 3349 3142 38,74 36,07 35,27 27,50
20 24,67 2725 2847 31,83 31,28 2950 23,06
25 18,94 1916 21,93 2362 2331 22,02 17,80
30 15,53 18,11 18,76 20,65 22,20 1859 14,85
K™ | 294 277 258 274 241 283 307
Ko+ DE=2,76 +0,22 h™
P.p + DE = 6,85-10° +5,44.10° cm/s

Tabla 1V.20 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Wistar Han.
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123 CD*IGS
CD MACHO VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . : -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6 7
) 44,22 55,75 53,88 50,24 54,33 46,52 53,99
10 32,65 40,21 41,82 37,18 4329 37,62 4517
15 18,41 2431 3158 2837 26,83 22,32 25,32
20 16,10 19,51 25,46 14775 22,41 1795 22,93
25 8,94 9,45 16,85 14,99 16,71 8,41 12,42
30 6,77 7,78 8,95 8,25 8,74 7,09 8,84
Kap(h™ | 460 494 409 426 417 484 446
Kap+ DE=4,48 +0,33 h!
P+ DE =1,11-10" £ 8,17-10° cm/s

Tabla 1V.21 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza CD*IGS.
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CD HEMBRA VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7
5) 54,74 68,35 67,01 53,14 44,29 48,75 46,95
10 47,01 50,55 55,89 4136 36,24 40,97 37,94
15 34,73 4124 4518 3050 28,15 30,50 28,68
20 27,06 33,12 36,78 24,27 2323 23,44 2358
25 1952 26,39 29,21 1819 1881 1547 16,28
30 16,07 2344 2446 1405 1520 1393 12,38
Kap(h™) 3,09 2,58 2,47 3,20 2,57 3,24 3,22
Ko+ DE=2,91+0,35h"
P.p + DE = 7,21-10° + 8,70-10° cm/s

Tabla 1V.22 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza CD*IGS.
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1.2.4 Long Evans

LE MACHO VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5) 6
5) 46,42 51,38 56,58 52,79 94,75 54,00
10 39,57 40,95 44,10 39,32 43,37 44,28
15 17,74 24,50 28,26 26,47 30,70 20,33
20 20,14 20,28 22,06 21,87 24,79 23,75
25 8,83 10,27 11,08 13,63 16,58 14,88
30 8,92 8,26 9,27 11,04 13,40 8,27
Kap(h™) 4,33 4,62 4,61 3,84 3,47 4,28
Ko+ DE =4,19+0,45 h™
Pap = DE = 1,04-10* + 1,12.10™ cm/s

Tabla 1V.23 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Long Evans.
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LE HEMBRA VER-100 pM

Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)

Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5 61,23 41,66 57,29 57,75 5584 5143 5591 60,15

10 49,28 50,42 50,06 4501 4517 47,22 51,16 53,78
15 3441 2401 29,70 3147 3353 3385 3235 3514
20 29,52 2577 31,61 2826 27,98 27,18 29,74 30,77
25 19,40 13,67 16,81 19,11 22,06 20,07 2221 22,68

30 1793 1437 1883 1839 19,77 17,15 1834 20,08

Ko(h?) | 312 314 301 28 258 284 28 281

Kap+DE=2,90+0,19 h*

P.p + DE = 7,18-10° + 4,61.10° cm/s

Tabla 1V.24 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos
tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Long Evans.
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1.2.5 Sprague Dawley

SD MACHO VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . . -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 5 6
5) 56,12 63,47 52,81 52,65 48,96 57,81
10 39,90 46,25 43,48 40,94 38,90 45,14
15 28,21 37,04 27,62 29,86 27,63 33,12
20 24,04 28,63 22,95 24,62 23,81 26,05
25 16,91 21,11 20,16 17,19 14,28 20,19
30 14,44 19,02 13,54 14,73 13,67 16,18
Kap(h™) 3,26 2,96 3,19 3,14 3,27 3,09
Ko+ DE =3,15+0,12 h™*
P.p + DE = 7,81-10° £ 2,89:10° cm/s

Tabla 1V.25 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas macho de la raza Sprague Dawley.
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SD HEMBRA VER-100 pM
Concentraciones remanentes en lumen (ug/ml)
Tiempo . - -
. Animal de experimentacion
(min)
1 2 3 4 )
5) 79,99 62,40 67,55 63,43 58,01
10 61,59 50,20 53,76 50,00 45,10
15 51,75 41,80 4421 37,64 32,26
20 42,44 32,23 30,99 29,80 24,65
25 32,08 25,47 22,05 22,21 17,75
30 24,44 21,09 18,48 18,31 13,86
Kap(h™) 2,77 2,65 3,26 3,04 3,51
K+ DE =3,12+0,37 h™
P.p + DE = 7,55-10° + 8,71.10° cm/s

Tabla 1V.26 Concentracion de verapamilo remanente (ug/ml) en el lumen intestinal a distintos

tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién verapamilo a una

concentracion de 100 uM en ratas hembra de la raza Sprague Dawley.

En la Figura 1V-2 se muestran gréficamente las constantes aparentes de

velocidad de absorcion (Kgp) a la concentracion de 100 pM de verapamilo frente a

las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.
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VERAPAMILO
100 uM

Ka (h-1)

UNIM UNIH HANM HANH CDM CDH LEM LEH SDM SDH

Raza / Sexo

Figura 1V.2 Representacion grafica de las constantes aparentes de velocidad (K,,) de verapamilo

100 uM frente a las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.

Kap = DE (h™)
VERAPAMILO
MACHO HEMBRA
Wistar Han 2,45 +2,36-10* 2,76 +2,19-10*
Wistar Unilever 4,25 + 4,34-101 2,23 +3,04-10*
CD* IGS 4,48 +3,30-10* 2,91 +351-10"
Long Evans 4,19 + 4,54.10™ 2,90+ 1,86:10"
Sprague Dawley 3,15+1,17.10" 3,12+ 3,65.10"

Tabla IV.27 Constantes aparentes de velocidad de absorcion (Kp) de verapamilo en las distintas

razas y Sexos.



Resultados 186

Con el fin de establecer si la raza y el sexo del animal empleado para los
ensayos de absorcion son factores que influyen en los valores de las constantes
aparentes de velocidad de absorcion (Kap) obtenidos se procedié a realizar un
analisis estadistico de comparacion de las K,, obtenidas para cada animal a una

Unica concentracion ensayada del compuesto.

Los resultados obtenidos tras realizar una prueba no paramétrica de
comparacion maltiple (Kruskal-Wallis) se detallan en la Tabla 1V.28. Previamente

se aplico la prueba de Levene que demostrd que las varianzas no son homogéneas.

VER WUNI | WHAN CD LE SD
wwm v ' H I M| H| M| H M| H|M|H
w | M| - - - - - - - - - -
UNI H S _ _ - _ _ - _ _ -
w M| s |Ns| - - - - - - - -
HANE H | s [NS|NS| - | - | - | - | - | - | -

M[NS| S | s | s | - . . . . .
CD

H| S |NS|NS|NS| S | - - - - -

M|INS| S| S| s |NS| s | - . . .
LE

H| S |NS|INS|[NS| S |[NS s | - . .

M| S| S |NS|NS| S |NS| S |NS| - -
SD

H| S| S | NS[NS| S |NS S |NS|Ns| -

Tabla 1V.28 Resultado de la comparacion maltiple de las Ka, de verapamilo 100 uM obtenidas en
las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas. S o NS indican si existen o no diferencias

significativas, respectivamente.
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Finalmente se calcularon los coeficientes de variacion (CV) para cada raza

y sexo. Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas V. 29, IV. 30 y IV. 31.

Raza y Sexo Kap Media(h™) | DE(h™) CV(%)
Macho 4,25 0,43 10,21
W. Unilever
Hembra 2,23 0,30 13,65
Macho 2,45 0,24 9,64
W. Han
Hembra 2,76 0,22 7,94
Macho 4,48 0,33 7,36
CD*IGS
Hembra 2,91 0,35 12,07
Macho 419 0,45 10,83
Long Evans
Hembra 2,90 0,19 6,42
Sprague Macho 3,15 0,12 3,70
Dawley Hembra 3,12 0,36 11,71

Tabla V.29 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las Ka, de

verapamilo 100 uM obtenidas en las distintas razas y sexos de las ratas ensayadas.
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Raza Kap Media(h™) DE(h™) CV(%)
W. Unilever 3,24 1,11 34,14
W. Han 2,61 0,27 10,46
CD*IGS 3,70 0,88 23,76
Long Evans 3,45 0,73 21,28
Sprague Dawley 3,10 0,24 7,84

Tabla 1V.30 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las K,y de

verapamilo 100 uM obtenidas en las distintas razas de las ratas ensayadas.

Sexo Kap Media(h™) DE(h™) CV(%)
Macho 3,72 0,86 23,04
Hembra 2,74 0,40 14,51

Tabla 1V.31 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las K, de

verapamilo 100 uM obtenidas en los distintos sexos de las ratas ensayadas.

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre los

valores de las constantes de velocidad de absorcion (Kap) entre los machos y las

hembras dentro de una misma raza de rata se procedié a realizar la prueba t de

Student para cada compuesto.
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: Grados de .
W Unilever t libertad Sig.
MET 100 uM 1,726 9,916 NS
VER 100 uM 10,803 14 S

Tabla 1V.32 Prueba de t de Student para la comparacion de las K,, obtenidas para cada sexo

dentro de la raza de rata Wistar Unilever y para cada uno de los compuestos, metoprolol y
verapamilo, a una tinica concentracion de 100 uM.

Wistar Unilever

(h-1)

HEMBRA
5e®

Figura IV.3 Representacion grafica de las K,, obtenidas para cada sexo dentro de la raza de rata

Wistar Unilever y para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a una Unica
concentracion de 100 uM.
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Grados de .

LAl t libertad Sig.
MET 100 uM 2,577 14 S
VER 100 uM -2,568 12 S

Tabla 1V.33 Prueba de t de Student para la comparacion de las K,, obtenidas para cada sexo
dentro de la raza de rata Wistar Han

y para cada uno de los compuestos, metoprolol y
verapamilo, a una tinica concentracion de 100 uM.

Wistar Han

3,5

3,0

2,5

Ka 20
(h-1)
1,5

1,0

0,5

HEMBRA
5et©

Figura IV.4 Representacion grafica de las K,, obtenidas para cada sexo dentro de la raza de rata
Wistar Han

y para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a una Unica
concentracion de 100 uM.
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Grados de .
*
CD*IGS t libertad Sig.
MET 100 uM 4,869 14 S
VER 100 uM 8,623 12 S

Tabla 1V.34 Prueba de t de Student para la comparacion de las K,, obtenidas para cada sexo

dentro de la raza de rata CD*IGS y para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a
una Unica concentracion de 100 uM.

CD*IGS

Ka
(h-1)

HEMBRA
2o

Figura IV.5 Representacion grafica de las K,, obtenidas para cada sexo dentro de la raza de rata

CD*IGS vy para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a una Gnica concentracion
de 100 uM.
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Grados de .
Long Evans t o Sig.
MET 100 uM 1,595 9 NS
VER 100 uM 6,582 6,27 S

Tabla 1V.35 Prueba de t de Student para la comparacion de las K,, obtenidas para cada sexo
dentro de la raza de rata Long Evans y para cada uno de los compuestos, metoprolol y

verapamilo, a una tinica concentracion de 100 uM.

Long Evans

Ka s
(h-1)

HEMBRA
<et®
Figura IV.6 Representacion grafica de las K,, obtenidas para cada sexo dentro de la raza de rata
Long Evans y para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a una Unica

concentracion de 100 uM.



Resultados 193

Sprague Dawley t Giirggrot;ge Sig.
MET 100 uM 3,601 14 S
VER 100 uM 0,643 4,63 NS

Tabla 1V.36 Prueba de t de Student para la comparacion de las K,, obtenidas para cada sexo

dentro de la raza de rata Sprague Dawley y para cada uno de los compuestos, metoprolol y
verapamilo, a una tinica concentracion de 100 uM.

Ka
(h-1)

Sprague Dawley

T

HEMBRA
(8]
oot

Figura IV.7 Representacion grafica de las K,, obtenidas para cada sexo dentro de la raza de rata

Sprague Dawley y para cada uno de los compuestos, metoprolol y verapamilo, a una Unica

concentracion de 100 uM.
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C. Estudios de permeabilidad in vitro

1.  Metoprolol
1.1 Estudios en ATCC Caco-2

Caco-2 p38 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,64 5,73 5,45 6,93 6,30 6,36
60 16,80 14,99 14,27 14,71 14,29 14,25
90 25,79 23,18 22,07 22,86 22,41 22,35
120 32,64 30,33 29,16 30,21 30,08 29,81

(crlr::/s) 4,39-10% 4,14.10% 3,99.10% | 3,94.10® 4,01.10® 3,96-10%®
P+DE (cm/s) 4,17-10% £ 2,06-10™ 3,97:10% + 3,84.10"
Pga/Pag= 0,95

P —

Tabla V.37 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p38 (MET 1).
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Caco-2 p38 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6

30 5,96 8,95 5,06 5,56 6,21 6,86
60 15,17 18,45 14,03 13,29 14,54 15,44
90 25,74 27,74 24,08 21,14 22,65 24,06
120 34,08 35,98 31,86 29,42 31,36 33,30
P(ms) |47910% 45610 457.10% | 4,01.10%° 4,22.10% 4,44.107

Px£DE (cm/s)

4,64-10% +1,32.10

4,22.10% + 21510

PBA/PAB: 0,91

Tabla V.38 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p38 (MET 2).

Caco-2 p38 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5) 6

30 7,51 6,40 6,03 6,11 6,09 5,74
60 19,34 15,21 15,15 13,29 13,80 13,87
90 28,36 23,78 22,99 21,22 21,77 22,14
120 38,14 30,84 30,22 28,94 28,68 30,02
P (cm/s) 51010 4,14.10% 4,0610® | 3,86:10® 3,83.10% 4,10-10%

PxDE (cm/s)

4,43-10% +5,78.10%

3,93.10% + 1,48.10°

PBA/PAB: 0,89

Tabla V.39 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p38 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p38
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 4,17-10% 2,06-10% 3,97.10%® 3,84.10" 0,95
MET-2 4,6410% 1,3210% 4,22.10% 2,15.10% 0,91
MET-3 4,4310% 5,78.10% 3,93.10% 1,48.10% 0,89

Tabla 1V.40 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p38.

Caco-2 p48 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 0,73 0,34 0,22 2,08 181 1,84
60 4,72 3,95 3,64 5,06 4,88 4,86
90 8,21 7,09 6,62 8,19 7,99 7,97
120 10,78 9,80 9,30 10,98 10,92 10,81

(crlr::/s) 1,70.10%° 1,59.10% 1,53.10% | 151.10® 1,54.10® 1,52.10%
P+DE (cm/s) 1,61.10% + 8,78.10"’ 1,52.10% + 1,64.10”
Pea/Pas= 0,95

Tabla V.41 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolo/ 100uM en monocapas Caco-2 p48 (MET 1).
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Caco-2 p48 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,99 1,66 0,98 3,55 3,72 3,62
60 5,16 5,60 4,62 7,96 8,01 7,62
90 8,09 9,01 8,71 12,61 11,70 11,38
120 10,61 12,19 11,62 16,53 15,37 15,88
P (cmis) 1,61.10%® 1,77.10%® 1,82.10% | 2,20.10® 1,95.10%® 2,05.10%
P+DE (cm/s) 1,7310%° +1,12.10% 2,07-10%° +1,27.10®

PBA/PAB: 1,19

Tabla 1V.42 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p48 (MET 2).

Caco-2 p48 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,37 1,43 1,03 3,47 3,12 2,90
60 4,92 5,52 5,73 7,51 7,10 6,98
90 9,04 9,65 8,64 11,98 11,86 10,57
120 11,76 11,84 11,22 15,49 15,57 13,92
P (cm/s) 1,7810% 1,7910% 1,69.10% | 2,05-10% 2,13.10%® 1,85.10%
P+DE (cm/s) 1,75:10% + 5,33.10"’ 2,01.10% +1,42.10%

PBA/PAB: 1,15

Tabla V.43 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p48 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p48
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,61.10%®° 88,7810 1,52.10% 1,64.10” 0,95
MET-2 1,73-10% 1,12.10% 2,07.10% 1,27.10% 1,19
MET-3 1,75:10%®° 5,33.109 2,01.10% 1,42.10% 1,15

Tabla 1V.44 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p48.

Caco-2 p58 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,41 3,03 3,02 3,58 3,80 4,04
60 7,53 7,85 7,81 7,76 8,26 8,41
90 13,10 12,05 11,78 12,10 12,49 12,96
120 17,21 16,31 15,51 17,76 17,55 17,99
(crlr::/s) 2,37:10% 2,22.10% 2,09-10% | 2,37.10%® 2,30-10® 2,34.10%
P+DE (cm/s) 2,2310% +1,39.10% 2,34-10% + 3,62.10"
Pea/Pas= 1,05

Tabla I1V.45 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolo/ 100uM en monocapas Caco-2 p58 (MET 1).
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Caco-2 p58 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 3,38 2,89 3,18 4,04 3,71 3,38
60 8,05 7,87 8,00 8,68 8,60 8,11
90 12,48 10,78 11,74 13,93 12,81 12,38
120 19,24 15,31 15,81 19,19 18,35 17,34
P (cm/s) 2,6310% 2,03.10® 2,1010% | 2,56:10% 2,43.10% 2,33.10%

P£DE (cm/s)

2,25:10% + 3,26:10°°

2,44.10% +1,14.10%

PBA/PAB:1,08

Tabla I1V.46 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p58 (MET 2).

Caco-2 p58 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 3,30 2,04 2,68 3,46 3,14 2,78
60 7,96 5,24 7,11 7,48 6,88 7,25
90 11,60 9,17 10,45 11,57 10,95 11,02
120 14,61 12,31 15,49 15,67 16,13 15,18
P (cm/s) 1,90.10% 1,7510%® 2,11.10% | 2,06:10® 2,17.10® 2,07-10%

PxDE (cm/s)

1,92.10% + 1,79-10°¢

2,10-10% + 6,33-10"

PBA/PAB: 1,09

Tabla V.47 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p58 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p58
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,2310% 1,39.10% 2,34.10% 362107 1,05
MET-2 2,25.10%® 3,26:10%® 2,44.10%® 1,14.10% 1,08
MET-3 1,92.10%® 1,79.10%° 2,10.10% 6,33.10” 1,09

Tabla 1V.48 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p58.

Caco-2 p68 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?np;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 0,85 1,36 0,97 2,45 2,73 2,45
60 5,44 6,25 4,88 6,49 6,87 6,47
90 9,44 10,45 8,86 10,27 10,98 10,81
120 12,76 14,03 12,10 14,00 15,22 14,89

(crlr::/s) 2,01.10® 2,13.10%® 1,89:10% | 1,9410® 2,10.10® 2,11.10%
P+DE (cmis) 2,01.10%° +1,22.10 2,05-10% +9,32.10”
Pga/Pag= 1,02

Tabla V.49 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p68 (MET 1).
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Caco-2 p68 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,33 1,18 1,27 2,84 2,72 2,73
60 6,02 5,00 5,68 7,08 6,92 7,07
90 9,24 8,63 8,69 11,05 10,87 11,02
120 12,82 12,77 12,70 14,49 15,59 15,43
P (cm/s) 1,90.10% 1,94.10% 1,88.10% | 1,97.10® 2,15.10%® 2,12.10%
P+DE (cm/s) 1,91.10% +2,72.10% 2,08-10% + 9,94.10
Pga/Pas= 1,09

Tabla IV.50 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p68 (MET 2).

Caco-2 p68 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,49 1,34 1,35 3,04 3,04 2,82
60 5,55 5,41 5,54 7,19 7,19 6,92
90 9,50 9,60 9,81 12,04 12,04 11,82
120 13,07 12,67 12,79 15,90 15,90 15,66
P (crm/s) 1,9510% 1,9310® 1,9510%® | 2,19.10® 2,19.10® 2,19-10%
P+DE (cm/s) 1,94.10% + 1,42.10% 2,19-10% + 2,48.10™
Pea/Pas= 1,13

Tabla IV.51 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p68 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p68
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,01:10% 1,22.20% 2,05.10% 9,32.107 1,02
MET-2 1,91.10% 2,72.10% 2,08.10% 9,94.10% 1,09
MET-3 1,94-10%®° 14210 2,19.10% 2,48.10" 1,13

Tabla 1V.52 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p68.

Caco-2 p78 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?np;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,97 1,51 1,17 3,24 2,71 2,63
60 6,51 5,70 5,16 7,74 6,90 6,41
90 10,97 9,46 9,69 12,05 11,14 10,57
120 12,53 12,69 12,42 16,03 14,22 14,22
(crlr::/s) 1,82.10% 1,88.10%® 1,9310% | 2,16:10® 1,96-10% 1,97.10%
P+DE (cm/s) 1,88:10% + 5,50.107’ 2,0310% +1,12.10%
Pea/Pas= 1,08

Tabla V.53 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p78 (MET 1).
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Caco-2 p78 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,04 1,67 2,02 2,72 3,00 2,22
60 6,26 6,21 5,85 6,77 7,18 5,75
90 10,00 9,23 10,66 11,22 11,65 9,02
120 13,77 13,37 15,58 15,80 15,74 12,52
P (cm/s) 1,97.10% 1,9310® 2,3010® | 2,21.10® 2,16:10® 1,73.10%
P+DE (cm/s) 2,06:10% +2,03.10% 2,03.10% + 2,64.10%
Pga/Pas= 0,98

—_ |
Tabla V.54 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p78 (MET 2).

Caco-2 p78 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,26 2,27 2,39 3,64 3,59 3,99
60 7,72 6,85 7,53 8,55 8,44 8,24
90 12,21 10,97 12,09 13,45 13,40 12,69
120 15,04 14,72 15,76 18,38 18,61 17,29
P (cm/s) 2,16:10% 2,09:10% 226:10% | 2,48.10% 2,53.10% 2,24.10%
P+DE (cmis) 2,17-10% + 8,11.10 2,42.10% + 1,54.10
Pea/Pas= 1,11

Tabla V.55 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p78 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p78
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,88:10%® 55010 2,03.10% 1,12.10% 1,08
MET-2 2,06:10% 2,03.10% 2,03.10% 2,64.10% 0,98
MET-3 2,17-10% 8,11.10% 2,42.10% 1,54.10% 1,11

Tabla 1V.56 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p78.

Caco-2 p88 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,36 4,36 4,16 3,78 3,94 3,79
60 12,47 8,77 9,12 8,48 7,88 8,14
90 17,39 12,44 12,44 12,45 11,76 12,13
120 24,10 15,88 16,05 16,53 15,99 16,11

(crlr::/s) 2,9410% 1,93.10® 1,97.10% | 2,13.10® 2,02.10® 2,07-10%
P+DE (cmis) 2,28-10% + 5,70.10% 2,07-10% + 555.10"
Pga/Pag= 0,91

Tabla IV.57 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p88 (MET 1).
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Caco-2 p88 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,46 3,76 4,06 4,25 4,04 4,17
60 7,46 7,55 7,59 9,57 9,38 9,52
90 11,03 10,83 11,36 14,29 13,68 14,00
120 14,39 14,12 14,10 19,30 18,59 18,94
P (cm/s) 1,8410% 1,7410% 1,71.10% | 252.10% 2,42.10% 2,46.10%
P+DE (cmis) 1,76.10% +6,54.10"" 2,47-10% +4,94.10"
Pga/Pas= 1,40

I ——
Tabla V.58 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p88 (MET 2).

Caco-2 p88 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,55 3,78 3,83 3,00 3,15 3,19
60 7,42 7,54 7,56 6,69 7,09 6,58
90 10,63 11,04 10,93 10,08 10,58 10,37
120 13,99 14,26 14,08 13,98 14,59 13,95
P@ms) | 17410%® 1,76.10% 1,72.10%® | 1,84.10" 1,91.10®° 1,91.10%
P+DE (cmis) 1,74.10% + 2,04.10" 1,86:10% + 4,70.10"
Pga/Pag= 1,06

Tabla V.59 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p88 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p88
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,28:10% 5,70-10% 2,07.10%® 555107 0,91
MET-2 1,76:10%® 6,54.10% 2,47.10%° 4,94.10" 1,40
MET-3 1,74-10%®° 2,04-10 1,86:10% 4,70.10” 1,06

Tabla 1V.60 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p88.

Caco-2 p98 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?np;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,17 0,35 1,99 0,62 0,59 1,02
60 3,00 1,44 4,81 1,50 1,48 2,28
90 4,68 2,42 7,48 2,23 2,32 3,38
120 6,66 3,61 10,43 3,39 3,28 4,79

(crlr::/s) 9,16:10%° 5,42.10% 1,41.10% | 4,5810%° 4,50.10%° 6,27-10%
P+DE (cm/s) 9,57.10% + 4,37.10%° 5,12:10% +1,00.10%
Pea/Pas= 0,53

Tabla IV.61 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p98 (MET 1).



Resultados 207

Caco-2 p98 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,31 1,33 2,10 1,81 1,54 1,63
60 3,36 3,52 5,31 3,91 3,69 3,61
90 5,44 5,50 7,91 5,97 5,56 5,65
120 8,02 7,76 10,93 8,21 7,88 8,02
P (cm/s) 1,12:10%® 1,07.10%® 1,47.10% | 1,07.10® 1,05.10%® 1,07-10%
P+DE (cm/s) 1,22.10% +2,16.10% 1,07.10% + 1,09.10%"
Pga/Pas= 0,87

Tabla V.62 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p98 (MET 2).

Caco-2 p98 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,17 1,52 1,31 2,75 2,70 2,00
60 3,59 4,03 3,71 6,84 6,53 4,20
90 5,59 6,21 5,78 11,65 10,03 6,35
120 7,89 8,70 8,22 15,69 14,58 8,97
P (crm/s) 1,12.10% 1,2010® 1,1510% | 2,20.10® 1,98.10® 1,17.10%
P+DE (cm/s) 1,16:10% + 3,95.10"’ 1,78.10% + 5,45.10%
Pea/Pas= 1,54

Tabla V.63 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p98 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p98
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 9,57.10% 4,37.10% 5,12.10%° 1,00-10% 0,53
MET-2 1,22.10%® 2,16:10% 1,07.10%° 1,09-10" 0,87
MET-3 1,16:10%®° 3,95.10% 1,78.10% 5,45.10% 1,54

Tabla 1V.64 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p98.

Caco-2 p108 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?np;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,56 0,41 0,31 2,33 2,14 2,56
60 2,73 2,49 2,40 5,49 531 5,65
90 4,51 4,12 4,07 8,04 7,80 8,15
120 6,45 5,95 5,83 10,83 10,39 10,78
(crlr::/s) 9,82:10%° 9,23.10% 9,20.10% | 1,42.10% 1,38.10%® 1,37.10%®
P+DE (cm/s) 9,41.10% +3,53.10"" 1,39-10% +2,44.10°"
Pea/Pag= 1,47

Tabla V.65 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p108 (MET 1).
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Caco-2 108 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,44 2,89 3,18 4,04 3,71 1,96
60 5,26 7,87 8,00 8,68 8,60 5,00
90 3,49 10,78 11,74 13,93 12,81 7,27
120 12,89 15,31 15,81 19,19 18,35 10,12
P (cm/s) 1,80-10% 2,0310® 2,1010® | 2,56:10® 2,43.10® 1,35.10%
P+DE (cm/s) 1,98.10% + 1,60.10%° 2,11.10% + 6,64.10%
Pga/Pas= 1,07

—_ |
Tabla V.66 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p108 (MET 2).

Caco-2 108 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,44 0,68 0,47 2,13 2,15 2,12
60 2,69 3,08 2,76 5,58 5,72 5,58
90 4,45 5,09 4,61 8,40 8,34 8,14
120 6,38 7,27 6,58 11,34 11,23 11,08
P (cm/s) 9,89:10°° 1,10.10%® 1,02.10® | 1,54.10® 1,51.10% 1,49.10%
P+DE (cm/s) 1,04.10% + 5,66.107’ 1,51.10% + 2,59.10""
Pga/Pas= 1,46

Tabla IV.67 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas Caco-2 p108 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p108
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 9,41.10% 35310 1,39-10% 2,44.107 1,47
MET-2 1,98.10%® 1,60-10% 211.10% 6,64.10% 1,07
MET-3 1,04-10%®° 5,66:10° 1,51.10% 2,59.10” 1,46

Tabla 1V.68 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 p108.

Caco-2

Permeabilidad (cm/s)

MET

Pas £DE (cm/s)

Pga £DE (cm/s)

Ratio

p38
p48
p58
p68
p78
p88
p98

p108

4,42.10% +2,35.10°
1,70.10% + 7,91.10%

2,13-10% +1,87.10%

1,9510% + 5,05.10%
2,04-10% +1,47.10%
1,93.10% + 3,04-10%
1,11.10% +1,38.10%

1,31.10% +5,72.10%

4,04-10% +1,61.10°
1,86:10% + 3,01.10%
2,29.10% +1,75.10%
2,11.10% +7,59-10%
2,16:10% +2,24.10%
2,13-10% +3,11.10°
1,12.10% +6,37.10%

1,67-.10% + 3,89.10%

0,92
1,10
1,07
1,08
1,06
1,11
1,01

1,27

Tabla 1V.69 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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5e-5
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Figura 1V.8 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) de metoprolol

100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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4e-5 A

3e-5 A

2e-5 A

Permeabilidad (cm/s)

le-5 4

p38 p48 p58 p68 p78 p88 p98 pl08
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Figura IV.9 Representacion gréafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de metoprolol

100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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1.2 Estudiosen TC7
TC7 p85 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,76 2,71 2,86 3,93 3,78 3,76
60 6,75 6,69 6,71 8,38 8,17 8,85
90 9,99 9,94 10,10 12,64 12,29 12,99
120 13,34 13,44 13,56 17,39 16,90 17,74

(crlr::/s) 1,77.10% 1,7910® 1,7910® | 2,25.10® 2,20.10® 2,33.10%
P+DE (cmis) 1,78.10% + 1,37.10% 2,26:10% + 6,58-10”’
Pga/Pas= 1,27

Tabla IV.70 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p85 (MET 1).
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TC7 p85 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,70 2,88 2,68 3,70 3,53 3,34
60 6,77 6,96 6,71 8,48 7,89 8,28
90 10,06 10,48 10,38 12,96 12,35 12,88
120 12,98 13,77 13,58 17,56 16,99 17,91
P (cm/s) 1,720 1,8310® 1,8410% | 2,33.10% 2,27.10% 2,44.10%
P+DE (cmis) 1,80:10% + 6,31.10"" 2,34-10% + 8,79-10”

PBA/PAB:1,31

Tabla IV.71 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p85 (MET 2).

TC7 p85 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,39 2,56 2,68 3,61 3,40 3,77
60 6,50 6,64 7,22 8,27 7,42 10,15
90 10,43 10,89 11,49 12,69 12,15 14,85
120 13,78 14,27 14,86 19,93 17,17 58,41
P (cm/s) 1,92.10% 1,99.10® 2,06:10® | 2,70.10® 2,33.10® 2,91.10%
P+DE (cm/s) 1,99-10% + 6,82:107’ 2,64-10% + 2,64.10%

PBA/PAB: 1,33

Tabla V.72 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p85 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p85
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,78:10%®° 1,37.10% 2,26:10% 6,58.10” 1,27
MET-2 1,80-10%® 6,31.10% 2,34.10% 8,79.10" 1,31
MET-3 1,99:.10%® 6,82.10% 2,64-10% 2,64.10% 1,33

Tabla 1V.73 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p85.

TC7 p95 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,98 4,05 4,62 4,83 4,76 4,50
60 9,80 8,76 9,51 9,46 10,96 10,21
90 14,54 13,02 14,23 15,04 16,91 16,09
120 18,07 17,30 18,20 19,80 22,01 21,71

(crlr::/s) 2,2210% 2,22.10%® 230:10% | 2,55.10® 2,91.10® 2,91.10%
P+DE (cmis) 2,25-10% + 4,22.10 2,79-10% + 2,08.10
Pea/Pas= 1,24

Tabla V.74 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p95 (MET 1).
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TC7 p95 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,97 4,06 4,62 4,85 4,75 4,50
60 9,83 8,80 9,53 9,48 10,98 10,23
90 14,56 13,03 14,33 15,05 16,95 16,12
120 18,10 17,33 18,31 19,82 22,06 21,77
P (cm/s) 2,2310% 2,22.10% 23210% | 2,55.10% 2,92.10% 2,91.10%
P+DE (cm/s) 2,26-10% + 5,14.10 2,80-10%° + 2,13.10®
Pga/Pas= 1,24

Tabla V.75 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p95 (MET 2).

TC7 p95 MET-3 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,79 4,32 4,59 4,81 4,67 4,42
60 9,56 8,93 9,42 10,92 9,74 9,99
90 13,94 12,99 13,65 15,72 14,80 15,09
120 17,83 16,95 17,93 20,88 19,93 19,96
P (crm/s) 2,2010% 2,12.10%® 2,23.10% | 2,68:10® 2,57.10% 2,61.10%
P+DE (cm/s) 2,18:10% +5,88.10"" 2,62:10% +5,49.10""
Pga/Pas= 1,20

Tabla V.76 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p95 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p95
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,2510% 42210 2,79.10% 2,08-10% 1,24
MET-2 2,26:10%® 5,14.10°" 2,80-10%® 2,13.10% 1,24
MET-3 2,1810% 5388107 2,62.10% 5,49.10" 1,20

Tabla 1V.77 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p95.

TC7 p105 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,41 2,89 3,66 3,39 3,71 3,57
60 8,13 7,42 8,41 7,40 8,18 7,84
90 12,74 11,36 12,99 11,12 12,67 12,29
120 16,85 15,09 16,83 15,58 18,29 17,04

(crlr::/s) 2,27.10% 2,0510% 223.10% | 2,03.10% 2,44.10% 2,26.10%
P+DE (cm/s) 2,1810% +1,17.10% 2,24-10% + 2,02.10%
Pga/Pas= 1,03

Tabla V.78 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 pl105 (MET ).
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TC7 p105 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,89 3,29 2,97 3,62 4,46 4,35
60 8,56 7,94 7,51 8,32 11,53 8,86
90 12,31 12,97 12,14 13,34 13,77 12,48
120 15,77 16,44 15,70 17,59 18,07 16,45
P (cm/s) 2,14.10%° 2,25.10%® 2,16:10% | 2,37.10% 2,18.10%® 2,02.10%
P+DE (cm/s) 2,18-10% + 555.10% 2,19-10% +1,77.10®

PBA/PAB: 1,00

Tabla V.79 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p105 (MET 2).

TC7 p105 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 3,52 2,84 2,95 3,37 3,88 3,61
60 11,70 7,76 7,19 7,40 8,32 8,49
90 13,53 11,47 11,37 12,08 12,97 13,11
120 17,94 15,20 15,58 15,40 17,60 17,36
P (cm/s) 2,28:10%° 2,06-10%® 2,12.10% | 2,06:10% 2,31.10% 2,32.10%

PxDE (cm/s)

2,1510% +1,12.10%

2,23-10% +1,48.10%

PBA/PAB: 1,04

Tabla V.80 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 pl105 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 pl05
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,1810% 1,17.10% 2,24.10% 2,02.10% 1,03
MET-2 2,18:10® 555.10%® 2,19.10%® 1,77.10% 1,00
MET-3 2,1510% 1,12.10% 2,23.10% 11,4810 1,04

Tabla 1V.81 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 pl105.

TC7 p115 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,45 0,41 1,44 2,79 3,60 3,96
60 4,95 4,45 6,47 7,90 7,55 9,63
90 8,10 8,30 10,63 11,75 11,82 15,58
120 10,85 9,93 13,86 15,95 16,44 19,69

(crlr::/s) 1,5810% 1,6410® 2,0910%® | 2,19.10® 2,16:10® 2,68-10%
P+DE (cmis) 1,77.10% + 2,80.10% 2,34.10% + 2,94.10
Pga/Pag= 1,32

Tabla 1V.82 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p115 (MET 1).
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TC7 p115 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,52 1,26 1,44 3,36 3,60 3,22
60 5,74 5,64 6,43 9,12 9,19 9,14
90 9,08 9,97 10,90 14,86 14,56 15,38
120 12,98 13,83 14,58 21,40 20,26 19,95
P (cm/s) 1,91.10% 2,12.10% 2,22.10% | 3,02.10® 2,80.10® 2,85.10%
P+DE (cm/s) 2,08-10% + 1,60.10 2,89-10%° + 11,1810
Pga/Pas= 1,39

Tabla V.83 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 pl115 (MET 2).

TC7 p115 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,43 1,66 1,77 4,29 4,03 4,04
60 5,66 6,08 6,18 9,49 8,86 9,22
90 9,69 9,49 10,07 16,00 14,24 15,00
120 12,88 12,80 14,18 22,04 18,51 19,20
P (cm/s) 1,94.10% 1,86:10% 2,08.10% | 3,02.10% 2,47-10%® 2,59-10%
P+DE (cm/s) 1,96:10% +1,10.10% 2,69-10% +2,90.10%
Pga/Pag= 1,37

Tabla V.84 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p115 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 pl15
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,77-10% 2,80-10% 2,34.10%° 2,94.10 1,32
MET-2 2,08:10% 1,60-10% 2,89.10% 1,18.10% 1,39
MET-3 1,96:10%® 1,10.10% 2,69.10® 2,90-10% 1,37

Tabla 1V.85 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p115.

TC7 p125 MET-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,54 2,42 1,61 4,71 4,13 4,84
60 5,69 7,57 6,42 10,43 9,40 10,66
90 17,48 12,72 11,44 17,28 15,31 17,05
120 22,76 17,23 15,69 22,46 20,84 22,59

(crlr::/s) 3,81.10%® 250:10% 2,39:10% | 3,03.10® 2,83.10% 3,01.10%
P+DE (cm/s) 2,90-10% +7,91.10% 2,96:10% +1,12.10%
Pga/Pas= 1,02

Tabla 1V.86 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p125 (MET 1).
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TC7 p125 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,18 2,35 1,77 4,40 4,04 4,04
60 7,51 7,82 6,61 10,38 9,74 9,72
90 12,84 12,51 11,29 17,06 16,12 15,81
120 16,66 17,37 15,23 22,62 22,14 21,87
P (cm/s) 2,46:10%° 251.10%® 2,28.10% | 3,10.10% 3,06:10® 3,01-10%
P+DE (cmis) 2,42:10% + 1,25.10% 3,06-10 + 4,46.10"
Pga/Pas= 1,27

Tabla IV. 87 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p125 (MET 2).

TC7 p125 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,85 1,82 2,42 4,16 4,47 4,05
60 8,01 6,15 7,03 10,29 10,86 10,03
90 13,49 10,75 13,19 16,13 16,92 16,75
120 17,42 14,75 16,74 21,42 21,68 22,63
P (cm/s) 2,48-10%° 2,19-10%® 2,4810% | 2,91.10%® 2,91.10% 3,15.10%
P+DE (cms) 2,39-10%° + 1,68.10% 2,99-10% + 1,40.10
Pga/Pas= 1,26

Tabla V.88 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p125 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 pl25
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,90-10% 7,91.10% 2,96.10% 1,12.10% 1,02
MET-2 2,42.10%® 1,25.10% 3,06:10% 4,46.10" 1,27
MET-3 2,39.10% 1,68:10% 2,99.10% 1,40-10% 1,26

Tabla 1V.89 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 pl125.

TC7 p135 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,43 2,32 2,25 3,71 3,65 3,77
60 6,27 5,96 6,19 8,64 8,09 8,52
90 9,81 9,49 10,17 13,39 12,71 13,38
120 13,40 12,61 14,09 18,09 17,72 18,71

(crlr::/s) 1,8410% 1,7410% 1,9910% | 2,42.10%® 2,36:10® 251.10%
P+DE (cm/s) 1,86:10% +1,30.10% 2,43.10% +7,33.10""
Pga/Pas= 1,31

Tabla 1V.90 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p135 (MET ).
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TC7 p135 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,75 2,34 2,36 3,92 3,73 3,68
60 7,56 6,41 6,51 9,58 8,87 8,69
90 11,99 10,16 10,55 15,19 14,09 13,58
120 16,30 14,47 15,09 21,25 19,50 19,03
P (cm/s) 2,2810% 2,0310% 21310% | 2,91.10® 2,6510% 257.10%
P+DE (cm/s) 2,14-10%° + 1,25.10% 2,71.10% + 1,76.10%
Pga/Pas= 1,26

Tabla IV.91 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p135 (MET 2).

TC7 p135 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,43 2,45 2,87 3,72 4,13 3,24
60 6,88 6,85 7,63 9,03 9,53 7,76
90 11,19 11,02 12,37 14,21 14,98 12,24
120 17,20 14,31 18,51 20,28 20,89 17,32
P (crm/s) 2,46:10% 2,01.10%® 261.10% | 2,77.10%® 2,81.10% 2,36:10%
P+DE (cm/s) 2,36:10% +3,12.10% 2,65-10% + 2,50.10%
Pga/Pag= 1,12

Tabla 1V.92 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p135 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p135
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,86:10%®° 1,30.10%° 2,43.10% 7,33.10” 1,31
MET-2 2,14.10%® 1,25.10% 2,71.10%® 1,76.10% 1,26
MET-3 2,36:10% 3,12.10% 2,65.10%® 2,50-10% 1,12

Tabla 1V.93 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p135.

TC7 p145 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 0,74 0,76 1,22 3,27 3,08 3,03
60 4,47 4,06 4,15 7,49 7,42 7,83
90 8,65 7,37 7,20 11,97 11,82 12,26
120 10,94 10,18 10,21 16,24 15,82 16,51

(crlr::/s) 1,76:10%° 1,59.10® 1,52.10%® | 2,19.10® 2,1510® 2,27.10%
P+DE (cm/s) 1,62:10% +1,23.10% 2,20-10% +5,75.10""
Pga/Pas= 1,36

Tabla 1V.94 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p145 (MET ).
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TC7 pl45 MET-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,76 1,03 0,75 3,47 3,46 3,25
60 4,21 4,28 4,38 8,22 8,27 8,10
90 7,22 7,61 7,45 12,09 12,88 12,56
120 9,87 10,24 10,19 16,51 17,18 16,66
P (cm/s) 1,53.10% 1,56:10%° 1,59.10% | 2,17:10% 2,31.10%® 2,26.10%
P+DE (cm/s) 1,56:10% + 2,71.10% 2,25-10% + 6,98-10"

PBA/PAB: 1,44

Tabla V.95 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p145 (MET 2).

TC7 pl145 MET-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,74 0,37 0,51 2,99 2,50 3,00
60 4,36 3,62 3,71 7,63 6,41 7,40
90 7,51 6,68 7,02 12,28 10,41 11,78
120 10,35 9,33 9,63 16,31 14,21 15,85
P (cm/s) 1,61.10%° 1,51.10® 1,5510%® | 2,2510® 1,98.10® 2,17.10%
P+DE (cm/s) 1,56:10% + 5,14.10"" 2,13:10% +1,43.10%

PBA/PAB: 1,37

Tabla 1V.96 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p145 (MET 3).



Resultados 226

Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 pl45
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,62:10%®° 1,23.10% 2,20.10% 5,75.10” 1,36
MET-2 1,56-10%® 2,71.10% 2,25.10%° 6,98.10" 1,44
MET-3 1,56:10%® 5,14.109 2,13-10% 1,43.10% 1,37

Tabla 1V.97 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p145.

TC7 p155 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,21 2,38 2,25 3,98 3,38 2,92
60 9,39 6,05 5,92 8,90 8,45 7,46
90 13,79 9,50 9,38 13,38 13,48 11,85
120 17,44 12,04 11,88 18,19 17,35 16,17

(crlr::/s) 2,2310%® 1,6410%® 1,6310% | 2,38.10® 2,37.10% 2,23.10%
P+DE (cm/s) 1,83.10% + 3,41.10% 2,33.10% + 8,44.10""
Pga/Pas= 1,27

Tabla V.98 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolo/ 100uM en monocapas TC7 p155 (MET 1).
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TC7 p155 MET-2 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,21 2,38 2,25 3,98 3,38 2,92
60 9,39 6,05 5,92 8,90 8,45 7,46
90 13,79 9,50 9,38 13,38 13,48 11,85
120 17,44 12,04 11,88 18,19 17,35 16,17
P (cm/s) 2,2310%° 1,64.10® 1,63.10% | 2,38.10% 2,37.10® 2,23.10%
P+DE (cmis) 1,83.10% + 3,41.10% 2,33-10% + 8,44.10"
Pga/Pas= 1,27

Tabla V.99 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p155 (MET 2).

TC7 p155 MET-3 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,77 1,37 1,27 3,52 2,85 2,83
60 5,44 4,56 4,44 6,94 5,98 6,15
90 8,25 7,86 7,58 12,45 11,02 11,69
120 12,47 10,69 10,46 17,05 15,34 16,41
P (crm/s) 1,61.10% 1,5810® 1,5510%® | 2,33.10® 2,1510% 2,34.10%
P+DE (cm/s) 1,58:10% + 3,07.10"’ 2,27-10% +1,08.10%
Pea/Pas= 1,44

Tabla 1V.100 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas TC7 p155 (MET 3).



Resultados 228

Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p155
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,83-10%® 3,41.10% 2,33.10% 8,44.10" 1,27
MET-2 1,83.10%®° 3,41.10%° 2,33.10% 8,44.10” 1,27
MET-3 1,58:10% 3,07.10%7 2,27.10® 1,08.10% 1,44

Tabla 1V.101 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 p155.

TC-7

Permeabilidad (cm/s)

MET

Pas £DE (cm/s)

Psa £DE (cm/s)

Ratio

p85
p95
p105
p115
p125
p135
p145

p155

1,86:10% + 1,16.10°°
2,23:10% +3,98.10%
2,17-10% +1,64-10%7
1,94.10% + 1,57.10°°
2,57-.10% +2,89.10°¢
2,12.10% +2,51.10%
1,58:10% + 3,63-10%7

1,83.10% +1,13.10%

2,42:10% +2,02.10°
2,73:10% +1,01.10%
2,22.10% +2,97.10%
2,64-10% +2,76.10
3,00:10% +5,03-10"
2,60-10% +1,47.10°
2,19:.10% +5,76:10"

2,86:10% +1,33.10%

1,30
1,23
1,02
1,36
1,17
1,23
1,39

1,57

Tabla 1V.102 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas TC7 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.10 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab)
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Figura 1V.11 Representacion grafica de la Permeabilidad Basolateral-Apica (Pba) de metoprolol

100 uM en monocapas TC7 a los diferentes pases celulares.
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1.3 Estudios en MDCK

MDCK p25 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 5,69 6,20 5,08 5,30 7,99 4,79
60 10,94 11,40 11,00 10,52 7,59 10,28
90 16,73 17,74 15,64 15,22 14,48 15,27
120 20,70 21,88 20,89 19,65 19,20 20,63

(crlr::/s) 2,57-10%° 2,69-10%® 2,63.10% | 2,41.10% 2,05.10%® 2,65-10%
P+DE (cm/s) 2,63:10% + 6,40-10"" 2,37:10% + 3,05.10%
Pga/Pag= 0,90

Tabla IV.103 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p25 (MET 1).
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MDCK p25 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,40 5,68 4,63 4,13 1,59 4,51
60 10,98 12,39 10,98 8,73 7,71 9,70
90 16,50 16,85 15,35 14,70 13,68 15,16
120 21,20 20,97 20,62 19,12 18,11 19,77
P (cm/s) 2,67-10%° 254.10® 2,64.10% | 2,57.10% 2,80-10® 2,59-10%
P+DE (cm/s) 2,62:10% + 6,90-10" 2,66-10%° +1,29.10%
Pga/Pas= 1,01

Tabla 1V.104 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p25 (MET 2).

MDCK p25 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,26 4,65 4,54 3,94 3,50 4,73
60 9,53 9,90 9,87 8,42 9,15 9,89
90 13,62 14,17 14,69 13,53 13,12 15,16
120 19,33 18,52 18,67 18,08 17,56 20,16
P (crm/s) 2,4910% 2,32.10% 23910 | 2,40.10® 2,33.10% 2,60-10%
P+DE (cm/s) 2,40-10% +8,71.10"" 2,45.10% +1,43.10%
Pga/Pag= 1,02

Tabla IV.105 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p25 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p25
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,63.10% 6,40-10 2,37.10% 3,05.10% 0,90
MET-2 2,62:10%® 6,90-10% 2,66:10%® 1,29-10% 1,01
MET-3 2,40-10% 8,71.10% 2,45.10% 1,43.10% 1,02

Tabla 1V.106 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p25.

MDCK p35 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,59 5,86 6,62 6,69 5,36 6,12
60 12,15 13,27 12,84 12,10 10,49 11,27
90 19,80 17,64 18,32 16,95 15,78 16,73
120 24,67 22,22 22,92 21,96 20,51 21,73

(crlr::/s) 3,13.10® 2,70.10% 2,7510% | 2,56:10® 2,56:10% 2,64.10%
P+DE (cm/s) 2,86:10% +2,34.10%° 2,59-10% + 4,62.10""
Pga/Pag= 0,91

Tabla 1V.107 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p35 (MET 1).
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MDCK p35 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,82 4,02 3,67 4,15 3,68 3,90
60 8,71 9,39 8,56 8,68 8,37 8,80
90 13,44 13,96 13,70 13,22 13,36 13,85
120 17,97 19,20 17,97 17,65 18,07 18,98
P (cm/s) 2,3810% 253.10% 243.10% | 2,28.10% 2,43.10% 2,54.10%
P+DE (cm/s) 2,45.10% + 7,63-10" 2,42:10% +1,33.10%
Pga/Pag= 0,99

Tabla 1V.108 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p35 (MET 2).

MDCK p35 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,17 7,14 5,88 5,90 5,82 5,94
60 12,34 13,37 11,74 10,46 11,03 11,21
90 18,02 18,93 16,59 15,33 15,93 16,78
120 22,74 24,21 21,19 20,16 20,72 21,95
P (crm/s) 2,80.10% 2,87.10% 256:10% | 2,41.10% 2,50.10% 2,71.10%
P+DE (cm/s) 2,7410% +1,59.10%° 2,54.10% +1,53.10%
Pga/Pag= 0,93

Tabla 1V.109 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p35 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p35
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,86:10% 2,34.10% 259.10% 4,62.10" 0,91
MET-2 2,45.10%® 7,63.10% 2,42.10%® 1,33.10% 0,99
MET-3 2,7410% 159.10% 254.10% 1,53.10% 0,93

Tabla 1V.110 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p35.

MDCK p45 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,38 3,24 3,61 3,68 3,55 3,47
60 8,93 8,91 8,43 8,05 8,68 7,76
90 14,02 13,12 13,60 13,03 13,36 12,10
120 18,21 17,44 17,99 17,63 17,83 16,43

(crlr::/s) 2,50.10% 2,36:10% 2,44.10% | 2,37.10% 2,40.10® 2,18-10%
P+DE (cm/s) 2,44.10% +7,01.10"" 2,32.10% +1,17.10%
Pga/Pag= 0,95

Tabla 1V.111 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p45 (MET 1).
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MDCK p45 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,60 3,21 3,53 4,35 3,49 3,65
60 8,91 8,79 8,78 9,48 8,54 8,76
90 13,44 13,66 12,92 14,72 13,39 13,70
120 18,87 17,20 17,27 18,72 17,88 18,16
P (cm/s) 2,54.10%° 2,37.10%® 2,29.10% | 2,44.10% 242.10% 2,45.10%
P+DE (cmis) 2,40-10% +1,29.10% 2,44.10% + 1,23.107
Pga/Pas= 1,02

Tabla 1V.112 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p45 (MET 2).

MDCK p45 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,75 3,61 3,58 3,72 4,11 3,51
60 9,67 9,47 9,33 8,42 8,93 8,39
90 16,30 14,96 15,18 13,87 13,92 13,35
120 20,74 19,57 19,78 17,90 18,81 18,18
P (cm/s) 2,91:10% 2,70-10%® 2,7510% | 2,42.10% 2,48.10% 2,47.10%
P+DE (cms) 2,78-10% +1,11.10% 2,46-10% + 2,98.10"

PBA/PAB: 0,88

Tabla 1V.113 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p45 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente
MDCK p45
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB DE
MET-1 2,44.10% 70110 2,32.10% 1,17.10% 0,95
MET-2 2,40-10%® 1,29.10% 2,44.10%® 1,23.107 1,02
MET-3 2,7810% 1,11.10% 2,46.10% 29810 0,88

Tabla 1V.114 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p45.

MDCK p55 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,09 3,25 1,57 4,05 3,78 3,72
60 10,42 8,77 7,03 10,10 9,51 9,77
90 18,83 15,83 13,79 15,70 14,50 15,05
120 21,69 19,26 17,33 20,66 18,94 20,08

(crlr::/s) 3,5510% 2,78.10% 2,73.10% | 2,80.10® 2,55.10® 2,75.10%
P+DE (cm/s) 3,02.10% + 4,56.10%° 2,70-10% +1,32.10%
Pga/Pag= 0,89

Tabla IV.115 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p55 (MET 1).
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MDCK p55 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,78 2,67 2,37 3,77 4,05 4,05
60 8,89 9,40 8,05 9,42 9,96 9,96
90 13,47 14,31 13,10 14,82 15,58 15,58
120 18,01 18,82 17,13 19,83 20,21 20,21
P (cm/s) 2,54.10%° 2,70.10%® 2,49.10% | 2,71.10% 2,73.10% 2,73.10%
P+DE (cm/s) 2,57-10%° +1,07.10® 2,72:10% + 1,46-10
Pga/Pas= 1,06

Tabla IV.116 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p55 (MET 2).

MDCK p55 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,55 2,93 2,53 3,43 3,33 3,39
60 14,53 8,91 8,08 8,82 8,44 8,24
90 14,56 13,80 13,02 13,82 13,28 13,18
120 18,67 18,63 17,18 19,11 18,08 17,71
P (cm/s) 2,44.10% 2,63-10%® 2,47.10% | 2,63.10% 2,48.10% 2,42.10%
P+DE (cms) 2,51-10% + 9,83-10" 2,51.10% + 1,07.10
Pga/Pag= 1,00

Tabla 1V.117 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p55 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p55
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 3,02.10% 45610 2,70.10% 1,32.10% 0,89
MET-2 257.10%® 1,07.10% 2,72.10%® 1,46.10" 1,06
MET-3 251.10% 9,83.10 2,51.10% 1,07.10% 1,00

Tabla 1V.118 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p55.

MDCK p65 MET-1 100 (M)

Cantidades (nmol)
T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,58 3,29 3,75 3,88 3,55 3,18
60 9,49 8,96 9,04 8,49 8,60 7,70
90 13,72 13,08 13,49 13,54 13,15 12,32
120 17,96 17,22 17,18 18,02 17,80 16,65
P (crm/s) 2,39.10% 2,32.10% 2,26:10% | 2,40.10® 2,39.10% 2,27.10%
P+DE (cm/s) 2,32.10% +6,71.10" 2,35:10% + 6,86-10""

PBA/PAB: 1,01

Tabla IV.119 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p65 (MET 1).
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MDCK p65 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,04 3,04 4,21 3,13 3,36 2,90
60 8,10 8,27 10,04 7,77 8,02 7,51
90 12,80 14,70 15,05 12,58 12,80 12,28
120 17,26 18,87 19,51 17,20 17,24 16,94
P (cm/s) 2,39.10%® 2,72.10%® 257.10% | 2,37.10% 2,34.10® 2,37.10%
P+DE (cm/s) 2,56-10% + 1,66:10 2,36-10% + 1,64-10"
Pga/Pag= 0,92

Tabla IV. 120 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p65 (MET 2).

MDCK p65 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,17 3,25 3,34 4,03 3,73 3,94
60 8,64 7,78 7,91 9,22 8,27 8,98
90 13,16 11,42 13,02 14,31 12,34 13,71
120 17,79 15,79 16,91 18,42 16,44 18,23
P (cm/s) 2,44-10%° 2,08:10%® 2,31.10% | 2,44.10% 2,13.10® 2,40-10%
P+DE (cms) 2,28-10%° +1,82.10% 2,32:10% + 1,69.10
Pga/Pag= 1,02

Tabla 1V.121 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p65 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p65
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,32.10% 6,71.10" 2,35.10% 6,86-10" 1,01
MET-2 25610 1,66:10%® 2,36:10%° 1,64.10" 0,92
MET-3 2,2810% 1,82.10% 2,32.10% 1,69-10% 1,02

Tabla 1V.122 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p65.

MDCK p75 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,97 3,67 3,84 4,06 4,23 3,83
60 8,69 9,23 8,71 9,22 9,45 9,92
90 13,15 13,58 13,58 14,83 15,17 15,53
120 17,67 17,81 18,39 20,33 19,57 19,67

(crlr::/s) 2,4510% 2,36:10% 24510% | 2,7510® 2,61.10% 2,68.10%
P+DE (cm/s) 2,42.10% +5,15.10"" 2,68:10% + 6,79-10""
Pga/Pas= 1,11

Tabla 1V.123 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p75 (MET 1).
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MDCK p75 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,05 3,73 3,29 3,72 3,76 3,72
60 8,24 8,87 8,42 8,96 8,30 8,96
90 13,16 13,78 13,10 14,39 13,54 14,39
120 16,96 17,94 17,40 20,15 17,38 20,15
P (cm/s) 2,36:10%° 2,40-10%® 2,37.10% | 2,76:10% 2,33.10® 2,76.10%
P+DE (cm/s) 2,38:10% + 2,29.10 2,62:10%° + 2,51.10%
Pga/Pas= 1,10

Tabla 1V.124 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p75 (MET 2).

MDCK p75 MET-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,31 3,28 3,54 3,12 3,78 4,05
60 8,52 8,27 8,67 7,85 8,36 8,90
90 12,95 12,68 13,22 12,56 13,62 14,31
120 17,52 16,78 18,09 17,21 18,45 19,48
P (cm/s) 2,38.10% 227.10% 243.10% | 2,37.10% 2,49.10® 2,61.10%
P+DE (cmis) 2,36-10 + 8,46-10" 2,49-10%° +1,19.10
Pga/Pag= 1,06

Tabla 1V.125 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p75 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p75
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 242.10% 515107 2,6810% 6,79-107 1,11
MET-2 2,38.10%® 2,29.10% 2,62:10%® 2,51.10% 1,10
MET-3 2,36:10% 8,46:10 2,49.10% 1,19-10% 1,06

Tabla 1V.126 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p75.

MDCK p85 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 5,36 5,38 5,43 3,99 4,92 4,43
60 11,32 11,70 11,19 9,22 10,36 10,12
90 16,52 16,71 15,97 14,20 15,35 15,27
120 21,43 21,32 20,35 19,53 20,68 20,55

(crlr::/s) 2,70-10% 2,67-10® 2,50.10%° | 2,61.10% 2,64.10® 2,70-10%
P+DE (cmis) 2,62:10% + 1,05.10% 2,65-10% + 4,96-10"
Pga/Pas= 1,01

Tabla 1V.127 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p85 (MET 1).
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MDCK p85 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,13 4,88 5,32 4,84 4,42 4,64
60 11,33 10,06 11,18 10,31 9,97 10,28
90 16,44 15,39 16,63 16,15 15,56 15,85
120 20,82 20,00 21,22 21,45 21,02 21,58
P (cm/s) 2,64.10%® 256:10%® 269:10% | 2,81.10® 2,80.10® 2,85.10%
P+DE (cmis) 2,63-10% + 6,37-10" 2,82:10% + 2,53.10"
Pga/Pas= 1,07

—_ |
Tabla 1V.128 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p85 (MET 2).

MDCK p85 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,32 5,54 5,40 5,19 5,35 4,27
60 11,06 11,20 10,96 10,95 11,27 9,41
90 16,07 15,69 15,83 16,74 17,05 14,61
120 20,12 20,31 20,34 22,41 22,76 19,69
P (cm/s) 2,4910% 2,4610% 251.10% | 2,90.10® 2,93.10® 2,60-10%
P+DE (cmis) 2,49-10% + 2,27.10 2,81.10% + 1,84.10
Pga/Pas= 1,13

Tabla 1V.129 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p85 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p85
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,62.10% 1,0510% 2,6510% 4,96.10" 1,01
MET-2 2,63-10%® 6,37.107 2,82.10%® 2,53.10" 1,07
MET-3 2,49.10% 22710 2,81.10% 1,84.10% 1,13

Tabla 1V.130 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p85.

MDCK p95 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,96 3,39 3,43 4,63 4,29 3,95
60 9,91 9,84 9,47 11,83 10,13 9,53
90 14,85 16,46 15,79 16,97 16,23 15,50
120 19,03 21,24 19,54 22,03 21,59 20,74

(crlr::/s) 2,69-10%° 3,04.10%® 2,76:10% | 2,90.10% 2,93.10® 2,85.10%
P+DE (cmis) 2,83-10%° + 1,86-10% 2,89-10% + 4,16-10"
Pga/Pas= 1,02

Tabla 1V.131 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p95 (MET 1).
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MDCK p95 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,45 3,48 2,73 3,50 4,06 3,50
60 11,11 11,11 9,03 8,59 10,66 8,59
90 17,36 17,75 15,45 13,32 15,86 13,32
120 22,26 21,03 18,93 18,11 21,02 18,11
P (cm/s) 3,17:10%° 2,99.10%® 2,78.10% | 2,45.10% 2,83.10%® 2,45.10%
P+DE (cm/s) 2,98-10% +1,93.10% 2,58-10% + 2,20.10
Pga/Pag= 0,87

Tabla 1V.132 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p95 (MET 2).

MDCK p95 MET-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,92 2,50 2,46 4,06 3,95 3,42
60 8,57 8,23 7,93 9,33 8,63 8,70
90 13,90 13,16 12,75 15,10 13,52 13,53
120 18,30 18,00 17,30 20,19 18,01 18,33
P@mis) | 26010% 26010% 24910% | 2,7410% 2,38.10® 2,50-10%
P+DE (cms) 2,56-10% + 6,17-10" 2,54-10% + 1,82.10
Pga/Pag= 0,99

Tabla 1V.133 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK p95 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p95
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,8310% 1,86:10% 2,89.10% 4,16.10" 1,02
MET-2 2,98.10%® 1,93.10%® 2,58.10% 2,20-10% 0,87
MET-3 256:10% 6,17.10 2,54.10% 1,82.10% 0,99

Tabla 1V.134 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK p95.

MDCK Permeabilidad (cm/s)

MET Pag xDE (cmis) PgaxDE (cmis) Ratio
p25 2,5510% +1,32.10°¢ | 2,49.10% +1,48.10 0,98
p35 2,68:10% £2,12.10°° | 2,51.10% + 8,83.10"’ 0,94
p45 2,54.10% +2,13.10°¢ | 2,40-10% + 7,76.10"" 0,95
ps5 2,70.10% £2,76:10°° | 2,64.10% +1,17.10% 0,98
p65 2,39:10%® +1,51.10°° | 2,35.10% + 2,00.10’ 0,98
p75 2,39:10% +3,1510°7 | 2,60-10% +9,77.10"" 1,09
p85 2,58:10%® +7,80-10%" | 2,76:10% + 9,58.10’ 1,07
P95 2,7910% £2,11.10° | 2,67.10% +1,92.10% 0,96

Tabla 1V.135 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases celulares.



Resultados 247

3,5e-5

3,0e-5 A

2,5e-5 A

2,0e-5 A

1,5e-5

Permeabilidad (cm/s)

1,0e-5 A

5,0e-6

p25 p35 p45 p55 p65 p75

Pase celular

Figura 1V.12 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab)

metoprolol 100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases
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Figura 1V.13 Representacion grafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de metoprolol

100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases celulares.
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1.4 Estudios en MDCK-MDR1

MDCK-MDR1 p25 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,52 4,17 4,48 3,97 4,12 3,13
60 9,86 9,59 10,21 8,89 8,74 7,05
90 13,38 14,39 14,61 12,85 12,87 10,81
120 17,74 19,08 20,22 17,61 17,36 14,39

(crlr::/s) 2,18:10%° 2,50-10%® 2,61.10% | 2,27.10% 2,21.10® 1,90-10%
P+DE (cm/s) 2,43.10% +2,22.10% 2,13.10% +2,01.10%
Pea/Pas= 0,88

Tabla IV.136 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (MET 1).
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MDCK-MDR1 p25 MET-2 100 (4M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 4,56 4,33 4,35 3,93 3,94 4,16
60 10,08 9,57 9,99 8,98 8,89 9,27
90 14,97 13,92 15,09 13,29 13,14 13,74
120 18,89 19,18 19,79 17,70 17,87 18,49
P (cm/s) 2,42.10% 2,47.10% 2,6010% | 2,30.10® 2,33.10% 2,40-10%

PxDE (cm/s)

2,49:10% + 9,23.10"

2,34-10% + 4,88.10"

PBA/PAB: 0,94

Tabla 1V.137 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (MET 2).

MDCK-MDR1 p25 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 4,27 3,98 4,60 3,84 3,86 4,19
60 10,11 9,90 10,18 8,75 8,14 9,17
90 15,07 14,67 15,55 12,99 12,16 13,50
120 19,78 19,39 20,67 17,92 16,74 18,01
P (cm/s) 2,60-10%° 258.10%® 2,71.10% | 2,35.10% 2,15.10% 2,31.10%

PxDE (cm/s)

2,63-10% + 6,90.10%

2,27-10% + 1,03.10%

PBA/PAB: 0,86

Tabla 1V.138 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (MET 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p25 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,4310% 222.10% 2,13.10% 2,01.10% 0,88
MET-2 2,49.10%® 9,23.10% 2,34.10% 4,88.10" 0,94
MET-3 2,63:10% 6,90-10 2,27.10% 1,03-10% 0,86

Tabla 1V.139 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p25.

MDCK-MDR1 p35 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,78 1,35 1,16 2,36 2,28 2,25
60 7,54 6,49 6,00 5,81 6,33 6,35
90 12,47 10,98 10,56 9,48 9,68 9,76
120 17,46 14,86 14,59 12,26 12,42 12,70

(crlr::/s) 2,6310% 227.10%® 22710% | 1,69.10® 1,70.10® 1,76.10%
P+DE (cm/s) 2,39-10% + 2,05.10% 1,72:10% + 3,56.10""
Pga/Pag= 0,72

Tabla 1V.140 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p35 (MET 1).
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MDCK-MDR1 p35 MET-2 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 0,76 0,49 1,03 1,79 1,99 1,84
60 5,80 6,13 6,16 5,17 5,54 5,40
90 10,25 9,90 10,94 8,39 8,78 8,73
120 14,39 14,84 14,85 11,24 11,75 11,49

(crlr::/s) 2,2910® 2,36.10% 233.10% | 1,59.10® 1,64.10® 1,63.10%
P+DE (cmis) 2,33:10% + 3,76-10" 1,62.10% + 2,56.10""
Pga/Pag= 0,70

Tabla 1V.141 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p35 (MET 2).

Transporte AP Transporte BL Cociente
MDCK-MDR1
p35 P as(cmV/s) DE Pea(cmi/s) DE Pea/Pas  DE
MET-1 2,39.10% 2,0510% 1,72.10% 35610 0,72
MET-2 2,33.10%® 3,76:10% 1,62:10%® 256107 0,70

Tabla 1V.142 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p35.
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MDCK-MDR1 p45 MET-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,59 1,95 2,60 3,45 3,35 2,48
60 7,70 6,92 7,89 7,18 7,15 5,86
90 12,57 10,78 12,24 11,16 10,97 9,57
120 16,93 14,52 16,13 14,38 14,48 13,15
P (cm/s) 2,42.10%® 2,1010® 227.10® | 1,86:10® 1,88.10® 1,80-10%
P+DE (cmis) 2,26-10% + 1,60.10 1,85:10% + 3,92.10"
Pga/Pag= 0,82

—_ |
Tabla 1V.143 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (MET 1).

MDCK-MDR1 p45 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,60 1,62 1,17 2,21 2,10 2,44
60 7,08 7,34 6,67 6,17 5,36 6,11
90 12,73 12,20 11,63 9,62 8,69 9,48
120 16,89 16,63 16,01 12,97 11,60 12,59
P (cm/s) 2,6010® 252.10%® 25010® | 1,80.10® 1,61.10% 1,71.10%
P+DE (cmis) 2,54.10% + 5 53.10" 1,71.10% + 9,83.10"
Pga/Pag= 0,67

Tabla 1V.144 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p45 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 1,51 1,78 1,50 2,19 2,23 2,00
60 6,35 7,05 6,54 5,97 6,01 6,11
90 11,28 11,84 11,37 9,30 9,59 9,75
120 14,69 15,99 15,94 12,38 12,60 12,36
(crlr::/s) 2,2510% 2,4010%® 243.10% | 1,71-10® 1,7510%® 1,75.10%®

P£DE (cm/s)

2,36:10%° + 9,92.10"

1,7410% + 2,32.107

PBA/PAB: 0,74

Tabla 1V.145 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p45 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,26:10% 1,60.10% 1,85.10% 3,92.107 0,82
MET-2 254.10%® 553.10% 1,71.10%® 9,83.10" 0,67
MET-3 2,36:10% 9,92.10% 1,74.10% 2,32.107 0,74

Tabla 1V.146 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p45.
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MDCK-MDR1 p55 MET-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,42 0,42 0,38 2,32 2,58 2,49
60 5,51 5,10 6,58 6,53 7,43 7,25
90 10,96 9,59 13,11 11,03 12,28 11,87
120 15,91 14,19 18,74 14,77 16,90 16,78
P (cm/s) 2,6210%® 231.10%® 3,11.10% | 2,11.10® 2,41.10% 2,40.10%
P+DE (cm/s) 2,68-10% + 4,03.10% 2,31.10%° + 1,68.10
Pga/Pag= 0,86

Tabla IV.147 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (MET 1).

MDCK-MDR1 p55 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,92 0,29 4,06 2,62 2,58 2,49
60 6,14 4,89 7,59 7,42 7,43 7,25
90 12,46 9,85 11,36 12,07 12,28 11,87
120 18,68 15,01 14,10 16,71 16,90 16,78
P (cm/s) 3,01-10%° 2,48.10%® 1,71.10% | 2,37.10% 2,41.10% 2,40-10*
P+DE (cms) 2,40-10% + 6,53.10% 2,39:10% + 2,29.10"
Pga/Pag= 1,00

Tabla 1V.148 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p55 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 1,21 0,83 0,61 2,93 2,49 2,09
60 6,08 5,82 4,99 7,42 6,18 5,59
90 11,45 10,85 9,96 12,32 10,17 9,72
120 17,95 15,96 15,20 15,82 14,94 14,15
(crlr::/s) 2,81:10%° 2,55.10%® 2,46.10%° | 2,20.10% 2,09-10%® 2,04.10%

P£DE (cm/s)

2,61.10% +1,79.10°¢

2,11.10% + 8,41.10"

PBA/PAB: 0,81

Tabla 1V.149 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p55 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,68:10% 4,03.10% 2,31.10% 1,68.10% 0,86
MET-2 2,40-10%® 6,53-10% 2,39.10%® 2,29.10" 1,00
MET-3 2,61.10% 1,79.10% 2,11.10% 8,41.10" 0,81

Tabla 1V.150 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p55.
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MDCK-MDR1 p65 MET-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,21 2,62 2,20 2,99 2,73 2,78
60 7,23 7,22 6,47 6,67 6,54 6,08
90 11,45 11,64 10,81 10,06 9,75 9,32
120 15,07 15,35 14,26 13,45 13,11 12,47
P@mis) | 20110%® 21510% 2,0510% | 1,76:10% 1,73.10®° 1,63.10%
P+DE (cmis) 2,07-10% + 7,41.10” 1,71-10% + 6,64-10
Pea/Pag= 0,82

Tabla IV.151 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (MET 1).

MDCK-MDR1 p65 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,12 3,26 12,61 3,68 3,54 3,31
60 9,28 10,15 23,83 8,91 8,86 8,61
90 15,05 15,96 32,77 14,42 13,31 12,67
120 19,79 21,40 40,93 19,06 17,97 16,90
P (cm/s) 2,82.10% 3,0410% 4,7410% | 2,61.10% 2,41.10% 2,27.10%
P+DE (cmis) 3,53-10% + 1,05.10% 2,43-10% + 1,73.10%
Pga/Pag= 0,69

Tabla IV. 152 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p65 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 6

30 3,23 3,44 3,47 3,87 3,43

60 9,93 11,38 11,36 8,48 8,64
90 16,32 18,44 18,51 13,65 12,94 13,84
120 21,93 24,39 24,85 17,90 17,41 18,70
(crlr::/s) 3,16:10® 3,53.10% 3,60-10% | 2,39.10® 2,39.10® 2,58.10%

P+DE (cmis) 3,43-10% + 2,39.10 2,45.10% + 1,07.10

PBA/PAB: 0,72

Tabla 1V.153 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p65 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,07.10% 7,41.10 1,71.10% 6,64.107 0,82
MET-2 3,53.10%® 1,05.10® 2,43.10%® 1,73.10% 0,69
MET-3 3,4310% 2,39.10% 2,45.10% 1,07.10% 0,72

Tabla 1V.154 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p65.
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MDCK-MDR1 p75 MET-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,16 0,15 0,27 1,57 1,12 1,22
60 3,87 3,71 3,45 4,43 3,61 3,78
90 7,43 7,43 7,25 7,36 6,41 6,39
120 10,51 10,38 10,30 10,00 8,95 8,73
P (crm/s) 1,7510% 1,7410% 1,71.10% | 1,43.10® 1,33.10® 1,27.10%
P+DE (cmis) 1,73.10% + 1,84.10" 1,34-10% + 7,93.10"
Pga/Pag= 0,77

Tabla 1V.155 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p75 (MET 1).

MDCK-MDR1 p75 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 0,35 -0,30 -0,32 1,46 1,05 1,22
60 3,84 2,48 2,46 4,22 3,77 4,09
90 7,50 5,84 6,42 7,24 6,69 7,19
120 10,44 8,27 9,10 9,63 9,16 9,66
P (cm/s) 1,71.10% 1,4710® 1,6310% | 1,39.10® 1,38.10® 1,44.10%
P+DE (cmis) 1,60-10% + 1,24.10% 1,40:10% + 3,09-10""
Pga/Pag= 0,87

Tabla 1V.156 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p75 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p75 MET-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 0,46 0,40 0,32 1,29 1,15 1,05
60 3,09 3,46 3,67 4,05 3,78 3,53
90 6,63 6,68 6,64 6,96 6,49 6,37
120 7,64 9,31 9,60 9,39 7,76 8,97

(crlr::/s) 1,41.10% 1,6310%® 1,6510% | 1,38-10® 1,14-10% 1,34.10%
P+DE (cmis) 1,56:10% + 1,38.10 1,29-10% + 1,29.10%
Pga/Pas= 0,82

Tabla 1V.157 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p75 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p75 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 1,73:10%®° 1,84-10% 1,34.10% 7,93.10” 0,77
MET-2 1,60-10%® 1,24.10% 1,40-10%° 3,09-10" 0,87
MET-3 1,56-:10%®° 1,38.10%° 1,29.10% 1,29.10% 0,82

Tabla 1V.158 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p75.
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MDCK-MDR1 p85 MET-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,39 2,97 3,06 2,70 2,41 2,45
60 9,21 8,40 8,90 6,18 5,69 5,70
90 14,04 13,03 13,96 9,28 8,76 8,74
120 18,72 17,09 18,21 12,26 11,63 11,63
P (cm/s) 2,57-10% 2,37.10® 2,5510% | 1,60-10% 1,55.10%® 1,54.10%
P+DE (cmis) 2,50-10% + 1,07-10% 1,57-10% + 3,28-10
Pga/Pag= 0,63

Tabla IV.159 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (MET 1).

MDCK-MDR1 p85 MET-2 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,06 3,35 3,40 2,79 2,59 2,71
60 8,32 9,18 8,94 5,88 5,85 6,58
90 13,50 14,45 13,79 8,87 8,89 9,88
120 17,85 18,99 18,27 11,85 11,83 13,08
P (cm/s) 2,50.10% 26410 25010% | 1,52.10® 1,55.10% 1,74.10%
P+DE (cm/s) 2,55:10% + 7,79.10"" 1,60-10% + 1,15.10%
Pga/Pas= 0,63

Tabla 1V.160 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p85 MET-3 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 1,53 1,08 1,29 1,56 1,57 1,95
60 7,24 6,69 7,29 5,10 5,04 5,63
90 12,30 11,59 12,84 8,44 8,24 8,70
120 17,15 16,26 17,95 11,72 10,99 11,82
(crlr::/s) 2,62.10%® 2,5510%® 2,80-10% | 1,71-10% 1,59-10%® 1,65-10%®

P£DE (cm/s)

2,66:10% +1,32.10°¢

1,65:10% + 5,94.107

PBA/PAB: 0,62

Tabla 1V.161 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p85 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 250-10% 1,07.10% 157.10% 3,28.107 0,63
MET-2 2,55.10%® 7,79-10° 1,60-.10%® 1,15.10% 0,63
MET-3 2,66:10% 1,32.10% 1,6510% 594107 0,62

Tabla 1V.162 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p85.
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MDCK-MDR1 p95 MET-1 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6

30 3,49 3,05 3,35 2,16 2,13 2,13
60 8,19 8,10 9,39 5,19 4,96 4,92
90 12,16 12,38 13,24 8,44 7,84 8,03
120 14,96 15,75 16,92 11,13 10,54 10,63
P (cmis) 1,94.10% 2,14.10% 225.10% | 1,52.10® 1,42.10%® 1,44.10%

PxDE (cm/s)

2,11-10% + 1,59.10%

1,46:10% + 5,36.10""

PBA/PAB: 0,69

Tabla 1V.163 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p95 (MET 1).

MDCK-MDR1 p95 MET-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,79 3,28 3,54 2,18 1,99 2,28
60 8,68 8,15 8,50 5,50 4,55 5,79
90 11,89 11,93 13,17 8,33 7,24 8,97
120 15,34 15,27 16,36 10,68 9,71 11,96
P (cm/s) 1,91.10% 2,01.10® 2,1810%® | 1,43.10® 1,31.10® 1,63.10%
P+DE (cmis) 2,03-10% + 1,34.10% 1,4510% + 1,62.10%
Pga/Pag= 0,72

Tabla IV.164 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p95 (MET 2).
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MDCK-MDR1 p95 MET-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5) 6
30 4,39 3,51 3,59 2,08 2,07 2,46
60 9,58 8,65 8,72 5,11 5,11 5,86
90 15,03 12,95 13,63 7,89 8,02 9,62
120 22,08 16,29 17,30 10,72 10,65 12,49
(crlr::/s) 2,96:10% 2,1510%® 2,32.10% | 1,45-10%° 1,45.10%® 1,71.10%®

P£DE (cm/s)

2,48:10% + 4,22.10°¢

1,54.10% + 1,51.10°

PBA/PAB: 0,62

Tabla IV.165 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar metoprolol 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p95 (MET 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p95 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
MET-1 2,11.10% 159.10% 1,46.10%° 5,36.10" 0,69
MET-2 2,03.10%® 1,34.10%® 1,4510% 1,62.10% 0,72
MET-3 2,4810% 4,22.10% 15410% 1,51.10% 0,62

Tabla 1V.166 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p95.
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MDCK-MDR1

Permeabilidad (cm/s)

MET

Pag £DE (cm/s)

Pga xDE (cmis)

Ratio

p25
p35
p45
p55
p65
p76
p85

p95

2,52.10% +1,01.107¢
2,36:10% +4,11.10
2,39:10% +1,41.107¢
2,56:10% +1,45.10°¢
3,01-10%® +8,17.10
1,63.10% + 8,78:10%7
25710 +8,24.10%

2,21.10% +2,38.10°¢

2,25.10% +1,10-10%
1,67-10% + 6,58.10"
1,76:10% + 7,33.10"
2,27-10% +1,47.10%
2,20-10% + 4,24.10°
1,34.10% + 5,75.10"
1,61.10% +4,13.10"

1,4810% + 4,47.10"

0,89
0,71
0,74
0,89
0,73
0,82
0,63

0,67

Tabla 1V.167 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 a los diferentes pases celulares.
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Figura IV.14 Representacion grafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) de

metoprolol 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.15 Representacion grafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de metoprolol

100 uM en monocapas MDCK-MDR1 a los diferentes pases celulares.



Resultados 266

A continuacion se detallan los anélisis estadisticos de comparacion de las

permeabilidades obtenidas en las distintas lineas celulares y a los distintos pases.

Grados .
Fuente de variacion SIUiE] G2 de Med,'a} Sig.
cuadrados . cuadratica
libertad
Hipotesis| 39,423 7 5,632 24,154 0,000
Pase
Error 14,728 63,168 0,233%
Hipotesis| 18,758 3 6,253 29,295 0,000
Linea
Error 14243 66,730  0,213"
Plato Hipotesis| 14,756 63 0,234 4,430 0,000
(Linea*Pase)| prror | 24853 470 0,053°
L Hipotesis| 94,070 21 4,480 19,225 0,000
*Pase Error | 14,724 63194 0,233
Hip6tesis| 0,005 1 0,005 0,095 0,758
Direccion
Error 24,853 470 0,053¢
Direccion | Hipotesis| 20,142 3 6,714 126,970 0,000
*Linea Error 24,853 470 0,053°
Hipotesis| 0,031 1 0,031 0,579 0,447
TEERratio
Error 24,853 470 0,053¢

a. 0,994MS (Plato(Linea*Pase)) + 0,006 MS (Error)

b. 0,885MS (Plato(Linea*Pase)) + 0,115MS (Error)

c. MS (Error)

d. 0,993MS (Plato(Linea*Pase)) + 0,007MS (Error)

Tabla 1V.168 Resultado del anélisis de varianza factorial univariante de los valores de

permeabilidad del metoprolol en las diferentes lineas celulares y a los distintos pases.
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Figura IV.16 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral del metoprolol a los diferentes pases celulares en las distintas lineas celulares.
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Figura IV.17 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Basolateral-Apical del metoprolol a los diferentes pases celulares en las distintas lineas celulares.
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Figura 1V.18 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad
Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del metoprolol en los diferentes pases celulares en

Caco-2.
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Figura 1V.19 Representacion gréafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del metoprolol en los diferentes pases celulares en

TC7.
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Figura 1V.20 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del metoprolol en los diferentes pases celulares en
MDCK.

3.00] MDCK-MDR1 Direccion
— Pab
—— Pba
3
= 2.50
<
e
=
[%2]
§ 2.00
<
=
o
[ -
<
S 1.50
[72]
8
ks,
[«
>
1.00

T T T T T T T T
Pasel Pase2 Pase3 Pase4 Pase5 Pase6 Pase7 Pase8

Pase
Figura 1V.21 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del metoprolol en los diferentes pases celulares en
MDCK-MDR1.
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Finalmente se calcularon los coeficientes de variacion (CV) para cada
pase, linea, direccion y plato. Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas
V. 169-172.

B Media (cm/s) x 10® | DE(cm/s) x 10” CV (%)
1 2,82 0,23 8,16
2 2,24 0,23 10,28
3 2,24 0,23 10,26
4 2,35 0,23 9,78
5 2,46 0,23 9,34
6 2,09 0,23 10,99
7 1,94 0,23 11,85
8 2,02 0,23 11,37

Tabla 1V.169 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las
permeabilidades del metoprolol 100 uM obtenidas a los distintos pases ensayados en las 4 lineas

celulares.
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Linea Media (cm/s) x 10®° | DE(cm/s) x 107 CV (%)
Caco2 2,12 0,24 11,32

TC7 2,26 0,24 10,61
MDCK 2,57 0,24 9,34
MDR1 2,13 0,24 11,29

Tabla 1V.170 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las

permeabilidades del metoprolol 100 uM obtenidas en las 4 lineas celulares ensayadas.

Direccion Media (cm/s) x 10® | DE(cm/s) x 10 CV (%)
Pab 2,27 0,17 7,49
Pba 2,27 0,17 7,49

Tabla 1V.171 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las
permeabilidades del metoprolol 100 uM obtenidas en la direccion Apical-Basolateral y la

Basolateral-Apical en las 4 lineas celulares ensayadas.

Plato Media (cm/s) x 10® | DE(cm/s) x 10° | CV (%)
Valor Minimo (plato 2) 4,44 0,23 5,19
Valor Méaximo (plato 19) 0,73 0,23 31,51

Tabla 1V.172 Resultado de los Coeficientes de variacién maximo y minimo obtenidos a partir de

las permeabilidades del metoprolol 100 uM de cada plato en las 4 lineas celulares ensayadas.
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2. Verapamilo

2.1 Estudios en ATCC Caco-2

Caco-2 p38 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 7,18 7,19 7,26 4,81 4,08 4,24
60 12,22 12,28 12,47 10,14 8,78 9,09
90 16,98 17,33 17,26 16,04 13,90 14,56
120 21,02 20,74 20,64 21,20 19,05 19,89

(crlr::/s) 2,3410% 231.10% 227.10% | 2,78.10® 2,53.10% 2,65.10%
P+DE (cmis) 2,30-10% + 3,48.10" 2,65-10% +1,28.10%
Pga/Pas= 1,15

Tabla 1V.173 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p38 (VER 1).
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Caco-2 p38 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,77 7,10 7,44 4,54 4,36 4,84
60 11,31 11,70 12,76 9,43 9,12 10,46
90 15,70 17,20 18,08 14,23 14,52 15,93
120 19,94 21,69 22,78 19,72 19,74 21,68
P (cm/s) 2,22:10%° 2,49.10%® 2,59.10%° | 2,54.10% 2,60-10® 2,83.10%
P+DE (cm/s) 2,43-10%° + 1,94.10% 2,66-10% + 1,50.10
Pga/Pas= 1,09

Tabla 1V.174 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p38 (VER 2).

Caco-2 p38 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 7,40 7,26 7,12 4,32 4,02 4,33
60 12,58 12,44 12,89 9,39 8,53 9,49
90 18,27 18,15 17,96 14,90 13,93 14,38
120 21,87 22,67 22,74 20,45 19,18 20,26
P (crm/s) 2,4810% 2,62:10% 262:10% | 2,72.10%® 257.10% 2,66-10%
P+DE (cm/s) 2,58:10% + 8,22.10"" 2,65:10% + 7,75.10""
Pea/Pas= 1,03

Tabla 1V.175 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p38 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p38
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,30-10% 3,4810% 2,6510% 1,28.10% 1,15
VER-2 2,43.10%® 1,94.10% 2,66:10%® 1,50-10% 1,09
VER-3 25810% 82210 2,6510% 7,75.107 1,03

Tabla IV.176 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p38.

Caco-2 p48 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 1,81 4,77 5,07 3,84 3,74 3,83
60 8,70 9,38 9,88 9,22 8,51 9,10
90 13,12 12,45 13,99 33,59 34,27 35,53
120 16,91 15,75 17,54 31,97 35,15 27,26

(crlr::/s) 2,51.10% 1,82.10% 2,10.10% | 5,49-10%° 6,06:10%° 4,88.10%®
P+DE (cm/s) 2,1410% + 3,49.10%° 5,48.10% + 5,88.10%
Pea/Pas= 2,56

Tabla 1V.177 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p48 (VER 1).
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Caco-2 p48 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,34 5,19 5,14 3,05 3,88 3,23
60 10,34 9,86 9,50 7,13 8,44 8,06
90 14,40 13,46 13,83 11,16 13,07 12,29
120 18,17 17,14 17,33 15,37 17,78 17,20
P (cm/s) 2,15.10%° 1,99-10%® 2,06:10% | 2,07-10% 2,34.10% 2,33.10%
P+DE (cmis) 2,07-10% +7,89-10” 2,25:10% + 1,53.10%
Pga/Pag= 1,09

Tabla 1V.178 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p48 (VER 2).

Caco-2 p48 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,84 5,22 4,72 3,40 3,59 2,80
60 9,05 9,86 9,85 8,32 8,81 7,01
90 13,37 14,26 13,55 12,96 13,81 11,58
120 16,63 17,96 17,60 17,21 18,36 15,70
P (cm/s) 2,00110® 2,1510% 2,14.10% | 2,33.10% 2,49.10® 2,18.10%
P+DE (cmis) 2,10-10% + 8,15.10”" 2,33-10% + 1,53.10%
Pga/Pas= 1,11

Tabla 1V.179 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p48 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p48
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,14.10%® 3,49.10%® 548.10%® 5,88.10% 2,56
VER-2 2,07.10% 7,89.10 2,25.10% 1,53.10% 1,09
VER-3 2,10-10% 8,1510% 2,33.10% 1,53.10% 1,11

Tabla 1V.180 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p48.

Caco-2 p58 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,17 4,24 3,49 2,66 3,17 2,95
60 7,50 8,28 6,60 6,91 7,79 7,69
90 11,41 12,58 10,32 10,43 13,15 12,81
120 14,86 16,06 13,45 15,90 18,19 17,90

(crlr::/s) 1,82:10% 2,01.10%® 1,70.10% | 2,18:10® 2,55.10% 2,52.10%
P+DE (cm/s) 1,84.10% + 1,56.10%° 2,42.10% + 2,04.10%
Pea/Pag= 1,31

Tabla 1V.181 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p58 (VER 1).
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Caco-2 p58 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,86 3,53 3,67 2,49 2,92 2,46
60 7,93 7,65 7,79 6,24 6,81 6,34
90 12,75 11,19 11,85 11,42 11,56 9,90
120 16,38 14,32 15,43 15,69 16,39 14,67
P (cm/s) 2,14-10% 1,81.10%® 1,9910% | 2,26:10% 2,28.10% 2,03-10%
P+DE (cmis) 1,98-10% + 1,63-10 2,19-10% + 1,39.10%
Pea/Pas= 1,11

Tabla 1V.182 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p58 (VER 2).

Caco-2 p58 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 7,04 4,34 4,23 3,10 3,08 3,47
60 12,53 8,56 9,10 8,25 8,23 8,39
90 17,99 12,73 13,24 13,34 12,48 13,08
120 23,06 17,02 17,32 18,63 17,34 17,92
P (cmis) 2,70-10%° 2,13.10% 2,19.10% | 2,61-10%® 2,37.10%® 2,43.10%
P+DE (cmis) 2,34.10% + 3,14.10® 2,47-10% + 1,24.10%
Pga/Pas= 1,06

Tabla 1V.183 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p58 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p58
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,84.10% 15610 242.10% 2,04.10% 1,31
VER-2 1,98:10%®° 1,63.10% 2,19.10% 1,39.10% 1,11
VER-3 2,34.10% 3,14.10% 2,47.10% 1,24.10% 1,06

Tabla 1V.184 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p58.

Caco-2 p68 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,61 3,94 4,11 2,54 2,70 2,74
60 7,47 7,93 7,93 6,06 6,33 6,32
90 11,50 12,01 12,10 10,01 10,41 10,92
120 14,25 14,98 15,61 14,29 14,60 14,94

(crlr::/s) 1,82.10% 1,8810® 1,9510%® | 1,9810® 2,01.10® 2,08.10%
P+DE (cmis) 1,88:10% + 6,86.10"" 2,02:10% +5,18-10""
Pga/Pas= 1,08

Tabla 1V.185 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p68 (VER 1).
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Caco-2 p68 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,70 3,99 3,75 2,68 2,56 2,61
60 7,63 8,14 7,74 6,63 6,56 6,69
90 11,44 12,13 11,16 10,56 10,66 11,00
120 14,48 15,84 14,54 14,82 14,71 15,35
P (crm/s) 1,8310% 2,0010® 1,81.10% | 2,0410® 2,0510%® 2,15.10%
P+DE (cmis) 1,88:10% + 1,05.10% 2,08:10% + 6,11.10"
Pea/Pas= 1,11

Tabla 1V.186 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p68 (VER 2).

Caco-2 p68 VER-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,64 3,78 4,08 2,80 2,81 2,75
60 7,34 7,80 8,91 6,85 6,95 6,86
90 11,20 11,41 12,86 11,35 11,68 11,47
120 14,11 14,67 15,59 15,71 15,63 15,77
P (cmis) 1,7810% 1,8310® 1,9410% | 2,1810® 2,1810% 2,20-10%
P+DE (cmis) 1,85:10% + 8,33.10"’ 2,19-10% + 1,28.10

PBA/PAB: 1,18

Tabla 1V.187 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p68 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p68
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,88:10%® 6,86-10% 2,02.10%® 5,18.10" 1,08
VER-2 1,88:10%®° 1,0510%° 2,08.10%® 6,11.10” 1,11
VER-3 1,8510%® 8,33.10% 2,19.10% 1,28.10” 1,18

Tabla 1V.188 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p68.

Caco-2 p78 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,68 4,37 4,30 2,74 3,58 3,12
60 9,11 8,40 8,13 6,86 7,35 7,15
90 12,42 12,17 12,48 11,08 12,39 12,05
120 16,31 15,65 15,54 15,68 16,77 16,40

(crlr::/s) 1,9310% 1,9010® 1,9210%® | 2,17.10® 2,2510® 2,26.10%
P+DE (cmis) 1,92.10% + 1,62:10% 2,23-10% + 4,82.10”
Pga/Pas= 1,16

Tabla 1V.189 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p78 (VER 1).
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Caco-2 p78 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,24 4,11 3,86 2,51 2,90 2,47
60 7,80 7,91 7,74 6,41 7,26 6,35
90 11,51 11,29 11,02 10,62 12,09 10,46
120 14,35 14,57 16,64 15,40 17,05 14,77
P (cm/s) 1,72:.10% 1,76:10% 2,10-10% | 2,16-10% 2,39-10%® 2,07-10
P+DE (cmis) 1,86-10% +2,11.10 2,21-10% + 1,62.10%
Pga/Pas= 1,19

Tabla 1V.190 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p78 (VER 2).

Caco-2 p78 VER-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,32 4,47 4,61 2,93 2,73 3,25
60 8,02 8,36 8,73 6,74 6,74 7,56
90 11,93 12,23 12,20 11,49 11,32 11,93
120 15,11 15,06 16,47 15,75 15,74 16,31
P(ms) |18310% 1,80.10% 1,97.10% | 2,1810% 2,20.10® 2,20-10%
P+DE (cmis) 1,87.10% +9,16.10" 2,20-10% + 1,16-10”

PBA/PAB: 1,18

Tabla 1V.191 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p78 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p78
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,92.10% 1,62.10% 2,23.10% 4,82.10" 116
VER-2 1,86:10%®° 2,11.10% 2,21.10% 1,62.10% 1,19
VER-3 1,87-.10%®° 9,16:10% 2,20.10%® 1,16.10” 1,18

Tabla 1V.192 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p78.

Caco-2 p88 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 5,08 4,71 4,92 4,33 3,72 3,89
60 9,72 9,29 10,08 10,35 8,80 9,67
90 13,72 13,09 13,89 15,66 13,55 14,51
120 17,92 16,68 17,73 20,82 18,37 19,43

(crlr::/s) 2,1510% 2,01.10%® 2,13.10% | 2,77.10% 2,46:10® 2,60-10%
P+DE (cmis) 2,10-10% + 7,79.10 2,61-10% + 1,54.10%
Pga/Pas= 1,25

Tabla 1V.193 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p88 (VER 1).
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Caco-2 p88 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,29 4,23 4,23 3,98 4,15 4,25
60 8,62 8,27 8,71 10,47 9,20 9,25
90 12,41 11,64 12,17 15,61 14,23 14,32
120 15,68 14,95 15,77 20,51 18,95 18,81
P (crm/s) 1,92.10% 1,7910® 1,9210% | 2,76.10% 2,50.10% 2,46-10%
P+DE (cmis) 1,88:10% + 7,27.10% 2,57-10% + 1,64.10
Pga/Pas= 1,37

Tabla 1V.194 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p88 (VER 2).

Caco-2 p88 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,81 4,44 5,00 3,53 4,03 3,90
60 10,73 8,69 9,90 7,67 8,39 8,75
90 13,70 12,57 14,31 11,97 13,68 13,64
120 17,45 15,99 17,48 16,27 18,59 17,91
P (cm/s) 2,07.10%® 1,9510% 211.10% | 2,1510® 2,47.10% 2,37.10%
P+DE (cmis) 2,04-10% + 8,64-10” 2,33-10% + 1,67-10%
Pga/Pas= 1,14

Tabla 1V.195 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p88 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p88
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,10-10%® 7,79-10° 2,61.10%® 1,54.10% 1,25
VER-2 1,88:10%® 7,27.10 25710 1,64.10% 1,37
VER-3 2,0410% 86410 2,33.10% 1,67.10% 1,14

Tabla 1V.196 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p88.

Caco-2 p98 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 5,11 5,52 4,21 3,42 3,63 4,98
60 9,66 10,34 7,54 6,68 7,38 8,29
90 13,71 14,27 10,56 10,29 11,36 17,13
120 17,89 18,75 14,28 14,44 15,87 22,89

(crlr::/s) 2,1410% 2,2010® 1,6810% | 1,8510® 2,0510%® 3,16:10%
P+DE (cmis) 2,01.10% + 2,86:10 2,36-10% + 7,04-10
Pga/Pas= 1,17

Tabla 1V.197 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p98 (VER 1).
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Caco-2 p98 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,62 3,58 3,61 2,71 3,04 3,02
60 6,45 6,14 6,29 5,98 6,68 6,77
90 8,76 8,44 8,95 9,25 9,62 10,42
120 11,50 11,32 12,47 12,68 12,95 14,60
P (cm/s) 1,31:10%® 1,29.10% 1,4810% | 1,6810% 1,6510® 1,94.10%
P+DE (cmis) 1,36:10% + 1,03.10 1,75-10% + 1,60.10
Pga/Pas= 1,29

Tabla 1V.198 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p98 (VER 2).

Caco-2 p98 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,86 3,91 6,87 3,17 3,10 3,94
60 7,51 6,87 13,52 6,78 6,86 8,51
90 10,86 9,57 20,23 10,19 10,44 12,31
120 14,75 12,76 26,51 13,89 14,37 18,07
P (cmis) 1,82.10% 1,4810%® 3,31.10® | 1,80.10® 1,89.10® 2,33.10%
P+DE (cmis) 2,20-10% +9,77.10® 2,01-10% + 2,86.10
Pga/Pas= 0,91

Tabla 1V.199 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 p98 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p98
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,01.10%® 2,86:10%® 2,36:10%® 7,04.10% 1,17
VER-2 1,36:10%®° 1,03.10%° 11,7510 1,60.10% 1,29
VER-3 2,20-10% 9,77.10% 2,01.10% 2,86-10% 0,91

Tabla 1V.200 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p98.

Caco-2 p108 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)
T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,88 1,73 1,81 2,16 2,15 2,15
60 3,03 2,85 2,84 4,21 3,96 3,99
90 3,99 3,13 3,79 5,88 5,50 5,48
120 5,20 5,04 5,14 7,52 7,28 7,10
(crlr::/s) 55110 5,1510% 552.10% | 8,9510% 8,56:10% 8,26.10%°
P+DE (cmis) 5,40-10%° + 2,11.10 8,59-10°% + 3,47-10”
Pga/Pag= 1,59

Tabla 1V.201 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 pl08 (VER 1).
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Caco-2 p108 VER-2 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,71 1,71 1,60 1,87 1,90 1,68
60 2,72 2,78 2,89 4,04 4,12 3,65
90 3,62 3,91 3,64 5,91 5,74 5,20
120 4,82 5,03 4,80 7,75 7,68 7,05
P (crm/s) 51710 560.:10% 523.10% | 9,87.10% 9,58.10% 8,92.10%
P+DE (cmis) 5,34-10% + 2,35.10" 9,45.10 + 4,86-10"

PBA/PAB: 1,77

Tabla 1V.202 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 pl08 (VER 2).

Caco-2 p108 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 1,76 1,72 1,65 2,11 2,11 2,51
60 2,97 2,99 2,69 4,38 4,43 4,85
90 4,18 3,85 3,70 6,13 6,13 6,58
120 5,33 5,33 4,68 7,83 8,03 8,71
P (cmis) 6,02:10% 590.10% 510.10% | 9,56-10% 9,82.10% 1,03.10%
P+DE (cmis) 5,67-10% + 4,99.10 9,88-10°% + 3,56-10"’
Pga/Pas= 1,74

Tabla 1V.203 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas Caco-2 pl08 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

Caco-2 p108
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 5,40-10% 2,11.10°" 8,59-10% 3,47.10" 1,59
VER-2 5,34-10% 235107 9,45.10% 4,86.10" 1,77
VER-3 5,67-10% 4,99.10 9,88.10% 3,56.10" 1,74

Tabla 1V.204 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 p108.

Caco-2

Permeabilidad (cm/s)

VER

Pas £DE (cm/s)

Psa £DE (cm/s)

Ratio

p38
p48
p58
p68
p78
p88
p98

p108

2,44.10% +1,36.10°°
2,10-10% + 3,71.10%
2,05-10% + 2,59.10%
1,87.10% +1,57.10%
1,88.10% + 3,12.10%
2,01.10% +1,13.10°¢
1,86:10% +4,42.10

5,47-10% +1,81.10

2,65-10% +3,94.10%
3,35:10% +1,84.10%
2,36:10% +1,49.10°
2,10-10% +8,49-10"
2,21.10% +1,72.10%
2,50-10% +1,52.10%
2,04-10% + 3,02.10%

9,31.10% + 6,58.10""

1,09
1,59
1,15
1,12
1,18
1,25
1,10

1,70

Tabla 1V.205 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.22 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab)

verapamilo 100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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de

Figura 1V.23 Representacion gréafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de verapamilo

100 uM en monocapas Caco-2 a los diferentes pases celulares.
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2.2 Estudiosen TC7

TC7 p85 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,89 3,81 3,95 3,43 2,57 3,46
60 8,03 7,95 8,39 8,47 7,25 8,47
90 11,54 11,40 12,07 13,67 11,17 13,14
120 15,17 14,93 15,93 19,47 16,03 18,76

(crlr::/s) 1,89-10%° 1,86:10® 2,0010%® | 2,69-10® 2,24.10® 2,55.10%
P+DE (cm/s) 1,91.10% + 7,54.10%" 2,49-10% + 2,33.10%
Pga/Pas= 1,30

Tabla IV.206 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p85 (VER 1).
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TC7 p85 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,17 4,15 4,71 3,04 3,13 3,54
60 7,70 8,54 9,08 7,70 7,88 8,50
90 11,17 12,64 12,88 11,50 13,47 14,12
120 14,50 16,03 16,80 16,53 18,39 18,61
P (crm/s) 1,7410% 2,01.10® 2,0210% | 2,23.10® 2,59.10® 2,57.10%
P+DE (cmis) 1,92.10% + 1,59.10% 2,47-10% + 2,00.10
Pga/Pas= 1,28

Tabla 1V.207 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p85 (VER 2).

TC7 p85 VER-3 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,28 4,38 4,22 3,66 3,38 3,57
60 8,58 9,02 9,01 10,40 8,68 8,31
90 12,59 13,70 13,87 15,19 13,82 13,65
120 16,06 17,34 17,56 20,47 19,73 18,78
P (cmis) 1,99-10% 2,20.10% 2,27.10% | 2,79-10%® 2,74.10% 2,57.10%
P+DE (cmis) 2,15-10% + 1,46.10 2,70-10% + 1,12.10
Pga/Pas= 1,26

Tabla IV.208 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p85 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p85
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,91.10% 75410 249.10% 2,33.10% 1,30
VER-2 1,92.10%®° 159.10% 2,47.10% 2,00.10% 1,28
VER-3 2,1510% 1,46-10% 2,70.10% 1,12.10% 1,26

Tabla 1V.209 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p85.

TC7 p95 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,88 2,76 2,99 2,78 3,10 2,87
60 6,37 6,45 7,14 7,38 7,58 7,59
90 10,01 10,33 12,18 12,49 13,18 13,05
120 12,69 13,50 15,15 17,14 17,53 17,75

(crlr::/s) 1,67.10%° 1,8210% 2,1010%® | 2,43.10% 2,47.10® 2,53.10%
P+DE (cmis) 1,86:10% +2,16.10™ 2,48-10% + 4,87-10”
Pga/Pas= 1,33

Tabla 1V.210 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p95 (VER ).
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TC7 p95 VER-2 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,68 2,84 3,10 2,70 2,87 2,84
60 6,28 6,91 6,69 6,79 7,48 7,63
90 10,26 11,07 10,91 11,93 12,42 13,22
120 13,17 14,07 13,99 16,62 16,67 17,87
P (cm/s) 1,7910% 1,91.10% 1,86.10% | 2,37-10% 2,34.10%® 2,56.10
P+DE (cmis) 1,86:10%® +6,11-10" 2,42.10% +1,19-10%
Pga/Pas= 1,31

Tabla 1V.211 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p95 (VER 2).

TC7 p95 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,35 3,20 2,94 2,81 2,59 3,26
60 7,24 7,55 6,92 8,08 7,27 7,36
90 11,07 11,76 10,49 12,86 12,54 12,22
120 14,22 14,58 13,52 18,19 18,01 18,53
P (cmis) 1,8410% 1,9410% 1,7810% | 257.10% 2,60.10® 2,56-10%
P+DE (cmis) 1,85:10% + 7,76.10" 2,58-10% +2,29.10”
Pga/Pas= 1,39

Tabla 1V.212 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p95 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p95
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,86:10%® 2,16:10% 2,48.10% 4,87.10" 1,33
VER-2 1,86:10%®° 6,11.109 2,42.20% 1,19.10% 1,31
VER-3 1,85.10%® 7,76:10% 2,5810% 2,29.10” 1,39

Tabla 1V.213 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p95.

TC7 p105 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,88 7,61 7,20 5,24 5,29 5,29
60 13,79 15,53 15,24 12,56 12,51 12,80
90 19,80 21,83 21,94 20,99 20,71 20,86
120 26,09 27,67 29,19 29,55 29,03 30,04

(crlr::/s) 3,21.10® 3,36:10% 3,67.10% | 4,11.10% 4,01.10® 4,16:10%
P+DE (cmis) 3,41-10% + 2,34.10® 4,09-10% + 7,49.10"
Pga/Pas= 1,20

Tabla 1V.214 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 pl05 (VER 1).
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TC7 p105 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 7,08 6,86 6,87 4,45 4,78 5,43
60 16,14 15,61 14,65 12,98 12,40 13,43
90 22,80 22,76 22,66 20,26 20,13 21,94
120 29,83 27,90 27,94 27,93 28,51 30,11
P(ms) |3,7810% 3,5510% 3,60-10% | 3,93.10% 3,99.10® 4,17.10%

PxDE (cm/s)

3,64-10% +1,24.10%

4,03-10%® + 1,27.10%

PBA/PAB: 1,11

Tabla 1V.215 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p105 (VER 2).

TC7 p105 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,25 7,09 6,63 5,23 4,11 4,79
60 18,35 15,47 14,00 12,51 11,97 13,22
90 25,19 24,05 21,69 20,61 19,40 21,37
120 30,06 30,32 27,91 28,88 26,65 28,77
P (cmis) 3,95-10% 3,95.10® 3,61.10% | 3,99-10%® 3,79.10® 4,05.10%

PxDE (cm/s)

3,84-10% +1,97.10°

3,94-10% + 1,35.10°

PBA/PAB: 1,03

Tabla 1V.116 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 pl05 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p105
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 3,41.10%° 2,34.10% 4,09-10% 7,49-10” 1,20
VER-2 3,64-10% 1,24.10% 4,03.10% 1,27.10% 1,11
VER-3 3,84.10% 1,97.10% 3,94.10% 11,3510 1,03

Tabla 1V.217 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p105.

TC7 p115 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(is]r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,75 3,66 3,73 3,07 2,89 3,58
60 7,69 7,28 7,52 7,83 6,96 7,77
90 11,38 10,42 11,55 12,19 11,59 13,33
120 14,50 13,95 14,80 16,49 16,03 17,30

(crlr::/s) 1,82.10% 1,7210% 1,8810% | 2,2510® 2,22.10® 2,36:10%
P+DE (cmis) 1,80:10% + 8,26.10"" 2,28:10% +7,17.10”
Pga/Pas= 1,26

Tabla 1V.218 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p115 (VER 1).
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TC7 p115 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,05 2,89 3,79 2,77 3,57 3,63
60 8,38 7,87 7,91 7,15 8,79 7,96
90 11,89 10,78 11,79 12,02 14,23 13,08
120 15,72 15,31 15,05 16,80 18,48 18,69
P (crm/s) 1,9510% 2,03.10® 1,9010® | 2,37.10® 2,53.10% 2,54.10%
P+DE (cmis) 1,96:10% + 6,50-10"" 2,48-10% + 9,59.10"
Pga/Pas= 1,27

Tabla 1V.219 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 pl115 (VER 2).

TC7 p115 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,10 5,23 4,15 3,71 3,73 4,02
60 8,90 9,14 7,10 8,79 8,49 8,85
90 12,01 13,09 10,03 13,47 13,70 13,74
120 15,47 16,57 12,96 18,76 19,31 19,19
P(ms) |17310% 1,92.10% 1,4810% | 252.10% 2,62:10® 2,55.107%
P+DE (cmis) 1,71.10% +2,19.10% 2,56-10% + 557-10"
Pga/Pas= 1,50

Tabla 1V.220 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p115 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p115
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,80-10%® 8,26:10% 2,28.10% 7,17.10" 1,26
VER-2 1,96:10%®° 6,50-10% 2,48:10% 9,59.10" 1,27
VER-3 1,71.10%®° 2,19.10%° 256.10% 5,57.10” 1,50

Tabla 1V.221 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p115.

TC7 p125 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 8,15 4,43 5,53 3,76 4,19 4,00
60 14,68 8,12 11,17 7,67 9,06 10,12
90 19,88 13,07 16,41 13,45 14,21 16,15
120 24,70 15,89 21,02 17,82 19,37 21,45

(crlr::/s) 2,77.10% 1,99.10%® 261.10% | 2,42.10® 2,56:10% 2,95.10%
P+DE (cmis) 2,46-10% + 4,15.10% 2,64-10% +2,73.10%
Pga/Pas= 1,08

Tabla 1V.222 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p125 (VER 1).
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TC7 p125 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,19 4,73 4,48 3,80 3,71 4,02
60 9,84 8,85 8,95 9,65 9,10 9,79
90 14,90 13,31 14,09 15,11 15,26 15,89
120 18,82 17,66 16,84 19,58 18,79 21,54
P@ms) | 2,3210%° 21810% 2,1310% | 2,67-10% 2,60-10® 2,96:10%
P+DE (cmis) 2,21-10% +9,68-.10” 2,74-10% + 1,95.10%
Pea/Pas= 1,24

Tabla 1V.223 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p125 (VER 2).

TC7 p125 VER-3 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,93 4,88 4,61 3,61 4,12 4,34
60 8,35 9,26 9,23 8,73 9,28 9,93
90 12,68 13,51 13,87 14,77 14,96 16,22
120 15,42 17,96 17,29 19,49 19,85 21,33
P(ms) |19610% 2,2010% 2,16:10% | 2,71.10% 2,67.10® 2,89.107%
P+DE (cmis) 2,10-10%® +1,27.10® 2,76-10% + 1,18.10
Pga/Pas= 1,31

Tabla 1V.224 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p125 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p125
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,46.10%® 4,15.10%® 2,64.10%® 2,73.10% 1,08
VER-2 2,21.10% 9,68:10 2,74.10% 11,9510 1,24
VER-3 2,10.10% 1,27.10% 2,76.10% 11,1810 1,31

Tabla 1V.225 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p125.

TC7 p135 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,62 4,28 3,76 3,05 3,48 3,41
60 6,94 8,07 7,11 7,25 7,15 7,46
90 9,34 11,26 11,10 11,97 14,53 10,94
120 13,08 14,45 13,71 17,94 18,53 16,33

(crlr::/s) 1,5510% 1,7010® 1,71.10% | 2,49.10® 2,6510® 2,13.10%
P+DE (cmis) 1,66:10% + 8,71.10" 2,43-10% + 2,66.10
Pga/Pas= 1,47

Tabla 1V.226 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p135 (VER 1).
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TC7 p135 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,30 3,42 3,81 2,74 3,67 3,42
60 7,16 7,40 8,18 7,03 8,72 8,12
90 10,56 10,92 11,98 14,25 14,20 13,03
120 13,83 13,80 16,08 17,98 19,97 18,83
Pems) | 1,7710% 1,7510% 2,0510% | 2,67-10% 2,75.10® 2,58.10%
P+DE (cmis) 1,86-10% + 1,69-10% 2,67-10% + 8,18.10"
Pea/Pas= 1,44

Tabla 1V.227 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p135 (VER 2).

TC7 p135 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,61 4,07 3,74 3,48 3,85 3,46
60 7,70 8,43 7,56 7,79 8,94 9,06
90 11,11 12,36 11,16 12,84 14,45 14,67
120 15,09 16,22 13,98 18,56 20,30 21,19
P (cmis) 1,91.10% 2,0410% 1,73.10% | 254.10% 2,77.10% 2,97.10%
P+DE (cmis) 1,89-10% + 1,54.10% 2,76-10%° + 2,15.10%
Pga/Pas= 1,46

Tabla 1V.228 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p135 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p135
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,66-10% 8,71.10% 2,43.10% 2,66-10% 1,47
VER-2 1,86:10%®° 1,69.10%° 2,67.10% 8,18.10” 1,44
VER-3 1,89:10%®° 154.10% 2,76.10% 2,15.10% 1,46

Tabla 1V.229 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p135.

TC7 p145 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,04 3,94 3,74 4,02 4,20 3,73
60 7,53 7,27 7,27 7,23 8,20 8,36
90 10,88 10,59 10,17 11,24 12,84 13,20
120 12,36 11,97 11,75 15,45 17,15 17,81

(crlr::/s) 1,4310% 1,3810® 1,36:10® | 1,93.10® 2,20.10® 2,38.10%
P+DE (cmis) 1,39:10% + 3,46.10"" 2,17-10% + 2,24.10%
Pga/Pas= 1,56

Tabla 1V.230 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p145 (VER 1).
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TC7 p145 VER-2 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,30 6,30 4,71 3,23 3,24 2,77
60 11,23 11,23 9,01 8,16 8,27 7,87
90 15,58 15,58 13,40 13,22 13,66 13,25
120 19,51 19,51 16,63 18,46 19,32 18,24
P (cm/s) 2,22.10% 2,22.10% 2,0310% | 2,56.10% 2,71-10% 2,62.10%
P+DE (cmis) 2,16:10% +1,13.10% 2,63-10% + 7,32.10"
Pga/Pag= 1,22

Tabla 1V.231 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p145 (VER 2).

TC7 p145 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,25 4,23 4,34 3,03 3,37 3,58
60 8,38 8,43 8,57 7,66 8,33 8,64
90 12,62 12,62 13,69 12,50 13,87 13,67
120 16,31 15,91 15,70 17,49 19,06 19,45
P(cmis) |20410% 1,9810% 1,9810% | 2,4410% 2,66:10® 2,66:10%
P+DE (cmis) 2,00-10% + 3,54.10" 2,58-10% + 1,28.10%
Pga/Pas= 1,29

Tabla 1V.232 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p145 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p145
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,39-10% 3,46.10% 2,17.10% 2,24.10% 1,56
VER-2 2,16:10% 1,13.10% 2,63.10% 7,32.107 1,22
VER-3 2,00:10% 35410 2,58.10% 1,28.10% 1,29

Tabla 1V.233 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p145.

TC7 p155 VER-1 100 (UM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,93 3,88 3,82 3,78 3,64 3,69
60 7,90 8,21 7,71 9,07 9,56 9,43
90 11,35 11,43 11,03 13,99 14,67 14,68
120 14,31 14,42 13,84 19,38 20,31 20,12

(crlr::/s) 1,7510% 1,7610® 1,69:10® | 2,61.10® 2,78.10% 2,75.10%
P+DE (cmis) 1,73:10% + 3,89.10"" 2,72.10% +9,21.10”
Pga/Pag= 1,57

Tabla 1V.234 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p155 (VER 1).
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TC7 p155 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,28 2,83 2,95 3,94 4,25 3,51
60 6,28 6,99 7,41 9,61 9,55 9,51
90 9,88 10,86 11,13 15,07 15,00 14,97
120 12,83 15,16 14,94 21,81 21,01 22,44
P (cm/s) 1,7810% 2,06:10® 2,0010%® | 2,9810® 2,81.10% 3,14.10%

PxDE (cm/s)

1,95.10% + 1,49.10°¢

2,98:10% + 1,65:10°

PBA/PAB: 1,53

Tabla 1V.235 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p155 (VER 2).

TC7 p155 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 2,86 2,39 2,66 3,10 2,90 3,44
60 7,05 6,02 6,73 8,61 8,04 9,73
90 10,20 9,97 10,45 14,82 13,62 16,71
120 13,38 13,06 13,41 19,50 18,37 22,17
P (cmis) 1,7510% 1,82.10% 1,82.10% | 2,80-10® 2,63.10%® 3,19.10%

Px£DE (cm/s)

1,79:.10% + 3,63-107

2,87-10% +2,89.10°¢

PBA/PAB: 1,60

Tabla 1V.236 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas TC7 p155 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

TC7 p155
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,73-10%® 3,89-10% 2,72.10%® 9,21.10" 1,57
VER-2 1,9510%®° 1,49.10%° 2,9810% 1,6510% 1,53
VER-3 1,79.10%®° 3,63.109 2,87.10% 2,89.10% 1,60

Tabla 1V.237 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 p155.

TC-7

Permeabilidad (cm/s)

VER

Pag £DE (cm/s)

Pga xDE (cmis)

Ratio

p85
p95
p105
p115
p125
p135
p145

p155

2,0010% +1,34.10
1,86 10% +5,70.10°®
3,63-10% +2,13.10°
1,82 10% +1,26:10°
2,26 10" +1,80-10°
1,80 10% +1,28.10°
1,85-10% +4,05.10°

1,83-10% +1,13.10°

2,55.10% +1,28.10°
2,49 10" +7,85.107
4,02 -10% +7,50 -107
2,44 .10 +1,46 -10°
2,71-10% +6,14.107
2,62-10% +1,72.10°
2,46 -10% +253.10°

2,86 -10% +1,33.10°

1,28
1,34
1,11
1,34
1,20
1,45
1,33

1,57

Tabla 1V.238 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas TC7 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.24 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab)
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verapamilo 100 uM en monocapas TC7 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.25 Representacion gréafica de la Permeabilidad Basolateral-Apica (Pba) de verapamilo

100 uM en monocapas TC7 a los diferentes pases celulares.
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2.3 Estudios en MDCK

MDCK p25 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,49 3,72 3,16 4,25 3,87 3,19
60 8,83 8,78 8,00 8,75 9,08 8,69
90 13,56 13,47 13,35 13,72 14,63 13,46
120 17,43 17,78 17,41 18,51 18,91 17,88

(crlr::/s) 2,3510% 2,37.10% 243.10% | 2,41.10® 2,56:10% 2,47.10%
P+DE (cmis) 2,38:10% + 4,07-10 2,48-10% + 7,55.10"
Pga/Pas= 1,04

Tabla 1V.239 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p25 (VER 1).
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MDCK p25 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,32 3,68 3,85 3,43 3,50 3,16
60 8,37 8,72 9,38 8,13 8,20 8,15
90 13,55 13,67 13,51 13,23 13,25 12,32
120 17,15 17,32 17,45 17,16 17,65 16,72
P (cm/s) 2,36:10%° 2,32.10%® 2,27.10%° | 2,34.10% 2,40-10%® 2,26-10*
P+DE (cmis) 2,31-10% + 4,41.10” 2,33-10% + 6,70-107
Pga/Pas= 1,01

Tabla 1V.240 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p25 (VER 2).

MDCK p25 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,47 2,86 3,81 3,14 2,36 2,62
60 8,41 7,87 9,31 7,73 6,98 7,75
90 12,67 12,25 14,12 12,38 11,38 12,39
120 16,01 15,48 17,86 16,65 15,84 17,25
P (cmis) 2,12.10% 2,13.10% 2,37.10% | 2,28.10%® 2,26:10%® 2,45.10%

PxDE (cm/s)

2,21.10% + 1,43.10°

2,33.10%® +1,03.10°

PBA/PAB: 1,06

Tabla IV.241 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p25 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p25
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,38.10%® 4,07.10° 2,48.10%® 7,55.10" 1,04
VER-2 2,31.10% 4,41.10 2,33.10% 6,70-107 1,01
VER-3 2,21.10% 1,4310% 2,33.10% 1,03-10% 1,06

Tabla 1V.242 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p25.

MDCK p35 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 9,00 8,98 9,77 7,43 7,40 6,19
60 15,76 14,85 15,95 13,84 13,98 11,88
90 21,66 21,90 21,67 19,23 19,47 17,74
120 26,37 26,44 26,71 24,66 24,78 22,67

(crlr::/s) 2,93.10® 3,0010® 2,8510% | 2,88.10% 291.10% 2,79.10%
P+DE (cmis) 2,93:10% + 7,28.10 2,86-10% + 6,10-10”"
Pga/Pas= 0,98

Tabla 1V.243 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p35 (VER 1).
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MDCK p35 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 8,77 8,97 8,96 6,51 6,62 7,03
60 14,71 15,37 15,16 12,36 12,48 12,89
90 20,97 21,91 21,55 18,51 18,53 18,66
120 25,98 27,06 26,21 23,60 23,41 24,06
P (crm/s) 2,92.10% 3,07.10%® 294.10% | 2,90.10® 2,8510% 2,87.10%
P+DE (cmis) 2,98-10% + 8,07-10" 2,87-10% + 2,51.10"
Pga/Pag= 0,97

Tabla 1V.244 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p35 (VER 2).

MDCK p35 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,20 5,92 5,75 4,73 4,23 4,33
60 11,43 12,07 11,33 9,49 8,81 9,58
90 16,63 17,08 16,49 14,37 14,06 14,87
120 21,19 21,72 21,50 19,33 19,46 19,72
P(ms) |25310% 2,6510% 2,6510% | 2,46:10%° 2,57.10® 2,60-10%
P+DE (cmis) 2,61-10% + 6,64-10" 2,54-10% + 7,46-10”
Pga/Pas= 0,98

Tabla 1V.245 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p35 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p35
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,93.10%® 7,28.10° 2,86:10® 6,10-10" 0,98
VER-2 2,98.10% 8,07.10 2,87.10% 2,51.107 0,97
VER-3 2,61.10% 6,64.10 2,54.10% 746107 0,98

Tabla 1V.246 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p35.

MDCK p45 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 4,26 5,14 4,07 2,56 3,03 2,52
60 8,04 9,75 8,38 6,39 7,38 6,36
90 7,48 13,39 12,11 10,01 11,62 10,77
120 14,44 17,28 15,96 13,70 15,54 14,43

(crlr::/s) 1,51.10% 2,0210® 1,99.10® | 1,87.10® 2,11.10® 2,03.10%
P+DE (cmis) 1,84.10% + 2,85.10% 2,00-10% + 1,22.10%
Pga/Pag= 1,09

Tabla 1V.247 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p45 (VER 1).
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MDCK p45 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,63 3,64 4,03 2,27 2,25 2,19
60 7,86 7,74 8,51 5,70 5,90 5,75
90 11,67 11,47 12,59 9,38 10,10 9,83
120 15,09 15,08 16,27 13,14 14,19 13,82
P (cm/s) 1,9310% 1,9210%® 2,0610® | 1,83.10® 2,0210® 1,97.10%

PxDE (cm/s)

1,97.10% + 7,90-10

1,94.10% + 9,78.107

PBA/PAB: 0,99

Tabla 1V.248 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p45 (VER 2).

MDCK p45 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,70 4,27 4,22 2,97 3,01 2,71
60 9,08 8,84 8,78 7,19 7,49 6,82
90 13,60 13,04 12,88 11,61 12,34 11,72
120 16,90 16,30 16,38 16,21 16,70 16,04
P (cmis) 2,08:10%° 2,03.10%® 2,0510% | 2,23.10% 2,32.10% 2,27.10%

Px£DE (cm/s)

2,05:10% + 2,14.10"

2,27-10% + 4,55.10"

PBA/PAB: 1,11

Tabla 1V.249 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p45 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p45
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,84-10% 2,85.10%° 2,00.10% 1,22.10% 1,09
VER-2 1,97-.10%®° 7,90.10% 1,94.10% 9,78.10” 0,99
VER-3 2,0510% 2,14.10 2,27.10% 455107 1,11

Tabla 1V.250 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p45.

MDCK p55 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,31 6,49 6,57 3,07 3,70 3,10
60 11,79 11,86 11,93 7,89 8,80 7,90
90 16,31 16,35 16,03 12,85 14,26 12,88
120 19,78 20,00 20,16 17,47 19,16 17,45

(crlr::/s) 22710 2,28.10% 227.10% | 2,43.10% 2,62:10% 2,43.10%
P+DE (cmis) 2,27-10% + 4,48.10% 2,49-10% +1,10-10
Pga/Pas= 1,10

Tabla IV.251 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p55 (VER 1).
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MDCK p55 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,82 5,95 4,78 3,56 3,09 3,07
60 10,55 10,74 9,78 8,55 7,72 7,94
90 14,90 14,96 13,62 13,68 12,38 12,66
120 19,18 19,17 18,01 18,38 17,06 17,65
P (cmis) 2,24.10% 2,22.10% 2,20.10% | 2,50-10%® 2,35.10%® 2,45.10%

PxDE (cm/s)

2,22.10% +2.30.10"

2,43.10% +7,70.10Y

PBA/PAB: 1,10

Tabla IV.252 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p55 (VER 2).

MDCK p55 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,39 5,18 5,62 3,09 3,08 3,11
60 9,93 9,69 11,37 7,54 7,70 7,95
90 14,65 13,92 16,00 11,72 11,99 12,91
120 18,68 17,71 20,29 16,32 16,42 17,78
P (cmis) 2,25:10% 2,11.10% 246:10% | 2,22.10%® 2,22.10% 2,47.10%

PxDE (cm/s)

2,27-10% + 1,74.10°°

2,31.10% + 1,43.10°

PBA/PAB: 1,02

Tabla 1V.253 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p55 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente
MDCK p55
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB DE
VER-1 2,27.10%® 4,48.10%® 2,49.10® 1,10-10% 1,10
VER-2 2,22.10% 2,30.10% 2,43.10% 7,70.10 1,10
VER-3 2,2710% 1,74.10% 2,31.10% 1,43.10% 1,02

Tabla 1V.254 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p55.

MDCK p65 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,40 6,61 6,48 4,40 4,35 4,33
60 12,05 12,87 11,43 9,00 10,18 10,45
90 17,58 18,58 17,32 14,95 15,88 16,86
120 21,32 23,25 22,29 20,43 21,65 22,30

(crlr::/s) 2,54.10% 2,81.10%® 269:10® | 2,73.10® 291.10® 3,05.10%
P+DE (cmis) 2,68-10% + 1,36.10 2,90-10% + 1,59.10%
Pga/Pas= 1,08

Tabla IV.255 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p65 (VER 1).
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MDCK p65 VER-2 100 (UM)
_ Cantidades (nmol)
T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,51 6,42 7,32 4,84 5,02 4,92
60 12,41 13,38 13,44 10,78 11,00 10,43
90 19,07 18,75 19,55 16,45 16,83 16,55
120 23,18 23,78 24,42 22,40 22,94 22,19
P (cm/s) 2,86:10% 2,90:10% 29010 | 2,95.10® 3,01.10% 2,93.10%
P+DE (cm/s) 2,89:10% + 2,29.10"" 2,96:10% + 4,36.10""
Pga/Pas= 1,03

Tabla IV. 256 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p65 (VER 2).

MDCK p65 VER-3 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,02 6,01 6,13 3,88 4,15 4,12
60 11,09 12,17 11,68 8,88 9,47 9,59
90 16,26 17,61 17,01 14,19 15,40 15,22
120 20,33 22,59 21,24 19,00 20,47 20,95
P(ms) |24310% 2,7910% 2,56.10% | 2,56:10® 2,77.10® 2,83.10%
P+DE (cm/s) 2,59-10% +1,81.10% 2,72.10% +1,44.10%
Pea/Pag= 1,05

Tabla 1V.257 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p65 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p65
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,68:10%® 1,36:10%® 2,90.10%® 1,59-10% 1,08
VER-2 2,89-10% 22910 2,96.10% 4,36-10" 1,03
VER-3 259.10% 1,81.10% 2,72.10% 1,44.10% 1,05

Tabla 1V.258 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p65.

MDCK p75 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,02 7,70 5,60 3,97 4,13 4,18
60 10,88 9,15 10,29 9,05 9,10 10,13
90 15,12 15,75 14,54 13,69 13,76 15,82
120 19,46 19,82 20,01 19,05 18,87 21,23

(crlr::/s) 2,2510% 2,17.10% 24010% | 2,52.10% 2,47.10% 2,87.10%
P+DE (cmis) 2,27-10% +1,15.10% 2,62:10% +2,20.10%
Pga/Pas= 1,15

Tabla 1V.259 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p75 (VER 1).
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MDCK p75 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,36 5,38 5,40 3,78 4,24 3,95
60 10,24 11,11 10,40 8,84 9,60 8,93
90 14,83 15,69 15,36 14,30 15,72 14,63
120 18,52 20,08 19,42 20,06 21,36 19,78
P (cmis) 2,23-10% 2,46.10% 2,38.10% | 2,74.10%® 2,90.10%® 2,69-10%

PxDE (cm/s)

2,35:10% +1,17.10%

2,7810% +1,13.10%

PBA/PAB: 1,18

Tabla 1V.260 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p75 (VER 2).

MDCK p75 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,75 5,56 5,99 4,48 4,61 4,45
60 10,62 10,98 11,64 10,34 10,29 10,44
90 15,49 15,75 17,12 16,48 16,99 16,76
120 18,84 20,31 21,99 22,62 22,97 22,86
P(ms) |22310% 24710 2,70-10% | 3,06:10® 3,12.10® 3,11.10%

PxDE (cm/s)

2,47-10% + 2,37.10°¢

3,10-:10% + 3,31.10"

PBA/PAB: 1,25

Tabla 1V.261 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p75 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p75
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,27.10%® 1,15.10% 2,62.10%® 2,20-10% 1,15
VER-2 2,3510% 1,17.10% 2,78.10% 11,1310 1,18
VER-3 247-10% 2,37.10% 3,10.10% 3,31.107 1,25

Tabla 1V.262 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p75.

MDCK p85 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,02 7,70 5,60 3,97 4,13 4,18
60 10,88 9,15 10,29 9,05 9,10 10,13
90 15,12 15,75 14,54 13,69 13,76 15,82
120 19,46 19,82 19,52 19,05 18,87 21,23

(crlr::/s) 2,2510% 2,17.10% 232.10% | 2,52.10% 2,47.10% 2,87.10%
P+DE (cmis) 2,25-10% + 7,62:10" 2,62:10% +2,20.10%
Pga/Pas= 1,17

Tabla 1V.263 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p85 (VER 1).
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MDCK p85 VER-2 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,36 5,38 5,40 3,78 4,24 3,95
60 10,24 11,11 10,40 8,84 9,60 8,93
90 14,83 15,69 15,36 14,30 15,72 14,63
120 18,52 20,08 19,42 20,06 21,36 19,78
P (cmis) 2,23-10% 2,46.10% 2,38.10% | 2,74.10%® 2,90.10%® 2,69-10%

PxDE (cm/s)

2,35:10% +1,17.10%

2,7810% +1,13.10%

PBA/PAB: 1,18

Tabla 1V.264 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p85 (VER 2).

MDCK p85 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,75 5,56 5,99 4,48 4,61 4,45
60 10,62 10,98 11,64 10,34 10,29 10,44
90 15,49 15,75 17,12 16,48 16,99 16,76
120 18,84 20,31 21,99 22,62 22,97 22,86
P(ms) |22310% 24710 2,70-10% | 3,06:10® 3,12.10® 3,11.10%

PxDE (cm/s)

2,47-10% + 2,37.10°¢

3,10-:10% + 3,31.10"

PBA/PAB: 1,25

Tabla 1V.265 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p85 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p85
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,25.10%®  7,62:10% 2,62:10%® 2,20-10% 1,17
VER-2 2,3510% 1,17.10% 2,78.10% 11,1310 1,18
VER-3 247-10% 2,37.10% 3,10.10% 3,31.107 1,25

Tabla 1V.266 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p85.

MDCK p95 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 17,45 4,01 2,62 3,53 3,49 3,69
60 23,97 8,21 5,42 7,98 7,87 8,23
90 27,25 11,37 9,64 11,91 11,67 12,36
120 30,75 13,45 13,72 14,80 15,36 18,03

(crlr::/s) 2,1810® 1,59:10® 1,9010% | 1,91.10® 1,99.10® 2,38.10%
P+DE (cmis) 1,89:10% +2,96.10™ 2,09-10% + 2,53.10%
Pga/Pas= 1,11

Tabla 1V.267 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p95 (VER 1).
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MDCK p95 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(lr(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,75 4,50 4,11 3,61 3,58 3,53
60 8,92 8,79 7,59 7,74 7,56 8,12
90 12,11 12,65 10,79 11,29 11,16 11,69
120 14,97 15,38 14,71 14,84 14,96 15,86
P (crm/s) 1,71.10% 1,8410® 1,77.10% | 1,88.10® 1,91.10® 2,05.10%
P+DE (cmis) 1,77.10% + 6,69-10" 1,95.10% + 8,96.107""
Pga/Pas= 1,10

Tabla 1V.268 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p95 (VER 2).

MDCK p95 VER-3 100 (LM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 4,49 4,29 4,52 3,57 3,94 3,17
60 8,70 8,68 8,80 7,45 8,07 7,28
90 11,88 12,59 13,05 11,62 12,49 12,10
120 14,89 15,31 15,88 14,97 16,47 15,58
P (cmis) 1,7410% 1,87.10%® 1,9410% | 1,9410% 2,12.10%® 2,12:10%

PxDE (cm/s)

1,85:10% +1,01.10°¢

2,06:10% + 1,06:10°°

PBA/PAB: 1,12

Tabla IV.269 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK p95 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK p95
PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 1,89-10% 2,96:10% 2,09-10% 2,53.10% 1,11
VER-2 1,77.10%®° 6,69-10° 1,9510% 8,96.10” 1,10
VER-3 1,8510%®° 1,01.10%° 2,06:10% 1,06.10% 1,12

Tabla 1V.270 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK p95.

MDCK

Permeabilidad (cm/s)

VER

Pag £DE (cm/s)

Pga xDE (cmis)

Ratio

p26
p35
p45
p55
p65
p75
p85

p95

2,30-10% +8,88.10%7
2,84-10%° +2,00.10°°
1,96:10% + 1,06-10°°
2,25.10% + 3,03-.10%7
2,72.10% +1,52.10°¢
2,36:10%° +9,81.10%7
2,36:10%° +1,10-10°¢

1,84.-10% + 5,82.10

2,38:10% +8,40-10"
2,76:10% +1,87.10%
2,07-10% +1,76.10
2,41.10% +9,37.10"
2,86:10% +1,24.10%
2,83.10% +2,43.10%
2,83.10% +2,43.10%

2,03-10% + 7,76.10°"

1,04
0,97
1,06
1,07
1,05
1,20
1,20

1,11

Tabla IV.271 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.26 Representacion gréafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab)
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verapamilo 100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.27 Representacion gréafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de verapamilo

100 uM en monocapas MDCK a los diferentes pases celulares.
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2.4 Estudios en MDCK-MDR1

MDCK-MDR1 p25 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 6,05 6,19 5,92 4,67 4,14 4,54
60 12,14 12,58 12,54 10,01 9,37 9,59
90 17,16 17,58 17,03 14,83 13,73 14,44
120 21,57 22,16 22,13 19,41 17,73 18,17

(crlr::/s) 2,61.10%® 26710 26810 | 2,48.10% 2,28.10% 2,31.10%
P+DE (cm/s) 2,65:10% + 4,20.10"" 2,36:10% + 1,06.10%
Pga/Pag= 0,89

Tabla IV.272 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (VER 1).
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MDCK-MDR1 p25 VER-2 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,22 5,75 5,53 4,78 4,65 4,84
60 12,48 12,08 12,37 10,22 9,87 9,80
90 17,37 16,36 16,74 15,11 14,34 14,08
120 21,38 20,92 21,07 20,02 18,94 18,68
P (cmis) 2,54.10% 2,51.10% 2,58.10% | 2,56-10%® 2,39:.10%® 2,31.10%

PxDE (cm/s)

2,54.10% + 3,09-10%

2,42.10% +1,24.10%

PBA/PAB: 0,95

Tabla 1V.273 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (VER 2).

MDCK-MDR1 p25 VER-3 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,34 5,90 5,90 4,59 4,53 4,56
60 10,85 11,95 11,95 9,80 10,18 10,00
90 14,45 17,69 17,69 14,15 14,30 14,39
120 19,42 24,43 24,43 18,85 19,44 18,95
P (cmis) 2,31-10% 3,10.10® 3,10:10% | 2,38.10% 2,47.10% 2,40.10%

PxDE (cm/s)

2,84-10% + 4,52.10°°

2,42:10% + 4,54.10"

PBA/PAB: 0,85

Tabla IV.274 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p25 (VER 3).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p25 Pag(cmi/s) DE Pga(cm/s) DE Pea/Pas
VER-1 2,65:10%® 4,20-10% 2,36:10%® 1,06-10% 0,89
VER-2 254.10% 30910 2,42.10% 1,24.10% 0,95
VER-3 2,84.10% 452.10% 2,42.10% 454107 0,85

Tabla IV.275 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p25.

MDCK-MDR1 p35 VER-1 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,54 3,32 3,63 3,93 3,91 4,28
60 9,94 10,13 10,85 10,03 10,72 11,34
90 16,21 15,89 16,55 15,72 17,03 17,74
120 20,05 20,75 20,37 20,91 22,46 22,85

(crlr::/s) 2,82.10% 293.10® 28310% | 2,86:10® 3,13.10® 3,14.10%
P+DE (cmis) 2,86-10 + 6,34.10" 3,04-10% + 1,58.10
Pga/Pag= 1,06

Tabla 1V.276 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p35 (VER 1).
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MDCK-MDR1 p35 VER-2 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 2,11 3,52 3,88 4,27 4,19 4,73
60 9,98 10,91 11,36 10,29 10,32 11,49
90 14,66 17,98 17,38 15,82 16,30 18,00
120 20,21 22,42 23,09 21,57 21,90 23,86

(crlr::/s) 2,9810% 32210% 321.10% | 2,90.10® 2,99.10® 3,23.10%
P+DE (cmis) 3,14-10%° + 1,37.10® 3,04-10% + 1,70.10
Pga/Pag= 0,97

P —

Tabla 1V.277 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)

obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p35 (VER 2).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p35 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,86:10% 6,34.10" 3,0410% 1,58.10% 1,06
VER-2 3,14.10%® 1,37.10% 3,04.10%® 1,70-10% 0,97

Tabla 1V.278 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p35.
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MDCK-MDR1 p45 VER-1 100 (M)

Cantidades (nmol)

T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,44 4,94 5,40 4,33 3,38 3,54
60 11,66 10,82 12,48 8,90 8,25 8,26
90 16,95 15,68 17,97 13,24 12,37 12,03
120 21,82 20,98 23,14 17,05 16,62 16,38
P (cmis) 2,75-10% 2,68:10% 2,96:10% | 2,15.10%® 2,21.10% 2,14.10%

PxDE (cm/s)

2,80-10% + 1,50.10%

2,16:10% + 4,23.10"

PBA/PAB: 0,77

Tabla 1V.279 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (VER 1).

MDCK-MDR1 p45 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 3,53 3,72 3,93 6,01 3,29 3,03
60 9,91 9,85 9,93 12,57 9,08 8,43
90 15,33 16,18 15,58 17,71 13,82 13,08
120 20,08 20,34 20,81 21,78 18,21 17,74
P(ms) |27810% 2,8410% 2,8410% | 2,6510%® 2,50.10® 2,46:10%
P+DE (cmis) 2,82:10% + 3,43.10" 2,54-10% +9,82.10”
Pga/Pag= 0,90

Tabla 1V.280 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (VER 2).
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MDCK-MDR1 p45 VER-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 3,65 4,34 4,12 2,85 3,11 2,96
60 9,54 9,70 10,03 7,44 7,79 7,98
90 14,18 15,01 15,84 11,82 12,25 12,70
120 19,21 19,82 20,26 15,46 16,89 16,83

(crlr::/s) 2,59.10% 261.10% 2,7410% | 2,13.10® 2,31.10% 2,34.10%
P+DE (cmis) 2,65-10% + 7,92.10 2,26-10%° +1,12.10
Pga/Pag= 0,85

P —

Tabla 1V.281 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p45 (VER 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p45 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,80-10% 1,50-10% 2,16:10% 4,23.10" 0,77
VER-2 2,82.10%® 3,43.10% 2,54.10%® 9,82.10" 0,90
VER-3 2,6510% 7,92.107 2,26.10% 1,12.10% 0,85

Tabla 1V.282 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p45.
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MDCK-MDR1 p55 VER-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,08 5,30 5,69 417 4,40 5,10
60 10,53 11,02 11,84 8,83 9,23 9,53
90 15,75 16,11 17,28 13,93 13,89 14,82
120 21,94 21,96 22,12 18,69 18,74 19,73
P (cm/s) 2,82.10%° 2,78.10%® 2,76:10% | 2,46:10% 2,41.10% 2,48.10%
P+DE (cmis) 2,79-10% + 2,75.10” 2,45.10% + 3,76-10
Pga/Pag= 0,88

Tabla 1V.283 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (VER 1).

MDCK-MDR1 p55 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 5,65 5,39 5,18 4,36 4,32 5,01
60 11,21 10,61 9,97 9,70 8,93 10,75
90 16,48 15,55 14,63 14,44 13,89 15,65
120 20,85 20,48 19,00 19,16 18,52 20,87
P(ms) |25710% 2,5410% 2,33.10% | 2,48.10® 2,40.10® 2,6510%
P+DE (cmis) 2,48-10% +1,30.10® 2,51-10% + 1,27.10%
Pga/Pas= 1,01

Tabla 1V.284 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (VER 2).
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MDCK-MDR1 p55 VER-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 5,72 6,07 5,30 4,82 4,10 4,31
60 11,17 11,97 10,48 9,46 8,44 8,93
90 15,83 16,78 15,09 14,58 12,83 13,15
120 20,29 21,35 19,73 19,92 17,45 17,78

(crlr::/s) 2,4410% 256:10% 242.10% | 2,55.10% 2,24.10% 2,25.10%
P+DE (cmis) 2,47-10% + 7,37.107 2,35.10% + 1,72.10
Pga/Pag= 0,95

P —

Tabla 1V.285 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p55 (VER 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente
MDCK-MDR1
P55 P as(cm/s) DE Pea(cm/s) DE Pga/lPas  DE
VER-1 2,79.10% 2,75.10" 2,45.10% 3,76.10” 0,88
VER-2 2,48.10%® 1,30-10%® 2,51.10%® 1,27.10% 1,01
VER-3 247-10% 73710 2,3510% 1,72.10% 0,95

Tabla 1V.286 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p55.
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MDCK-MDR1 p65 VER-1 100 (uM)

Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 10,94 10,07 4,72 4,86 4,68 5,05
60 17,04 5,68 12,11 10,43 10,61 11,04
90 21,70 16,60 18,78 16,29 15,95 17,00
120 26,71 21,21 24,82 20,68 20,87 22,25
P (cm/s) 2,62:10%° 2,24.10% 3,38.10% | 2,69.10% 2,72.10% 2,91.10%
P+DE (cmis) 2,75-10% + 5,81.10% 2,77-10% +1,17.10%

PBA/PAB: 1,01

Tabla 1V.287 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (VER 1).

MDCK-MDR1 p65 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,54 6,54 7,35 5,23 4,81 4,89
60 12,29 12,29 12,93 11,37 16,13 14,48
90 17,27 17,27 18,22 16,62 20,26 19,06
120 21,45 21,45 22,80 21,13 24,58 23,51
P (cmis) 2,51-10% 2,51.10% 2,61.10% | 2,68-10%® 3,20.10%® 3,05.10%
P+DE (cmis) 2,54-10% + 5,66-10" 2,98-10% +2,72.10%
Pga/Pas= 1,17

Tabla IV. 288 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (VER 2).
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MDCK-MDR1 p65 VER-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?n[:;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 7,34 7,28 7,95 5,26 5,55 5,25
60 13,37 13,69 13,95 10,60 11,21 10,64
90 18,66 18,92 19,00 15,13 16,12 15,50
120 23,12 23,59 23,69 19,35 20,44 19,69

(crlr::/s) 2,6810% 2,7410% 264.10% | 2,36:10® 2,50.10% 2,43.10%
P+DE (cmis) 2,68:10% + 5,10-10" 2,43-10% + 7,02.10"
Pga/Pag= 0,91

P —

Tabla 1V.289 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p65 (VER 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p65 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 2,7510% 581.10% 2,77.10% 1,17.10% 1,01
VER-2 254.10%® 566:10° 2,9810%® 2,72.10% 1,17
VER-3 2,68:10% 51010 2,43.10% 7,02.107 0,91

Tabla 1V.290 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p65.
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MDCK-MDR1 p85 VER-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 7,20 6,55 6,91 4,92 5,29 4,93
60 13,07 12,26 12,74 10,08 10,69 9,85
90 18,14 16,86 18,05 14,33 15,62 14,23
120 22,57 21,19 21,92 18,67 19,77 18,35
P (cm/s) 2,59-10%° 2,45.10%® 2,54.10%° | 2,30-10% 2,44.10% 2,25.10%
P+DE (cmis) 2,53-10% + 6,84-10” 2,33-10% +9,93-10"
Pga/Pag= 0,92

Tabla IV.291 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (VER 1).

MDCK-MDR1 p85 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 6,00 6,75 6,93 4,98 4,77 4,52
60 11,87 12,25 12,98 9,35 9,81 9,36
90 18,14 17,56 17,95 13,93 14,90 14,28
120 22,57 21,79 22,51 18,10 19,11 18,78
P (cmis) 2,07-10% 2,55.10% 2,61.10% | 2,22.10%® 2,43.10% 241.10%
P+DE (cmis) 2,41-10% + 29310 2,35:10% + 1,16:10%
Pga/Pas= 0,98

Tabla 1V.292 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (VER 2).
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MDCK-MDR1 p85 VER-3 100 (uM)
Cantidades (nmol)

T(ir(;r?nr;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical

1 2 3 4 5 6
30 7,08 7,13 6,94 5,03 4,82 4,92
60 9,75 9,22 9,43 10,78 10,31 9,63
90 19,06 18,08 18,18 15,72 14,93 14,02
120 23,49 22,26 22,69 20,45 19,40 17,77

(crlr::/s) 2,9610% 2,7410% 283.10% | 2,58.10% 2,44.10% 2,17.10%
P+DE (cmis) 2,84.10%° +1,10.10® 2,40-10%® +2,11.10
Pga/Pas= 0,84

P —

Tabla 1V.293 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p85 (VER 3).

Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
p85 PAB(Cm/S) DE PBA(Cm/S) DE PBA/PAB
VER-1 25310% 6,84.10 2,33.10% 9,93.107 0,92
VER-2 2,41.10%® 2,93.10%® 2,35.10%® 1,16.10% 0,98
VER-3 2,84.10% 1,10.10% 2,40-10% 2,11.10% 0,84

Tabla 1V.294 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p85.
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MDCK-MDR1 p95 VER-1 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(I;THF;O Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 10,02 14,81 10,47 6,37 6,24 6,32
60 19,36 24,29 20,32 13,84 13,85 13,64
90 27,24 32,47 29,07 21,62 20,94 21,22
120 33,48 38,12 34,53 28,46 27,84 27,91
P (cm/s) 3,9510% 3,9510% 4,0910® | 3,7410® 3,63.10% 3,65.10%
P+DE (cmis) 3,99-10% + 7,96-10" 3,67-10% + 5,77.10"
Pga/Pag= 0,92

Tabla 1V.295 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p95 (VER 1).

MDCK-MDR1 p95 VER-2 100 (uM)
_ Cantidades (nmol)
T(';an;o Transporte apical-basal Transporte basal-apical
1 2 3 4 5 6
30 10,02 14,81 10,47 6,86 6,68 6,59
60 19,36 24,29 20,32 14,40 14,94 14,67
90 27,24 32,47 29,07 21,09 22,93 22,31
120 33,48 38,12 34,53 28,20 30,16 29,72
P(ms) |3,9510% 3,9510% 4,090.10% | 357.10® 3,96:10® 3,89-107%
P+DE (cmis) 3,99-10% + 7,96-10" 3,81-10% + 2,08.10
Pga/Pag= 0,95

Tabla 1V.296 Valores de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical (Pba)
obtenidas tras administrar verapamilo 100uM en monocapas MDCK-MDR1 p95 (VER 2).
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Transporte AP Transporte BL Cociente

MDCK-MDR1
P95 Pag(cmi/s) DE Pga(cm/s) DE Pea/Pas
VER-1 3,99-.10%® 7,96.10° 3,67.10%® 5,77.10" 0,92
VER-2 3,99.10% 7,96.10 3,81.10% 2,08-10% 0,95

Tabla 1V.297 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical
(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDR1 p95.

MDCK-MDR1

Permeabilidad (cm/s)

VER

Pag £DE (cm/s)

Pga xDE (cmis)

Ratio

p25
p35
p45
p55
p65
p85

p95

2,68:10% + 11,4810
3,00-10% +1,98.10¢
2,7510% +9,34.10%7
25810 +1,81.10%
2,66:10%° +1,04-.107¢
2,59-10% +2,22.10%

3,99-10% + 4,34.10°¢

2,40-10% + 3,59.10"
3,04-10% +3,09-10%
2,32.10% +1,93.10%
2,44.10% + 8,27.10""
2,73:10% +2,75.10%
2,36:10% + 3,42.10""

3,74-10% +9,43-.10"

0,90
1,01
0,84
0,94
1,03
0,91

0,94

Tabla 1V.298 Valores medios de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) y Basolateral-Apical

(Pba) de verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDRL1 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.28 Representacion grafica de la Permeabilidad Apical-Basolateral (Pab) de

verapamilo 100 uM en monocapas MDCK-MDRL1 a los diferentes pases celulares.
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Figura 1V.29 Representacion gréafica de la Permeabilidad Basolateral-Apical (Pba) de verapamilo

100 uM en monocapas MDCK-MDR1 a los diferentes pases celulares.
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A continuacién se detallan los anélisis estadisticos de comparacion de las

permeabilidades obtenidas en las distintas lineas celulares y a los distintos pases.

Grados .
Fuente de variacion Il G de Med,'a} Sig.
cuadrados . cuadratica
libertad
Hipotesis| 15,824 7 2,261 8,011 0,000
Pase
Error 17,097 60,587 0,282°
Hipotesis| 29,463 3 9,821 37,687 0,000
Linea
Error 16,661 63,934 0,261°
Plato Hipétesis| 100,410 20 5,021 17,687 0,000
(Linea*Pase)| Error | 17,134 60,360  0,284°
Linea Hipotesis| 17,193 60 0,287 4,180 0,000
*Pase Error 30,853 450 0,069"
HipGtesis| 9,677 1 9,677 141,139 0,000
Direccion
Error 30,853 450 0,069
Direccion | Hipotesis| 11,182 3 3,727 54,365 0,000
*Linea Error 30,853 450 0,069
Hipétesis| 0,035 1 0,035 0,516 0,473
TEERratio
Error 30,853 450 0,069

a. 0,980MS (Plato(Pase*Linea)) + 0,020MS (Error)
b. 0,885MS (Plato(Pase*Linea)) + 0,115MS (Error)
c. 0,988MS (Plato(Pase*Linea)) + 0,012MS (Error)

d. MS (Error)
Tabla

1V.299 Resultado del

analisis de varianza factorial

univariante de

los valores de

permeabilidad del verapamilo en las diferentes lineas celulares y a los distintos pases.
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Figura 1V.30 Representacion gréafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad
Apical-Basolateral del verapamilo a los diferentes pases celulares en las distintas lineas

celulares.
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Figura 1V.31 Representacion gréafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad
Basolateral-Apical del verapamilo a los diferentes pases celulares en las distintas lineas

celulares
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Figura 1V.32 Representacion gréafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del verapamilo en los diferentes pases celulares en

Caco-2.
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Figura 1V.33 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del verapamilo en los diferentes pases celulares en
TC7.
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Figura 1V.34 Representacion grafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del verapamilo en los diferentes pases celulares en

MDCK.
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Figura 1V.35 Representacion gréafica de las medias marginales estimadas de la permeabilidad

Apical-Basolateral y la Basolateral-Apical del verapamilo en los diferentes pases celulares en
MDCK-MDR1.
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Finalmente se calcularon los coeficientes de variacion (CV) para cada

pase, linea, direccion y plato. Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas

V. 300-303.
Pase Media (cm/s) x 10®° | DE(cm/s) x 107 CV (%)
1 2,43 0,25 10,28
2 2,65 0,25 9,43
3 2,64 0,25 9,47
4 2,24 0,25 11,16
5 2,50 0,25 9,99
6 2,35 0,34 14,46
7 2,30 0,25 10,89
8 2,07 0,25 12,10
Tabla 1V.300 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las

permeabilidades del verapamilo 100 uM obtenidas a los distintos pases ensayados en las 4 lineas

celulares.



Resultados 346

Linea Media (cm/s) x 10®° | DE(cm/s) x 107 CV (%)
Caco? 2,05 0,24 11,70

TC7 2,44 0,24 9,82
MDCK 2,43 0,24 9,87
MDR1 2,75 0,32 11,65

Tabla 1V.301 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las

permeabilidades del verapamilo 100 uM obtenidas en las 4 lineas celulares ensayadas.

Direccion Media (cm/s) x 10® | DE(cm/s) x 10 CV (%)
Pab 2,25 0,33 14,64
Pba 2,55 0,33 12,96

Tabla 1V.302 Resultado de los Coeficientes de variacion calculados a partir de las
permeabilidades del verapamilo 100 uM obtenidas en la direccion Apical-Basolateral y la

Basolateral-Apical en las 4 lineas celulares ensayadas.

Plato Media (cm/s) x 10® | DE(cm/s) x 10° | CV (%)
Valor Minimo (plato 91) 3,90 0,26 6,67
Valor Méaximo (plato 22) 0,68 0,26 38,18

Tabla IV.303 Resultado de los Coeficientes de variacion maximo y minimo obtenidos a partir de

las permeabilidades del verapamilo 100 uM de cada plato en las 4 lineas celulares ensayadas.
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D. Deteccion de la apoptosis por citometria de

flujo

La pérdida de la asimetria de membrana es un fendmeno que parece ser
universal en el proceso apoptotico. Por tanto, las células que estan sufriendo
apoptosis se pueden detectar marcando las células con Anexina V-FITC. Esta se
une a los restos de fosfatidilserina expuestos al exterior por la pérdida de asimetria
de su membrana. Para distinguir las células de una situacion necroética se tifien
también con IP, el cual entrard en las células que hayan perdido la integridad de la

membrana tal y como ocurre con las células necrdticas.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo estan divididos en cuatro
cuadrantes en los cuales aparece una distribucion de células. En el eje X aparece
la fluorescencia de la anexina-FITC y en el eje Y aparece la fluorescencia

correspondiente al IP, segun en el cuadrante en el que estemos tendremos:

» Cuadrante inferior izquierdo: células viables; no unen anexina y

excluyen IP.

» Cuadrante inferior derecho: células en apoptosis temprana; unen

anexina y excluyen IP.

» Cuadrante superior derecho: células en apoptosis tardia; unen anexina

e incorporan IP.

» Cuadrante superior izquierdo: células necrdticas; sdlo incorporan IP.
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Céls. viables Apoptosis Apoptosis Necrosis
Caco-2 An-/IP- temprana tardia An-/1P+
(%) An+/IP-(%) | An+/1P+(%) (%)
p38-a 84,62 0,13 4,99 10,26
p38-b 83,95 0,13 5,56 10,36
p38-c 84,64 0,14 4,67 10,55
Media + DE | 84,40 +0,39 0,13+£0,01 507+045 10,39+0,15
(CV) (0,47) (4,33) (8,89) (1,42)
pl08-a 95,45 0,00 1,62 2,89
p108-b 94,17 0,02 2,80 3,01
pl108-c 94,61 0,03 2,53 2,83
Media + DE | 94,74 £ 0,65 0,02 £0,02 2,32+0,62 2,91 +£0,09
(CV) 0,69) (91,65) (26,69) (3,15)

Tabla 1V.304 Cuantificacion de la apoptosis por citometria de flujo en células Caco-2 en los
pases 38 (inicial) y 108 (final).
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Figura IV. 36 Representacion grafica del resultado de la citometria de flujo de las células Caco-

2 pase 38 (inicial) y pase 108 (final).
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Céls. viables | Apoptosis Apoptosis Necrosis
TC-7 An-/IP- temprana tardia An-/IP+
(%) An+/IP-(%) | An+/1P+(%) (%)
p85-a 81,77 0,08 6,89 11,26
p85-b 81,13 0,10 6,70 12,07
p85-c 80,94 0,14 6,39 12,53
Media+ DE | 81,28 +0,43 0,11 £0,03 6,66+0,25 11,95+0,64
(CV) (0,54) (28,64) (3,79) (5,38)
pl55-a 78,47 0,04 2,63 18,86
p155-b 77,59 0,03 1,91 20,47
pl55-c 78,28 0,01 1,42 20,29
Media+ DE | 78,11 +0,46 0,03+0,02 1,99+061 19,87 +0,88
(CV) (0,59) (57,28) (30,64) (4,44)

Tabla IV.305 Cuantificacion de la apoptosis por citometria de flujo en células TC7 en los pases
85 (inicial) y 155 (final).
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Figura IV. 37 Representacion grafica del resultado de la citometria de flujo de las células TC7

pase 85 (inicial) y el pase 105 (final).
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viC;et:lsés Apoptosis Apoptosis Necrosis
MDCK An-/IP- temprana tardia An-/IP+
(%) An+/IP-(%) | An+/1P+(%) (%)
p25-a 93,89 1,37 4,33 0,41
p25-b 94,71 1,46 3,15 0,68
p25-c 93,55 1,77 4,15 0,53
Media+ DE | 94,05+0,60 153+0,21 3,88+ 0,64 0,54+0,14
(CV) (0,63) (13,69) (16,40) (25,05)
p95-a 98,18 0,36 1,30 0,16
p95-h 96,06 0,24 1,52 0,18
p95-c 98,26 0,18 1,39 0,17
Media£ DE [97,50+1,25 0,26 £0,09 1,40 +0,11 0,17 £0,01
(CV) (1,28) (35,25) (7,88) (5,88)

Tabla 1V.306 Cuantificacion de la apoptosis por citometria de flujo en células MDCK en los pases

25 (inicial) y 95 (final).
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Figura IV. 38 Representacion grafica del resultado de la citometria de flujo de las células

MDCK pase 25 (inicial) y pase 95 (final).
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Céls. : . .
_ . Apoptosis Apoptosis Necrosis
hlf/l%%ﬁ Xﬁ?:gs temprana tardia An-/1P+
(%) An+/1P-(%) | An+/1P+(%0) (%)
p25-a 89,65 0,23 9,37 0,75
p25-b 90,08 0,23 8,82 0,87
p25-c 90,04 0,20 9,00 0,76
Media+ DE | 89,92+0,24 0,22 +£0,02 9,06 £0,28 0,79 £0,07
(CV) (0,26) (7,87) (3,09) (8,39)
p95-a 95,66 0,99 3,08 0,27
p95-b 95,66 1,12 3,05 0,17
p95-c 95,18 1,07 3,47 0,28
Media+ DE | 9550+0,28 1,06 £0,07 3,20+0,23 0,24 + 0,06
(CV) (0,29) (6,19) (7,32) (25,34)

Tabla 1V.307 Cuantificacion de la apoptosis por citometria de flujo en células MDCK-MDRL1 en

los pases 25 (inicial) y 95 (final).
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Figura IV. 39 Representacion grafica del resultado de la citometria de flujo de las células
MDCK-MDRL1 pase 25 (inicial) y el pase 95 (final).
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Figura IV. 40 Representacion gréfica del porcentaje de células viables en las lineas celulares

Caco-2 y TC7 en los pases inicial y final.
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Figura IV. 41 Representacion gréfica del porcentaje de células viables en las lineas celulares

MDCK 'y MDCK-MDRL en los pases inicial y final.
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Con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre los
porcentajes de células viables en el pase final y en el pase inicial se procedi6 a

realizar la prueba t de Student para cada linea celular.

Linea celular t G“rsgr(_)tzéie Sig.
Caco-2 -23,574 4 0,000
TC7 8,634 4 0,001
MDCK -4,321 4 0,012
MDCK-MDR1 -26,462 4 0,000

Tabla 1V.308 Prueba de t de Student para la comparacion de los porcentajes de células viables en

los pases final e inicial en las diferentes lineas celulares.

E. Validaciéon de los métodos analiticos

Con el fin de validar las concentraciones obtenidas durante el proceso de
valoracion de las muestras se realizaron estudios de linealidad a las curvas de
calibracion utilizadas para valorar las muestras en cada técnica empleada. Puesto
que la ordenada en el origen es distinta de cero se utilizaron las curvas con

ordenada para obtener los valores de concentracion a cada ensayo.
1.  Validacion de los ensayos in situ

En las Tablas 1V. 309 y IV. 310 se detallan los valores de la ordenada en

el origen y la pendiente, y sus errores estdndar (ES), y el coeficiente de
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correlacion (r?) de las rectas empleadas para cada compuesto en los ensayos in

situ.
METOPROLOL
Validacion de los ensayos in situ. Linealidad
ordenada ES pendiente ES r
1,37-108 4,63-10° 1,56-10° 1,37-108 0,99
1,68-107 3,47-10° 2,05.10° 5,23-10% 0,99
2,11.10° 1,13-10° 1,61.10° 2,30-10* 0,99
1,80-10° 5,08-10° 1,79-10° 1,03-10* 1,00
2,04-10° 9,78-10° 1,76-10° 1,99-10* 0,99

Tabla IV. 309 Ensayo de linealidad de las curvas de calibracion empleadas en para valoracién de

las muestras obtenidas en los ensayos in situ de metoprolol 100 uM.

VERAPAMILO

Validacion de los ensayos in situ. Linealidad

ordenada ES pendiente ES r

3,36-10° 7.92.10° 4,91-10° 1,19-10° 0,99
1,04-10° 3,91.10° 5,00.10° 5,88-10% 0,99
1,47-10° 2.24.10° 5,06-10° 4,12-10* 0,99
5,79-10° 5,69-10° 4,19.10° 8,56-10% 0,99
4,87-10° 257-10° 5,00-10° 3,86-10* 0,99

Tabla IV. 310 Ensayo de linealidad de las curvas de calibracion empleadas en para valoracién de

las muestras obtenidas en los ensayos in situ de verapamilo 100 uM.



Resultados 355

En las Tablas 1V.311 y IV.312 se detallan los resultados de los ensayos de
precision y exactitud realizados sobre tres patrones de concentracion conocida a
través del error absoluto (E.) y error relativo (E; %). En la Tabla IV. 313 se

presentan los limites de deteccion y cuantificacion.

METOPROLOL

Validacion de los ensayos in situ. Exactitud y precision

Cr Cr Cr
P 50% Ca (%) P 70% €a (%) P 90% €a (%)

49,49 0,51 1,02 70,23 0,23 0,33 90,23 0,23 0,26

53,02 3,02 6,04 72,06 2,06 2,95 89,56 0,44 0,49

52,49 2,49 4,98 71,51 1,51 1,36 88,78 1,22 1,36

Tabla IV. 311 Ensayo de exactitud y precision de las curvas de calibracién empleadas en la

valoracion de las muestras obtenidas en los ensayos in situ de metoprolol 100 uM.

VERAPAMILO

Validacion de los ensayos in situ. Exactitud y precision

Cr Cr Cr
P 500 Ca (%) P 70% €a (%) P 909 €a (%)

48,62 1,38 2,77 70,41 0,41 0,59 91,02 1,02 1,13

51,01 1,01 2,02 70,40 0,40 0,56 90,60 0,60 0,67

51,02 1,02 2,05 70,44 0,44 0,62 90,01 0,01 0,01

Tabla IV. 312 Ensayo de exactitud y precisién de las curvas de calibracién empleadas en la

valoracion de las muestras obtenidas en los ensayos in situ de verapamilo 100 uM.
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Validacion de los ensayos in situ
METOPROLOL VERAPAMILO
Limite de Limite de Limite de Limite de
deteccién cuantificacion deteccién cuantificacion
9,83 29,78 5,32 16,12
5,60 16,97 2,58 7,81
2,31 7,00 1,46 4,43
1,83 5,54 4,47 13,56
0,93 2,83 1,69 5,13

Tabla 1V. 313 Limites de deteccion y cuantificacion en uM de la técnica empleada para la

determinacion de la constante aparente de velocidad de absorcion in situ de ambos compuestos.

1.  Validacién de los ensayos in vitro

En las Tablas 1V. 314 y IV. 315 se detallan los valores de la ordenada en

el origen y la pendiente, y sus errores estdndar (ES), y el coeficiente de

correlacion (r?) de las rectas empleadas para cada compuesto en los ensayos in

vitro.
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METOPROLOL
Validacion de los ensayos in vitro. Linealidad

ordenada ES pendiente ES r
1,42-10° 3,07-10° 4,68-10° 6,24-10* 0,99
1,54-107 3,22.10° 4,84-10° 5,95-10* 0,99
4,59.10° 3,47-10° 4,66-10° 7,04.10* 0,99
4,53.10° 2.48.10° 4,02.10° 4,81-10* 0,99
5,51.10° 1,90-10° 4,93.10° 3,67-10* 1,00

Tabla IV. 314 Ensayo de linealidad de las curvas de calibracion empleadas en para valoracién de

las muestras obtenidas en los ensayos in vitro de metoprolol 100 uM.

VERAPAMILO
Validacion de los ensayos in vitro. Linealidad

ordenada ES pendiente ES r
2,06-10° 4,67-10° 3,83.10° 9,04.10* 0,99
2,81.10° 1,5410° 4,05-10° 2,98-10* 1,00
2,75-10° 1,91.10° 4,16-10° 4,45.10* 0,99
1,23.10° 5,68-10° 7,68:10° 1,10-10° 0,99
2,35-10° 6,21-10° 7,48-10° 1,20-10° 0,99

Tabla IV. 315 Ensayo de linealidad de las curvas de calibracion empleadas en para valoracién de

las muestras obtenidas en los ensayos in vitro de verapamilo 100 uM.
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En las Tablas 1V.316 y IV.317 se detallan los resultados de los ensayos de
precision y exactitud realizados sobre tres patrones de concentracion conocida a
través del error absoluto (E,) y error relativo (E; %). En la Tabla IV. 318 se

presentan los limites de deteccion y cuantificacion.

METOPROLOL

Validacion de los ensayos in vitro. Exactitud y precision

Cr Cr Cr
P 50% Ca (%) P 70% €a (%) P 90% €a (%)

52,55 2,55 5,10 71,84 1,84 2,63 88,83 1,16 1,29

50,51 0,51 1,02 69,79 0,21 0,31 90,01 0,01 0,01

46,41 3,59 7,18 72,60 2,60 3,71 91,82 1,82 2,02

Tabla IV. 316 Ensayo de exactitud y precisién de las curvas de calibracién empleadas en la

valoracion de las muestras obtenidas en los ensayos in vitro de metoprolol 100 uM.

VERAPAMILO

Validacion de los ensayos in vitro. Exactitud y precision

Cr Cr Cr
P 500 Ca (%) P 70% €a (%) P 909 €a (%)

54,91 4,91 9,82 69,63 0,37 0,53 87,40 2,60 2,89

49,32 0,68 1,36 71,74 1,74 2,48 89,73 0,27 0,30

49,44 0,56 1,12 71,82 1,82 2,59 89,46 0,54 0,60

Tabla IV. 317 Ensayo de exactitud y precisién de las curvas de calibracién empleadas en la

valoracion de las muestras obtenidas en los ensayos in vitro de verapamilo 100 uM.
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Validacion de los ensayos in vitro
METOPROLOL VERAPAMILO

Limite de Limite de Limite de Limite de
deteccién cuantificacion deteccién cuantificacion

2,17 6,57 4,02 12,18

2,20 6,65 1,26 3,80

2,46 7,44 1,52 4,60

2,04 6,18 2,44 7,40

1,27 3,85 2,74 8,30

Tabla 1V. 318 Limites de deteccion y cuantificacion en uM de la técnica empleada para la

determinacion del coeficiente de permeabilidad efectiva in vitro de ambos compuestos.

Los métodos analiticos empleados en este trabajo han demostrado ser

suficientemente selectivos y sensibles para la correcta cuantificacion del

metoprolol y del verapamilo, a su correspondiente concentracion.
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V. Discusidn

El presente trabajo de investigacion forma parte de un proyecto cuyo
objetivo final es caracterizar la variabilidad asociada a los experimentos de
perfusion in situ en rata e in vitro en cultivos celulares en distintos laboratorios y
estimar cuales son los factores principales responsables de la misma. Con esta
informacion serd posible establecer de qué modo pueden estandarizarse y/o

ponderarse los distintos resultados si se conoce el protocolo experimental.

Con este fin se ha caracterizado la permeabilidad intestinal de dos

farmacos modelo, metoprolol y verapamilo, en cinco razas de rata utilizando en
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ambas machos y hembras y en 4 lineas celulares utilizando distintos pases, es

decir monocapas celulares formadas en un rango de generaciones entre 10 y 80.

Se selecciond metoprolol porque es el patrdn utilizado para clasificar los
compuestos en alta o baja permeabilidad y verapamilo como conocido sustrato de

Glicoproteina-P.

A. Diseino de los ensayos in situ

Los modelos animales no son siempre los mas apropiados para el estudio
de la absorcion intestinal, ya que su uso conlleva implicaciones logisticas,
econdmicas e industriales. En muchas ocasiones los ensayos in vitro son mas
baratos que los in vivo, y sobre todo, permiten emitir resultados con mucha mayor

rapidez, lo cual presenta un gran aliciente para las industrias.
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Modelos experimentales para el estudio de la absorcién intestinal

Complejidad del sistema biolégico

Rendimiento para el cribado de moléculas
Problemas éticos

2 Wt

-

In silico In vitro In situ In vivo

Figura V. 1. Esquema de las ventajas e inconvenientes de los distintos sistemas experimentales

La ventaja de los métodos in situ es que mantienen las caracteristicas
propias de la realidad fisiologica en el animal completo, como puede ser la capa
de mucus, la presencia de los movimientos peristalticos o de las secreciones

intestinales.

Por ello, en funcién del nimero de compuestos a estudiar y del objeto
concreto del estudio de absorcién se seleccionan unos u otros. No existe el método

perfecto, sino el adecuado para cada objetivo experimental.
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1.  Condiciones experimentales

En la primera fase de este trabajo de investigacion se han utilizado 5 razas
distintas de rata, usando grupos de 6 a 8 animales machos y grupos de 6 a 8
animales hembras de cada raza. Los fa&rmacos modelo se han perfundido a una
concentracion de 100 uM con el objetivo de comparar los valores de la constante
de velocidad de absorcion para cada grupo y ver si existen diferencias entre las

distintas razas y entre ambos sexos.

Las 5 razas de rata seleccionadas fueron: Wistar Han TM, Wistar Unilever,

Sprague Dawley®TM, Long-Evans y CD*IGS.

Las dos razas de Wistar y las Sprague Dawley son las utilizadas de manera
mas habitual en la industria y en las universidades para realizar estudios de

absorcion y de cribado de nuevas moléculas %%,

Las Long Evans son
ampliamente utilizadas en estudios de comportamiento y las CD*IGS en estudios

de nutricion y obesidad™***%,

2. Parametros de absorcion

Como parametro representativo del proceso de absorcion se ha utilizado la
constante aparente de velocidad de absorcion (Kap), ya que es un indice de la
velocidad de absorcion intrinseca del soluto (Ki = (dA/dt)/A). Esta constante
aparente ha sido determinada in situ por el método de Doluisio y colaboradores
127 Este método se lleva a cabo sin recirculacion, lo que evita la desorganizacion

de la capa acuosa de difusion adyacente a la membrana. En el caso de que se
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produjese este hecho, se alterarian las condiciones fisiologicas, que son
imprescindibles para obtener la informacion maés exacta posible a partir del

ensayo.

Por otra parte se ha elegido este método porque se considera que, en
general, los procedimientos in situ reproducen con més fiabilidad los procesos de
absorcion que tienen lugar in vivo. El volumen perfundido permanece todo el
tiempo de ensayo (30 minutos) en contacto con la mucosa intestinal, por lo que el
rendimiento de la absorcion es mayor que el obtenido por otras técnicas, en las
cuales el contacto fluido-mucosa es intermitente. Puesto que se realiza in situ
permite un muestreo comodo y reproducible. Ademas se mantienen condiciones

de flujo sanguineo e integridad tisular similares a las que prevalecen in vivo.

El método de trabajo empleado hace posible la obtencion de constantes
aparentes de velocidad de absorcion sin que éstas estén limitadas por la disolucion
ni por otros factores fisico-quimicos o biol6gicos (como ocurre in vivo con el
vaciado gastrico para compuestos de elevada velocidad de absorcidn). A su vez es
posible transformar las constantes aparentes de velocidad de absorcion de primer
orden en valores de permeabilidad intestinal efectiva con el fin de posibilitar la
comparacion con los valores habituales referenciados en la bibliografia. La
transformacion de constantes en permeabilidades se realiza tomando como

referencia la longitud intestinal media y el volumen perfundido de disolucién™®*.

La constante obtenida asi como el valor de permeabilidad permite

cuantificar el proceso de absorcion en cada una de las situaciones analizadas.
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Paralelamente al proceso de absorcion del farmaco, en el tracto
gastrointestinal se produce un proceso de reabsorcion de agua. Este proceso sigue
una cinética de orden cero. Es necesaria su cuantificacion, ya que una reabsorcion
de esta magnitud o superior falsea por exceso las concentraciones del farmaco en
lumen intestinal, sobre todo en las ultimas muestras del ensayo, lo que origina
constante de velocidad de absorcion falseada por defecto. Este problema se ha
solucionado corrigiendo individualmente la concentracién de cada una de las

muestras, en funcion del volumen de liquido remanente.

B. Disefio de los ensayos in vitro

El desarrollo de técnicas in vitro para el estudio de la permeabilidad
intestinal ha constituido uno de los grandes avances de la Biofarmacia en la Gltima
década. Las monocapas de células de carcinoma de colon humano presentan la
ventaja de crecer de forma polarizada formando una monocapa de caracteristicas
muy similares a la barrera intestinal. Estas células expresan ademas muchos de los
portadores intestinales incluidos los portadores de secrecibn como la
Glicoproteina P y, por lo tanto, constituye un buen modelo para caracterizar

procesos de absorcion y secrecion activa.

Este modelo in vitro presenta la ventaja de ser més adecuado para el
analisis simultaneo de un nudmero elevado de moléculas (hightroughput
screening), pero como todos los métodos in vitro pierde muchas de las
caracteristicas propias de la realidad fisiologica en el animal completo como
puede ser la capa de mucus, la presencia de los movimientos peristalticos o de las

secreciones intestinales 2.
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De todos los posibles modelos establecidos para el estudio de la
permeabilidad intestinal se seleccionaron las lineas Caco-2/ATCC y TC7 vy las
lineas celulares MDCK y MDCK-MDR1, por ser las més utilizadas tanto a nivel

industrial como para la investigacion bésica.
1. Condiciones experimentales

El sistema celular Caco-2 (células de carcinoma de colon humano) permite
evaluar la capacidad de los farmacos para atravesar la barrera intestinal, asi como
el estudio de su mecanismo de transporte. Varios estudios que comparan el valor
de permeabilidad in vitro Caco-2 (P4p) con el correspondiente dato de absorcion in
vivo en humanos para un gran numero de farmacos y compuestos con diferentes
caracteristicas fisico-quimicas han mostrado una elevada correlacion entre datos

in vitro e in vivo 1 12 161-163

Las MDCK (Madin Darby canine kidney) son la linea celular epitelial mas
estudiada con respecto a su genética, composicion lipidica, expresion de proteinas
y otros parametros. Las MDCK se utilizan en estudios de permeabilidad debido a
su tiempo répido de crecimiento y a que poseen valores de TEER bajos
comparados con las Caco-2. Estas células con frecuencia son usadas para estudiar
el mantenimiento y el desarrollo de la morfologia epitelial polarizada y sus

funciones *°.

La linea celular MDCK-MDR1 deriva de las MDCK transfectadas con el
gen mdr-1, que codifica a la P-gp. Estas células expresan altos niveles de P-gp y

se diferencian rapidamente **. Las MDCK-MDR1 son extensamente usadas en la
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evaluacion de nuevos farmacos, y en el estudio de los mecanismos de interaccién
del farmaco y su absorcién o transporte. Al poseer unos altos niveles de expresion
de la P-gp es un buen modelo para detectar sustratos o inhibidores de este

transportador %,

El protocolo de trabajo utilizado mantiene el mismo pH en la cdmara
dadora y en la receptora, tanto en un sentido de transporte como en el otro.
Determinados autores utilizan un pH en la cdmara apical de 6.2 ya que consideran
que ese valor se aproxima mas al valor fisiolégico en duodeno y yeyuno que son
los lugares de absorcion mayoritarios. No obstante se ha considerado que dado
que los experimentos realizados en rata in situ se habian desarrollado a pH 7.00
era mas adecuado mantener las mismas condiciones de ionizacion del compuesto
ensayado para no incorporar mas causas de variabilidad entre los dos sistemas que
dificultaran la comparacion de resultados. Por otro lado, el uso de un gradiente de
pH en el cultivo celular implica que se generen diferencias en el porcentaje de
farmaco ionizado en ambas camaras, lo que condiciona diferencias en la
permeabilidad Apical-Basolateral frente a la Basolateral-Apical, ya que el

compuesto queda retenido en la cAmara donde su grado de ionizacion es mayor.

Por ello, para estudios que intentan discernir la presencia de
transportadores en base al ratio Pba/Pab es preferible utilizar protocolos en

ausencia de gradiente de pH.

2. Parametros de absorcion

Como parametro representativo del proceso de absorcion in vitro se ha

calculado el coeficiente de permeabilidad efectiva (Peff). Los valores de
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permeabilidad se calculan por regresion lineal de las cantidades acumuladas de
farmaco en el compartimento receptor frente al tiempo, de acuerdo con esta
expresion Peff = b/S-C, donde (b) es la pendiente de la regresion, (S) la superficie

de la monocapa y (C) la concentracion en la cAmara dadora.

La permeabilidad efectiva se ha determinado en los dos sentidos. Asi se
diferencia entre la permeabilidad en sentido Apical-Basolateral Pag y la

permeabilidad en el sentido contrario, Pga, Basolateral-Apical.

El cociente de ambas permeabilidades R (Psa/Pag), proporciona una
informacion muy util acerca del mecanismo de transporte implicado en el proceso,
siempre que las soluciones de las camaras apical y basal estén ajustadas al mismo
pH.

C. Validacion de la técnica analitica

La valoracion de ambos compuestos se ha realizado por cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).

La deteccion se ha realizado por fluorescencia, gracias a la capacidad que
presentan ambos compuestos de sufrir excitacion a 307 nm el metoprolol y a 320
nm el verapamilo y de emitir a 231 nm el metoprolol y a 275 nm el verapamilo;
esto dota de gran selectividad a la técnica, ya que reduce al minimo la posible
interferencia de compuestos enddgenos presentes en las muestras bioldgicas que

no poseen capacidad fluorescente.
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Los resultados de la validacién del método analitico se detallan en las
Tablas V. 309-318 y muestran que la concentracion ensayada se encontr6 en todo
momento por encima del limite de deteccion del método y dentro del &mbito de
las rectas de calibracion. Por otro lado la precision y exactitud del método
analitico se mantuvieron dentro de los limites recomendados, con valores de error
relativo, representativos de la exactitud, menores al 5% y valores de coeficiente de

variacion, que informan de la precision, menores al 15% 213

D. Interpretacion de los resultados

1. Estudios en rata

1.1 Metoprolol

En la Tabla IV. 12 se muestra un resumen de las K,, promedias para el
metoprolol en las distintas razas y para machos y hembras. Esos mismos

resultados se representan en la Figura IV. 1.

Con el fin de establecer si la especie y el sexo del animal empleado para
los ensayos de absorcidn son factores que influyen en los valores de las constantes
aparentes de velocidad de absorcion (Ka,) obtenidos se procedio a realizar un
analisis estadistico de comparacion de las Ky, obtenidas para cada animal a una

Unica concentracion ensayada del compuesto.

En la Tabla V. 13 se muestra el analisis de varianza de una via y la prueba

no parameétrica de Kruskal Wallis («=0.05) que ponen de manifiesto la existencia
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de diferencias significativas entre los valores de velocidad de absorcion entre
machos y hembras dentro de la raza CD*IGS. Cuando comparamos las K, entre
machos y hembras dentro de las demas especies no se encuentran diferencias

estadisticamente significativas.

Al comparar las Ka, de machos y hembras de W. Unilever con las
diferentes especies no se observan diferencias estadisticamente significativas con
W. Han, Long Evans y CD*IGS exceptuando entre las hembras W. Unilever con
hembras CD*IGS que si mostraron diferencias estadisticamente significativas. En
cuanto a la comparacion con Sprague Dawley si existen diferencias entre hembras
de W. Unilever con machos y hembras de Sprague Dawley, al igual que machos
de W. unilever y hembras de Sprague Dawley, pero no se encontraron diferencias

entre machos W. Unilever y machos Sprague Dawley (Tabla IV. 13).

Al comparar las K de machos y hembras de W. Han con las diferentes
especies no se observan diferencias estadisticamente significativas con Long
Evans. Al comparar con CD*IGS, las Unicas diferencias se encontraron entre
machos de W. Han y hembras de CD*IGS. En cuanto a los machos y hembras de
Sprague Dawley si se mostraron diferencias significativas tanto con machos como
con hembras de W. Han (Tabla IV. 13).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de la constante de velocidad aparente obtenidas en los machos y hembras
CD*IGS y los machos y hembras Long Evans. Si que se observaron diferencias
entre los machos CD*IGS y los machos y hembras Sprague Dawley, pero no entre

las hembras CD*IGS y los machos y hembras Sprague Dawley (Tabla IV. 13).
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Los valores de K,, obtenidos en hembras Long Evans no mostraron
diferencias con los valores de Ky, obtenidos en machos Sprague Dawley, pero si
con las Ky, de las hembras Sprague Dawley. Si que se encontraron diferencias
entre los machos Long Evans y los machos y hembras de Sprague Dawley (Tabla
V. 13).

Al comparar las dos razas de Wistar y las Sprague Dawley, que son las
razas mas utilizadas para realizar estudios de absorcion, se observan diferencias
significativas entre las Sprague Dawley y las Wistar tanto entre los machos como
entre las hembras. En el Unico caso que no se aprecian diferencias
estadisticamente significativas es entre los machos de Sprague Dawley y los
machos de W. Unilever (Tabla IV. 13).

En la Tabla IV. 14 se muestran los coeficientes de variacion (CV) de cada
raza y sexo. Se observa que los machos pertenecientes a la raza CD*IGS son los
que sufren mayor variabilidad en los resultados, en cambio las hembras de esta
misma especie son las que muestran menor variabilidad. En el caso de las Wistar,
tanto la Unilever como la Han, las hembras son casi el doble de variables que los
machos. Lo contrario ocurre con las Long Evans, donde los machos son mas
variables que las hembras. Las Sprague Dawley no mostraron casi diferencias

entre machos y hembras.

Finalmente en la Tabla IV. 15 se reflejan los coeficientes de variacion
obtenidos para cada raza, sin tener en cuenta el sexo. Se puede concluir que la
raza mas variable en este trabajo ha sido la CD*IGS, en cambio el resto de razas
se han comportado igual de variables, dando valores de CV muy parecidos,

aunque el de las Wistar Unilever es un poco mas elevado.
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En la Tabla IV. 16 se muestran los coeficientes de variacion atendiendo
Unicamente al sexo y, como puede observarse en dicha tabla, tanto los machos

como las hembras mostraron valores similares.

En resumen, dada la amplia utilizacion de ratas de raza Wistar para
estudios de absorcion, nuestros resultados parecen justificar la seleccion de
machos para estos ensayos por presentar una menor variabilidad interindividual.
Por otra parte, comparando las ratas Wistar con las Sprague Dawley, que son las
razas mas utilizadas en cribado de absorcion, el valor de la constante de velocidad
de absorcién del metoprolol es similar en los machos de ambas razas lo que
permitiria en principio la comparacion y/o combinacion de datos procedentes de
ambos tipos de animales, dado ademas su modesto coeficiente de variacion
(alrededor del 10%).

En promedio la variabilidad de las Wistar se sitta entre el 10-15% al igual
que las Sprague y Long Evans mientras que las CD-IGS muestran una
variabilidad mucho mayor que desaconsejaria su uso para caracterizar parametros

de absorcion.

1.2  Verapamilo

En la Tabla IV. 27 se muestra un resumen de las Ky, promedias para el
verapamilo en las distintas razas y para machos y hembras. Esos mismos

resultados se representan en la Figura IV. 2.
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Con el fin de establecer si la especie y el sexo del animal empleado para
los ensayos de absorcién son factores que influyen en los valores de las constantes
aparentes de velocidad de absorcion (Kap) obtenidos se procedié a realizar un
analisis estadistico de comparacion de las K,, obtenidas para cada animal a una

Unica concentracion ensayada del compuesto.

En la Tabla V. 28 se muestra el analisis de varianza de una via y la prueba
no paramétrica de Kruskal Wallis («.=0.05) que ponen de manifiesto la existencia
de diferencias significativas entre los valores de velocidad de absorcion entre
machos y hembras dentro de las razas W. Unilever, CD*IGS y Long Evans.
Cuando comparamos las K4, entre machos y hembras dentro de las demas especies
(W. Han y Sprague Dawley) no encontramos diferencias estadisticamente

significativas.

Al comparar las Ka de machos y hembras de W. Unilever con las
diferentes especies no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
machos W. Unilever y machos CD*IGS y machos Long Evans. Con el resto si
que hay diferencias estadisticamente significativas. Las hembras W. Unilever
mostraron diferencias con los machos CD*IGS, los machos Long Evans y con

machos y hembra Sprague Dawley (Tabla IV. 28).

Las constantes de absorcion obtenidas en machos W. Han mostraron
diferencias estadisticamente significativas con machos CD*IGS y machos Long
Evans. Lo mismo se observé con las constantes de absorcion obtenidas en
hembras W. Han que también mostraron diferencias estadisticamente

significativas con machos CD*IGS y machos Long Evans (Tabla IV. 28).
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Los valores de K,, obtenidos en machos CD*IGS no mostraron diferencias
significativas con los valores de K, de los machos Long Evans, pero si con
hembras Long Evans y con machos y hembras de la especie Sprague Dawley. Con
los valores de K,, obtenidos en hembras CD*IGS ocurre lo contrario, muestran
diferencias estadisticamente significativas con los valores de la K., de machos
Long Evans y no muestran diferencias con las hembras Long Evans y con machos

y hembras de la especie Sprague Dawley (Tabla V. 28).

Al comparar las K, obtenidas con machos Long Evans con las obtenidas
con machos y hembras Sprague Dawley se encuentran diferencias
estadisticamente significativas. Estas diferencias no se observan al comparar las
Kap de las hembras Long Evans con las obtenidas con machos y hembras Sprague
Dawley (Tabla IV. 28).

Al comparar nuevamente las dos razas de Wistar y las Sprague Dawley, se
observan diferencias significativas entre las Sprague Dawley y las W. Unilever
tanto en machos como en hembras. En cambio, entre las Sprague Dawley y las W.
Han no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los
casos (Tabla V. 28).

A la vista de los resultados, las diferencias halladas entre los valores de
permeabilidad no son homogéneas entre razas ni género. No obstante los
resultados de permeabilidad promedio para el compuesto de permeabilidad pasiva,
metoprolol, son méas parecidos, es decir, que al comparar los resultados se han
encontrado menos diferencias significativas entre los distintos casos, que los de
verapamilo para el que la diferente expresion del portador afiade una fuente

adicional de variacion.
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En el caso de las dos razas Wistar y la raza Long Evans los resultados son
similares para el metoprolol, incluyendo los obtenidos con hembras que
clasicamente se consideraban mas variables, como puede observarse en la Tabla
IV. 12. También se puede observar que los valores de permeabilidad que mas

difieren del resto se encuentran en la raza Sprague Dawley.

Para el verapamilo, los machos proporcionan resultados mas
heterogéneos, es decir, los valores de permeabilidad obtenidos para el verapamilo
difieren entre las distintas razas, mientras que las hembras de las cinco razas
ofrecen menos diferencias entre los valores de permeabilidad obtenidos, es decir,
los resultados son menos variables entre ellos. En este caso, la raza Wistar Han es
la que presenta los resultados menos divergentes cuando comparamos el valor de
permeabilidad promedia obtenido tanto en machos como en hembras, conforme se
refleja en la Tabla IV. 27.

En la Tabla IV. 29 se muestran los coeficientes de variacion (CV)
obtenidos para cada raza y sexo. Se observa que las hembras de la raza Wistar
Unilever son las mas variables, pero su valor de CV no difiere mucho del resto.
En cambio, las Sprague Dawley macho son las menos variables con diferencia, ya
que su valor de CV es muy inferior al de resto de razas y sexos. En el caso de las
Wistar Unilever, las CD*IGS y las Sprague Dawley las hembras son mas
variables que los machos. En cambio, en las Wistar Han y las Long Evans los

machos son més variables que las hembras.

En la Tabla V. 30 se observan los coeficientes de variacion obtenidos

para cada raza sin tener en cuenta el sexo del animal. La raza més variable fue la
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Wistar Unilever, en cambio la menos variable fue la Sprague Dawley, seguida de

la Wistar Han. Las CD*IGS y las Long Evans resultaron casi igual de variables.

En la Tabla IV. 31 se muestran los valores de los coeficientes de variacién
obtenidos para cada sexo sin tener en cuenta la raza. En este caso, se observa que
los machos son mas variables que las hembras, dando un valor de CV casi el

doble que el CV de las hembras.

La explicacion posible para estas diferencias entre razas y sexos puede
encontrarse en los niveles de expresion de portador, aspecto que se abordara en un
estudio posterior. La hipdtesis de partida que se puede extraer a partir de los datos
experimentales es que en general las hembras presenten un mayor nivel de
expresion del transportador que se traduciria en constantes de absorcién mas bajas
y homogéneas, mientras que en los machos al ser el nivel de expresion mas
pequefo, también es mas variable y ello se refleja en constantes mas grandes pero

con mas variabilidad entre individuos.

2. Estudios en células

2.1 Metoprolol

Con el fin de determinar la variabilidad en la obtencion del valor de
permeabilidad del metoprolol se realizaron ensayos a una concentracién de 100
uM en 4 lineas celulares (Caco-2, MDCK, TC7 y MDCK-MDR1) y en 8 pases

distintos.
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Como puede observarse en la Tabla IV. 69 los valores medios de
permeabilidad en monocapas Caco-2 difieren entre los diferentes pases. Se
detecta una mayor homogeneidad de los valores de permeabilidad entre los pases
58, 68, 78 y 88. Los valores que més difieren del resto son los obtenidos en el

pase 38 (pase inicial).

El valor de la Peff media en monocapas Caco-2 es 2,12:10° cm/s
conforme se aprecia en la Tabla 1V. 170. Si se compara con los valores de la
Tabla 11.7, no se observan diferencias. En dicha tabla, se muestra el valor de la
Peff a diferentes concentraciones, calculados en diferentes laboratorios. Para la
concentracion ensayada en este trabajo (100 pM) se encuentra en la bibliografia
una Peff de 2,16:10" cm/s. Respecto a la variabilidad promedia obtenida en otros
laboratorios frente a la obtenida en este trabajo, se observa que es de magnitud
similar con valores interlaboratorio alrededor del 50% e intralaboratorio del 15%,

frente al 11% obtenido en nuestra linea Caco-2.

En la Tabla IV. 102 se muestran los valores medios de permeabilidad
obtenidos en monocapas TC-7. Como se puede observar, los valores de
permeabilidad difieren entre los diferentes pases y también con los obtenidos en

monocapas Caco-2.

Los valores medios de permeabilidad obtenidos en monocapas MDCK y
MDCK-MDR1, se muestran en las Tablas IV. 135 y V. 167, respectivamente. En
ambas lineas celulares, los valores de la permeabilidad varian entre los diferentes

pases.
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Para determinar si estas diferencias observadas en los valores de
permeabilidad obtenidos en las diferentes lineas celulares y a diferentes pases eran
significativas se procedié a su andlisis estadistico, mediante un anlisis de

varianza factorial univariante.

Los resultados obtenidos se reflejan en la Tabla IV. 168. Seguin se observa,
el valor de permeabilidad de metoprolol cambia con los pases sucesivos, es decir,
que existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de

permeabilidad obtenidos a diferentes pases celulares.

En cuanto a la linea celular, existen diferencias significativas entre las
diferentes lineas, es decir, que cada linea obtiene valores de permeabilidad

diferentes para el metoprolol.

Al estudiar el efecto de la interaccidon linea celular*pase, también se
obtienen diferencias estadisticamente significativas, lo que significa que el valor
de la permeabilidad del metoprolol cambia més en unas lineas celulares que en
otras a medida que se van efectuando los pases. Como puede observarse en la
Figura 1V.16, las dos lineas celulares que muestran mayor variabilidad en los
valores de permeabilidad Apical-Basolateral del metoprolol a los diferentes pases
son Caco-2 y MDCK-MDR1. En cambio, MDCK es la linea celular que muestra
menos diferencias entre los distintos pases. En la Figura 1V.17 se muestran los
valores de la permeabilidad Basolateral-Apical del metoprolol en las diferentes
lineas celulares y a los distintos pases. En esta gréafica se aprecia que las Caco-2 y
las MDCK-MDRL son las que muestran més diferencias en el valor de la Pga €n
los distintos pases y que las MDCK, nuevamente, son las que menos diferencias

muestran.
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La direccion del valor de permeabilidad (permeabilidad Apical-Basolateral
vs permeabilidad Basolateral-Apical) no tiene efecto en global para las cuatro
lineas celulares; pero cuando se deslinda por linea celular, es decir, estudiamos el
efecto de la interaccion direccién*linea si que existen diferencias. Este efecto
puede observarse mejor en las Figuras 1V. 18, IV. 19, IV. 20 y IV. 21. En ellas
podemos detectar que no hay diferencias significativas entre las permeabilidades
apical- basolateral y Basolateral-Apical en las lineas celulares Caco-2 y MDCK,
pero si se observan pequefas diferencias en las lineas TC-7 y MDCK-MDRL.
Este Gltimo dato es desconcertante ya que el metoprolol es un compuesto que se
transporta por difusion pasiva a través de la membrana celular y no es sustrato de
la Glicoproteina-P, por tanto no se espera detectar diferencias en cuanto a la
direccion del ensayo. No obstante, el ratio Pga/Pag N0 supera el valor de 2, que
habitualmente se establece como limite para considerar que la P-gp podria estar
implicada, ni esta por debajo de 0,5 para suponer la presencia de un transportador
de absorcion. Esto apunta a la necesidad de fijar un valor limite para dichos ratios,
pues es posible que por azar se detecten esas diferencias. Y en todo caso, la
implicacion del transportador habria que confirmarla realizando experimentos

usando varias concentraciones iniciales.

En la Tabla 1V. 169 se muestran los coeficientes de variacion (CV)
calculados para cada pase en las 4 lineas celulares. Como puede observarse, los
valores de los CV son similares en los ocho pases, siendo los dos Ultimos pases un

poco mas variables que el resto.

Los CV calculados para las distintas lineas celulares se muestran en la
Tabla IV. 170. La linea celular con menor CV fue MDCK (9,34), con lo cual se
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considera la menos variable. Caco-2, TC7 y las MDCK-MDR1 poseen CV

similares.

En cuanto a la variabilidad observada basandonos en la direccién del
ensayo, los resultados de los CV se pueden observar en la Tabla IV. 171. La
variabilidad es la misma en direccion Apical-Basolateral que en la Basolateral-
Apical (CV=7,49).

Por Gltimo, en la Tabla IV. 172 se muestran los valores de los CV méaximo
y minimos obtenidos para calcular la variabilidad dentro de los platos ensayados.
El plato con mayor variabilidad fue el nimero 19 con un CV de 31,51 y el plato
con menor CV fue el 2 (5,19).

2.2 Verapamilo

Con el fin de determinar la variabilidad en la obtencion del valor de
permeabilidad del verapamilo se realizaron ensayos a una concentracion de 100
uM en 4 lineas celulares (Caco-2, MDCK, TC7 y MDCK-MDR1) y en 8 pases

distintos.

Como puede observarse en la Tabla IV. 205 los valores medios de
permeabilidad en monocapas Caco-2 difieren entre los diferentes pases. Se
detecta una mayor diferencia de los valores de permeabilidad en el pase 108 (pase

final) con respecto a los demas pases.

En la Tabla IV. 238 se muestran los valores medios de permeabilidad

obtenidos en monocapas TC-7. Como se puede observar, los valores de
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permeabilidad difieren entre los diferentes pases, obteniendo un valor maximo de

permeabilidad en el pase 105.

Los valores medios de permeabilidad obtenidos en monocapas MDCK y
MDCK-MDR1, se muestran en las Tablas 1V. 271 y V. 298, respectivamente. En
ambas lineas celulares, los valores de la permeabilidad varian entre los diferentes

pases.

Para determinar si estas diferencias observadas en los valores de
permeabilidad obtenidos en las diferentes lineas celulares y a distintos pases eran
significativas se procedié a su andlisis estadistico, mediante un anlisis de

varianza factorial univariante.

Los resultados obtenidos se reflejan en la Tabla V. 299. Segun se observa,
el valor de permeabilidad del verapamilo cambia con los pases sucesivos, es decir,
que existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de

permeabilidad obtenidos a diferentes pases celulares.

En cuanto a la linea celular, existen diferencias significativas entre las
diferentes lineas, es decir, que cada linea obtiene valores de permeabilidad
diferentes para el verapamilo, uno de los motivos es por la diferencia en los
niveles de expresion de la Glicoproteina-P, ya que tanto la linea celular TC-7

como MDCK-MDR1 tienen una sobreexpresion de este transportador.

Al estudiar el efecto de la interaccidon linea celular*pase, también se
obtienen diferencias estadisticamente significativas, lo que significa que el valor

de la permeabilidad del verapamilo cambia méas en unas lineas celulares que en
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otras a medida que se van efectuando los pases, es decir, que la evolucion de las
permeabilidades en los distintos pases, es diferente segln la linea. Como puede
observarse en la Figura 1V.30, las lineas celulares que muestran mayor
variabilidad en los valores de permeabilidad Apical-Basolateral del verapamilo a
los diferentes pases son Caco-2, TC7 y MDCK-MDRL1. En cambio, MDCK es la
linea celular que muestra menos diferencias entre los distintos pases. En la Figura
IV.31 se muestran los valores de la permeabilidad Basolateral-Apical del
verapamilo en las diferentes lineas celulares y a los distintos pases. En esta gréfica
se aprecia que las Caco-2 son las que muestran més diferencias en el valor de la
Psa en los distintos pases y que las MDCK, nuevamente, son las que menos

diferencias muestran.

La direccion del valor de permeabilidad (permeabilidad Apical-Basolateral
vs permeabilidad Basolateral-Apical) si tiene efecto en global para las cuatro
lineas celulares. Cuando se deslinda por linea celular, es decir, estudiamos el
efecto de la interaccion direccién*linea si que existen diferencias. Este efecto
puede observarse mejor en las Figuras 1V. 32, IV. 33, IV. 34 y IV. 35. En ellas
podemos detectar que hay diferencias significativas entre las permeabilidades
Apical- Basolateral y Basolateral-Apical en las 4 lineas celulares. En este caso, si
que existen diferencias en las 4 lineas a diferencia de lo que ocurria con el
metoprolol donde sélo se detectaban en TC-7 y MDCK-MDR1. Este hecho se
debe a que el verapamilo es sustrato de la Glicoproteina-P, con lo cual es légico
encontrar diferencias significativas entre los valores de la permeabilidad Apical-

Basolateral y Basolateral-Apical.

En la Tabla 1V. 300 se muestran los coeficientes de variacion (CV)

calculados para cada pase en las 4 lineas celulares. Como puede observarse, los
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valores de los CV son similares excepto el pase 6 y 8 que son un poco mas

variables que el resto.

Los CV calculados para las distintas lineas celulares se muestran en la
Tabla IV. 301. Las lineas celulares con mayor CV fueron Caco-2 y MDCK-
MDR1. En cambio TC7 y MDCK presentaron CV menores.

En cuanto a la variabilidad observada basandonos en la direccion del
ensayo, los resultados de los CV se pueden observar en la Tabla IV. 302. Se
encuentra una mayor variabilidad en la direccion Apical-Basolateral que en la

Basolateral-Apical.

Por Gltimo, en la Tabla IV. 303 se muestran los valores de los CV méaximo
y minimos obtenidos para calcular la variabilidad dentro de los platos ensayados.
El plato con mayor variabilidad fue el nimero 22 con un CV de 38,18 y el plato
con menor CV fue el 91 (6,67).

Si se observan los datos promedios de este trabajo al respecto de este
farmaco su valor en monocapas Caco-2 es 2,05:10™ cm/s segln se aprecia en la
Tabla IV. 301. Si se compara con los valores reportados en la bibliografia que se
resumen en la Tabla 11.8, no se observan diferencias relevantes. En dicha tabla, se
muestra el valor de la Peff a diferentes concentraciones, calculados en diferentes
laboratorios. Para la concentracion que se ha ensayado en este trabajo (100 uM) el
valor citado en la bibliografia es de 3,51.10°cm/s. Respecto a la variabilidad
promedia obtenida en otros laboratorios frente a la obtenida en este trabajo, al
igual que se ha demostrado para el metoprolol, se observa que es de magnitud

similar con valores interlaboratorio alrededor del 90% e intralaboratorio del 5%
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(con algin caso excepcionalmente alto cuando los valores de expresion de
Glicoproteina-P es pequeﬁo3) frente al 11,7% obtenido en la linea Caco-2. Cabe
destacar que para el verapamilo la variabilidad interlaboratorio es muy superior a
la observada para el metoprolol debido posiblemente al factor nivel de expresion

de la proteina transportadora.

3. Correlacion de los resultados in situ-in vitro

Para obtener la relacion entre la Peff obtenida en Caco-2 y la calculada
mediante ensayos in situ en rata, para el metoprolol y el verapamilo, se ha
calculado la Peff global en ratas para ambos compuestos y la Peff global en
monocapas Caco-2. Para el metoprolol en ratas, se obtuvo una Peff media de
5,96-10" cm/s. En Caco-2, esta Peff promedio fue de 2,12:10® cm/s. Al calcular el
ratio Peff rata / Peff Caco-2, obtenemos un valor de 2,81. En el caso del
verapamilo, la Peff global en rata es de 7,99-10° cm/s y la de Caco-2 es de
2,06-10° cm/s. El ratio Peff rata / Peff Caco-2 es de 3,88. Este valor corresponde
esencialmente a la diferencia en area de trasporte en un sistema frente a otro. Se
debe considerar que en el intestino de la rata estdn presentes los pliegues de
Kerkring y los villi, mientras que en el modelo celular s6lo se encuentran
presentes los microvilli de cada enterocito. Ello se traduce en que existe una
diferencia en cuanto al &rea transversal al transporte de la sustancia y se refleja en
la diferente magnitud de las permeabilidades obtenidas con ambos modelos
experimentales. Esta diferencia en otros trabajos realizados en este laboratorio con
series homélogas de compuestos se sitia en un valor alrededor de 4 ****"* lo que

es consistente con los resultados obtenidos ahora.
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Respecto a la capacidad discriminativa de ambos sistemas, se observa que
los valores de Peff de metoprolol y verapamilo en rata son claramente diferentes y
superiores en el verapamilo que es la molécula de mayor lipofilia, mientras que en
el modelo celular Caco-2 la discriminacion entre ambos compuestos no es tan
clara. Esta diferencia podria atribuirse a una mayor expresion de la Glicoproteina-
P en el modelo Caco-2, que redujera el valor de Peff, igualdndolo con el de
metoprolol. No obstante esta explicacion no resulta suficiente ya que en los tres
modelos celulares el cociente Pga/Pag @ las concentraciones de verapamilo
ensayadas es practicamente uno con lo que el modelo esta midiendo a efectos
practicos Unicamente la permeabilidad difusional. La mayor restriccion de la via
paracelular en el modelo Caco-2 y también para las otras lineas celulares, podria
en parte explicar que el verapamilo fuera menos permeable en el sistema celular
frente al modelo in vivo, y otra posible razén es que, superado el valor de
permeabilidad de metoprolol, ya bastante elevado, el sistema pierda capacidad
discriminativa debido a la limitacion difusional de la capa acuosa estética. En otro
trabajo de experimentacion realizado en nuestro laboratorio con una serie
homologa de quinolonas de lipofilia creciente, se observd que al representar el
valor de permeabilidad frente a la lipofilia se alcanzaba un valor asistotico para la
Peff debido a la resistencia de la capa acuosa incluso cuando los experimentos se
realizan con la agitacion orbital adecuada™’. El espesor de la capa de difusion en
rata se estima alrededor de las 100 micras mientras que para el sistema Caco-2
bajo agitacion de 50 rpm en placas de 6 pocillos. (Equivalente
hidrodindmicamante a 100 rpm en placas de 12 pocillos) oscila alrededor de las
800 micras. Es decir un compuesto de lipofilia més elevada que el metoprolol se
verd limitado en el modelo Caco-2 por la difusién acuosa mucho maés que en el
sistema in vivo, 0 lo que es lo mismo la capacidad discriminativa del sistema

celular es menos para compuestos de elevada permeabilidad.
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Uno de los objetivos de esta tesis ha sido caracterizar la variabilidad de los
modelos experimentales por un lado a la vez que comparar las magnitudes de las
Peff obtenidas en nuestros modelos versus la de otros laboratorios con el fin de
explorar la posibilidad de combinar datos de diferentes laboratorios e incluso de

distintos modelos experimentales.

En la Tabla V. 1 se muestran valores de permeabilidad obtenidos en dos
modelos celulares y en rata, utilizados para su correlacién con los valores de
fraccién absorbida en humanos. Cabe destacar, a la vista de los resultados en
nuestro laboratorio, que las variabilidades obtenidas en otros grupos de
investigacion para las permeabilidades en rata son sustancialmente mayores con
un CV promedio de 60%, aunque en cuanto a magnitud para la Peff de
metoprolol, los valores son similares a los obtenidos en este trabajo (5,9-10° cm/s
frente a 5,95:10° cm/s). Ello apoya la hipétesis de que el método de perfusion in
situ sin recirculacion de Doluisio proporciona permeabilidades con menos
variabilidad que el método usado en el mencionado trabajo, que fue el de
perfusion de un solo paso (“single pass perfussion”), especialmente para
compuestos de baja permeabilidad aunque las magnitudes del citado pardmetro no

sean tan diferentes.
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COMPUESTOS Ef(ﬁ)‘B&T/S MZI?E?(E‘ Pa%%fcan‘ij:)za eﬁ%?r:g\ﬂgs
(20™" cm/s) (%)

Aciclovir 0,07 £ 0,02 0,02 £ 0,02 No detectado 16°
Antipirina 0,73+ 0,02 1,50 £ 1,00 1,50 £ 0,12 100
Atenolol 0,18+0,09 0,018+0,009 0,033+ 0,004 50
Cefalexino 0,26+0,06 0,005+0,002 0,003+ 0,001 98
Dexametasona 1,57+0,21 0,20+ 0,02 0,40 + 0,04 100
Furosemida 0,19+0,72 0,006 + 0,004 0,0014 + 0,0001 61
Hidroclorotiazida | 0,07+0,03 0,010 + 0,003 0,09 + 0,04 67
Ketoprofeno 1,09 £ 0,72 0,20+ 0,02 0,93+0,10 100
Metoprolol 0,59+0,13 1,50 £ 0,10 1,40 £ 0,10 95
Nadolol 0,043+0,007  0,01+0,04 0,004 + 0,003 34
Naproxeno 1,67 +0,82 N.D. N.D. 100
Propranolol 0,66+ 0,29 1,70 £ 0,06 1,10+ 0,13 90
Sulfasalacino 0,06+0,03 0,006+0,004 0,006 +0,011 13¢
Terbutalino 0,12+0,09  0,010+0,003 0,004 + 0,002 60°

Los valores de la permeabilidad efectiva (Peff) en rata estdn expresados en forma
de media + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes.
Irvine y col. (1999). ® Wessel y col. (1998). © Obtenido de Glaxo Wellcome. °
Artursson y Karlsson (1991). ¢ Fagerholm y col. (1996). N.D. parametro no

determinado; Papp, permeabilidad aparente.

Tabla V. 1 Parametros de absorcion de 14 compuestos determinados en las

lineas celulares MDCK y Caco-2, en perfusion intestinal en rata y en humanos.
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(Tabla adaptada de Salphati y col.'*®)

Por ejemplo en la siguiente figura se han superpuesto valores de
permeabilidad obtenidos en rata con el método de perfusion in situ de un solo
paso frente a valores obtenidos en nuestro laboratorio con el método de Doluisio.
Como se observa, y en concordancia con lo anteriormente descrito sobre la
magnitud de las permeabilidades obtenidas en este trabajo frente a los valores de
la bibliografia, los valores de ambas especies son perfectamente combinables y de
magnitud similar. Otro factor a destacar es que el en trabajo de Salphati y col. se
utilizaron ratas Sprague Dawley, lo que asimismo apoya la hipotesis de que los
resultados obtenidos en ambas razas son comparables y combinables cuando el

mecanismo de absorcidn es la difusion pasiva.
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@  sanchez-Castafio G. et al. J Pharm Sci 89(11) 1395-1403 (2000)
v Salphati L et al. J Pharm Pharmacol 2001, 53 1007-1013.

Figura V.2 Correlacion entre los valores de permeabilidad efectiva en rata y la

fraccion oral absorbida (adaptada de Salphati y col.'®

col.’3*)

4.  Deteccion de la apoptosis por citometria de flujo

y Sénchez-Castafio y

En este trabajo se ha cuantificado el porcentaje de apoptosis en células
Caco-2, TC-7, MDCK y MDCK-MDR1 tanto en el pase inicial al que se
comenzaban los ensayos como en el pase final, ultimo pase utilizado para los
ensayos, con el fin de detectar diferencias en cuanto al porcentaje de células

viables a medida que se suceden los pases celulares.
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En las Tablas V. 304, 1V. 305, IV. 306 y IV. 307 se exponen el porcentaje
de células positivas en anexinaV-FITC, es decir los porcentajes correspondientes
a los cuadrantes superior derecho, e inferior derecho de los gréaficos posteriores, 0
lo que es lo mismo las células que se encuentran en situacion de apoptosis
temprana y apoptosis tardia; el porcentaje de celulas que sufren necrosis que

incluyen IP y el porcentaje de células viables que no unen anexina y excluyen IP.

En la Tabla IV. 304 se observa que el porcentaje de células que sufren
apoptosis y necrosis, en la linea celular Caco-2, disminuye del pase inicial al pase
final, habiendo en el pase 108 un porcentaje de celulas viables del 95%
aproximadamente, mientras que en el pase 38 el nimero de células viables no

supera el 85%.

En la Tabla IV. 305, donde se representan los resultados de TC7, se
observa lo contrario; el porcentaje de células viables es menor en el pase final

(78% aproximadamente) que en el pase inicial (alrededor del 81%).

En la Figura V. 38 se representa el porcentaje de células viables en el pase
inicial y final, en las lineas celulares Caco-2 y TC7.

El porcentaje de células viables en MDCK, que se representan en la Tabla
IV. 306, es mayor en el pase final (pase 95) con respecto al pase inicial (pase 25)
debido, en mayor parte, a que el nimero de células que sufren apoptosis tardia
disminuye de un 4% aproximadamente en el pase inicial a un 1,5% en el pase
final. El porcentaje de células que sufren apoptosis temprana y necrosis también

disminuye considerablemente.



Discusion 391

En la Tabla IV. 307 se muestra el caso de la linea celular MDCK-MDR1,
donde también se observa que el porcentaje de células viables aumenta, pasando
de un 90% en el pase 25 (inicial) a casi un 96% en el pase 95 (final). EI nimero de
células que sufren apoptosis tardia y necrosis disminuye del pase inicial al pase
final, pero si nos fijamos en la apoptosis temprana, el porcentaje es mayor en el
pase final que en el pase inicial, aunque sigue siendo un porcentaje muy bajo,

alrededor del 1% de las células en el pase final sufren apoptosis temprana.

En la Figura 1V. 41 se observa como hay un aumento del nimero de
células viables en el pase final con respecto al pase final tanto en las MDCK como
en las MDCK-MDRL.

Como se ve, en todas la lineas celulares, a medida que se suceden los
pases, el porcentaje de células viables aumenta, exceptuando la linea celular TC7

donde se observa el fendbmeno contrario.

Para comprobar si las diferencias observadas en el porcentaje de células
viables entre el pase final e inicial eran significativas, se procedio a realizar la
prueba estadistica de la T-student en las diferentes lineas celulares. Conforme se
aprecia en la Tabla IV. 308, en las cuatro lineas celulares, estas diferencias son
estadisticamente significativas. Por lo tanto, ser4& méas conveniente usar pases mas
elevados para la realizacion de ensayos de absorcion en las lineas celulares Caco-
2, MDCK y MDCK-MDR1. En cambio, en cuanto a la linea celular TC7, seria

mejor usar pases menos elevados.
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VI. Conclusiones

En este trabajo se ha procedido a la caracterizacion de la variabilidad
asociada a los experimentos de perfusion in situ en rata e in vitro en cultivos
celulares en nuestro laboratorio. Estimar cuales son los factores principales
responsables de la misma. Para ello se ha caracterizado la influencia de la raza y
el sexo en animales, y del pase, la linea celular y la direccion del ensayo en

experimentos in vitro.
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Ensayos en intestino completo de rata:

1. Para en farmaco modelo de difusion pasiva no se observan, en general,
diferencias significativas en la magnitud de la constante de velocidad de
absorcion asociadas al sexo del animal. Pero dado que la variabilidad
asociada a las hembras es en casi todas las razas superior, se confirma que
la eleccion de ratas macho para la realizacion de estudios de absorcion

permite obtener pardmetros mas precisos.

2. EIl verapamilo, como modelo de farmaco sustrato de un transportador,
presenta en intestino completo de rata diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de la constante de velocidad de absorcion
entre machos y hembras, excepto para las razas Wistar Han y Sprague
Dawley. Es decir, para firmacos con mecanismos de absorcion mediados
por transportadores es relevante la seleccion de la raza y del sexo del

animal.

3. Enel caso del verapamilo, en promedio, los machos presentan coeficientes

de variacién mas elevados que las hembras entre todas las razas utilizadas.

4. Los machos de las razas Wistar Unilever y Wistar Han presentan una
menor variabilidad interindividual, lo que convierte a dichas razas en un

modelo adecuado para la realizacion de estudios de absorcion.

5. Los machos de las razas Wistar y de las Sprague Dawley, que son las mas

utilizadas en cribado de absorcion, presentan un valor de la constante de
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velocidad de absorcién del metoprolol similar, lo que permitiria en
principio la comparacién y/o combinacion de datos procedentes de ambos

tipos de animales.

Ensayos in vitro en cultivos celulares:

6. El valor de permeabilidad del metoprolol y el verapamilo cambia con los
pases sucesivos y con las lineas celulares. Ello sustenta la recomendacion
de restringir los experimentos a un &mbito de 10 pases cuando se pretende

comparar o combinar resultados.

7. La variabilidad promedia (considerando distintos pases, lineas celulares y
platos) es del 10% en ambos compuestos, y por tanto, similar a la obtenida
en el modelo animal. Ello demuestra que el trabajo con protocolos
estandarizados permite, al menos dentro de un laboratorio, mantener la

precision de los resultados.

8. El efecto direccion solo se observa como significativo para el verapamilo

como sustrato de la Glicoproteina-P.
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Citometria de flujo:

9. EIl analisis cuantitativo de la apoptosis mediante citometria de flujo
muestra que hay una disminucion del porcentaje de células que sufren
apoptosis del pase inicial al pase final en Caco-2, MDCK y MDCK-

MDR1, mientras que en la linea celular TC7 ocurre lo contrario.
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VII. Objetivos futuros

Los objetivos futuros de este trabajo de investigacion son continuar con el
proyecto en el que se pretende caracterizar la variabilidad asociada a los
experimentos de perfusion in situ en rata y modelos de célculo de permeabilidad

en cultivos celulares en distintos laboratorios.

Uno de estos objetivos es cuantificar la cantidad de Glicoproteina-P
presente en cada pase celular ensayado en las cuatro lineas celulares utilizadas en
los experimentos in vitro. Para ello se realizardn técnicas de Western Blot y de
microarrays para calcular tanto la cantidad de proteina expresada como la cantidad

de RNAm que codifica a dicha proteina.
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Otro de los objetivos es realizar ensayos de permeabilidad en las cuatro
lineas celulares en el pase inicial, medio y final usando diversos compuestos:
Lucifer Yellow, Rodamina, Cefadroxilo y Quinidina, con el fin de explorar las
diferencias en la via paracelular, transcelular y las asociadas a la expresion de

transportadores de absorcion y secrecion.
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