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Resumen

La biodisponibilidad de los formacos administrados oralmente depende de su ab-
sorcion y de su metabolismo. Entre los factores que determinan la absorcion de un
compuesto se encuentran la permeabilidad y las caracteristicas de su transporte a
través de la mucosa intestinal. La entidad encargada de la administracion de alimen-
tos y drogas norteamericana (Food and Drug Administration / FDA) reconoce que la
determinacion in vitro de la permeabilidad usando modelos basados en monocapas
de células Caco-2 puede ayudar a predecir la absorcion in vivo de un farmaco. A pe-
sar de su utilidad, en Colombia no se ha reportado la utilizacién de este modelo en
los andlisis de clasificacién biofarmacéutica y de prediccion de la biodisponibilidad
oral. El objetivo de este trabajo fue estandarizar un modelo para el estudio de absor-
cion basado en células Caco-2. Los coeficientes unidireccionales de permeabilidad
aparente (Papp) de ranitidina y teofilina fueron establecidos en monocapas celulares
en direccién apical-basolateral. Las muestras provenientes de la cdmara basolateral
fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta eficiencia y los valores de
Papp calculados con las concentraciones halladas. Los coeficientes de variacion intra
e interdias encontrados permitieron establecer la precision del sistema estandariza-
do. Con los valores de Papp obtenidos, se hizo la asignacion de los compuestos a
la clase de permeabilidad que concuerda con la reportada para cada uno. Para que
el modelo sea utilizado en la determinacion de permeabilidad de compuestos de
interés, es necesaria su validacion con moléculas de referencia.

Palabras clave: Absorcion de farmacos, monocapas celulares, permeabilidad, cé-
lulas. Caco-2.

SUMMARY

STANDARDIZATION OF A MODEL BASED ON CACO-2 CELL MONOLAYERS WITH
APPLICATION ON IN VITRO DRUG ABSORPTION TESTS

The bioavailability of orally administered drugs depends mainly on their transport
through the intestinal mucosa. Epithelial cell line cultures have been used as mod-
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els to asses the intestinal absorption of a drug in vitro. The United States Food and
Drug Administration (FDA) acknowledges the epithelial Caco-2 system as part of
the in vitro tests used to establish a drug's bioequivalence. Despite the useful-
ness of this model, in Colombia it has not been applied to predict oral absorption
and the biopharmaceutical classification. In the present work the Caco-2 mon-
olayer unidirectional apparent permeability coefficients (Papp) for ranitidine and
theophyline were established. Samples from basolateral and apical chambers were
analysed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Papp values
were calculated based on the concentrations found. The accuracy of this system'’s
measurements was evaluated intra and inter-day experiments. Ranitidine and theo-
phyline Papp values found allowed the correct assignment of these compounds
class permeability. Permeability tests of reference compounds are still required to
validate this model.

Key words: Drug absorption, monolayers, permeability, Caco-2 cells.

INTRODUCCION

El desarrollo de moléculas candidatas a farmacos requiere la realizacion de es-
tudios predictivos de su absorcion oral con el fin de evidenciar los problemas de
biodisponibilidad que se pueden presentar cuando son administrados por via oral
(1, 2). La permeabilidad de los fdrmacos a través de la membrana intestinal es el
factor mas importante en el momento de su clasificacion biofarmacéutica, debido
a que directamente se relaciona con el proceso de absorcién oral (3-5). Se han
desarrollado diferentes métodos experimentales para determinar la permeabili-
dad intestinal de los farmacos (in vivo, in situ e in vitro) con el objetivo fundamen-
tal de predecir absorcion y definir el mecanismo involucrado en dicho proceso (1,
6 - 7). El fin de estas pruebas es establecer el Coeficiente de Permeabilidad (P)
de un farmaco con base en un modelo matematico que relaciona el proceso de
permeabilidad con el paso a través de la superficie intestinal (1, 8). El coeficiente
de permeabilidad calculado in vitro a partir de medir en una cdmara receptora la
concentracion de un compuesto, que ha pasado de una cdmara dadora a través
de monocapas celulares, se denomina coeficiente de permeabilidad aparente
(Papp) (8-10). Los modelos celulares utilizados para determinar Papp se basan
en lineas celulares que al ser cultivadas sobre filtros semipermeables forman mo-
nocapas con caracteristicas que semejan las de la mucosa intestinal, las cuales
permiten la cuantificacion de Papp en direccién apical-basolateral o viceversa (2,
11). La linea celular Caco-2, inicialmente aislada de carcinoma de colon, es la
mas empleada en las determinaciones de Papp (12-14). Este modelo aparece
en la lista de métodos aceptados por la Food and Drug Administration de Esta-
dos Unidos (FDA) para determinar la clase de permeabilidad de un farmaco y
predecir su absorcion (15).
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En Colombia los estudios de absorcion de fdrmacos en desarrollo se llevan a
cabo in situ mediante técnicas in vivo y ex vivo con animales de experimentacién.
En la literatura nacional revisada no encontramos referencias sobre el uso de las
monocapas de células Caco-2 para evaluar in vitro la absorcién de un férmaco
mediante la determinacién de su Papp. La regulacién colombiana, a través del
Decreto 677 del 26 de abril de 1995 del cual se derivaron las resoluciones 1400
del 24 de agosto de 2001 y 1890 del 19 de noviembre del mismo afio, establece
como requisito para el registro sanitario de un medicamento, la presentacién de
los resultados de estudios de biodisponibilidad o bioequivalencia (16-18). Todo
este proceso estd en su fase de implementacion y forma parte de la definicion
de una politica farmacéutica nacional (19) acorde con la realidad del pafs. En este
proceso se ha identificado la necesidad de superar limitaciones técnicas graves,
como la poca oferta de centros acreditados para desarrollar pruebas de bioequi-
valencia in vivo o la ausencia de métodos in vitro, implementados siguiendo los
nuevos preceptos sobre el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS) y las
pruebas de permeabilidad (20-21).

Este trabajo estandarizé un modelo para la determinacion de la permeabilidad
basado en monocapas de la linea celular Caco-2 y midié valores de permeabili-
dad de dos farmacos (ranitidina y teofilina) de baja y alta permeabilidad, respec-
tivamente. Estos compuestos fueron escogidos debido a que su permeabilidad
ya ha sido evaluada en monocapas de Caco-2 (5-7). En Colombia constituye el
primer esfuerzo por implementar pruebas in vitro alternativas o complementarias
de los estudios in vivo para el estudio de la absorcion intestinal de los farmacos.

MATERIALES Y METODOS

Estandarizacion del cultivo

En todos los ensayos, se utilizd medio de cultivo compuesto por una mezcla de las
siguientes soluciones: penicilina-G/estreptomicina 1% (Invitrogen, Grand Island,
N.Y), anfotericina B 1%, (Invitrogen, Grand Island, N.Y), suero bovino fetal (FBS,
Invitrogen) 20% y medio Eagle Modificado por Dulbecco con alta concentracion
en glucosa (DMEM, Invitrogen, nimero de catélogo 12800017) a pH 7.4. El medio
se esterilizd por filtracion con membrana con tamarfio de poro de 0.22 umy se
guardd a 4 °C. La expansién de la poblacién celular se realizé siguiendo las técni-
cas descritas por Yamashita y colaboradores (23-24). Para esto, las células Caco-2
(ATCC, American Type Culture Collection - Rockville, MD, nimero de Lote 3403757,
pasaje N° 20) fueron sembradas a una densidad de 2x10°/ mL medio en cajas T-
25 (Falcon®) e incubadas. Los cambios de medio fueron realizados cada tercer dia
durante el tiempo requerido por las células para alcanzar la confluencia celular.
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Para obtener monocapas celulares confluentes, las células Caco-2 provenientes
de cultivos confluentes realizados en cajas T-25 se sembraron en insertos de
policarbonato (0.4 pm, Falcon) de la siguiente manera: los cultivos confluentes
fueron digeridos con tripsina 0.25% - EDTA 0.025% vy la suspension celular ob-
tenida se centrifugd a 2500 g durante 10 min, el precipitado obtenido fue lavado
con solucion tampon de fosfatos (PBS) y resuspendido en medio fresco. Una
alicuota de esta suspensién se tifid con eritrosina B (Sigma) para determinar el
numero de células viables. Densidades celulares entre 5 x 10* células/cm? y 60
x 10*células/cm?, con viabilidades mayores al 95%, fueron sembradas en los in-
sertos de policarbonato con el fin de establecer la densidad de siembra requerida
para obtener una monocapa celular uniforme en el menor tiempo. Cada tercer
dia se cambio el medio de cultivo, y a partir del cuarto dia se registré diariamente
el valor de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Las células Caco-2 em-
pleadas en la elaboracién de la monocapa celular correspondian a los pasajes N°
22-23 del cultivo inicialmente adquirido en la ATCC.

Deteccion de fosfatasa alcalina

Se realizo la deteccién de fosfatasa alcalina como indicativo de la diferenciacion
celular de la monocapa obtenida, debido a que esta enzima se expresa en la
cara apical de las células diferenciadas. Para este ensayo se desprendié la mo-
nocapa del inserto, se trasladd a una ldmina portaobjetos, se adiciond glutaral-
dehido al 0.5% en PBS por 20 minutos para fijar las células. Luego se hicieron
tres lavados con 1 mL de PBS vy las células se tifieron durante 30 minutos en
la oscuridad, con una solucién tampoén (Tris, NaCl, MgCl,) conteniendo NBT
(Nitroazul-tetrasodio, Sigma) y BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indocil-fosfato, Sigma)
(1:5:94). Las células diferenciadas aparecieron tefiidas de azul en el microsco-
pio de luz visible.

Medicion de la Resistencia Transepitelial (TEER)

La TEER ohmios.cm? (©2.cm?) generada por las capas de epitelio cultivado fue uti-
lizada para evaluar la confluencia e integridad de la monocapa. Estas mediciones
se realizaron empleando un voltimetro con electrodos conocido como el sistema
Millicell®-ERS (Millipore, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. To-
dos los valores, previamente corregidos por la resistencia del filtro y el medio, son
reportados por didmetro efectivo de membrana.

Determinacion de la actividad transportadora

En todos los ensayos de permeabilidad se usaron los pasajes 21 a 23 de las cé-
lulas Caco-2. Para las determinaciones de la actividad transportadora se usaron
monocapas con valores de TEER en el rango en que este pardmetro se mantuvo
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constante en los experimentos de medicion de resistencia transepitelial ya des-
critos. La actividad transportadora de la monocapa celular fue determinada en
direccion apical-basolateral en funcién de la permeabilidad aparente exhibida
por dos farmacos (ranitidina y teofilina) ya evaluados mediante el sistema de
clasificacién biofarmacéutica (6-7). En el establecimiento de la actividad trans-
portadora del cultivo epitelial se siguié un procedimiento descrito para la medi-
cion de Papp (2, 23-24). Brevemente, se colocaron insertos (0,4um de tamafio
de poro y 1,13 cm? de é&rea superficial) sembrados con células Caco-2 en cajas
de 24 pozos (Falcon), se adicionaron 0.5 mL de PBS en las cdmaras apical y
basolateral del inserto y se incubd durante 20 minutos a 37°C en 5% de CO,
y 90% de humedad relativa. Transcurrida la incubacién 0.5 mL de PBS de las
cémaras apical y basolateral fueron removidos y guardados separadamente para
ser utilizados como blancos iniciales. En la cdmara apical del inserto se inocula-
ron 0.5 mL de las soluciones de los farmacos en estudio (teofilina 400 uM o ra-
nitidina 456 uM en PBS), mientras que en la cdmara basolateral o receptora se
colocaron 0.5 ml de PBS. Luego, las cajas conteniendo los insertos se colocaron
sobre un agitador de Mazzini (20 rpm) y se incubaron en las condiciones ante-
riormente descritas. Del lado basolateral de la cdmara del inserto se tomaron 0.5
mL de muestra y se repuso la cantidad tomada adicionando 0.5 mL de PBS en
el lado basolateral (Figura 1). Los tiempos de muestreo fueron diferentes para
los dos compuestos evaluados, teofilina (40 minutos) y ranitidina (75 minutos),
debido a las respectivas alta y baja permeabilidades que los caracterizan. Las
muestras obtenidas a los diferentes tiempos fueron colocadas en viales sepa-
rados conteniendo agua destilada en cantidad suficiente para completar 1mL.
Posteriormente, la cuantificacion del farmaco presente en las muestras se realizo
por HPLC.
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Figura 1. Diagrama representativo del montaje utilizado para las mediciones de la actividad transportadora
de la monocapa de células Caco-2.
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Determinacion de la reproducibilidad de la técnica de evaluacion de la permeabilidad

Una vez establecida la funcionalidad y la actividad transportadora del cultivo ce-
lular epitelial se realizaron las mediciones de Papp por triplicado con los mismos
farmacos durante tres dias. Este coeficiente fue calculado mediante un andlisis de
regresion lineal de la cantidad acumulada de un farmaco en el compartimento
receptor (dQ) en funcion del tiempo de toma de muestras (dt). La pendiente
resultante dividida entre la concentracién en el compartimento dador (C) y la su-
perficie (S) de la membrana absorbente corresponde al valor de Papp (cm.seg™).
Se tomaron 0.5 mL de muestra del lado basolateral (compartimento receptor)
de la cdmara del inserto, a los siguientes tiempos: teofilina, 10, 20, 30, 40, 50
y 60 min.; ranitidina, 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min. Los tiempos de muestreo
fueron establecidos considerando la clasificacién biofarmacéutica de cada molé-
cula (24). Los experimentos fueron realizados por triplicado. Con base en estos
datos, se calculo la precisién intra e interdias del modelo como evidencia de la
reproducibilidad de las mediciones llevadas a cabo en este sistema.

Cuantificacion de la concentracion de los farmacos

La cuantificacién de la concentracion de los farmacos transportados a través de la
membrana artificial hacia la cdmara basolateral se realizd mediante la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) con deteccién UV. Se siguieron
las metodologias establecidas por la USP vigente (26) que para cada molécula
fueron estandarizadas y comprobadas por Quasfar M&F S.A. La Tabla 1 contiene
las condiciones empleadas en estos analisis.

Tabla 1. Condiciones de HPLC utilizadas para los andlisis de los farmacos transportados por la monocapa
de células Caco-2.

Ranitidina Teofilina

. Buffer Acetato de Amonio Buffer (NH,)_.HPO

Fase movil a2 e
0.1M — Metanol (70:30) 0.66% — Metanol (85:15)

Sistema Isocrético Isocrético
Columna RP18 4.6 x 150 mm — 5 pm RP18 4,6 x 150 mm — 5 pm
Longitud de onda 322 nm 270 nm
Flujo 1.0 ml/min 1,6 ml/min
Volumen inyeccion 50 pl 50 ul
Tiempo de retencion ~ 3.5+ 0.5 min ~6,5% 0,5 min
Tiempo de andlisis ~ 10 min ~20 min

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se aplicé un modelo de regresion lineal, a partir del
cual se calculd el Papp. El coeficiente de variacién de los valores de Papp fue
usado para realizar las comparaciones intra e interdias.
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ResuLtapos

Estandarizacion del cultivo y obtencion de monocapas

A partir de células Caco-2 obtuvimos monocapas confluentes de células en fras-
cos T-25 en una semana, utilizando una densidad de siembra 1x106/ caja T-25.
La disgregacion con tripsina de las monocapas proporciond las células requeridas
para sembrar los insertos empleados en la determinacion de los coeficientes de
permeabilidad aparente (Papp). Al ensayar cinco densidades en el rango de 5.0
x 10 células/ cm? y 60.0 x 10 células/ cm?, se encontrd que 3.0 x 10° células
por cm? es la minima densidad celular que se debe emplear para sembrar los
insertos con el fin de obtener monocapas confluentes (Tabla 2). Estos ensayos
fueron repetidos tres veces, cada uno por duplicado.

La deteccion de la expresion de fosfatasa alcalina en los cultivos fue llevada a
cabo para establecer la diferenciacion in vitro de las células Caco-2. Cuando los
cultivos fueron expuestos al cromogeno nitroazul-tetrasodio (NBT), desarrollaron
coloracién azul como producto de la defosforilacion del BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indocil-fosfato) catalizada por la fosfatasa alcalina presente en las células Caco-2
cultivadas (datos no mostrados).

Tabla 2. Determinacion de la minima densidad celular requerida para sembrar los insertos.*

Densidad celular (células/ml) Formacion de monocapa
5x 10 )
10 x 10 )
20 x 10 )
30 x 10 +)
60 x 10* (+)

* |a tabla muestra las densidades utilizadas y la ausencia (-) o presencia (+) resultante de una monocapa
celular confluente.

Pruebas de resistencia transepitelial (TEER)

En la Figura 2 se muestran los resultados generales de la medida de la TEER
efectuada a cada una de las monocapas que se usaron en las pruebas de funcio-
nalidad y de reproducibilidad. Como se puede observar, antes del cuarto dia no
se registraron niveles cuantificables de resistencia transepitelial hecho indicativo
de la ausencia de monocapa celular. A partir del cuarto dia se pudo registrar este
pardmetro, el cual aumento en funcién de los dias de cultivo hasta llegar en el dia
18 a un valor que se mantuvo estable en el rango de 458 a 503 Q.cm? hasta el
final de la prueba el dia 22. La estabilidad observada en las mediciones de TEER
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en este tiempo se tomoé como indicativo de la formacién de una capa confluente
y semipermeable a partir del dia 18 de cultivo.
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Figura 2. Variacién de las mediciones de resistencia transepitelial (TEER) en funcion de los dias de cultivo.
Las mediciones graficadas corresponden a medidas de la resistencia (€2cm2) exhibida por monocapas
confluentes de células Caco-2 a lo largo de 22 dias. Se registran los valores obtenidos en 36 monocapas a
partir del cuarto dia de cultivo, debido a que en los tres dias anteriores no se detecto resistencia. Las lecturas
en cada monocapa se hicieron por duplicado.

Actividad transportadora

Una vez se establecié el tiempo requerido para obtener cultivos confluentes de
células Caco-2 sobre los insertos, se procedio a evaluar la actividad transporta-
dora de la monocapa en direccién apical-basolateral. En estos ensayos se usa-
ron monocapas con valores de TEER en el rango en el que se estabilizaron las
mediciones de resistencia (458-503 Q.cm?). La actividad transportadora de la
monocapa fue demostrada ya que 75 y 40 minutos después de colocar sobre la
superficie de los insertos las soluciones de ranitidina y teofilina, respectivamente,
se detectaron niveles cuantificables de estas sustancias en la cdmara receptora.
Igualmente, se mostrd que el PBS y los insertos Falcon® utilizados en los ensayos
no interfieren las mediciones (Tabla 3).

Tabla 3. Determinacidn de la actividad transportadora de las monocapas de células Caco-2.*

Muestra Concentracion inicial (ug/mL) | Concentracion Cuantificada (..g/mL)
Ranitidina 75 min 160 477

Teofilina 40 min 72 55.3

PBS (Blanco) Inf. al limite deteccién

* La tabla presenta los valores de las mediciones de la concentracidn de los farmacos en la cdmara basola-
teral, transcurridos 75 y 40 minutos de haber sido colocados sobre la superficie de los insertos. Se incluyen
los valores de las mediciones realizadas con el blanco.
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Reproducibilidad de las medidas de la actividad transportadora

Demostrada la actividad transportadora de la monocapa, se procedié a realizar los
ensayos de permeabilidad de las dos moléculas empleadas en este estudio. Con
tal fin, se determiné su velocidad de aparicion en direccién apical-basolateral y
se calculd para cada farmaco Papp (s'cm) en la direccion apical-basolateral, por
triplicado y durante tres dias diferentes.

La Figura 3 muestra el resultado de graficar la concentracion de los formacos en
la cdmara receptora en funcion del tiempo. Para cada uno de los férmacos, se
aprecia la relacién de proporcionalidad directa que se establece entre la concen-
tracion y el tiempo; la pendiente de cada linea recta obtenida corresponde al
valor de Paap. Con la ranitidina los coeficientes de variacion intradias obtenidos
fueron 14.6; 11.4 y 23.3 9 para los dias 1, 2 y 3, respectivamente; mientras que
el coeficiente de variacién total, correspondiente a la variacion interdias, fue 16.4
%. Para la teofilina, los coeficientes de los dias 1, 2 y 3 fueron 15.8; 8.6 y 3.9 %,
respectivamente; el coeficiente interdias fue 9.4% (Tabla 4).

Ranitidina: Teofilina:
Prueba de Permeabilidad Prueba de Permeabilidad
1,E+00 2,E+00 m
.a
8,E-01 ):/K 2,E+00
6,E-01 e ek 1E400

4E01 W 8,E-01
2,E-01 : 'da”w’ 4E01

0,E+00 T 0,E+00 T T T T T
20 40 60 80 100 120 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min.) Tiempo (min.)
--W--- Dial onnnesfgeenences g 2 @ Dfa 3 —X—— Promedio dias

Figura 3. Cambio de la concentracion de los farmacos en la cdmara receptora en funcién del tiempo
(minutos). Después de colocar soluciones de concentraciones conocidas de ranitidina y teofilina en la
cdmara apical del sistema de medicién, se tomaron muestras en la cdmara basolateral a diferentes tiempos.
La concentracién de los farmacos en estas fue analizada mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Los datos corresponden al promedio de las concentraciones encontradas en tres pozos diferentes
durante tres dias en los tiempos de muestreo establecidos en materiales y métodos.
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Tabla 4. Determinacion de la precision de las mediciones de Papp realizadas en el modelo estandari-

zado.*
cv
s Papp ,
Ranitidina | Papp (cm/s) o, SD Intradias Total
Media/Dia
(%)
Inserto 24 | 1.4301E-04
Papp 1.0345E-
Inserto 25 | 1.0655E-04 | 1.2501E-04 | 1.8234E-05 14.6
(cm/s) 04
© Inserto 26 | 1.2548E-04
k=
= | Inserto 1 | 9.8432E-05
c
& 1.7010E-
Inserto 2 | 7.9008E-05 | 8.7383E-05 | 9.9840E-06 11.4 SD 05
Inserto 3 | 8.4710E-05
Inserto 31 | 1.2408E-04
Inserto 32 | 8.7872E-05 | 9.7960E-05 | 2.2811E-05 233 CV (%) 16,4
Inserto 33 | 8.1932E-05
Inserto 27 | 5.8678E-04
Papp
Inserto 28 | 4.2738E-04 5.05E-04 7.98E-05 15.8 4.58E-04
(cm/s)
Inserto 29 | 4.9981E-04
Inserto 31 | 4.8302E-04
k=
% Inserto 32 | 4.5887E-04 4.50E-04 3.86E-05 8.6 SD 4.50E-05
0}
'_
Inserto 33 | 4.0751E-04
Inserto 17 | 4.3919E-04
cv
Inserto 18 | 4.1007E-04 4.20E-04 1.65E-05 39 Interdias 9.4
(%)
Inserto 19 | 4.1111E-04

*Se presentan los valores de permeabilidad aparente (Papp) medidos para cada uno de los farmacos en
tres ensayos diferentes realizados un mismo dia y en ensayos llevados a cabo por triplicado en tres dias
diferentes. Los valores de los coeficientes de variacion (CV) intradia e interdias también son incluidos, al
igual que los valores de desviacion estdndar encontrados al promediar los datos.
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Discusion

Para el estudio de la absorcién de diversos compuestos, incluidos los que exhi-
ben actividad farmacologica, se ha utilizado el modelo de células Caco-2 (27).
En el desarrollo de nuevos farmacos, los estudios de absorcidn realizados en este
sistema pueden ser utilizados para solicitar excepcién de los estudios de bioequi-
valencia (15).

La carencia en Colombia de reportes acerca de la utilizacién de monocapas de
células epiteliales para la medicién de la permeabilidad de un farmaco, con el fin
de predecir su absorcién, condujo a estandarizar la metodologia de un modelo
de cultivo de células Caco-2. Las condiciones de cultivo establecidas permitieron
la obtencién de monocapas celulares viables, uniformes, diferenciadas y funcio-
nales, es decir con permeabilidad selectiva. Lo anterior es sugerido por los valores
de resistencia eléctrica transepitelial (TEER) medidos, mayores a 450 Q.cm?, que
se encuentran dentro del rango utilizado en otros trabajos (24, 28).

En la realizacion de este trabajo evaluamos la permeabilidad de las monocapas
celulares a ranitidina y teofilina, compuestos que se absorben por difusién pa-
siva y cuyas permeabilidades, efectiva y aparente, han sido reportadas (24, 29).
Estos farmacos fueron utilizados debido a que ya fue establecida la categoria en
la que se encuentran dentro del sistema de clasificacion biofarmacéutica (24,
29). Debido a que los valores de Papp que obtuvimos conducen a la misma
clasificacion, se puede decir que este modelo permite evaluar la absorcion de
diferentes sustancias.

La precision de la metodologia estandarizada se estimé mediante los coeficientes
de variacion de las mediciones. Para esto, se realizaron tres réplicas de un mismo
ensayo en el mismo dia con el fin de determinar la precision intradias o repetibi-
lidad. Igualmente, los ensayos se hicieron en tres dias diferentes para examinar
la precision inter-dias o reproducibilidad. Los coeficientes de variacion estimados
indican que las medidas de permeabilidad obtenidas en el modelo desarrollado
son precisas.

Los dos farmacos empleados en esta estandarizacion son corrientemente utiliza-
dos para evaluar modelos in vivo e in vitro en estudios de permeabilidad (24,
29). Sin embargo, estos son apenas dos de los més de 20 compuestos incluidos
en la lista de compuestos sugerida por la FDA en las gufas para caracterizar la
permeabilidad de farmacos (15). Por esta razon, las Unicas conclusiones que
podemos sacar del trabajo que presentamos son que el modelo se estandarizo,
que las medidas de permeabilidad que con el se efectuaron son precisas y que
con base en ellas se establecié correctamente la clasificacion de permeabilidad
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de los farmacos evaluados. De ahi que sea necesario evaluar méas moléculas de
referencia para determinar completamente la exactitud del modelo y lograr su
validacién con una muestra de fdrmacos representativa de las cuatro categorfas
del sistema de clasificacion biofarmacéutica.

Debido a que las monocapas de células Caco-2 han sido utilizadas para estudiar
los cuatro tipos de transportes existentes en el epitelio intestinal (10), cuando
el modelo in vitro que estandarizamos sea validado en nuestro medio se podréa
realizar tamizajes para identificar f&rmacos en desarrollo con problemas de ab-
sorcion oral, obtener esquemas de clasificacion predictivas de las absorciones en
modelos in vivo y ex vivo que justifiquen evaluar la absorcién de un compuestos
en un modelo animal e identificar moléculas transportadoras relevantes (1,10).
Como se menciond, este modelo puede sustituir o complementar estudios in
vivo/ex vivo con animales de experimentacion. La consolidacion de esta linea de
investigacion permitird desarrollar estudios en este campo dirigidos a dar soporte
a los entes reguladores en Colombia, en el proceso del registro sanitario de un
medicamento.
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