
	

	

Doctorado	en	Biomedicina	y	Farmacia	

FACULTAD	DE	FARMACIA	

UNIVERSIDAD	DE	VALENCIA	

	

“Estudio	de	la	modificación	en	la	absorción	de	fármacos	

en	giardiasis	y	nuevas	estrategias	de	formulación”	

 

	

Verónica	Vivancos	Gómez	

	

Directores:	

Dr.	Vicente	G.	Casabó	Alós	

Dra.	Isabel	González	Álvarez	

Dra.	Marta	González	Álvarez	

 

Valencia,	2016



	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



						

	

	

Doctorado	en	Biomedicina	y	Farmacia	

FACULTAD	DE	FARMACIA	

UNIVERSIDAD	DE	VALENCIA	

	

“Estudio	de	la	modificación	en	la	absorción	de	fármacos	

en	giardiasis	y	nuevas	estrategias	de	formulación”	

	

Trabajo	presentado	por	Verónica	Vivancos	Gómez	para	obtener	el	grado	

de	Doctor	en	Farmacia.	

		

	

	

	

	Fdo.	Verónica	Vivancos	Gómez	



						

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



						

	

	

D.	VICENTE	GERMÁN	CASABÓ	ALÓS,	Doctor	en	Farmacia	y	Catedrático	de	

la	 Universidad	 de	 Valencia,	 Dña.	 MARIA	 ISABEL	 GONZÁLEZ	 ÁLVAREZ,	

Doctora	 en	 Farmacia	 y	 Contratada	 Doctor	 en	 la	 Universidad	 Miguel	

Hernández	 de	 Elche	 y	 Dña.	 MARTA	 GONZÁLEZ	 ÁLVAREZ,	 Doctora	 en	

Farmacia	 y	 Contratada	 Doctor	 en	 la	 Universidad	 Miguel	 Hernández	 de	

Elche	certifican	que:	

		

El	 presente	 trabajo:	 “Estudio	 de	 la	 modificación	 en	 la	 absorción	 de	

fármacos	 en	giardiasis	 y	nuevas	 estrategias	de	 formulación”,	 presentado	

por	Dña.	Verónica	Vivancos	Gómez	para	optar	al	grado	de	Doctor	ha	sido	

realizado	bajo	su	dirección	y	una	vez	revisado,	no	encuentran	objeciones	

para	que	sea	presentado	a	su	lectura	y	su	defensa.		

		

Y	para	que	así	conste,	firman	el	presente	certificado	en	Valencia,	a	5	de	

mayo	de	dos	mil	dieciséis.		

  

 

 

Fdo.	Vicente	Germán	
Casabó	Alós	

Fdo.	María	Isabel	
González	Álvarez	

Fdo.	Marta	González	
Álvarez	

	



						

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



						

	

	

Agradecimientos 

 

Antecedentes 

 Recapitulando donde lo dejamos, en julio de 2012 era una 
estudiante de máster recién licenciada que se adentraba en el mundo de la 
investigación. Llena de entusiasmo, incertidumbre y alegría ponía fin a una 
etapa y comenzaba otra más emocionante si cabe: el doctorado. 

En octubre de 2012 empecé está andanza con mis queridos tutores: Isabel, 
Marta y Vicente; y aunque la termine con dos firmas, sé que mi querido tutor 
estaría muy orgulloso de mí y me acompañaría en este día con una sonrisa y 
un fuerte abrazo.  

A el gran Vicente G. Casbó “V.G” le quiero agradecer todo lo que me enseñó, 
la paciencia que tuvo y sobretodo su buen humor, alegrando los días de clase 
y laboratorio. 

A Isa, mi madrina de promoción, fue la que me orientó cuando estaba 
indecisa y me enseñó con pasión este camino. Experimentos interminables, 
horas de Excel, dudas en horario no procedente…pero también muchas risas, 
confesiones, paseos, tardes de compras y pizzas. Muchas gracias por todo lo 
que has compartido conmigo, puedo decir que tras estos años me llevo una 
amiga para siempre, te quiero mucho. 

A Marta, una profe de las que se hacen querer, que te aprieta cuando hace 
falta pero nunca te deja caer. Muchas gracias por lo mucho que me has 
enseñado, por tu implicación, tu energía, tus ánimos, tu alegría, tu cariño, tu 
paciencia y sobre tu amistad. Te quiero. 

 
Material y Métodos 

 Durante estos años me he cruzado con personas maravillosas, 
con las que he compartido momentos de todo tipo, pero que me han servido 
para crecer. Ellos han sido los “materiales y métodos” gracias a los cuales he 
podido llevar a cabo mis experimentos, porque no hay que olvidar que 
siempre hemos sido el “dream team”, y que nuestra forma de trabajar es la 
más bonita y efectiva que he visto  jamás. Siempre ayudándonos los unos a 
los otros, nunca sientes estar solo, pues sabes que algún miembro de la 
“familia” estaba ahí para echarte una mano.  

 



						

	

	

Marival, has sido como una madre para mí y para todos nosotros. Un honor 
formar parte de esta familia que has creado tras muchos años de esfuerzo y 
dedicación. Tus enseñanzas, tus consejos, siempre llenos de cariño y alegría 
porque eres todo corazón. Mil gracias por dejarme formar parte de este 
grupo. 

Víctor Mangas, has sido el doctorando mayor desde que llegué y he tenido el 
honor de verte conseguir tu grado de doctor. Una persona trabajadora, 
siempre dispuesto a ayudar a sus compañeros en todo momento. Muchas 
gracias por todo lo que me has enseñado y los consejos que me has dado.  

Sarín, una de las personas más importantes de mis años de doctoranda. 
Contigo he pasado la frontera de la amistad, convirtiéndonos casi en 
hermanas. Hemos compartido muchos momentos tanto dentro como fuera 
del laboratorio. También agradecer a Ignacio por sus dibujos tan bonitos y 
colocar las pipetas tan bien. Ahora en Venezuela pero siempre en mi corazón, 
gracias. 

Isa Lozoya, comenzamos juntas este viaje, y aunque no nos conocíamos 
pronto nos hicimos amigas. Máster, tesis, cursos, congresos…siempre juntas y 
compartiendo todo lo que sabemos y todo lo que tenemos. Muchas gracias a ti 
y a Adri por vuestro apoyo y acogida.  

Carmen, gran apoyo en mis primeros pasos por el laboratorio. Siempre 
dispuesta a ayudar y a enseñar. Un placer cruzarme contigo en la vida y 
muchas gracias por todo. Nasim, thank you very much for all your help 
during my PhD life. Always in my heart. Mayte, recuerdo nuestros primeros 
pasos, aprendiendo a hacer curvas de calibración y mira ahora como hemos 
avanzado. Gracias por tu ayuda y ánimo en lo poco que te queda. Nachete, 
aunque ya hayas echado a volar, mucho ánimo en tu última etapa de tesis. 
Gracias por todos los momentos vividos. Alejandrito, un placer haber 
compartido estos años contigo, con tu alegría, tu disposición y ayuda en todo 
momento. Sigue así, tienes algo “mágico”. Adrián, me alegro mucho de haber 
compartido contigo este tiempo. Siempre recordaré los momentos vividos, las 
risas y todo lo aprendido. Gracias y mucho ánimo, el camino es largo pero al 
final se llega. Andrés, llegado desde muy lejos y pese a las dificultades 
encontradas siempre has tirado para delante con una sonrisa, gracias a ti 
también por los momentos compartidos. Tere, tan dulce y alegre, gracias por 
los momentos vividos y mucha suerte en tu nuevo camino. Estela, la última 
incorporación, mucho ánimo: aprovecha, aprende y disfruta, pues estos años 
pasan muy rápido. Gracias a ti también por los ratos compartidos. Migue y su 
grupo, también habéis formado parte de mi tesis y me habéis aconsejado con 
alegría cuando lo he necesitado. Gracias.  



						

	

	

A mis compañeros de departamento y máster, técnicos, y profesores de la 
Universidad de Valencia, en especial a Mati, Virginia y Mamen, quiero 
agradeceros vuestra ayuda y apoyo en este largo camino. 

A Marusi, mi otra “tutora”, de la Universidad CEU Cardenal Herrera de 
Valencia. Parte de esta investigación no hubiese sido posible sin tu ayuda y tu 
conocimiento sobre los parásitos. Muchas gracias. 

A Ramón Martínez Mañez y Carmen Coll de la Universidad Politécnica de 
Valencia por su inestimable ayuda en la síntesis y caracterización de las 
micropartículas.  

 Mi última parte del experimental la llevé a cabo en la 
Universidad de Portsmouth (Reino Unido), una etapa que me daba mucho 
miedo pero que resultó ser una de las mejores de mi vida. Pues aunque estés a 
miles de kilómetros de tu realidad, cuando amas lo que tienes, tienes todo lo 
que necesitas. Enriquecedora e intensa en todos los sentidos, pues pude 
conocer la metodología que siguen las universidades europeas, convivir con 
diferentes culturas y aprender algo nuevo cada minuto. 

Thanks to Katerina, my supervisor. You taught my about nanotechnology 
and helped me when I needed. 

Thanks to all my lab friends: Diana, Louise, Ryan, Mohsen, Salman (and 
family), Amber and Anthony. I had a really nice stage in your lab. You 
welcomed me as one of yours, you helped me in and out of the lab and you 
gave me something unique moments. Out of the lab, I met “my family” there: 
Alain, Jorge, Joaqui, Arthur, Marta, Nerea and Amanda and all the 
International people I met. Thanks for all.  

 
Resultados 

 Tras volver de Inglaterra, comencé con el momento temido por 
todos los doctorandos: “la escritura de la tesis”. Una época en la que tienes 
que ser constante, paciente y estar motivado y seguro de lo que estás 
haciendo, pues tienes que recapitular todo lo que has trabajado estos años y 
prepararlo para este DÍA. Por esto quiero agradecer a todas las personas que 
me he ido cruzando en Alicante, Valencia, Murcia y Granada, en especial a 
mis monstruas, amigos de la uni/alicantinos, boticarias, mangueros, 
compañeras de piso, compis de trabajo, scouts, maristeñas, Feli, mi compi, 
hermano, mi Cuqui y demás personas que me han hecho sentir como en casa 
durante estos años.  



						

	

	

Al equipo de INESEM Business School, en especial a mis compañeros y 
amigos del claustro académico, por su apoyo, ayuda, alegría y paciencia en 
estos últimos meses. Un placer empezar esta nueva etapa con vosotros. 
Muchas gracias. 

Por último agradecer a mi padre, mi madre y mi hermano, por la paciencia y 
el respeto que han tenido hacia mis horarios y mi trabajo interminable. 
Porque hoy se verá recompensado el esfuerzo de todos.  

A mis abuelas y tita Mili; y al resto de mí querida familia: los Vivancos, los 
Gómez, y mis buenos amigos Ruiz-Nicolás.  

En especial a mis primas: Ana, Leyre, Mariajo, Laura, Marta y Mavi por las 
largas conversaciones y por confiar en mí en todo momento. 

Cerrando felizmente una etapa en la que he aprendido y disfrutado a partes 
iguales. Porque en el equilibrio está el éxito. 

	

	

	

	 	



						

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

“The	scientist	is	not	a	person	who	gives	the	right	
answers;	he	is	one	who	asks	the	right	questions”.	

Claude	Levi‐Strauss	(French	Anthropologist)	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



						

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	 	



						

	

	

	 	



						

	

	

	 	



						

	

	

ABREVIATURAS 

ACN:	Acetonitrilo	
ANOVA:	Análisis	de	varianza		
APS:	Persulfato	de	amonio		
ATG	o	TGA:	Análisis	termogravimétrico	
ATCC:	American	Type	Culture	Collection	
ATP:	Trifosfato	de	adenosina	
AUC:	Área	bajo	la	curva	
b:	ordenada	en	el	origen	de	la	recta	
BBMV:	Brush	Border	Membrane	Vesicles	 	
BLMV:	Basolateral	 Membrane	 Vesicles	 	
BSA:	Seroalbúmina	bovina	
C:	concentración	
CAT:	Catalasa	
CLAR:	Cromatografía	Líquida	de	Alta	Resolución	
Cdador:	Concentración	de	fármaco	el	compartimento	dador	
CdadorINICIAL:	Concentración	inicial	de	fármaco	el	compartimento	dador	
Cexperimental:	Concentración	calculada	mediante	la	interpolación	en	la	recta	
de	calibración	
Creceptor:	Concentración	de	fármaco	el	compartimento	receptor	
Creceptor0:	Concentración	de	fármaco	en	el	compartimento	receptor	al	
inicio	del	intervalo	de	tiempo	considerado	
Cteórica:	Concentración	teórica	de	la	muestra	patrón	
c.s.:	cantidad	suficiente	
cm:	centímetros	
Cmax:	Concentración	plasmática	máxima	
COSY:	Correlation	Spectroscopy	
CTAB:	bromuro	de	cetriltrimetilamonio	
CV	(%):	Coeficiente	de	variación	
DE:	Desviación	Estándar	
DMEM:	Dulbecco´s	Modified	Eagle	Medium	
DMSO:	Dimetil	sulfóxido	
E:	Concentración	obtenida	experimentalmente	
Ea/εa:	Error	absoluto	



						

	

	

Er	(%)/εr	(%):	Error	relativo	
EDTA:	Ácido	etilendiaminotetraacético	
EP:	Farmacopea	Europea	
ES:	Error	Standard	
FDA:	American	Food	and	Drug	Administration	(Agencia	Americana	de	
Alimentos	y	Medicamentos)	
FeSSGF:	Fluido	gástrico	simulado	en	estado	postprandial	
FeSSIF:	fluido	intestinal	simulado	en	estado	postprandial	
FLUO:	Fluorescencia	
FQ:	físico‐químicas		
G:	presencia	de	Giardia	
GPX1:	Glutatión	peroxidasa		
HBSS:	Hank’s	Balanced	Salt	Solution	(Solución	salina	equilibrada	de	
Hanks)	
HEPES:	Ácido	N‐2‐hidroxietilpiperazina,	N‐2‐etanosulfónico	(tampón)	
HPLC:	High	Perfomance	Liquid	Chromatography	Cromatografía	líquida	
de	alta	resolución	
IPMC:	Ionic	Polymer	Metal	Composites	
ka/kap:	Constante	de	absorción	o	constante	de	velocidad	de	absorción	
intrínseca	
k0:	constante	de	velocidad	de	reabsorción	de	agua	
LC:	Límite	de	cuantificación	
LCST:	Temperatura	Crítica	de	Disolución	
LD:	Límite	de	detección	
LIOF.:	liofilizado	
L‐Y:	Lucifer	Yellow	
m:	pendiente	de	la	recta	
MCM‐41:	Mobil	Composition	of	Matter	No.	41	
mEq:	mili	equivalentes	
min.:	minuto	
mL:	mililitro	
mOsm:	mili	osmoles	
MRP1:	Multidrug	Resistance‐associated	Protein	1	
MRP2:	Multidrug	Resistance‐associated	Protein	2	
mTOR:	diana	de	rapamicina	en	células	de	mamífero	



						

	

	

µΜ:	micro	molar	
NG:	ausencia	de	Giardia	
NHS:	N‐Hidroxisuccinimida	
nm:	nano	mol	
NS:	no	existen	diferencias	estadísticamente	significativas	
OAT1: Organic	Anion	Transporter	1	
OATP: Organic	Anion‐Transporting	Polypeptide	
OCT:	Organic	Cation	Transporter	1	
OGG1:	Oxoguanina	glicosilasa	
OMA:	Otitis	Media	Aguda	
OMS:	Organización	Mundial	de	la	Salud	
PAB	o	Pab:	Permeabilidad	Apical‐Basolateral	
PBA	o	Pba:	Permeabilidad	Basolateral‐Apical	
PAGE:	Electroforesis	en	Gel	de	Poliacrilamida	
PAMPA:	parallel	artificial	membrana	permeation	assay	
PARP1:	Poli‐ADP	Ribosa	Polimerasa	
PBS:	Phosphate	Buffered	Saline	(solución	tampón)	
PCR:	Reacción	en	Cadena	de	la	Polimerasa	
Peff:	Coeficiente	de	permeabilidad	efectiva	
PEI:	polietilenimina	
PEPT1:	Peptide	Tansporter	1	
P‐gp:	Glicoproteína‐P	
PM:	Peso	Molecular	
PNIPAM:	poli(N‐isopropilacrilamida)	
Qtotal:	cantidad	total	de	fármaco	en	el	sistema	
R:	Radio	intestinal	efectivo	
RAD51:	Recombinasa	de	ADN	
Rpm:	Revoluciones	por	minuto	
r2:	coeficiente	de	correlación	
RMN:	Resonancia	Magnética	Nuclear	
ROS:	Especies	Reactivas	de	Oxigeno	
RT‐PCR:	Reacción	en	cadena	de	la	polimerasa	con	transcriptasa	inversa	
RX:	Rayos	X	
S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas	
S:	área	del	inserto	en	centímetros	cuadrados	(área	de	difusión)	



						

	

	

SDS:	Dodecil	Sulfato	Sódico	
SOD1:	Superóxido	dismutasa	1	
SOD2:	Superóxido	dismutasa	2	
T:	Tiempo	
Tª:	Temperatura	
TBS:	Tris	Buffered	Saline	(tampón	salino	Tris)	
TEA/TEAH3:	trietanolamina	
TEER:	Resistencia	Eléctrica	Transepitelial	
TEM:	Microscopia	Electrónica	de	Transmisión	
TEMED:	tetrametiletilendiamina	
TEOS:	tetraetilortosilicato	
TFA:	ácido	trifluoloracetico	
T.R:	Tiempo	de	retención	
TR:	Transcripción	Reversa	
Medio	TYI‐S:	medio	de	Keister	modificado	para	el	cultivo	de	Giardia	in	
vitro	
Uds.:	Unidades	
UV:	Ultravioleta	
UVM‐7:	Bimodal	mesoporous	materials	
V:	Volumen	remanente	en	intestino	a	cada	tiempo	
V0:	Volumen	remanente		en	intestino	a	tiempo	inicial	
Vdador:	Volumen	del	compartimento	dador	
Vol.	iny.:	Volumen	de	Inyección	
Vreceptor:	Volumen	del	compartimento	receptor	
Vt:	Volúmenes	teóricos	para	cada	tiempo	de	toma	de	toma	de	muestra	
x:	concentración	teórica	
y:	área	del	cromatograma	
z‐pot:	potencial	Z	
5HGC:	 muestra	 de	 Glicol	 Chitosan	 tras	 la	 degradación	 ácida	 durante	 5	
horas	
3HGC:	 muestra	 de	 Glicol	 Chitosan	 tras	 la	 degradación	 ácida	 durante	 3	
horas	
λ:	longitud	de	onda	
	:	desviación	estándar	de	la	ordenada	en	el	origen	



						

	

	

Índice 
	

I	Resumen	............................................................................................................................	1 

I		Abstract	.............................................................................................................................	5 

II	Objetivos	..........................................................................................................................	9 

II	Objectives	.....................................................................................................................	11 

III	Introducción	...............................................................................................................	13 

A.  Giardia	intestinalis	.............................................................................................	14 

1.	Ciclo	biológico	y	especies	..........................................................................	14 

2.	Epidemiología	................................................................................................	15 

3.	Signos	y	síntomas	.........................................................................................	16 

4.	Transmisión:	prevención	y	cronificación	...........................................	17 

5.	Patogenia	en	giardiasis	..............................................................................	19 

6.	Diagnóstico	......................................................................................................	27 

7.	Tratamiento	de	la	giardiasis	....................................................................	28 

B.  Absorción	intestinal	.........................................................................................	34 

1.	Sitio	de	absorción	.........................................................................................	34 

2.	Mecanismos	de	absorción	.........................................................................	35 

2.1.	Difusión	pasiva	.....................................................................................	36 

2.2.	Mecanismos	especializados	de	transporte	...............................	41 

3.	Métodos	de	estudio	de	permeabilidad	................................................	49 

3.1.	Métodos	estructurales	......................................................................	50 

3.2.	Métodos	 funcionales	.........................................................................	51 

4.	Regla	de	las	3	Rs	............................................................................................	70 

C.  Fármacos	en	pediatría	.....................................................................................	72 

1.	Analgésicos/Antipiréticos	.........................................................................	73 



						

	

	

1.1.	Paracetamol	..........................................................................................	74 

1.2.	Ibuprofeno	.............................................................................................	75 

2.	Antiarritmicos/	Antipalúdicos	................................................................	76 

2.1.	Quinidina	................................................................................................	76 

3.	Antibióticos	β‐lactámicos	..........................................................................	77 

3.1.	Amoxicilina	............................................................................................	79 

3.2.	Cefadroxilo.............................................................................................	79 

4.	Antiepilépticos	...............................................................................................	80 

4.1.	Carbamazepina	....................................................................................	81 

4.2.	Diazepam	................................................................................................	83 

4.3.	Fenobarbital	..........................................................................................	84 

5.	Antituberculosos	...........................................................................................	86 

5.1.	Isoniazida	...............................................................................................	88 

5.2.	Rifampicina	...........................................................................................	88 

D.  Tratamientos	no	convencionales	................................................................	90 

1.	Aplicaciones	de	los	sistemas	inteligentes	...........................................	99 

IV	Material	y	Métodos	...............................................................................................	103 

A.  Compuestos	ensayados	................................................................................	104 

1.	Soluciones	de	fármacos	...........................................................................	104 

2.	Nuevas	formulaciones	para	el	tratamiento	de	la	giardiasis	.....	106 

2.1.	 Hidrogel	 inteligente	 de	 Glicol	 Chitosan	 cargado	 con	

Metronidazol	.......................................................................................	106 

2.2.	 Micropartículas	 mesoporosas	 de	 sílice	 con	 puerta	

molecular	pH	dependiente	para	control	biológico	de	Giardia	

intestinalis	............................................................................................	111 

B.  Condiciones	experimentales	......................................................................	115 

1.	Cultivo	de	G.	intestinalis	..........................................................................	115 



						

	

	

2.		Ensayo	en	animales	.................................................................................	116 

2.1.	Diseño	del	ensayo	............................................................................	116 

2.2.		Animales	de	experimentación	...................................................	117 

2.3.	Soluciones	de	trabajo	.....................................................................	118 

2.4.	Técnica	experimental	en	duodeno............................................	121 

2.5.	Ensayo	de	reabsorción	de	agua	..................................................	126 

2.6.	Tratamiento	de	las	muestras	......................................................	126 

3.		Ensayos	en	cultivos	celulares	..............................................................	129 

3.1.	Diseño	del	ensayo	de	permeabilidad	.......................................	129 

3.2.	Línea	celular	Caco‐2	........................................................................	130 

3.3.	Soluciones	de	trabajo	.....................................................................	131 

3.4.	Técnica	experimental	.....................................................................	133 

3.5.	Estudio	de	recuperación	del	compuesto	................................	143 

3.6.	Tratamiento	de	las	muestras	......................................................	144 

4.	Evaluación	del	daño	celular	producido	por	G.	intestinalis	........	146 

4.1	Técnica	experimental	......................................................................	147 

4.2	Tratamiento	de	muestras	..............................................................	147 

5.	Ensayos	de	liberación	..............................................................................	151 

5.1.	Ensayo	de	liberación	in	vitro	del	hidrogel	de	Glicol	Chitosan	

cargado	con	Metronidazol.	............................................................	151 

5.2.	 Ensayo	 de	 liberación	 in	 vitro	 de	 micropartículas	

mesoporosas	 de	 sílice	 con	 puerta	 molecular	 pH	

dependiente	 para	 control	 biológico	 de	 Giardia	 intestinalis

	..................................................................................................................	152 

C.  Valoración	de	muestras	...............................................................................	157 

1.	Elementos	cromatográficos	...................................................................	157 

2.	Condiciones	cromatográficas	...............................................................	157 



						

	

	

D.  Validación	de	los	métodos	analíticos	.....................................................	159 

1.	Ensayo	de	linealidad	................................................................................	159 

2.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	..........................................................	160 

3.	Límite	de	detección	y	cuantificación	.................................................	161 

E.  Métodos	matemáticos	y	estadísticos	......................................................	161 

1.	Análisis	de	regresión	................................................................................	161 

2.	Pruebas	de	comparación	de	medias	..................................................	162 

2.1.	Análisis	 de	 varianza	 global:	ANOVA	de	un	 factor	 y	prueba	

de	comparación	de	dos	medias:	ensayo	t	de	Student	.........	162 

2.2.	Prueba	de	comparación	múltiple:	Prueba	de	Scheffé	........	163 

V	Resultados	y	Discusión	.........................................................................................	165 

A.  Validación	del	método	analítico	de	los	compuestos	ensayados..	166 

1.	Ensayo	de	linealidad	................................................................................	166 

2.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	..........................................................	169 

3.	Límite	de	detección	y	cuantificación	.................................................	171 

B.  Efecto	de	G.	intestinalis	sobre	la	permeabilidad	intestinal	............	172 

1.	Ensayo	in	situ	...............................................................................................	174 

1.1.	Amoxicilina	.........................................................................................	174 

1.2.	Paracetamol	.......................................................................................	176 

2.	Ensayos	in	vitro	..........................................................................................	178 

2.1.	Puesta	a	punto	del	método	in	vitro	...........................................	178 

2.2.	Validación	del	método	in	vitro	....................................................	200 

2.3.	Fármacos	a	estudio	.........................................................................	209 

C.  Formulaciones	.................................................................................................	238 

1.	 Hidrogel	 inteligente	 de	 Glicol	 Chitosan	 cargado	 con	

Metronidazol	.............................................................................................	238 



						

	

	

1.1.	Preparación	y	caracterización	del	polímero:	Glicol	Chitosan	

(GC)	.........................................................................................................	238 

1.2.	 Caracterización	 tras	 la	 conjugación	 del	 polímero	 Glicol	

Chitosan	(5HGC)	con	el	tetrapéptido	(sensible	a	Catepsina)

	..................................................................................................................	242 

1.3.	Caracterización	del	hidrogel	tras	cargarlo	con	Metronidazol

	..................................................................................................................	243 

1.4.	Ensayo	de	liberación	del	hidrogel	.............................................	244 

2.	Micropartículas	mesoporosas	de	sílice	con	puerta	molecular	pH	

dependiente	para	control	biológico	de	Giardia	intestinalis	...	246 

2.1.	Descripción	del	sistema	de	puerta	molecular	......................	246 

2.2.	Caracterización	de	los	materiales	preparados	....................	247 

2.3.	Ensayos	de	liberación	de	las	micropartículas	......................	253 

2.4.	Ensayos	de	viabilidad	.....................................................................	254 

VI	Conclusiones	...........................................................................................................	257 

VI		Conclusions	.............................................................................................................	259 

VII	Bibliografía	.............................................................................................................	261 

	

	

	 	



						

	

	

	

	 	



Resumen	

	

1	

	

I Resumen 

	 Giardia	intestinalis	es	el	agente	causal	de	la	giardiasis,	una	de	

las	 patologías	 intestinales	 más	 comunes	 en	 todo	 el	 mundo,	 cuya	

sintomatología	principal	es	diarrea	y	malabsorción.	La	OMS	indica	que	la	

prevalencia	 mundial	 es	 de	 200	 millones	 de	 individuos	 afectando	

especialmente	 a	 niños	 entre	 2	 y	 12	 años,	 los	 cuales	 son	 en	 su	mayoría	

asintomáticos.	 Diversos	 estudios	 demuestran	 que	 existe	 un	 riesgo	

importante	en	la	población	infantil,	pues	la	carencia	de	vitaminas	y	otros	

nutrientes	 que	 provoca	 esta	 parasitosis	 puede	 ocasionar	 graves	

desórdenes,	 como	 anemia,	 retraso	 del	 crecimiento	 y	 discapacidad	

intelectual.	

	 Aunque	el	efecto	de	Giardia	sobre	la	absorción	de	nutrientes	

y	vitaminas	se	ha	estudiado	ampliamente,	hay	pocos	trabajos	realizados	

sobre	cómo	afecta	este	parásito	a	la	absorción	de	fármacos.	 	Craft	y	col.,	

observaron	 que	 la	 absorción	 de	 algunos	 antibióticos	 disminuía	 en	

pacientes	 con	 giardiasis,	 comprometiendo	 la	 eficacia	 y	 seguridad	 del	

tratamiento	 farmacológico.	 Esto	 supone	 un	 peligro	 para	 la	 población	

pediátrica	pues	pequeños	cambios	en	la	dosis	absorbida	pueden	dar	lugar	

a	 intoxicación	 o	 a	 infradosificación.	 Por	 ello,	 surge	 la	 necesidad	 de	

obtener	un	modelo	experimental	fiable	que	permita	determinar	el	efecto	

de	esta	parasitosis	 en	 la	 absorción	de	 fármacos,	 sobre	 todo	de	 aquellos	

con	estrecho	margen	terapéutico.		



Resumen	

	

2	

	

	 Con	 el	 fin	 de	 valorar	 el	 efecto	 de	 la	 colonización	 de	 G.	

intestinalis	 en	 la	 absorción	 intestinal	 se	 realizaron	 estudios	 in	vitro	 e	 in	

situ	en	presencia	y	ausencia	de	dicho	parásito.	

	 Los	 resultados	 obtenidos	 indican	 que	 Giardia	 intestinalis	

modifica	 la	permeabilidad	de	 los	 fármacos	ensayados,	 lo	que	concuerda	

con	los	hallazgos	in	vivo	observados	con	otros	fármacos	o	nutrientes.	Esto	

puede	ser	debido	a	que	Giardia	intestinalis	crece	formando	un	monocapa	

adherida	a	la	membrana	intestinal	que	impide	el	correcto	funcionamiento	

de	 los	 mecanismos	 biológicos	 de	 transporte.	 En	 los	 fármacos	 que	 se	

absorben	por	difusión	pasiva	se	ve	disminuida	la	permeabilidad	debido	al	

impedimento	estérico	que	ejerce	 el	 parásito	 y	 en	aquellos	que	 lo	hacen	

por	transporte	paracelular	la	absorción	se	ve	aumentada	debido	al	daño	

que	 ocasiona	 G.	 intestinalis	 en	 las	 uniones	 intercelulares.	 Además,	 los	

transportadores	 activos	 se	 bloquean	 en	 presencia	 de	 G.	 intestinalis	

provocando	una	disminución	de	permeabilidad	si	el	fármaco	es	sustrato	

de	un	 transportador	de	absorción	o	un	aumento	de	permeabilidad	si	 se	

trata	de	un	transportador	de	secreción.	

	 Por	otro	lado,	se	ha	prestado	poca	atención	al	tratamiento	de	

esta	 infección	 parasitaria.	 Los	 fármacos	 que	 están	 disponibles	 pueden	

tener	efectos	adversos	e	 incluso	están	contraindicados	en	determinadas	

situaciones	 clínicas.	 El	 fármaco	más	 utilizado	 es	 el	Metronidazol.	 Se	 ha	

informado	de	fallos	terapéuticos	a	causa	de	la	aparición	de	resistencias	y	

de	la	dificultad	de	dosificar	correctamente	en	niños	debido	al	mal	sabor	

del	principio	activo.	En	ocasiones,	se	administra	sin	que	el	diagnóstico	sea	

positivo	y	debido	a	 su	elevada	biodisponibilidad	se	va	absorbiendo	a	 lo	

largo	del	aparato	digestivo,	por	lo	que	no	llegará	la	totalidad	de	la	dosis	al	

lugar	de	acción.	Así,	la	dosis	inicial	que	se	debe	administrar	para	alcanzar	
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valores	adecuados	a	nivel	intestinal	es	elevada	y	podría	provocar	efectos	

secundarios.	 A	 causa	 de	 estos	 inconvenientes,	 surge	 la	 importancia	 de	

buscar	 una	 nueva	 formulación	 que	 permita	 que	 el	 fármaco	 se	 libere	

únicamente	 en	 el	 lugar	 de	 acción.	 El	 tratamiento	 antigiardiasis	 puede	

mejorar	 diseñando	 formulaciones	 más	 específicas	 de	 Metronidazol.	 En	

este	 trabajo	 se	 han	 obtenido	 hidrogeles	 de	 Glicol	 Chitosan	 y	

micropartículas	de	sílice	 sensibles	a	pH.	Las	micropartículas	con	puerta	

molecular	permiten	la	liberación	del	Metronidazol	en	el	duodeno,	que	es	

donde	 se	 acumula	 principalmente	 la	 población	 parasitaria.	 El	 hidrogel	

inteligente	 ha	 permitido	 la	 liberación	 del	 fármaco	 únicamente	 en	

presencia	 de	 Giardia,	 lo	 que	 posibilitaría	 la	 administración	 de	 la	

formulación	en	casos	de	diagnóstico	dudoso	y	conseguir	solo	la	liberación	

del	fármaco	en	el	caso	de	que	el	niño	esté	infectado.	Ambas	formulaciones	

darían	 lugar	a	 la	reducción	de	 los	efectos	adversos	al	disminuir	 la	dosis	

necesaria,	ya	que	evitan	la	pérdida	de	fármaco	en	los	primeros	tramos	del	

tracto	gastrointestinal,	entre	otras	ventajas.	

	

	

	

	

	 	

	 	



Resumen	

	

4	

	

	



Abstract	

	

5	

	

 

I  Abstract 

	 Giardia	intestinalis	is	the	causative	agent	of	giardiasis,	which	

is	 one	 of	 the	 most	 common	 intestinal	 diseases	 around	 the	 world.	 The	

World	 Health	 Organization	 (WHO)	 shows	 a	 prevalence	 of	 200	 million	

people	 worldwide	 and	 is	 more	 frequent	 in	 children	 between	 2	 and	 12	

years	 of	 age.	The	main	 symptoms	 include	diarrhoea	 and	malabsorption	

although	 most	 are	 asymptomatic.	 Several	 studies	 evidence	 a	 lack	 of	

vitamins	and	nutrients	during	the	infection,	which	is	a	risk	 in	childhood	

as	this	could	lead	to	serious	health	alterations	such	as	anaemia,	stunting	

and	intellectual	disabilities.	

	 The	 effect	 of	 Giardia	 on	 the	 absorption	 of	 nutrients	 and	

vitamins	 has	 been	 widely	 studied,	 although	 there	 are	 few	 studies	

conducted	on	how	this	parasite	affects	drug	absorption.	Craft	et	al.,	found	

that	 the	 absorption	 of	 some	 antibiotics	 decreased	 in	 patients	 with	

giardiasis,	 compromising	 the	 effectiveness	 and	 safety	 of	 drug	 therapy.	

This	 is	 dangerous	 for	 paediatric	 patients	 because	 small	 changes	 in	 the	

absorbed	 dose	 can	 lead	 to	 toxicity	 or	 undertherapeutic	 drug	

concentrations.	A	reliable	experimental	model	for	determining	the	effect	

that	this	parasite	has	on	the	absorption	of	drugs	is	necessary,	especially	

for	drugs	with	narrow	therapeutic	window.	
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	 In	order	 to	assess	 the	effect	of	G.	intestinalis	 colonization	 in	

intestinal	 absorption,	 I	 performed	 in	 vitro	 and	 in	 situ	 studies	 in	 the	

presence	and	absence	of	the	parasite.	

	 The	 results	 suggest	 that	 Giardia	 intestinalis	 modifies	 the	

permeability	 of	 the	 drugs	 tested,	 which	 is	 consistent	 with	 the	 in	 vivo	

findings	 observed	 in	 other	 drugs	 or	 nutrients.	 The	 growth	 of	 Giardia	

intestinalis	 involves	 the	 formation	 of	 a	 monolayer	 that	 adheres	 to	 the	

intestinal	membrane	and	prevents	the	correct	performance	of	biological	

transport	mechanisms.	The	permeability	is	reduced	in	drugs	absorbed	by	

passive	 diffusion	 due	 to	 steric	 hindrance	 exerted	 by	 the	 parasite.	

Conversely,	 the	 absorption	 is	 increased	 in	 drugs	 transported	 via	 the	

paracellular	 pathway	due	 to	 the	damage	of	 tight	 junctions	 caused	by	G.	

intestinalis.	Furthermore,	active	carriers	are	blocked	in	the	presence	of	G.	

intestinalis	causing	 a	 decrease	 in	 permeability	 if	 the	 drug	 is	 carried	 by	

influx,	or	an	increase	in	permeability	if	it	is	carried	by	efflux.	

	 The	 treatment	 of	 this	 parasitic	 infection	 has	 not	 been	

extensively	studied.	The	available	drugs	can	cause	several	adverse	effects	

and	are	even	contraindicated	in	certain	clinical	situations.	The	drug	most	

widely	used	for	this	infection	is	Metronidazole.	Therapeutic	failures	have	

been	 reported	 due	 to	 drug	 resistance	 and	 wrong	 dosage	 in	 children	

because	 of	 the	 bad	 taste	 of	 the	 active	 ingredient.	 The	 drug	 is	 also	

sometimes	 administered	without	 a	 positive	 diagnosis.	 Metronidazole	 is	

quickly	 absorbed	 in	 the	 digestive	 tract	 due	 to	 its	 high	 bioavailability,	

therefore	it	is	difficult	for	the	entire	dose	to	reach	the	site	of	action.	Thus,	

the	 initial	dose	needed	 to	 achieve	 appropriate	 values	 in	 the	 intestine	 is	

high	and	could	cause	undesirable	effects.	A	novel	formulation	that	allows	
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the	drug	to	be	released	only	at	the	site	of	action	is	important	because	of	

these	 drawbacks.	 The	 design	 of	 new	 and	 more	 specific	 Metronidazole	

formulations	could	improve	the	current	treatment.	In	this	work	we	have	

obtained	Glycol	Chitosan	hydrogels	and	pH	sensitive	silica	microparticles.	

The	 microparticles	 with	 molecular	 gate	 are	 designed	 to	 release	 the	

Metronidazole	 into	 the	 duodenum,	 where	 the	 parasite	 mainly	 resides.	

The	smart	hydrogel	allows	the	drug	to	be	released	only	in	the	presence	of	

Giardia,	therefore	the	formulation	can	even	be	administered	in	the	case	of	

doubtful	 diagnosis	 as	 the	 drug	 is	 only	 released	 if	 the	 child	 is	 infected.	

Reducing	 the	 adverse	 effects	 by	 decreasing	 the	 necessary	 dose	 and	

preventing	loss	of	drug	in	the	first	sections	of	the	gastrointestinal	tract	is	

a	main	advantage	of	both	formulations.	
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II Objetivos 

El	 objetivo	 global	 de	 esta	 tesis	 es	 determinar	 cómo	 afecta	 la	

colonización	 por	 Giardia	 intestinalis	 a	 la	 absorción	 de	 fármacos,	 así	

como	 buscar	 alternativas	 más	 seguras	 y	 eficaces	 al	 tratamiento	

convencional	de	la	giardiasis.	Para	dar	respuesta	a	este	objetivo	global	

se	establecieron	varios	objetivos	parciales:	

• Desarrollar	 un	 nuevo	modelo	 experimental	 in	vitro	que	 permita	

predecir	el	efecto	de	la	giardiasis	sobre	la	absorción	de	fármacos.	

• Valorar	 el	 efecto	 de	 la	 colonización	 de	 G.	 intestinalis	 en	 la	

absorción	intestinal	de	fármacos	de	uso	pediátrico.	

• Buscar	nuevas	 formulaciones	orales	para	mejorar	 los	 resultados	

del	tratamiento	convencional	contra	este	parásito.	
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II Objectives 

The	main	 objective	 of	 this	work	 is	 to	 determine	 the	 effect	 of	

Giardia	intestinalis	colonization	on	drug	absorption	as	well	as	seeking	

safer	 and	 more	 effective	 alternatives	 to	 conventional	 treatment	 of	

giardiasis.	 Some	 partial	 objectives	 are	 formulated	 bellow	 to	 achieve	

the	main	goal:	

• Developing	 a	 new	 in	vitro	experimental	model	 that	 predicts	 the	

effect	of	giardiasis	on	drugs	absorption.	

• Evaluating	 the	 effect	 of	 G.	 intestinalis	 colonization	 in	 intestinal	

absorption	of	paediatric	drugs.	

• Improving	 the	results	of	 the	conventional	 treatment	against	 this	

parasite,	finding	new	oral	formulations.	
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A. Giardia intestinalis 
	

	 Giardia	 intestinalis	 (sinónimo	 de	 lamblia,	duodenalis)	 es	 un	

protozoo	 parásito	 flagelado	 capaz	 de	 colonizar	 el	 intestino	 delgado	 de	

diversos	 vertebrados,	 incluidos	 los	 humanos.	 Presenta	 una	 forma	

proliferativa	o	 vegetativa	 llamada	 trofozoíto	 y	 una	 forma	de	 resistencia	

denominada	quiste1.	

				 Fue	 identificado	por	primera	vez	en	el	año	1681	por	Anton	

van	 Leewenhock	 (inventor	 del	 microscopio)	 en	 sus	 propias	 heces2.	

Posteriormente	 fue	 descrita	 por	 Lamb,	 el	 cual	 la	 denominó	 “Cercoma	

intestinalis”	en	1859	y	más	exhaustivamente	por	Dobl	en	19323.	En	1882,	

Kunstler	estableció	 el	 género	 Giardia	 y	 en	 1888	 Blanchard	 propuso	 el	

nombre	 de	 lamblia	 para	 el	 género,	 en	 homenaje	 al	médico	 Vilem	Lamb	

recibiendo	el	nombre	de	“Lamblia	intestinalis”.	En	1915,	Stiles	propuso	la	

denominación	Giardia	lamblia	para	este	parásito	y	así	es	como	se	conoce	

actualmente4.		

1.	Ciclo	biológico	y	especies	

	 La	 infección	 se	 inicia	 con	 la	 ingestión	 del	 quiste	 maduro	

por	 un	 hospedador.	 Cuando	 éste	 llega	 al	 duodeno	 se	 disuelve	 la	 pared	

quística,	 dando	 lugar	 a	 un	 individuo	 tetranucleado5,	 que	 se	 divide	

inmediatamente	 en	 dos	 trofozoítos	 binucleados	 los	 cuales	 se	 unen	 al	

epitelio	 intestinal.	 Los	 trofozoítos	 de	 Giardia	 quedan	 adheridos	 a	 las	

microvellosidades	del	intestino	 delgado	(principalmente		en	 el	duodeno)	

por	 medio	 de	 	 los	 discos	 suctorios	 y	 	 del	 movimiento	 del	 segundo	 y	

tercer	 par	de	 flagelos6.	 Los	 trofozoítos	 se	 alimentan	 y	 reproducen	hasta	



Introducción	

	

15	

	

que	 el	 contenido	 intestinal	 inicia	 el	 proceso	 de	 deshidratación,	

momento	 en	 el	 que	comienza	el	enquistamiento,	se	pierden	 los	 flagelos,	

adquirieren	 una	 forma	 ovalada	 y	 se	 rodean	 de	 una	 	 pared	 quística,	

formándose	así	los	quistes	que	son	eliminados	con	las	heces.	

	 Normalmente	 se	 localiza	 en	 la	 superficie	 apical	 del	

enterocito,	 por	 lo	 que	 no	 se	 considera	 un	 organismo	 invasivo,	 sin	

embargo	 se	 han	 descrito	 casos	 de	 parásitos	 encontrados	 dentro	 de	 la	

mucosa	intestinal7.	

	 En	base	a	sus	características	morfológicas,	el	género	Giardia	

se	divide	en	3	especies	Giardia	agilia	que	 infecta	anfibios,	Giardia	muris	

que	 infecta	 roedores,	 pájaros	 y	 reptiles	 y	 Giardia	 lamblia	 que	 infecta	

mamíferos,	 también	 denominada	 Giardia	 duodenalis	 o	 Giardia	

intestinalis8.	

2.	Epidemiología	

	 Giardia	 es	 el	 agente	 causal	 de	 la	 giardiasis,	 una	 de	 las	

patologías	intestinales	de	transmisión	fecal‐oral	más	común	en	el	mundo.	

La	incidencia	es	mayor	en	regiones	de	clima	templado9,10.	La	prevalencia	

en	los	países	en	vías	de	desarrollo	es	de	20‐30%	frente	a	2‐5%	en	países	

industrializados11–14.	 La	 transmisión	 aumenta	 al	 final	 del	 verano	 y	 al	

inicio	 del	 otoño,	 siendo	 esporádica	 y	 epidémica15.	 Un	 estudio	 realizado	

recientemente	 en	 Cataluña16	 demostró	 una	 elevada	 prevalencia	 de	 G.	

intestinalis	 en	 la	 población	 en	 comparación	 con	 otros	 parásitos	

intestinales	 incluido	Cryptosporidium17,18.	 Además,	 al	 igual	 que	 en	 otros	

países,	en	España	se	ha	comprobado	que	el	grupo	más	vulnerable			es			la			

población			infantil18,19.	De	hecho,	un	estudio	llevado	a	cabo	en	guarderías	
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de	Alcoy	(Alicante)	permitió	detectar	 la	presencia	de	Giardia	intestinalis	

en	el	11,8%	de	niños	entre	12	y	43	meses20.	Esto	puede	ser	debido	a	 la	

inmadurez	inmunológica	y	al	poco	desarrollo	de	hábitos	higiénicos	en	la	

población	infantil21.  

	 En	 septiembre	 de	 2004	 debido	 a	 su	 importancia	 clínica	 y	

distribución	 global,	 la	 OMS	 incluyó	 a	 G.	 intestinalis	 en	 la	 iniciativa	 de	

“enfermedades	huérfanas”	con	el	objetivo	de	resolver	las	incógnitas	sobre	

la	 biología	 del	 parásito,	 la	 epidemiología,	 el	 tratamiento	 y	 las	

interacciones	 parásito‐huésped22,23.	 La	 OMS	 indica	 que	 la	 prevalencia	

mundial	 es	 de	 200	 millones	 de	 individuos	 infectados	 afectando	

especialmente	 a	 niños	 entre	 2	 y	 12	 años,	 los	 cuales	 son	 en	 su	mayoría	

asintomáticos10,24.		También	son	grupos	de	riesgo	las	familias	de	los	niños	

con	giardiasis	por	infección	intra‐familiar.	En	un	estudio	en	familiares	de	

niños	infectados	se	encontraron	trofozoítos	en	las	heces	en	el	25%	de	los	

casos2.	 La	 prevalencia	 de	 infección	 en	 pacientes	 con	 tratamiento	 de	

inmunosupresores	 e	 inmunodeficiencias	 como	 la	 deficiencia	 de	 IgA	

secretora,	 varía	 entre	 29	 y	 71%.	 El	 riesgo	 también	 está	 aumentado	 en	

pacientes	 con	 SIDA3,7,9,10,15,25.	 La	 malnutrición	 también	 se	 puede	

considerar	 un	 factor	 de	 riesgo	 o	 agravante	 en	 la	 giardiasis,	 ya	 que	 se	

observa	 un	 acortamiento	 del	 microvilli,	 lo	 que	 se	 traduce	 en	 una	

disminución	de	la	capacidad	de	absorción	del	intestino26.		

3.	Signos	y	síntomas	

	 Esta	 patología	 cursa	 con	 diarrea	 acuosa,	 esteatorrea,	

náuseas,	 dolor	 abdominal,	 vómitos,	 pérdida	 de	 peso	 y	malabsorción	 de	

nutrientes,	aunque	en	ocasiones	es	asintomática27–29.	La	relación	entre	la	
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gravedad	de	las	lesiones		que	el	parásito	causa	en	la	mucosa	asociada	a	la	

intensidad	de	 los	síntomas	y	 la	carga	parasitaria,	ha	sido	y	sigue	siendo	

motivo	 de	 controversia4.	 Además	 de	 las	 alteraciones	 en	 el	 tracto	

gastrointestinal,	 la	 infección	 puede	 incluir	 manifestaciones	 extra‐

intestinales	 como	 artritis,	 rinitis	 e	 iridociclitis15.	Más	 raramente	 se	 han	

descrito	manifestaciones	alérgicas	y	dermatológicas	que	obedecen	a	dos	

mecanismos:	el	primero,	que	el	parásito	y	sus	productos	metabólicos	son	

antigénicos	 para	 el	 huésped;	 y	 el	 segundo,	 que	 el	 parásito	 actúa	 como	

hapteno,	 llegando	a	producir	anticuerpos	específicos	que	 se	encuentran	

en	el	suero	de	los	pacientes	con	giardiasis30.		

4.	Transmisión:	prevención	y	cronificación	

	 La	 transmisión	 de	 la	 enfermedad	 está	 relacionada	 con	

medidas	 higiénicas	 deficientes,	 un	 bajo	 nivel	 socioeconómico	 y	 el	

contacto	con	aguas	contaminadas	con	heces.		

	 Normalmente	se	comporta	como	una	infección	autolimitante	

pero	 	 se	ha	descrito	una	cronificación	de	 la	 infección	en	un	15%	de	 los	

casos8,31.	 	 El	 mecanismo	 para	 la	 perpetuación	 de	 la	 infección	 por	 este	

parásito,	o	infección	crónica,	se	debe	a	factores	como:	inmunosupresión,	

hipogammaglobulinemia,	 disminución	 en	 el	 número	 de	 células	 T,	

desnutrición	y	supresión	en	la	producción	de	anticuerpos32.	

	 Existen	mecanismos	de	defensa	fisiológicos	para	prevenir	la	

infección.	El	primer	nivel	de	defensa	contra	la	infección	por	G.	intestinalis	

es	 el	 aumento	 de	 la	 segregación	 de	mucus	 durante	 la	 infección,	 que	 se	

considera	un	factor	fisiológico	de	protección	contra	la	giardiasis26,	ya	que	

este	mucus	dificulta	la	adhesión	de	G.	intestinalis	al	intestino.	Además,	los	
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linfocitos	T	segregan	linfocinas	y	posteriormente	se	generan	anticuerpos	

anti‐Giardia,	además	de	la	respuesta	inflamatoria	celular	con	infiltrado	de	

mononucleares	y	polimorfonucleares.		

	 En	 cuanto	 a	 las	 medidas	 de	 prevención,	 en	 los	 países	

desarrollados,	 el	 tratamiento	 de	 las	 aguas	 de	 consumo	 ha	 reducido	 su	

incidencia,	 aunque	 en	 los	 últimos	 años	 la	 resistencia	 de	 los	 quistes	 de	

Giardia	 a	 las	 medidas	 convencionales	 de	 tratamiento	 de	 aguas	 ha	

contribuido	a	 la	aparición	de	brotes	epidémicos33.	La	eliminación	de	 las	

infecciones	concomitantes,	es	una	buena	medida	de	protección	contra	la	

giardiasis.	Helicobacter	pylori,	 por	 ejemplo,	 causa	 hipoclorhidria,	 lo	 cual	

favorece	el	proceso	 infectivo	de	G.	intestinalis.	Su	erradicación	sería	una	

medida	preventiva	de	la	reinfección	por	G.	intestinalis	sobre	todo	en	áreas	

endémicas10.	

	 La	 creación	 de	 vacunas	 para	 prevenir	 la	 infección	 sería	 un	

avance	significativo34.	Se	descubrió	que	el	parásito	es	capaz	de	alterar	su	

aspecto	a	nivel	molecular,	cambiando	su	antígeno	de	superficie	entre	una	

variedad	 de	 200	 diferentes	 para	 evadir	 la	 respuesta	 inmune.	 Los	

resultados	 de	 este	 estudio	 relacionan	 por	 primera	 vez	 el	 ARN	 con	 el	

mecanismo	de	silenciamiento	de	genes	en	microorganismos	patógenos.	A	

partir	de	parásitos	modificados	genéticamente	para	expresar	 todas	esas	

moléculas,	se	abrieron	las	puertas	para	el	diseño	de	una	vacuna	efectiva	

que	 puede	 ayudar	 al	 sistema	 inmune	 a	 identificar	 cualquiera	 de	 esos	

antígenos	y	de	ese	modo	habilitarlo	para	que	ataque	a	 los	parásitos	que	

intenten	hospedarse	en	el	intestino	superior.		
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5.	Patogenia	en	giardiasis	

	 Una	 de	 las	 manifestaciones	 más	 graves	 de	 la	 giardiasis	 es	

la	 malabsorción	 de	 nutrientes.	 Aunque	 antiguamente	 se	 pensaba	 que	

este	 fenómeno	 era	 debido	 simplemente	 a	 la	 barrera	 física	 ejercida	 por	

los	 trofozoítos	 sobre	 la	 superficie	 de	 la	 mucosa	 intestinal,	 muchos	

estudios	 sugieren	 otros	 posibles	 mecanismos	 por	 los	 que	 el	 parásito	

induciría	 cambios	 estructurales	 y	 funcionales	 en	 el	 epitelio	 intestinal.	

Diversas	investigaciones	llevadas	a	cabo	en	países	en	vías	de	desarrollo,	

donde	 la	 infección	 tiene	 alta	 prevalencia,	 apoyan	 la	 hipótesis	 del		

compromiso	 nutricional	 tras	 la	 infección	 por	 Giardia	 lamblia.	 La	

malnutrición	generada	por	el	parásito	da	lugar	a	déficit	de	proteínas,	esto	

altera	 el	 sistema	 inmune	 del	 hospedador,	 el	 cual	 no	 funciona	

correctamente	frente	a	la	infección,	produciéndose	aumento	del	infiltrado	

linfocitario	de	células	T	y	B.	Además	se	ha	visto	alteración	del	borde	en	

cepillo,	disminución	de	 las	enzimas	del	 intestino	delgado	y	presencia	de	

criptas	hipertróficas.	Otros	autores	asocian	el	aplanamiento	del	borde	en	

cepillo	 de	 la	 mucosa	 intestinal	 al	 daño	 directo	 del	 parásito.	 Como	

resultado,	 se	 altera	 el	 complejo	 enzimático	 lo	 cual	 repercute	 en	 la	

absorción	 y	 estado	 nutricional	 del	 hospedador.	 También	 en	 modelos	

animales	existe	evidencia	de	que	 la	desnutrición	se	agrava	en	presencia	

de	 Giardia35.	 En	 los	 países	 en	 vías	 de	 desarrollo,	 cuya	 población	 suele	

tener	un	estado	nutricional	comprometido,	este	se	ve	empeorado	por	 la	

infección	lo	que	conlleva	a	un	gran	peligro	para	su	salud.	

	 En	niños	es	especialmente	 importante	ya	que	 las	diarreas	y	

la	malabsorción	de	nutrientes	son	responsables	de	anemia	(déficit	en	 la	

absorción	de	vitamina	B12	y	Fe,)35–42,43,	retraso	en	el	crecimiento	(déficit	
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en	 la	 absorción	de	proteínas,	 glúcidos	y	 lípidos)44–47	 y	 retraso	 cognitivo	

(déficit	de	zinc	y	otros	nutrientes)44.	También	se	ha	observado	déficit	de	

vitamina	 A	 y	 malabsorción	 de	 grasa48.	 Aunque	 se	 ha	 estudiado	

ampliamente	el	 efecto	de	 la	 infección	por	Giardia	 sobre	 la	 absorción	de	

nutrientes,	 hay	 muy	 pocos	 trabajos	 realizados	 sobre	 la	 absorción	 de	

fármacos	en	individuos	que	presentan	dicha	patología.	

	 Se	 han	 empleado	 diferentes	 modelos	 para	 investigar	 el	

daño	que	causa	el	parásito	en	el	epitelio	intestinal	tales	como	modelos	de	

infección	en	roedores48–53,	cultivos	celulares	no	humanos	y	humanos54–59	

y	biopsias	humanas58,60,61.	

	 Una	de	las	hipótesis	 atribuye	a	G.	intestinalis	 lesiones	 de	

la	 mucosa	 intestinal,	 alteraciones	 en	 la	 conjugación	 de	 sales	 biliares	

con	 cambios	 de	 la	 microflora	 intestinal	 y	 alteraciones	 del	 complejo	

enzimático.	Las	lesiones	del	borde	en	 cepillo	ocurren	principalmente	en	

el	 duodeno	 y	 llevan	 a	 la	 disminución	 de	 la	 actividad	 de	 las	

disacaridasas	 (lactasa,	 sacarasa	 y	 maltasa).	 Cuando	 la	 disminución	

enzimática	 es	 importante	 produce	 cuadros	 de	 diarrea	 y	

alteraciones	 morfológicas	 mayores.	 Estudios	 cinéticos	 en	

animales	muestran	 que	 los	 trofozoítos	 de	Giardia	lamblia	interfieren	en	

los	mecanismos	de	transporte	activo	de	la	mucosa,	en	áreas	del	intestino	

aún	con	morfología	normal62.	 		

	 Sin	embargo,	en	estudios	in	vitro	como	el	realizado	por	M.A	

Human	y	 col.	 (2011)27,	 se	 observó	 la	 alteración	 estructural	 y	 funcional	

del	 borde	 en	 cepillo	 a	 las	 24	 horas	 de	 cultivar	 G.	 intestinalis	 en	 Caco‐

2/TC7,	 lo	 que	 apoya	 la	 teoría	 de	 que	 este	 parásito	 podría	 segregar	

sustancias	 dañinas	 durante	 la	 adhesión.	 Entre	 las	 posibles	 sustancias	
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que	 parecen	 estar	 implicadas	 en	 la	 infección	 por	 G.	 lamblia,	 se	

encuentran	 diversos	 factores	 secretados	 por	 el	 parásito	 como	

enterotoxinas,	 proteinasas	 y	 lectinas.	 Algunos	 estudios	 indican	 que	 las	

lectinas,	 presentes	 en	 la	 superficie	 de	G.	 intestinalis,	 podrían	 ser	 útiles	

para	el	acoplamiento	del	parásito	a	las	células	hospedadoras	durante	la	

infección63,64.	 Además,	 parece	 que	 el	 contacto	 entre	 el	 trofozoíto	 y	 las	

células	 intestinales	 provoca	 la	 liberación	 de	 proteasas65	 y	 enzimas	

metabólicas,	que	facilitarían	la	colonización	del	intestino66.	

	 La	 alteración	 del	 epitelio	 parece	 independiente	 de	 la	

gravedad	 de	 las	 manifestaciones	 clínicas,	 ya	 que	 se	 ha	 observado	 que	

tanto	 pacientes	 sintomáticos	 como	 asintomáticos	 mostraban	 similar	

grado	 de	 deterioro	 de	 las	 microvellosidades67.	 En	 este	 estudio	 se	 vio	

aumentada	 la	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 (TEER),	 por	 lo	 que	 no	

hubo	 evidencia	 de	 daño	 estructural	 o	 funcional.	 Sin	 embargo,	 en	 la	

mayoría	 de	 los	 ensayos	 esta	 medida	 se	 ve	 disminuida,	 debido	 a	 la	

reorganización	 del	 citoesqueleto	 inducida	 por	 G.	 intestinalis68,		

existiendo	como	consecuencia	una	aumento	de	la	permeabilidad.	

	 Parece	que	 	Giardia,	 	 al	 igual	que	 	otros	parásitos,	 también	

induce		cambios	a	nivel	de	citoesqueleto	por	la	reordenación	de	F‐actina	

y	 α‐actinina59.	 El	 citoesqueleto	 tiene	 como	 función	 ser	 soporte	

estructural	y	mantener	la	polarización	de	la	membrana,	por	lo	que	juega	

un	 papel	 importante	 en	 la	 regulación	 de	 la	 absorción	 de	 nutrientes	 al	

interior	de	la	célula	y	controla	la	permeabilidad	transcelular	parcial69,70.	

Diversos	 autores	 sostienen	 que	 el	 daño	 en	 el	 citoesqueleto	 está	

directamente	 relacionado	 con	 la	 adhesión	del	 parásito	 a	 las	 células	del	

hospedador27,	mientras	que	otros	observan	reordenamiento	de	F‐actina	
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incluso	en	ausencia	del	trofozoíto,	incubando	las	células	únicamente	con	

sobrenadante	obtenido	tras	sonicación	del	parásito59.	

	 Se	 cree	 que	 la	 mayor	 parte	 de	 los	 desórdenes	 funcionales	

que	provoca	G.	lamblia	en	el	epitelio	 del	 intestino	 delgado	 son	 debidos	

a	 la	 interacción	 ligando‐receptor	 entre	 el	 disco	 ventral	 o	 suctorio	 del	

parásito	 y	 el	 borde	 en	 cepillo	 del	 enterocito	 del	 huésped71,72	 lo	 cual	

causa	 acortamiento	 de	 las	 microvellosidades	 y	 deterioro	 de	 la	 función	

de	 barrera	 epitelial13,14,73–75.	 El	 mantenimiento	 de	 la	 arquitectura	 del	

disco	ventral	parece	ser	 indispensable	para	que	se	 lleve	 a	 cabo	 la	unión	

del	parásito	 a	 la	 célula.	 Se	 conoce	 la	 existencia	de	3	 clases	de	proteínas	

principales	 en	el	disco	 ventral	 las	 cuales	podrían	 estar	 implicadas	en	 la	

unión	 de	 los	 trofozoítos	 al	 epitelio	 humano:	 α‐,	 β‐	 y	 γ‐giardinas76,	 y	

posteriormente	 se	 descubrió	 una	 cuarta,	 la	 δ‐giardina.	 Diversos	

estudios	 han	 demostrado	 que	 la	 unión	 de	 anticuerpos	 (Ac)	 anti‐δ‐

giardina	 al	 disco	 ventral,	 afecta	 a	 la	 capacidad	 del	 trofozoíto	 para	

unirse	 a	 la	 célula,	 pero	 el	 mecanismo	 que	 lo	 produce	 es	

desconocido77,78.	 Este	 puede	 ser	 una	 interesante	 diana	 terapéutica	 ya	

que	están	apareciendo	resistencias	a	los	fármacos	convencionales.	

	 Los	 últimos	 hallazgos	 muestran	 la	 existencia	 de	 balsas	

lipídicas	 en	 G.	 intestinalis,	 las	 cuales	 pueden	 estar	 implicadas	 en	 la	

adhesión	celular	del	parásito	al	epitelio	intestinal27,79.	

	 La	 pérdida	 de	 las	 células	 de	 borde	 en	 cepillo	 es	 motivo	

actual	 de	 debate,	 debido	 a	 que	 es	 un	 signo	 común	 tanto	 en	 giardiasis	

como	 en	 diversas	 enteritis	 bacterianas80,81,	 celiaquía82,	 enfermedad	 de	

Crohn83,	 alergias	 alimentarias84	 y	 enfermedad	 inflamatoria	 intestinal85.	

El	 hecho	 de	 que	 en	 algunas	 de	 estas	 enfermedades	 no	 exista	
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colonización	microbiana,	 sugiere	que	el	 sistema	 inmune	del	hospedador	

puede	estar	implicado	en	la	patogénesis86.	En	este	sentido,	los	linfocitos	T	

parecen	tener	un	doble	papel,		por	un	lado	serían	 los	responsables	de	 la	

atrofia	de	 las	microvellosidades	en	algunas	enfermedades87–90	y	por	otra	

parte	 se	 les	 atribuye	 una	 función	 protectora	 en	 otras	 como	 en	 la	

giardiasis91,92.	 Se	 han	 visto	 diversos	 factores	 que	 influyen	 en	 la	

eliminación	 del	 parásito	 como	 IgA,	 NO	 (óxido	 nítrico),	 defensinas	 y	

mastocitos93–95.	

	 En	 algunos	 estudios	 se	 ha	 observado	 que	 las	 células	

intestinales	 infectadas	 por	 Giardia	 muestran	 un	 perfil	 particular	 de	

citoquinas,	implicadas	en	el	reclutamiento	de	células	dendríticas,	lo	cual	

puede	interferir	con	la	inmunidad	innata	del	hospedador	permitiendo	al	

parásito	controlar	la	respuesta	inmune	de	éste96,97.	Este	control	se	lleva	a	

cabo	 gracias	 a	 la	 enzima	 arginina	 deiminasa	 presente	 en	G.	intestinalis	

que	reduce	la	formación	de	arginina.	La	arginina	es	necesaria	tanto	para	

la	 formación	 de	 NO,	 como	 para	 el	 correcto	 desarrollo	 de	 la	 respuesta	

inmune98.	Se	demostró	que	 la	 	 falta	de	arginina	 inhibe	 la	 función	de	 los	

linfocitos	 T13	 así	 como	 afecta	 a	 la	 diana	 de	 Rapamicina	 en	 células	 de	

mamífero,	 o	 mTOR99,100,	 la	 cual	 regula	 la	 formación	 de	 células	

dendríticas.	La	carencia	de	arginina	 también	hace	disminuir	 los	niveles	

de	NO,	facilitando	la	infección.	G.	intestinalis	presenta	proteínas	variables	

de	 superficie	 (VSP)101,102	 gracias	 a	 las	 cuales	puede	 evadir	 la	 respuesta	

inmune	del	huésped	e	infectar	con	más	facilidad.		

	 G.	 intestinalis	 es	 un	 parásito	 microaerobio,	 por	 lo	 que	 la	

presencia	 de	 oxígeno	 compromete	 su	 supervivencia.	 Este	 tipo	 de	

organismos	 presentan	 una	 serie	 de	 enzimas	 que	 actúan	 sin	 liberar	 O2	
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como	 producto	 final.	 Este	 es	 el	 caso	 de	 la	 superóxido	 reductasa	

(SOR)103,104.	Por	otro	lado,	la	reducción	de	oxígeno	molecular	da	lugar	a	

especies	 de	 oxígeno	 reactivas	 (ROS).	 Estas	 especies	 son	 citotóxicas	 y	

pueden	 dañar	 a	 una	 serie	 de	 biomoléculas	 con	 funciones	 clave	 para	 el	

organismo.	 Para	 contrarrestar	 el	 daño	 oxidativo,	 todo	 ser	 vivo	 ha	

desarrollado	sistemas	enzimáticos	específicos.		

	 Una	de	las	ROS	más	estudiadas	es	el	anión	O2‐,	es	una	especie	

muy	reactiva	producida	por	la	reducción	de	un	electrón	de	la	molécula	de	

O2.	En	muchos	microorganismos,	este	radical	es	convertido	en	H2O2	por	la	

enzima	superóxido	dismutasa	(SOD).	El	peróxido	producido	es	eliminado	

por	la	catalasa,	generando	oxígeno	y	agua.	Sin	embargo,	el	genoma	de	G.	

intestinalis103	 confirma	 que	 carece	 de	 estas	 enzimas	 responsables	 de	 la	

eliminación	de	las	especies	reactivas	de	oxígeno:	SOD,	catalasa	y	glutatión	

peroxidasa	(GPX),	 lo	que	explicaría	 la	alta	vulnerabilidad	del	parásito	al	

daño	oxidativo.		

	 A	 pesar	 de	 su	 susceptibilidad	 al	 O2,	 Giardia	 coloniza	 un	

tramo	del	intestino	delgado	rico	en	oxígeno	(duodeno),	por	lo	que	debe	

utilizar	 otras	 vías	 para	 controlar	 el	 oxígeno	 y	 lograr	 sobrevivir	 en	 el	

lugar	 de	 infección.	 Giardia	 cuenta	 con	 flavoenzimas	 (NADH	 oxidasa),	

flavoproteínas	y	 flavohemoglobinas105–107	para	realizar	 la	detoxificación	

de	 O2	 y	 NO,	 respectivamente.	 En	 un	 estudio	 reciente	 en	 el	 que	 se	

midieron	 las	enzimas	de	oxidación	en	eritrocitos	de	un	grupo	de	niños	

de	 Guatemala,	 se	 relacionó	 la	 intensidad	 de	 la	 enfermedad	 con	

indicadores	 de	 oxidación	 sistémica108.	 En	 un	 grupo	 de	 niños	 con	

giardiasis	crónica,	se	vio	una	menor	expresión	de	la	SOD	con	respecto	al	

grupo	control	de	niños	sanos109.	
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	 Estos	hallazgos,	sugieren	que	 los	microorganismos	podrían	

modular	 la	respuesta	del	hospedador	para	 lograr	 la	 infección	mediante	

la	modificación	 de	 la	 expresión	 de	 proteínas.	 De	 hecho,	 se	 ha	 descrito	

que	las	infecciones	parasitarias	suelen	ir	asociadas	a	la	modificación	de	

la	expresión	de	enzimas	implicadas	en	la	reparación	del	ADN,	tales	como	

la	 Oxoguanina	DNA	 glicosilasa	 1	 (OGG‐1),	 que	 además	 de	 su	 acción	 de	

reparación	 también	 juega	 un	 papel	 importante	 como	 modulador	 del	

sistema	 inmune110;	 la	 Poli	 ADP	 ribosa	 polimerasa	 (PARP1),	 que	 está	

activada	 en	 la	 infección	 por	H.	pylori	 y	 Salmonella111,112	y	 que	 también	

juega	 un	 papel	 importante	 en	 la	 respuesta	 inflamatoria	 durante	 la	

infección,	asociándose	al	reclutamiento	de	células	inmunes;	o	 la	enzima	

recombinasa	RAD51	implicada	en	la	reparación	de	la	doble	hélice113.	

	 Además	de	los	cambios	descritos	a	nivel	de	la	mucosa	y	de	la	

expresión	 de	 proteínas,	 la	 infección	 por	 Giardia	 se	 puede	 asociar	 a	

cambios	 en	 la	 permeabilidad	 celular.	 Se	 ha	 estudiado	 la	 existencia	 de	

proteínas	periféricas	de	membrana	ZO‐1,	 las	cuales	actúan	como	unión	

entre	el	 citoesqueleto	y	 las	uniones	estrechas	u	ocluyentes	 (ZO)114,115	 y	

que	 algunos	 microorganismos,	 como	 Vibrio	 cholerae	 aumentan	 la	

permeabilidad	celular	por	la	secreción	de	una	toxina	específica	para	ZO‐

1116.	Las	TJs	(tight	 junctions)	o	uniones	estrechas	que	 forman	parte	del	

complejo	 de	 unión	 de	 las	 células	 epiteliales,	 actúan	 como	 una	 barrera	

semipermeable	 de	 difusión	 entre	 las	 células	 y	 también	 constituyen	 el	

límite	entre	el	dominio	apical	y	basolateral.	Además,	ayudan	a	mantener	

la	polaridad	celular.	En	diversos	estudios	se	ha	puesto	de	manifiesto	que	

algunos	 tipos	 de	 enterobacterias	 utilizan	 estas	 uniones	 para	 la	

colonización	del	intestino117–119.	Además,	otros	ensayos	muestran	que	los	

cambios	 en	 las	 proteínas	 asociadas	 a	 TJs	 y	 la	 disminución	 del	 TEER	
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dependen	 directamente	 de	 la	 adhesión	 de	 los	 microorganimos,	

apoyando	la	teoría	de	que	las	proteínas	ZO	(Zónula	Ocluyente)	asociadas	

a	 las	 TJs	 están	 conectadas	 con	 la	 F‐actina	 del	 citoesqueleto120,121.	 Las	

claudinas,	que	se	localizan	en	la	membrana	celular	junto	a	las	ocludinas,	

forman	 el	 esqueleto	 de	 las	 proteínas	 presentes	 en	 las	 TJs122,123.	 En	 el	

estudio	de	Troeger	y	col.124	se	observa	una	disminución	de	claudinas,	en	

pacientes	 con	 giardiasis	 crónica,	 dependiente	 de	 la	 adhesión.	 Otros	

estudios	 como	Muza‐Moons	 y	 col.125	 y	M.A	 Humen	 y	 col.27	 apoyan	 este	

hallazgo.	 Sin	 embargo	 no	 se	 observó	modificación	 de	 las	 ocludinas	 por	

medio	 de	 la	 adhesión	 y	 sí	 dependiente	 de	 la	 reordenación	 del	

citoesqueleto27.	Se	cree	que	esta	alteración	 	puede	 	provocar	 	 formación		

de		agresomas,		aunque		no		está		del		todo		claro126,127.	

	 Otra	 hipótesis	 defendida	 por	 algunos	 autores	 es	 que	 el	

aumento	de	la	permeabilidad	se	debe	a	que	Giardia	es	capaz	de	inducir	

apoptosis	 de	 las	 células	 intestinales.	 Chin	 y	 col.68	 observaron	 que		

G.	 intestinalis	 inducía	 apoptosis	 en	 células	 epiteliales	 del	 intestino	

delgado	 de	 forma	 cepa‐dependiente	 y	 que	 esto	 estaba	mediado	 por	 la	

enzima	caspasa‐3.	Se	sabe	que	la	muerte	celular	programada	contribuye	

al	proceso	de	 inflamación128,	por	 lo	que	el	 efecto	apoptótico	de	Giardia	

podría	explicar	los	casos	de	inflamación	en	tejidos	colonizados	por	este	

parásito.	

	 La	falta	de	uniformidad	en	los	hallazgos	puede	ser	debida	a	

la	 diferencia	 entre	 sistemas	 biológicos	 y	 el	 protocolo	 experimental	

utilizado129.	 Es	 por	 ello	 que	 surge	 la	 necesidad	 de	 obtener	 un	modelo	

fiable	 que	 permita	 determinar	 el	 efecto	 de	 esta	 parasitosis	 en	 la	
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absorción	 de	 nutrientes	 y	 de	 fármacos,	 sobre	 todo	 de	 aquellos	 con	

estrecho	margen	terapéutico.	

6.	Diagnóstico		

	 	 Para	el	diagnóstico	de	la	giardiasis	se	realiza	en	primer	lugar	

la	 anamnesis	 procurando	 encontrar	 síntomas	 característicos.	 Esto	 no	

sería	 útil	 para	 el	 paciente	 asintomático.	 Para	 los	 pacientes	 que	 no	

presentan	 síntomas,	 el	 diagnóstico	 se	 realiza	mediante	 la	 identificación	

del	parásito	en	heces.	El	examen	coproparasitológico,	sin	embargo,	es	un	

test	con	muchos	resultados	falso‐negativos,	ya	que	en	los	cuadros	agudos,	

los	síntomas	se	presentan	antes	del	inicio	de	la	excreción	de	los	quistes.	

En	 el	 caso	 del	 síndrome	 de	 malabsorción,	 la	 biopsia	 de	 la	 mucosa	

intestinal	 es	 de	 gran	 valor.	 También	 se	 pueden	 realizar	

inmunoelectroforesis	 y	 ELISA	 para	 la	 detección	 de	 anticuerpos	 anti‐

Giardia2.	

	 Por	otro	lado	las	inmunoglobulinas	pueden	darnos	pistas	del	

estado	de	la	infección.	Las	IgM	son	específicas	de	infecciones	agudas,	con	

especificidad	 del	 100%	 y	 sensibilidad	 del	 98%10.	 La	 presencia	 de	 IgG	

sérica	puede	ser	detectada	semanas	o	meses	después	de	la	infección.	

	 El	 diagnóstico	 confirmatorio	 se	 puede	 realizar	 mediante	

Inmunofluorescencia	 directa	 (IFD)	 que	 permite	 identificar	 con	 facilidad	

quistes	en	heces.	En	aquellos	casos	en	que	no	se	estén	excretando	quistes	

se	suele	recurrir	a	una	biopsia	intestinal	o	a	un	enterotest130.	
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7.	Tratamiento	de	la	giardiasis		

	 A	 pesar	 de	 conocerse	 que	 G.	 lamblia	 es	 responsable	 de	

infecciones	 clínicas	 desde	hace	más	 de	 40	 años,	 se	 han	 realizado	pocos	

estudios	sobre	el	tratamiento	de	esta	infección.	Además,	los	fármacos	que	

están	disponibles	pueden	tener	efectos	adversos	o	estar	contraindicados	

en	determinadas	situaciones	clínicas131.		

	 Es	 difícil	 comparar	 estudios	 cuando	 se	 evalúa	 la	 eficacia	

clínica	 de	 los	 fármacos	 usados	 en	 el	 tratamiento	 de	 la	 infección	 por	G.	

lamblia,	 debido	 a	 las	 diferencias	 en	 la	 metodología	 seguida	 en	 las	

diferentes	 investigaciones.	 Hasta	 el	 momento,	 no	 se	 cuenta	 con	 un	

fármaco	 ideal	 con	 el	 que	 se	 logre	 un	 alto	 porcentaje	 de	 curación	 con	

pocos	o	ningún	efecto	indeseable131–133.		

	 Históricamente	esta	parasitosis	fue	tratada	con	mercuriales,	

productos	 arsenicales	 y	 bismuto.	 Sin	 embargo,	 la	 introducción	 de	 la	

Quinacrina	 en	 la	 década	de	 los	 30	 como	 agente	 antimalárico,	 y	 su	 uso	

más	 tarde	 como	 medicamento	 antigiardiásico	 con	 eficacia	 superior	 al	

90%,	 constituyó	 un	 paso	 importante	 en	 el	 avance	 de	 la	 terapéutica.	

Independientemente	 de	 la	 eficacia	 demostrada,	 este	 fármaco	 presenta	

varios	 efectos	 adversos	 entre	 los	 que	 se	 incluyen	 nauseas,	 vómitos,	

coloración	amarilla‐naranja	de	la	piel,	esclera	y	orina,	cefalea	y	malestar	

general.	Por	esta	razón,	su	empleo	ha	caído	en	desuso131–133.			

	 Los	 5‐nitroimidazoles	 constituyen	 la	 familia	 de	 fármacos	

más	usados	para	el	tratamiento	de	la	infección	por	este	parásito,	debido	a	

las	elevadas	tasas	de	curación	informadas,	el	bajo	costo	y	la	facilidad	con	

la	que	se	pueden	adquirir.	Este	grupo	incluye	al	Metronidazol,	Tinidazol,	

Ornidazol	y	Secnidazol.	La	introducción	de	este	grupo	de	medicamentos	
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se	produjo	en	el	año	1955	y	en	el	año	1962	se	informó	de	su	efectividad	

como	compuestos	antigiardiásicos.		

	 Dentro	 de	 este	 grupo,	 el	 Metronidazol	 [1‐(‐hidroxietil)‐2‐

metil‐5‐nitroimidazol]	 ha	 sido	 el	 más	 estudiado	 y	 su	 tasa	 de	 curación	

oscila	 entre	 60	 y	 100%131,134–137,	 siendo	 el	 fármaco	 de	 elección	 para	 el	

tratamiento	de	 la	 giardiasis.	 El	mecanismo	de	 la	 eliminación	de	Giardia	

por	 el	 Metronidazol	 ha	 sido	 estudiado	 a	 fondo.	 Este	 utiliza	 las	 vías	

metabólicas	 anaeróbicas	 presentes	 en	 Giardia.	 El	 fármaco	 entra	 en	 el	

trofozoíto	 y	 una	 vez	 que	 está	 dentro	 de	 la	 célula,	 las	 proteínas	 de	

transporte	 de	 electrones	 desde	 el	 parásito	 (ferredoxinas)	 donan	

electrones	al	grupo	nitro	del	fármaco.	Este	se	"activa"	por	la	reducción	del	

grupo	 nitro	 y	 se	 establece	 un	 gradiente	 que	 favorece	 el	 transporte	

intracelular	del	Metronidazol.	Como	consecuencia,	produce	daño	al	ADN	

el	 cual	 sufre	 pérdida	 de	 la	 estructura	 helicoidal,	 deterioro	 de	 sus	

funciones	y	posterior	muerte	del	trofozoíto.	

	 Además	de	este	efecto,	el	Metronidazol	inhibe	la	respiración	

del	 trofozoíto.	 La	 reducción	 también	 puede	 dar	 lugar	 a	 los	 radicales	

tóxicos,	que	reaccionan	con	componentes	celulares	esenciales.	Dentro	de	

los	 quistes,	 los	 trofozoítos	 se	 ven	 menos	 afectados	 por	 los	

nitroimidazoles,	posiblemente	debido	a	la	escasa	penetración	del	fármaco	

a	través	de	la	pared	quística131,133,138.	

	 La	dosis	recomendada	es	de	250	mg	cada	8	horas	en	adultos	

y	 15	 mg	 por	 kilogramo	 de	 peso	 corporal	 distribuidos	 cada	 8	 horas	 en	

niños,	en	ambos	casos	el	tratamiento	debe	cumplirse	durante	5‐7	días138.	

Se	 ha	 informado	 de	 fallos	 terapéuticos	 a	 causa	 de	 la	 aparición	 de	

resistencias	 y	 de	 la	 dificultad	 de	 dosificar	 correctamente	 en	 niños	 (que	
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son	 los	 más	 afectados	 por	 esta	 patología)	 debido	 al	 mal	 sabor	 del	

principio	 activo139,140.	 También	 por	 la	 presencia	 de	 efectos	 adversos,	

entre	los	que	destacan:	cefalea,	sabor	metálico,	oscurecimiento	de	orina,	

vértigo	 y	 nauseas.	 Con	menor	 frecuencia	 se	 ha	 descrito	 la	 aparición	 de	

pancreatitis,	 toxicidad	 en	 el	 Sistema	 Nervioso	 Central,	 neutropenia	

reversible	 y	 neuropatía	 periférica.	 No	 se	 recomienda	 el	 uso	 de	 este	

medicamento	 en	 el	 primer	 trimestre	 del	 embarazo	 por	 su	 potencial	

teratogénico	in	vitro	y	en	animales	experimentales138.				

	 Además,	 	en	ocasiones,	se	administra	sin	que	el	diagnóstico	

sea	 positivo,	 ante	 una	 mínima	 sospecha.	 Esto	 supone	 un	 riesgo,	 pues	

presenta	una	biodisponibilidad	del	100%	lo	que	se	traduce	en	una	buena	

absorción,	 pudiendo	 provocar	 efectos	 adversos	 en	 un	 paciente	 sano.	

También	 debido	 a	 su	 elevada	 biodisponibilidad,	 se	 va	 absorbiendo	 a	 lo	

largo	del	aparato	digestivo,	por	lo	que	no	llegará	la	totalidad	de	la	dosis	al	

lugar	de	acción.	Así,	la	dosis	inicial	que	se	debe	administrar	para	alcanzar	

valores	 adecuados	 a	 nivel	 intestinal	 es	 elevada,	 y	 produce	 efectos	

secundarios	 por	 su	 absorción	 en	 lugares	 indeseados.	 A	 causa	 de	 estos	

inconvenientes	 surge	 la	 importancia	 de	 buscar	 una	 nueva	 formulación,	

que	 permita	 que	 el	 fármaco	 se	 libere	 únicamente	 en	 contacto	 con	 el	

parásito.	

	 Secnidazol	y	Tinidazol	son	otros	5‐nitroimidazoles	utilizados	

con	menos	frecuencia	en	infecciones	por	Giardia.		Respecto	al		Tinidazol,	

se	 administra	 una	 única	 dosis	 de	 2	 gramos	 en	 adultos,	 siendo	 un	

medicamento	off‐label	en	el	caso	de	la	población	infantil	(50‐60	mg/kg	en	

dosis	 única,	 máximo	 2	 gramos).	 Si	 la	 duración	 es	 superior	 a	 7	 días	 se	

aconseja	 observación	 clínica	 y	 monitorización	 analítica	 (control	
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hematológico)	 y	 vigilar	 la	 posible	 aparición	 de	 trastornos	 neurológicos	

como:	mareos,	 vértigo,	 incoordinación	 y	 ataxia.	 Puede	 originar	 cuadros	

de	 sobreinfección	 (por	 Candida,	 colitis	 pseudomembrenosa)	 en	

tratamientos	 prolongados.	 Aunque	 no	 hay	 datos	 de	 efectos	 adversos	

específicos	 en	 niños,	 en	 adultos	 se	 describen	 reacciones	 a	 nivel	

gastrointestinal,	 hematológico,	 cutáneo	 y	 del	 Sistema	 Nervioso.	 El	

Secnidazol,	 debido	a	 su	 absorción	 lenta,	puede	permanecer	más	 tiempo	

en	 la	 luz	 intestinal	 y	 realizar	 su	 acción	 in	 situ	 frente	 a	 parásitos	

intestinales141.	 Entre	 las	 contraindicaciones	 se	 encuentra	 la	

administración	en	niños	menores	de	2	años,	siendo	este	el	rango	de	edad	

frecuente	 de	 la	 giardiasis.	 Además,	 no	 se	 encuentra	 comercializado	 en	

España.	

	 Los	efectos	adversos	y	 los	 fracasos	de	algunos	tratamientos	

recomendados	 actualmente	 han	 dado	 lugar	 a	 la	 necesidad	 de	 buscar	

agentes	 antigiardiásicos	 alternativos.	Uno	de	 ellos	 es	 el	Albendazol,	 un	

benzimidazol	que	se	utiliza	como	fármaco	de	elección	en	tratamiento	de	

neurocisticercosis	e	hidatidosis	tisulares.	Es	una	nueva	propuesta	para	el	

tratamiento	 de	 la	 giardiasis,	 y	 existen	 estudios	 que	 han	 demostrado	

buenos	 resultados	 tanto	 in	 vitro	 como	 a	 nivel	 clínico138.	 Los	

benzimidazoles	 ejercen	 su	 efecto	 tóxico	 sobre	Giardia,	 en	 parte,	 por	 la	

unión	a	su	citoesqueleto	de	tubulina142.	Esta	unión	provoca	la	inhibición	

de	la	polimerización	del	citoesqueleto	y	la	disminución	de	la	captación	de	

glucosa138.	Para	tratar	la	giardiasis	se	administran	400	mg	una	vez	al	día	

durante	 5	 días143.	 Sin	 embargo,	 además	 de	 su	 elevado	 precio,	 también	

cuenta	 con	 efectos	 adversos	 relevantes	 en	 clínica	 y	 frecuentes	 en	 la	

población	 infantil	como:	 trastornos	del	sistema	nervioso,	hepatobiliares,	

gastrointestinales,	y	cutáneos,	los	cuales	se	detallan	en	la	tabla	3.1.	Su	uso	
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puede	 causar	 anorexia	 a	 corto	 plazo,	 lo	 que	 complicaría	 aún	 más	 la	

malnutrición	asociada	 a	 la	 giardiasis.	 La	 alopecia	 también	puede	 ser	un	

factor	 que	 provoque	 rechazo	 en	 el	 paciente.	 Albendazol	 está	

contraindicado	 en	 el	 embarazo,	 debido	 a	 posibles	 efectos	

teratogénicos131,143	y	no	está	recomendado	en	niños	menores	de	6	años.	

	 Los	 fármacos	 más	 utilizados	 para	 tratar	 la	 giardiasis,	 así	

como	 las	dosis	habituales	y	otras	características	de	 interés	se	describen	

en	la	tabla	3.1.	

	 Una	 vez	 concluido	 el	 tratamiento	 se	 recomienda	 la	

realización	de	exámenes	de	heces	a	los	7,	14	y	21	días	siguientes.	Además	

de	repetir	el	tratamiento	después	de	2	o	3	semanas.	
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	Tabla	 	 3.1.	 Pautas	 de	 tratamiento	 y	 efectos	 secundarios	 más	 frecuentes	 en	
giardiasis.	

	 	

	 	

Medicamento  Dosis  Efectos adversos  Comentarios 

Metronidazol  15 ‐20mg/kg/día en 2 
a 3 dosis durante 5‐7 
días 

Nauseas, vómitos dolor abdominal,    sabor 
metálico,  neuropatía  periférica, 
neutropenia reversible, reacción disulfiran‐
like. 

Eficacia  80  a 
95%. 
10% de cepas 
resistentes. 

Nitazoxanida  Bebés  100  mg,  4‐11 
años  200 mg  ambos 
via oral cada 12 h/3 a 
5 días 

Escasos. FDA,  2002. 
Eficacia  en  el 
tratamiento  
76‐80%. 
Precio elevado. 

Tinidazol  60 mg/kg dosis única ‐Gastrointestinales  (náuseas,  vómitos, 
anorexia, diarrea, sabor metálico). 
‐Piel  y  del  tejido  subcutáneo 
(hipersensibilidad,  prurito,  urticaria  y 
edema angioneurótico). 
‐Sistema  Nervioso  (cefalea,  neuropatía 
periférica, mareo, ataxia, crisis comiciales). 
‐Sangre  (Leucopenia  transitoria, 
trombocitopenia, pancitopenia). 
‐Otros  (Lengua  saburral,  orina  oscura, 
tromboflebitis). 

Eficacia en 85 a 
92%. 
 
 
 

Secnidazol  40  a  50 mg/kg  dosis 
única, máximo 1,5 g 

‐Digestivos  como  náuseas,  gastralgia, 
alteración  del  gusto  (metálico),  glositis  y 
estomatitis.  
‐Erupciones  cutáneas,  leucopenia 
moderada  (reversible  después  de  la 
suspensión  del  tratamiento),  vértigo, 
parestesia,  incoordinación,  ataxia  y 
polineuritis sensitiva y motora. 

Eficacia de 92 a 
95%. 

Furazolidona  5 a 8 mg/kg/día en 4 
dosis  durante  7‐10 
días 

Disulfiran‐like, hemólisis en casos de déficit 
de G6PDH. 

Eficacia del 
80%. 

Quinacrina  6 a 7 mg/kg/día en 3 
dosis por 5 días 

Ictericia,  sabor  amargo,  alteraciones 
neuropsiquiátricas, convulsiones. 

Eficacia de 88 a 
92%. 

Albendazol  200  a  400  mg  dosis 
única 

‐Sistema Nervioso (cefalea y vértigo).
‐Gastrointestinales tto. a corto plazo (dolor 
abdominal,  náuseas,  vómitos,  anorexia  y 
estreñimiento). 
‐Hepatobiliares. 
‐Piel (alopecia reversible). 
‐Generales: fiebre. 

Eficacia 24‐81% 
Precio elevado. 
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B. Absorción intestinal 
	

	 La	 vía	prioritaria	de	administración	de	medicamentos	es	 la	

oral.	A	lo	largo	del	tracto	gastrointestinal	se	lleva	a	cabo	la	absorción	de	

nutrientes,	xenobióticos	y	fármacos	administrados	por	esta	vía.	Conocer	

la	 fisiología	del	 aparato	digestivo	y	 estudiar	 los	mecanismos	 implicados	

en	la	absorción	oral	de	fármacos,	permite	determinar	el	comportamiento	

de	 los	 medicamentos	 y	 diseñar	 formas	 farmacéuticas	 que	 doten	 al	

fármaco	de	una	buena	biodisponibilidad.		

1.	Sitio	de	absorción	

	 El	 tracto	 gastrointestinal	 se	 compone	 de	 seis	 partes	 bien	

diferenciadas:	 boca,	 faringe,	 esófago,	 estómago,	 intestino	 delgado	 e	

intestino	 grueso.	 La	 absorción	 se	 puede	 producir	 en	 cualquiera	 de	 los	

tramos,	pero	se	realiza	principalmente	en	el	 intestino	delgado	que	es	el	

tramo	 especializado	 en	 esta	 función.	 Este	 posee	 diversas	 estructuras	

morfológicas	dirigidas	a	aumentar	su	superficie,	y	por	tanto,	su	capacidad	

de	absorción	mediante	difusión	pasiva.			

	 A	 partir	 de	 la	 estructura	 cilíndrica	 fundamental	 se	

desarrollan	 una	 serie	 de	modificaciones144,145.	 El	 epitelio	 intestinal	 está	

formado	 por	 pliegues	 circulares	 o	 válvulas	 de	Kerckring	 y	 vellosidades	

intestinales	 o	 villi,	 compuestas	 de	 enterocitos	 y	 células	 mucosas.	 Los	

enterocitos	 tienen	 una	 estructura	 de	 borde	 en	 cepillo	 que	 presenta	

microvellosidades	(figura	3.1)	
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Figura	3.1.	Estructura	de	 las	vellosidades	 	y	microvellosidades.	Figura	modificada	
del	trabajo	de	Ximena	Paez146.	

	
 Para posibilitar el paso de sustancias a través de la membrana 

epitelial, existen	 numerosas	 proteínas	 transportadoras	 que	 son	

indispensables	para	la	incorporación	de	nutrientes	y	el	mantenimiento	de	

la	 homeostasis.	 En el intestino delgado pueden tener lugar todos los 

mecanismos	 fisiológicos	de	transporte	existentes,	los	cuales	se	explican	a	

continuación.	

2.	Mecanismos	de	absorción	

	 Los	 mecanismos	 de	 absorción	 a	 través	 de	 la	 membrana	

celular	 del	 epitelio	 intestinal	 son	 básicamente	 de	 dos	 tipos:	 difusión	

pasiva	 y	 mecanismos	 especializados	 de	 transporte,	 entre	 los	 que	 se	

distingue	 transporte	 activo	 y	 transporte	 facilitado.	 La	 absorción	 de	

sustancias	 puede	 llevarse	 a	 cabo	 por	 uno	 o	 más	 de	 los	 mecanismos	

mencionados	 anteriormente.	 Los	 tipos	 de	 mecanismo	 de	 transporte	 a	

través	de	la	membrana	se	representan	en	la	figura	3.2.	
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Figura	 3.2.	 Mecanismos	 biológicos	 de	 transporte,	 modificada	 de	 Oltra‐Noguera	

D.147.	

2.1.	Difusión	pasiva	

	
	 El	proceso	de	difusión	pasiva	es	el	mecanismo	predominante	

en	la	absorción	de	sustancias	en	el	organismo.	En	este	tipo	de	transporte	

las	moléculas	 de	 soluto	 no	 establecen	 interacciones	 específicas	 con	 los	

componentes	de	la	membrana,	sino	que	se	disuelven	en	la	bicapa	lipídica	

y	difunden	en	el	interior	de	esta	de	forma	independiente.	El	transporte	se	

realiza	siempre	a	favor	de	gradiente	de	concentración	y	sin	consumo	de	

energía148.	 Es	un	proceso	 complejo	 en	 el	 que	 intervienen	 tanto	 factores	

extracelulares	 (zona	 luminal)	 como	 intracelulares	 o	 tisulares	 (zona	

basolateral),	 además	 de	 las	 características	 de	 la	 membrana	 lipoidea	

fundamental,	 situada	 en	 el	 borde	 superior	 de	 las	 células	 columnares	 y	

alineada	paralelamente	con	la	superficie	de	las	microvellosidades149.	Este	

mecanismo	 de	 absorción	 también	 depende	 de	 las	 propiedades	

fisicoquímicas	del	 soluto,	 especialmente	del	 grado	de	 ionización	y	de	 la	

lipofilia	ya	que,	en	general,	sólo	se	absorbe	la	fracción	no	ionizada	de	la	

molécula150.	La	velocidad	de	absorción	por	esta	vía	la	determina	la	Ley	de	

Fick.	
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	 El	 transporte	 pasivo	 engloba	 dos	 tipos	 principales	 de	

procesos	o	rutas:	

Ruta	paracelular	

	 La	 entrada	 de	 xenobióticos	 ocurre	 a	 través	 de	 los	 espacios	

intercelulares	y/o	poros	acuosos	de	 la	membrana.	Los	poros	acuosos se	

caracterizan	por	presentar	carga	eléctrica	y	poseer	un	diámetro	reducido,	

lo	 cual	 permite	 la	 absorción	 de	 moléculas	 o	 iones	 de	 peso	 molecular	

inferior	 a	 200‐250	 Daltons	 e	 hidrofilia	 elevada,	 en	 función	 de	 la	

estereoquímica	del	compuesto151,152.			

Ruta	transcelular	

	 La	 ruta	 transcelular	 es	 la	 vía	 mayoritaria	 de	 absorción	 de	

sustancias	 en	 el	 organismo.	 Consiste	 en	 el	 desplazamiento	 de	 las	

moléculas	 desde	 la	 zona	 donde	 se	 encuentran	más	 concentradas	 hasta	

aquella	donde	la	concentración	es	menor,	hasta	que	se	equilibra	a	ambos	

lados	 de	 la	 bicapa.	 Este	 mecanismo	 de	 absorción	 depende	 de	 las	

propiedades	 fisicoquímicas	 del	 compuesto,	 sobre	 todo	 del	 grado	 de	

ionización	y	de	 la	 lipofilia,	ya	que	en	general	sólo	se	absorbe	 la	 fracción	

no	ionizada	de	la	molécula,	que	es	más	lipófila.	

	 La	 ruta	 global	 de	 difusión	 que	 debe	 seguir	 el	 xenobiótico	

para	alcanzar	el	plasma	puede	dividirse	en	tres	zonas:	

Interfase	lumen‐membrana	(zona	luminal	o	apical)	

	 Está	 constituida	 por	 tres	 zonas	 continuas	 de	 distinta	

naturaleza	fisicoquímica.		En	la	figura	3.3	se	esquematiza	su	disposición:	
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Figura	 3.3.	 Disposición	 de	 la	 interfase	 lumen‐membrana,	 tomado	 de	 González	
Álvarez,	I.	153.	

	 En	contacto	con	la	membrana	se	encuentra	una	capa	acuosa	

ácida	o	microclima	cuyo	pH	es	algo	más	ácido	que	el	líquido	intraluminal,	

ya	que	presenta	valores	entre	5,3	y	6,1154.	Esta	capa	está	poco	estudiada,	

su	 espesor	 parece	 ser	 del	 orden	 de	 20	 µm	 y	 no	 se	 ha	 demostrado	 que	

interfiera	en	el	proceso	de	absorción	salvo	en	casos	excepcionales.	

	 En	 contacto	 directo	 con	 el	 fluido	 luminal	 se	 encuentra	 la	

capa	acuosa	estática	de	difusión	o	 capa	 límite,	 que	 posee	 un	 espesor	 de	

unos	200	µm.	 La	 composición	de	 esta	 capa	 y	 la	 del	 fluido	 luminal	 es	 la	

misma,	sin	embargo,	las	moléculas	de	agua	en	la	capa	de	difusión	generan	

una	 resistencia	 a	 la	 penetración	 de	 solutos.	 Esta	 resistencia	 es	 el	 factor	

limitativo	para	la	absorción	de	sustancias	de	marcado	carácter	lipófilo.	La	

capa	acuosa	estática	es	sensible	al	arrastre	y	puede	eliminarse	parcial	o	

totalmente	por	agitación,	 lavado	energético	del	 intestino	y	en	presencia	

de	 tensoactivos	 sintéticos155,156.	 Adyacente	 a	 la	 capa	 de	 difusión	 se	

encuentra	una	capa	mucosa	que	contiene	más	del	90%	de	agua	y	entre	

0,5	y	5%	de	mucina157.	

C2
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C0

Líquido intraluminal

Capa acuosa estática
(capa de difusión)

Capa acuosa ácida
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	 La	 tercera	 zona	 es	 el	 lumen	 intestinal	 constituido	 por	 el	

líquido	intraluminal.		El	pH	de	este	líquido	no	es	homogéneo	a	lo	largo	de	

todo	 el	 intestino.	 De	 hecho,	 en	 el	 hombre,	 entre	 la	 zona	 próxima	 al	

estómago	 y	 el	 tramo	 final	 del	 intestino	 el	 pH	 oscila	 entre	 6	 y	 8,	

respectivamente158.	

	 Membrana	lipoidea		

	 Es	una	membrana	con	características	diferenciales	del	resto	

de	 membranas	 celulares.	 Muestra	 una	 estructura	 trilaminar	 tras	 la	

observación	 al	 microscopio.	 En	 1972,	 Singer	 y	 Nicholson	 explican	 la	

mayor	 parte	 de	 las	 propiedades	 físicas	 y	 termodinámicas	 de	 la	

membrana.	Por	su	configuración	dinámica,	este	modelo	recibe	el	nombre	

de	 “Mosaico	 Fluido”, en	 el	 que	 los	 componentes	 integrales	 hidrófobos,	

como	los	lípidos	y	las	proteínas	de	membrana	están	limitadas	en	el	plano	

de	 la	membrana,	pero	son	 libres	de	difundir	 lateralmente.	Presenta	una	

bicapa	 lipídica	 formada	 por	 dos	 capas	 fosfolipídicas	 cuyas	 cadenas	

hidrocarbonadas	se	unen	entre	sí	por	fuerzas	de	Van	der	Waals,	de	forma	

que	 los	 grupos	 polares	 se	 orientan	 hacia	 el	 exterior	 y	 los	 apolares	

formarían	 la	 parte	 interna	 de	 la	 bicapa.	 Además,	 existen	 proteínas	

globulares	 que	 recubren	 algunas	 zonas	 o	 se	 interponen	 entre	 los	

lípidos159.	 En	 1975,	 P.T.	 Unwin	 y	 Gart	 Henderson,	 añaden	 que	 las	

proteínas	 de	 la	membrana	 son	 glucoproteínas	 las	 cuales	 forman	masas	

flotantes	en	 la	bicapa	 lipídica.	Se	clasifican	en	dos	grupos:	 las	 integrales	

que	 atraviesan	 la	 membrana	 y	 las	 periféricas	 que	 están	 situadas	 en	 la	

superficie	de	 la	membrana,	 no	penetran	 en	 ella	 y	 están	 adheridas	 a	 los	

lípidos	 o	 a	 otras	 proteínas.	 Por	 último,	 en	 1997,	 Simons	 e	 Ikonen,	

describen	 tres	 tipos	 de	 movimiento	 en	 la	 bicapa	 lipídica:	 rotación	 a	 lo	



Introducción	

	

40	

	

largo	 de	 su	 eje,	 difusión	 lateral	 (intercambio	 de	 lugares)	 y	 difusión	

transversal	o	“flip‐flop”	desde	una	monocapa	a	otra160.	

	 Gracias	 a	 todos	 sus	 componentes,	 presenta	 función	 de	

“contenedor”	para	el	citosol	y	 los	distintos	compartimientos	internos	de	

las	 células,	 así	 como	 les	 otorga	 protección	 mecánica161.	 Se	 compone	

principalmente	por	fosfolípidos	(fosfatidiletanolamina	y	fosfatidilcolina),	

colesterol,	 glúcidos	 y	 proteínas	 (integrales	 y	 periféricas).	 Todas	 estas	

estructuras	se	muestran	en	la	figura	3.	4.	

				Figura	3.4.	Membrana	lipoidea,	tomado	de	Wikillerato	162.	

	 Las	 principales	 características	 de	 esta	 membrana	 son	 su	

espesor,	 una	 micra	 superior	 al	 resto	 de	 membranas	 biológicas163,	 y	 su	

composición	química,	ya	que	posee	un	elevado	contenido	de	proteínas,	lo	

que	indica	la	existencia	de	enzimas	y	proteínas	transportadoras.		

	 La	 proporción	 lipídica	 también	 es	 distinta	 a	 otras	

membranas.	 Presenta	 proporciones	 esfingomielina/lecitina	 del	 30%	 y	
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colesterol/fosfolípidos	 del	 20%,	 que	 son	 superiores	 a	 las	 del	 resto.	

Además	 se	 encuentra	 una	 elevada	 proporción	 de	 glicolípidos	 (54%),	

debido	a	 la	existencia	del	glicocáliz	que	es	rico	en	mucopolisacáridos164.	

Esta	 elevada	 proporción	 de	 lípidos	 le	 confiere	 una	 serie	 de	 funciones	

como:	 la	 regulación	 de	 la	 localización	 y	 actividad	 de	 las	 proteínas	 de	

membrana,	la	actuación	como	sensores	para	el	control	de	las	condiciones	

fisiológicas	 y	 la	 participación	 en	 la	 transducción	 como	 mensajeros	 o	

reguladores.	 Además,	 ciertos	 cambios	 en	 su	 estructura	 se	 asocian	 al	

desarrollo	de	diversas	patologías165.	

Interfase	membrana‐plasma	(zona	basolateral)	

	 Los	 xenobióticos	 deben	 atravesar	 distintos	 elementos	 que	

componen	 esta	 interfase	 para	 llegar	 al	 plasma	 sanguíneo.	 Aunque	 esta	

membrana	ejerce	menor	resistencia	al	paso	de	solutos	que	la	membrana	

apical166,	 se	 pueden	 producir	 interacciones	 con	 enzimas	

biotransformadoras	capaces	de	modificar	o	 inactivar	el	 soluto.	También	

se	localizan	transportadores	de	diferentes	características,	pero	en	menor	

cantidad	que	en	la	membrana	lipoidea.	

	 Una	vez	que	el	soluto	atraviesa	esta	membrana	no	encuentra	

gran	resistencia	para	continuar	el	proceso	de	difusión,	ya	que	el	torrente	

sanguíneo,	 compuesto	 por	 	 endotelios	 capilares	 altamente	 porosos,	 se	

sitúa	próximo.	

2.2.	Mecanismos	especializados	de	transporte	

	
	 Este	 tipo	 de	 transporte	 se	 caracteriza	 por	 el	 paso	 de	

sustancias	 a	 través	 de	 la	membrana	 gracias	 a	 estructuras	 proteicas.	 La	

unión	 específica	de	una	 sustancia	 a	 transportar	 y	una	proteína	provoca	
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un	cambio	en	la	conformación	de	esta,	permitiendo	así	el	paso	de	soluto	

de	un	lado	a	otro	de	la	membrana.	

	 Existen	dos	tipos	de	proteínas	transportadoras:	las	proteínas	

canales,	 que	 una	 vez	 abiertas	 forman	 pequeños	 poros	 a	 través	 de	 los	

cuales	los	iones	de	tamaño	y	carga	apropiada	pueden	cruzar	la	membrana	

por	difusión	libre;	y	las	proteínas	carriers	o	acarreadoras,	que	se	unen	a	

moléculas	 específicas	 y	 sufren	 cambios	 conformacionales	 abriendo	

canales	a	través	de	los	cuales	las	moléculas	que	van	a	ser	transportadas	

pueden	pasar	y	ser	liberadas	en	el	otro	lado.	

	 Este	 mecanismo	 está	 implicado	 en	 la	 absorción	 oral	 y	

biodisponibilidad	 de	 fármacos,	 así	 como	 en	 la	 aparición	 de	

resistencias167,168.	 También	 participa	 en	 la	 excreción	 de	 metabolitos	 en	

hígado	 y	 riñón,	 interviene	 en	 la	 aparición	 de	 toxicidad	 por	 algunos	

fármacos169	 e	 influye	 en	 las	 características	 farmacocinéticas	 y	

farmacodinámicas	de	otros170–172.		

	

2.2.1.	Tipos	de	transporte	especializado	

Difusión	facilitada	

	 Las	 moléculas	 que	 no	 pueden	 cruzar	 la	 membrana	 por	

difusión	 simple,	 pueden	 hacerlo	 por	 la	 acción	 de	 proteínas	

transmembrana	 específicas,	 que	 actúan	 como	 transportadores	 sin	

necesidad	de	aporte	de	energía173.	Es	un	proceso	rápido	y	presenta	una	

considerable	especificidad	por	el	sustrato.	Las	proteínas	transportadoras	

son	a	menudo	inducibles	y	la	velocidad	de	transporte	sigue	una	cinética	

de	 Michaelis‐Menten174.	 La	 velocidad	 de	 transporte	 es	 proporcional	 al	



Introducción	

	

43	

	

gradiente	 de	 concentración	 pero	 nunca	 puede	 sobrepasar	 la	 velocidad	

máxima175.	

	 Los	sistemas	de	cotransporte	se	pueden	clasificar	en174:	

‐Simporte:	transporte	simultáneo	de	dos	moléculas	en	la	misma	dirección.	

‐Antiporte:	 transporte	 simultáneo	 de	 dos	 moléculas	 en	 direcciones	

opuestas.	

Transporte	activo	

	 Consiste	 en	 el	 transporte	 de	 un	 soluto	 a	 través	 de	 las	

proteínas	 de	membrana	 en	 contra	 de	 un	 gradiente	 de	 concentración	 o	

electroquímico.	 Requiere	 de	 una	 fuente	 de	 energía	 para	 conducir	 un	

soluto	desde	un	compartimiento	de	baja	concentración	a	uno	de	alta.	La	

unión	entre	sustrato	y	transportador	es	específica	y,	dado	que	existe	un	

número	determinado	de	los	mismos,	el	proceso	es	saturable.	

	 El	 transporte	 activo	 se	 puede	 clasificar	 según	 la	 energía	

necesaria	para	producirlo	y	el	sentido	del	transporte:	

a)	Según	el	sentido	del	transporte	en	el	lumen	intestinal:	

‐Transporte	 activo	 de	 absorción	 (influx):	 Las	 proteínas	 transportan	 el	

fármaco	a	través	de	la	membrana	en	sentido	lumen‐sangre.			

‐Transporte	 de	 secreción	 (efflux):	 Las	 proteínas	 impiden	 el	 paso	 de	

fármaco	 a	 través	 de	 la	 membrana,	 devolviendo	 al	 lumen	 intestinal	 las	

moléculas	de	fármaco	que	atraviesan	la	membrana	del	enterocito.		Como	

resultado,	se	absorbe	menos	sustrato	del	que	se	espera.			

b)	Según	la	fuente	de	energía	utilizada	para	producirlo176,173:	
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‐Transporte	activo	primario	(directo):	 La	 energía	deriva	directamente	de	

la	hidrólisis	del	trifosfato	de	adenosina	(ATP).	

‐Transporte	activo	secundario	(indirecto):	El	transportador	directo	genera	

un	gradiente	de	concentración	que	constituye	la	fuente	de	energía	para	el	

transportador	indirecto.	

2.2.2.	Transportadores	

	

	 El	 intestino	 delgado	 presenta	 numerosas	 estructuras	

específicas	encargadas	de	facilitar	la	entrada	de	solutos	al	interior	celular	

(figura	 3.5)177.	 Estas	 proteínas	 se	 pueden	 encontrar	 en	 la	 membrana	

luminal	 y/o	 basolateral	 de	 los	 enterocitos	 lo	 que	 condiciona	 que	 se	

produzca	absorción	o	secreción	de	sustratos.	

Figura	 3.5.	 Localización	 de	 los	 principales	 sistemas	 de	 transporte	 del	 epitelio	
intestinal,	tomado	de	González‐Álvarez,	I.153.	

	 Inicialmente	 se	 estudiaron	 con	 detalle	 los	 transportadores	

responsables	de	la	absorción	intestinal	de	sustancias	con	gran	relevancia	

biológica	 como	 aminoácidos,	 dipéptidos	 y	 glucosa.	 Se	 demostró	 	 su	

dependencia	con	la	energía	y	la	especificidad	para	el	sustrato,	y	más	tarde	

surgieron	 numerosos	 estudios	 en	 los	 que	 se	 puso	 de	 manifiesto	 su	
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contribución	 a	 la	 absorción	 de	 distintas	 sustancias	 con	 actividad	

terapéutica.	 En	 todos	 ellos	 se	 demuestra,	 por	 una	 parte,	 el	 carácter	 no	

lineal	de	la	cinética	de	absorción	y,	por	otra,	la	competencia	que	provoca	

la	 presencia	 simultánea	 de	 sustratos	 similares	 desde	 el	 punto	 de	 vista	

estructural.	 Ambas	 características	 apuntan	hacia	 el	 carácter	 saturable	 y	

selectivo	de	estos	fenómenos.	

‐Papel	de	los	transportadores	en	la	absorción	de	fármacos	

	 Las	proteínas	de	 transporte	 tienen	un	papel	esencial	 en	 las	

características	 farmacocinéticas	 y	 farmacodinámicas	 de	 los	 fármacos.	

Estas	 pueden	 condicionar	 la	 absorción	 oral	 y,	 por	 consiguiente,	 la	

biodisponibilidad,	 así	 como	 la	 generación	 de	 resistencias	 a	 la	 acción	

farmacológica	 y/o	 toxicidad178.	 Hay	 identificados	 distintos	

transportadores	 de	 membrana	 que	 actúan	 en	 el	 sentido	 inverso	 al	

fisiológico	 (basolateral‐apical),	 es	 decir,	 generan	 un	 flujo	 de	 secreción	

desde	 el	 enterocito	 hacia	 el	 lumen	 intestinal179	 que	 provoca	 que	 se	

absorba	 menos	 fármaco	 del	 esperado	 modificándose	 su	

biodisponibilidad.	

‐Clasificación	de	los	transportadores	

	 	Es	 necesario	 clasificar	 los	 transportadores	 debido	 a	 la	

importancia	que	tienen	en	la	entrada	de	xenobióticos	en	el	organismo	y	al	

elevado	 número	 de	 proteínas	 identificadas.	 Existen	 diferentes	 fuentes	

monográficas	 de	 las	 que	 se	 obtiene	 información	 sobre	 las	 diferentes	

clasificaciones	establecidas180.	 	Entre	las	páginas	web	más	destacadas	se	

encuentra:	 Human	 Gene	 Nomenclature	 Committee	

(http://www.genenames.org)	y	http://nutrigene.4t.com/humanacb.htm181.	
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	 Entre	 las	 proteínas	 transmembrana	 de	 transporte	 activo,	

destaca	 la	 llamada	 superfamilia	 de	 transportadores	 ABC	 (ATP‐binding	

cassette)182.	 Actualmente	 hay	 49	 miembros	 conocidos	 de	 la	 familia	 de	

transportadores	 ABC	 clasificados	 en	 7	 subfamilias.	 Esta	 clasificación	 se	

puede	 encontrar	 en	 la	 página	 web:	

http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm	 (tabla	 3.2).	 Dentro	 de	 esta	 gran	

superfamilia	los	transportadores	mejor	descritos	son:	la	Glicoproteína‐P,	

también	 llamada	 MDR1,	 y	 la	 subfamilia	 de	 proteínas	 de	 resistencia	

múltiple,	MRP.	

	 En	 la	 Figura	 3.6	 se	 esquematiza	 la	 localización	 de	 los	

transportadores	mejor	 estudiados	 en	 las	membranas	 de	 los	 enterocitos	

intestinales	y	el	sentido	en	el	que	realizan	el	transporte.	Como	se	observa,	

la	 Glicoproteína‐P	 (MDR1)	 y	 los	 transportadores	 MRP2,	 MRP4	 y	 BCRP	

son	 capaces	 de	 realizar	 un	 proceso	 de	 secreción	 activa	 hacia	 el	 lumen	

intestinal	y,	por	tanto,	podrían	reducir	la	absorción	de	xenobióticos.	

Figura	 3.6.	 	 Esquema	 de	 localización	 de	 los	 transportadores	MDR	 y	MRP	 en	 la	
membrana	del	 enterocito,	 tomado	del	 libro	Metodologías	Biofarmacéuticas	 en	 el	
Desarrollo	de	Medicamentos150.		
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	 En	la	tabla	3.2	se	especifican	las	diferentes	subfamilias	en	las	

que	se	clasifican	los	transportadores	ABC183.	

	

ABC1 
S familia 

A 

MDR/TAP 
S familia 

B 

MRP/CFTR
S familia 

C 

ALD
S familia 

D 

OABP
S familia 

E 

GCN20 

S familia 
F 

White 
S familia 

G 

ABCA1	
ABCB1 

(MDR1, P‐gp) 
ABCC1 
(MRP1) 

ABCD1 
(ALDP) 

ABCE1 
(OABP)	 ABCF1	 ABCG1	

ABCA2	
ABCB2 
(TAP1) 

ABCC2 
(MRP2 
cMOAT) 

ABCD2 
(ALDR) 

ABCF2	
ABCG2 
(BCRP)	

ABCA3	
ABCB3 
(TAP2) 

ABCC3 
(MRP3) 

ABCD3  ABCF3	 ABCG4	

ABCA4	
ABCB4 
(MDR3) 

ABCC4 
(MRP4) 

ABCD4  ABCG5	

ABCA5	 ABCB5 
ABCC5 
(MRP5) 

ABCG8	

ABCA6	 ABCB6 
ABCC6 
(MRP6) 

	

ABCA7	 ABCB7 
ABCC7 
(CFRT) 

	

ABCA8	 ABCB8 
ABCC8 
(SUR1) 

	

ABCA9	 ABCB9 
ABCC9 
(SUR2) 

	

ABCA10	 ABCB10 
ABCC10 
(MRP7) 

	

ABCA12	
ABCB11 

(BSEP, SPGP) 
ABCC11 
(MRP8) 

	

ABCA13	
	 ABCC12 

(MRP9) 
	

	 	 ABCC13  	
	

Tabla	 3.2.	 Clasificación	 de	 la	 familia	 de	 transportadores	 ABC	 en	 subfamilias,	
modificada	de	Couture,	L,	et	al.	183.	
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	 En	 la	 figura	 3.7	 se	muestra	 la	 localización	 subcelular	 de	 la	

familia	MRP.	 En	 la	 célula	 de	 la	 izquierda	 están	 representadas	 las	MRPs	

con	 tres	TMD	y	en	 la	 célula	de	 la	derecha	 las	MRPs	con	dos	TMD184.	La	

presencia	de	una	MRP	en	ambas	ubicaciones	(apical	y	basolateral)	indica	

que	 la	 célula	 presenta	 diferencias	 específicas	 en	 la	 distribución	

subcelular.	En	el	caso	de	las	MRPs	7,	8	y	9	el	signo	de	interrogación	indica	

que	se	desconoce	su	localización	subcelular	exacta184.	

	

Figura	3.7.	Localización	subcelular	y	sustratos	específicos	de	las	MRPs,	tomada	de	
Deeley,	R.	G.	et	al.184.	

	

GSH‐X    (LTC4, DNP‐SG,  EA‐SG, 
NEH‐SG) 
Glucoronido‐X(E217βG, 
etoposido‐glucoronido) 
Sulfato‐X (E1S, DHEAS) 
GSH, GSSG 
Inhibidores proteasa VIH 
Antraciclinas 
Epipodofilotoxinas 
Alcaloides de la Vinca 

GSH‐X  (LTC4, DNP‐SG, EA‐SG)
Glucoronido‐X(E217βG,  bilirrubina‐
glucoronidos) 
Sulfato‐X (taurolitocolato‐3‐sulfato) 
GSH, GSSG 
Inhibidores proteasa VIH 
Antraciclinas 
Epipodofilotoxinas 
Alcaloides de la Vinca 

Glucoronido‐X (E217βG,  
bilirrubina‐glucoronidos) 
Ácidos Biliares 
GSH‐X  (LTC4, DNP‐SG) 
Sulfato‐X (taurolitocolato‐3‐sulfato) 
Metotrexato 
Etoposido y teniposido 

GSH‐X  (LTC4, DNP‐SG, NEM‐SG)
Antraciclinas 
Epipodofilotoxinas 
Cisplatino 

Glucoronido‐X  (E217βG)
GSH‐X  (LTC4, DNP‐SG) 
Antraciclinas 
Alcaloides de la Vinca 
Cisplatino 
Taxanos

Análogos 
nucleótidos/nucleósidos(AMP
c, GMPc, PMEA,5’‐fluorouracil, 
2’,3’‐dideoxicitidina) 

Análogos 
nucleótidos/nucleósidos 
AMPc, GMPc, PMEA, 5’‐FUMP  
GSH‐X (DNP_SG) y GSH 
Potasio antimonil tartrato 

Análogos nucleótidos 
(AMPc, GMPc, PMEA) 
Glucoronido‐X  (E217βG) 
Sulfato‐X (DHEAS) 
Prostaglandinas  (PGE1  y 
PGE2) 
Metotrexato 
Ácidos biliares 
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	 En	la	tabla	3.3	se	detalla	la	nomenclatura	y	distribuciones	de	

la	familia	de	transportadores	MRP:	

Familia 

MRP 

Familia 

ABCC 
Otros nombres  Distribución 

MRP1  ABCC1  MRP Pulmón y la mayoría de tejidos 

MRP2  ABCC2  cMOAT EBCR 
Hígado, intestino delgado y 

riñón 

MRP3  ABCC3  MOAT‐D MLP‐2 
Riñón, intestino delgado, colon, 

páncreas y vesícula biliar 

MRP4  ABCC4  MOAT‐B La mayoría de tejidos 

MRP5  ABCC5  MOAT‐C La mayoría de tejidos y cerebro 

MRP6  ABCC6 
MOAT‐E MLP‐1 

ARA 
Riñón e hígado 

CFTR  ABCC7   
Pulmón, intestino y 

colangiocitos 

SUR1  ABCC8  Páncreas

SUR2  ABCC9  Corazón

MRP7  ABCC10  Colon, piel y testículos 

MRP8  ABCC11  Mama y testículos 

MRP9  ABCC12  Mama y testículos 

MRP10*  ABCC13   
Colon, glándulas salivares, 

médula ósea y en hígado fetal 
	

Tabla	3.3.	Nomenclatura	y	distribución	de	los	transportadores	MRP	(*nombre	no	
confirmado),	modificado	de	Human	ATP	transporters	2002185.	

3.	Métodos	de	estudio	de	permeabilidad	

	 Los	 métodos	 de	 estudio	 de	 la	 permeabilidad	 intestinal	 se	

enfocan	 desde	 perspectivas	 distintas,	 que	 se	 combinan	 para	 conseguir	

la	 máxima	 información	 acerca	 de	 los	 transportadores:	 dónde	 se	

expresan,	 en	 cuanta	 proporción	 lo	 hacen,	 cómo	 actúan,	 qué	 fármacos	
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son	sustratos	 de	 ellos,	etc.	En	 	 líneas	 	generales	 se	 pueden	 definir	 dos		

métodos	 de	estudio:	estructurales	y	 funcionales.	

3.1.	Métodos	estructurales	
	 Los	 métodos	 estructurales	 emplean	 técnicas	 de	 biología	

molecular	para	la	determinación	de	sistemas	secretores.	 	

	 Uno	 de	 estos	 métodos	 es	 la	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	

polimerasa	 (PCR),	 un	 método	 rápido	 y	 sencillo	 que	 consiste	 en	 la	

ampliación	in	vitro	de	secuencias	de	ADN.	Se	utiliza	una	ADN	polimerasa	

termoestable,	 ADN	 molde,	 cebadores,	 los	 cuatro	 desoxinucleótidos	

trifosfato,	un	tampón	adecuado	y	sales.	

	 En	 primer	 lugar	 se	 aplica	 una	 temperatura	 elevada	 con	 el	

objetivo	de	desnaturalizar	el	ADN	que	se	disocia	en	dos	cadenas	sencillas.	

Posteriormente	se	hibridan	los	cebadores	con	el	ADN	de	cadena	sencilla	

bajo	 condiciones	 que	 permitan	 la	 unión	 del	 cebador	 a	 los	 sitios	

homólogos	del	molde.	Por	último,	la	enzima	ADN	polimerasa	sintetiza	el	

nuevo	ADN	por	medio	de	la	 extensión	 de	 cebadores	en	dirección	5’‐3’.	

	 Mediante	 la	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	 polimerasa	 con	

transcriptasa	inversa	(RT‐PCR)	se	realiza	la	determinación	de	los	niveles	

de	expresión	de	ARN	mensajero	que	codifica	para	la	proteína	MDR‐1.	Los	

cebadores	 empleados	 serán	 específicos	 para	 este	 transportador.	 Para	

determinar	la	 cantidad	de	ARN	mensajero	del	gen	presente	en	cada	uno	

de	los	tejidos	seleccionados	se	procede	al	análisis	mediante	electroforesis	

en	gel	de	agarosa	al	1,5%.	
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3.2.	Métodos	funcionales	
	 Como	 se	 expuso	 anteriormente	 el	 intestino	 delgado	 es	 el	

tramo	 del	 tracto	 gastrointestinal	 especializado	 en	 la	 absorción.	 Toda	

sustancia	ingerida	por	vía	oral	pasa	por	este	tramo	intestinal,	por	lo	que	

se	considera	órgano	diana	para	los	fármacos	que	entran	al	organismo.		

	 Existen	diferentes	métodos	de	investigación	que	permiten	la	

realización	de	estudios	 fiables	de	 transporte.	Cada	modelo	presenta	una	

serie	de	ventajas	e	 inconvenientes	a	 tener	en	cuenta	a	 la	hora	de	elegir	

cual	utilizar	en	un	estudio186.	La	búsqueda	de	un	método	sencillo,	rápido,	

fiable	y	económico	es	uno	de	los	campos	activos	de	la	investigación.	 Las	

técnicas	 in	 vivo	 son	 las	 más	 fiables,	 ya	 que	 reproducen	 todas	 las	

condiciones	 fisiológicas	 del	 organismo,	 aunque	 esto	 precisamente	 las	

dota	de	complejidad,	por	lo	que	se	requiere	mucho	tiempo	para	llevarlas	

a	 cabo.	 Esto	 restringe	 su	 aplicabilidad	 en	 las	 etapas	 tempranas	 de	

desarrollo	 y	 lleva	 asociado	 problemas	 éticos	 del	 uso	 de	 animales	 en	

experimentación.	 En	 la	 tabla	 3.4	 se	 muestran	 los	 diferentes	 métodos	

existentes	con	sus	ventajas	y	limitaciones.	
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Tabla	 3.4.	 Ventajas	 y	 limitaciones	 de	 los	 diversos	 modelos	 de	 experimentación,	
modificada	de	González‐Álvarez,	I.153.	

Sistema  Método  Ventajas Limitaciones 

In silico  Computador 

Posibilidad  de  cribado  previo  al 
experimento. 
Predicción de la absorción. 
Rapidez  en  la  obtención  de  los 
resultados. 

Complejidad  de  los 
programas. 
No es un modelo real. 

 

In vitro 

Membranas 
artificiales 

Clasifica  los  compuestos  que  se 
absorben pasivamente. 
Rapidez en obtención de resultados. 
Ensayos múltiples. 

Dificultad  para 
extrapolar in vivo. 
Sistema  poco 
caracterizado. 

Fracciones 
subcelulares 

Puede realizarse en tejidos humanos.
Compuestos que se absorben por la ruta 
transcelular. 

Dificultad  para 
extrapolar in vivo. 
Puede  dañar    las 
membranas. 

 
Tejidos 
aislados 

 

Nivel de complejidad medio‐alto. Puede  afectar  a  la 
actividad enzimática. 
Menor  rapidez  en  la 
obtención  de 
resultados. 

Cultivos 
celulares 

Buena correlación in vitro‐in vivo.
Rapidez en obtención de resultados. 
Caracterizar transportadores. 

Variabilidad  de 
resultados  intra‐
laboratorio. 

 

In situ 

 

Con 
 recirculación 

Aporte sanguíneo y linfático permanece 
intacto. 
Buena predicción de ka pasiva. 

Menor precisión de la 
estimación  de 
compuestos 
hidrófilos. 
Menor  rapidez  en  la 
obtención  de 
resultados. 

Sin 
 recirculación 

 

Aporte sanguíneo y linfático permanece 
intacto. 
Buena predicción de Ka pasiva. 

Condiciones 
hidrodinámicas 
distintas  a  los 
ensayos in vivo. 

 

In vivo 

 

Animales 
Buena predicción de la ka pasiva.
Reproduce condiciones fisiológicas. 

Complejidad. 
Menor  rapidez  en  la 
obtención  de 
resultados. 
Inconvenientes 
éticos. 

Humanos 

Cuantifica  y  evalúa  los mecanismos  de 
absorción de fármacos. 
Reproduce condiciones fisiológicas. 
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	 A	 continuación	 se	 detallan	 algunos	 de	 los	 métodos	

experimentales	 que	 se	 utilizan	 en	 los	 estudios	 de	 transporte	 de	

fármacos187.	

3.2.1.	Métodos	in	silico	

	
	 Los	 métodos	 experimentales	 necesitan	 que	 el	 fármaco	

esté	 sintetizado	 y	 disponible	 en	 ciertas	 cantidades	 para	 efectuar	 los	

estudios	correspondientes.	El	cribado	inicial	se	realiza	mediante	métodos	

computacionales	 (in	 silico)	 que,	 mediante	 sistemas	 informáticos,	

predicen	 la	 absorción	 intestinal	 a	 partir	 de	 las	 estructuras	 químicas	

de	 los	compuestos.	Estos	sistemas	se	basan	en	la	elaboración	de	bases	de	

datos	 que	 incluyen	 determinados	 parámetros	 estructurales,	 como		

solubilidad	 	 acuosa,	 lipofilia	 o	 tamaño	 molecular,	 que	 influyen	 en	 la	

absorción	 de	 sustancias188,189.	 Posteriormente,	 se	 introducen	 las		

estructuras	 químicas	 	 de	 	 los	 	 fármacos	 	 que	 	 se	 	 desea	 	 estudiar	 	 para		

estimar		el		parámetro		de	absorción190.	

3.2.2.	Métodos	in	vitro	

	

	 Los	 estudios	 in	vitro	 se	 basan	 en	 realizar	 un	 determinado	

experimento	 en	un	 ambiente	 controlado	 fuera	 del	 organismo	 vivo.	 Este	

tipo	 de	 investigación	 se	 lleva	 a	 cabo	 en	 órganos,	 tejidos,	 células,	

componentes	 celulares,	 proteínas	 y/o	 biomoléculas.	 Los	 resultados	

pueden	 ser	 poco	 exactos	 pues	 las	 condiciones	 experimentales	 a	 veces	

pueden	no	corresponder	a	las	condiciones	dentro	del	organismo.	Aunque	

el	 uso	 de	 animales	 es	 imprescindible	 para	 algunos	 tipos	 de	

experimentación	en	el	área	de	las	ciencias	de	la	salud,	 la	metodología	 in	
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vitro	consigue	sustituir	eficientemente	estos	estudios	in	vivo191.	El	método	

de	 cultivos	 celulares	 es	 útil	 para	 realizar	 estudios	 de	 absorción	 y	

toxicidad	de	sustancias,	pues	las	líneas	celulares	son	capaces	de	expresar	

los	transportadores	adecuados	y	mantener	funciones	celulares	similares	

a	las	de	los	enterocitos	humanos.		

‐Membranas	artificiales	

	 Los	ensayos	de	permeabilidad	en	membranas	artificiales	se	

conocen	 con	 las	 siglas	 PAMPA	 (parallel	 artificial	membrane	 permeation	

assay)192.	 El	 objetivo	de	 estos	 estudios	 es	 clasificar	 los	 compuestos	 que	

se	 absorben	 de	 forma	 pasiva,	 y	 dentro	de	 estos	 aquellos	 que	 lo	 hacen	

por	 transporte	 transcelular193.	 Más	 adelante	 se	 han	 hecho	

modificaciones	 en	 el	 método	 para	 tener	 en	 cuenta	 la	 difusión	

paracelular194.		

	 El	 método	PAMPA	se	basa	en	 la	utilización	de	una	placa	de	

microvaloración,	 con	 insertos	 de	 naturaleza	 hidrofóbica	 como	 soporte,	

y	 una	 membrana	 formada	 por	 una	 mezcla	 de	 lípidos	 y	 un	 disolvente	

orgánico	 inerte195.	 Su	 principal	 ventaja	 es	 la	 posibilidad	 de	 investigar	

numerosos	 compuestos	 al	 día	 ya	 que	 se	 pueden	 realizar	 ensayos	

múltiples.	 Existen	 diferentes	 factores	 que	 influyen	 en	 el	 valor	 de	

permeabilidad	 obtenida,	 como	 la	 composición	 de	 la	 solución	 en	 los	

compartimentos	 dador	 y	 receptor,	 el	 pH	 y	 la	 temperatura	 de	

incubación196.	 Sin	 embargo,	 el	 parámetro	 más	 estudiado	 es	 la	

composición	de	lípidos	de	la	membrana192.		

	 Se	 han	 correlacionado	 los	 datos	obtenidos	por	este	método	

con	datos	de	permeabilidad	 en	 Caco‐2	 de	numerosos	 compuestos197,	así	
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como	 datos	 de	 permeabilidad	 transdérmica198,199	 y	 modelos	 in	 situ	 de	

barrera	hematoencefálica200.	

‐Fracciones	 subcelulares	

	 Este	 método	 consiste	 en	 la	 preparación	 de	 vesículas	 de	

membrana	 para	 estudiar	 los	 mecanismos	 de	 transporte	 de	 los	

compuestos	 que	 se	 absorben	 a	 través	 de	 la	 vía	 transcelular.	 Existen	

diferentes	 tipos	 de	 vesículas	 como,	 las	 vesículas	 de	 membrana	

obtenidas	 del	 borde	 en	 cepillo	 de	 los	 enterocitos	 (“Brush	 Border	

Membrane	Vesicles”,	 BBMV)	 o	 las	 vesículas	 de	 la	membrana	 basolateral	

de	 estos	 (“Basolateral	 Membrane	 Vesicles,	 BLMV)201,202.	 También	 se	

han	 realizado	 estudios	 utilizando	 preparaciones	 simultáneas	 de	

ambas203.	

	 Las	vesículas	 se	 obtienen	 a	partir	 de	diversos	 tejidos.	Estos	

tejidos	 proceden	 de	 especies	 animales	 como	 la	 rata,	 el	 ratón	 y	 el	

cerdo,	 o	 con	 menor	 frecuencia	 de	 seres	 humanos.	 Se	 preparan	 por	

homogeneización, 	 sedimentación	 diferencial	 y	 posterior	

fraccionamiento.	 En	 el	 caso	 de	 BLMV	 se	 lleva	 a	 cabo,	 además,	 un	

subfraccionamiento.	 Finalmente	 se	 caracterizan	 los	 transportadores	 de	

membrana	mediante	marcadores	enzimáticos204.	

	 Aunque	 se	 pueden	 utilizar	 tejidos	 humanos,	 las	 fracciones	

subcelulares	 pueden	 no	 ser	 útiles	 para	 el	 estudio	 de	 la	 absorción	 oral,	

ya	 que	 la	 extrapolación	 de	 la	 magnitud	 y	 la	 velocidad	 de	 absorción	

obtenidas	 en	 	 este	 sistema	 a	 un	 sistema	 in	 vivo	 resulta	 muy	 difícil.	

Además	 puede	 dañarse	 la	 membrana	 durante	 el	 proceso	 de	

fraccionamiento.		
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‐Tejidos	aislados	

	 Los	 tejidos	 aislados	 se	 obtienen	 generalmente	 de	 animales,	

aunque	 en	 ocasiones	 se	 emplean	 tejidos	 humanos.	 Las	 cámaras	 de	

difusión	y	 los	sacos	evertidos	son	dos	subgrupos	dentro	de	 los	modelos	

que	emplean	tejidos	aislados.		

	 La	 cámara	 de	 difusión	 es	 un	 modelo	 de	 absorción	 que	

cuantifica	 el	 flujo	 de	 fármacos	 a	 través	 del	 tejido	 epitelial	 intacto.	 El	

segmento	 intestinal	 a	 estudio	 se	 aísla	 y	 secciona	 con	 el	 fin	 de	 obtener	

capas	 planas	 de	 tejido.	 Estas	 se	 disponen,	 posteriormente,	 sobre	 	 las	

células	 de	 difusión	 estándar	 (disponible	 comercialmente)	y	 se	 rellenan	

con	 un	 tampón	 adecuado	 que	 simula	 el	 fluido	 extracelular204.	 Este	

sistema	 experimental	 es	 muy	 versátil	 y	 permite	 la	 cuantificación	 de	 la	

permeabilidad,	 el	 transporte	 intestinal	 paracelular	 y	 transcelular,	 la	

secreción	 intestinal	 y	 la	 influencia	 del	 metabolismo	 intestinal	 en	 	 la	

biodisponibilidad	de	los	 fármacos205.	

	 El	 método	 de	 sacos	 evertidos	 se	 emplea	 en	 la	 realización	

de	 estudios	 de	 acumulación	 de	 fármaco	 en	 segmentos	 intestinales	

completos.	 Para	 ello,	 los	 segmentos	 intestinales	 se	 invierten	 y	 dividen	

en	 pequeñas	 secciones	 a	 modo	 de	 anillos206,207.	 Estos	 se	 incuban,	 en		

tampones	 oxigenados	 que	 contienen	 el	 fármaco	 problema,	 bajo	

condiciones	 de	 agitación	 y	 temperatura	 controladas208.	 El	 sistema	 de	

sacos	 evertidos	 permite	 estudiar	 la	 biodisponibilidad	 de	 fármacos,	 las	

limitaciones	 de	 la	 absorción	 intestinal	 de	 un	 fármaco	 debido	 a	 su	

solubilidad,	 la	 evaluación	 de	 la	 conversión	 de	 un	 profármaco	 en	

fármaco	 por	 la	 acción	 del	 tejido	 intestinal,	 así	 como	 la	 discriminación	
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de	 los	 mecanismos	 de	 absorción	 de	 fármacos	 	 en	 transporte	 pasivo	 o	

activo	(de	absorción	o	secreción)206,208,209.	

‐	Cultivos	celulares	

	 Los	 modelos	 celulares	 aparecen	 con	 el	 objetivo	 de	 obtener	

sistemas	 experimentales	 homogéneos,	 reproducibles, 	 fáciles	 de	

manipular	 y	 que	 presenten	 características	 morfológicas	 y	 funcionales	

similares	a	los	enterocitos	maduros210.	

	 Los	 cultivos	 celulares	 presentan	 una	 serie	 de	 ventajas	

frente	 a	 otros	modelos	 de	 absorción	 como,	 la	 rápida	 determinación	 de	

la	 permeabilidad	 y	 metabolismo	 de	 los	 fármacos,	 la	 posibilidad	 de	

estudiar	mecanismos			de		 	absorción		 	bajo		 	condiciones	controladas,	la	

minimización	 de	 la	 experimentación	 animal,	 la	 existencia	 de	 bancos	 de	

células	 de	 fácil	 acceso	 y	 la	 posibilidad	de	 trabajar	 en	pequeña,	media	 y	

gran	 escala	 (entre	 otras)211.	 Sin	 embargo,	 el	 empleo	 de	 un	 sistema	 tan	

simplificado	también	supone	una	serie	de	 limitaciones.	En	primer	 lugar,	

el	 comportamiento	 es	 distinto	 al	 del	 organismo	 completo.	 Además,	 se	

necesitan	instalaciones	adecuadas	que	garanticen	la	esterilidad,	material	

específico	 y	 personal	 cualificado,	 lo	 que	 encarece	 el	 coste	 de	 la	

investigación	 con	 este	 modelo.	 También	 existe	 una	 gran	 variabilidad	

inter‐laboratorio,	 la	 cual	 se	 intenta	 reducir	 aunando	 protocolos	 entre	

diferentes	investigadores212.		

	 Las	 células	 aisladas	 del	 epitelio	 gastrointestinal	 humano,	

aunque	se	obtienen	fácilmente,	no	forman	monocapas	celulares	que	son	

imprescindibles	 para	 realizar	 ensayos	 de	 absorción213.	 Otra	 dificultad	

para	 trabajar	 con	 enterocitos	 es	 que	 son	 células	 altamente	 polarizadas,	
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por	lo	que	en		suspensión	celular	se		fusionan	y	despolarizan	rápidamente	

perdiendo	 sus	 características	 morfológicas	 y	 biológicas211.	 Así,	 los	

estudios	de	 este	 tipo	están	 limitados	a	 la	determinación	de	acúmulo	de	

fármaco	en	el	interior	de	las	células	más	que	a	estudios	de	transporte.	Por	

tanto,	 el	 método	 ideal	 para	 el	 estudio	 de	 transporte	 y	metabolismo	 de	

fármacos	 sería	 aquel	 en	 el	 que	 el	 cultivo	 celular	 creciera	 formando	

monocapas	 celulares	 similares	 a	 las	 que	 se	 encuentran	 en	 el	 intestino	

delgado	 y	 que	 mantuvieran	 la	 polarización	 y	 uniones	 intercelulares	

adecuadas	en	todo	momento204.	

	 En	sustitución	a	 los	enterocitos	se	emplean	 líneas	 celulares	

transformadas.	 Las	 líneas	 celulares	 obtenidas	 a	 partir	 de	

adenocarcinomas	pueden	clasificarse	en	cuatro	 tipos,	 según	su	grado	de	

diferenciación214:	

Tipo	 1:	 Se	 diferencian	 espontáneamente	 bajo	 condiciones	normales	 de	

cultivo.	 En	 ellas	 se	 observa	 una	 polarización	 de	 las	 células	 y	 formación	

de	 domes	 y	 un	 óptimo	 desarrollo	 de	 los	 bordes	 en	 cepillo	 apicales	 con	

gran	 cantidad	 de	 hidrolasas,	 como	 la	 lactasa	 y	 la	 sucrasa‐isomaltasa.	

Únicamente	una	línea	celular	pertenece	a	este	grupo,	las	células	Caco‐2.	

Tipo	 2:	 No	 se	 diferencian	 espontáneamente,	 sólo	 bajo	 determinadas	

condiciones.	A	este	grupo	pertenecen	tres	líneas:	las	HT‐29,	las	HCT‐EB	y	

las	 HCT‐GEO.	 Su	 diferenciación	 se	 puede	 inducir	 por	 alteración	 de	 las	

condiciones	 	 de	 	 cultivo,	 	 como	 	 sucede	 	 con	 	 las	 	HT29	 	 al	 	 reemplazar		

glucosa		por	galactosa152.	

Tipo	 3:	 No	 se	 diferencia	 espontáneamente	 pero	 sí	 se	 organizan	 en	

monocapas	 polarizadas	 con	 formación	 de	 domes,	 pero	 sin	 presentar	

ninguna	 de	 las	 características	 de	 la	 diferenciación	 enterocítica.	 Por	
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ejemplo,	 no	 expresan	 hidrolasas	 en	 el	 borde	 en	 cepillo.	 Dentro	 de	 este	

tipo	se	 incluyen	ocho	líneas	celulares	entre	 las	que	destacan	las	HRT‐18	

y	las	SW‐1116215.	

Tipo	 4:	 No	se	diferencian	 y 	 crecen	 en	multicapas.	Dentro	de	este	 grupo	

se	incluyen	las	líneas	celulares	HCA7	y	SW480.	

	 Para	 llevar	 a	 cabo	 los	 cultivos	 celulares,	 además	 de	 la	

existencia	de	una	línea	celular	adecuada,	se	requiere	la	utilización	de	un	

soporte	 apropiado	 para	 cultivar	 las	 células.	 Generalmente	 se	 utilizan	

filtros	 de	 policarbonato	 o	 celulosa,	 que	 permiten	 la	 fijación	 y	 el	

crecimiento	 celular.	 Es	 importante	 la	 elección	 adecuada	 de	 las	

características	 de	 la	 membrana	 y	 del	 	 tamaño	 de	 poro	 o	 el	 área	 de	

contacto216.	

	 En	 este	 contexto	 cabe	 citar	 las	 células	 de	 carcinoma	 de	

colon	 humano,	 como	 Caco‐2	 y	 HT‐29,	 que	 sufren	 diferente	 nivel	 de	

diferenciación	 celular	 en	 cultivo.	 Las	 células	 Caco‐2	 son	 las	 que	 se	 han	

estudiado	 de	 forma	 más	 minuciosa	 por	 presentar,	 de	 forma	

espontánea,	mayor	diferenciación	que	las	HT‐29	o	las	T84152,210.	

‐Línea	celular	Caco‐2	

	 La	 línea	 celular	 Caco‐2	 fue	 establecida	 por	 Fogh	 y	

colaboradores	en	1977	a	partir	de	carcinoma	de	colon	humano.	Como	se	

ha	 expuesto	 anteriormente,	 es	 la	 única	 línea	 celular	 capaz	 de	

diferenciarse	morfológica	y	funcionalmente	a	células	con	gran	similitud	a	

los	enterocitos,	de	manera	espontánea217,218.	
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	 Esta	 línea	 celular	 crece	 formando	monocapas	 celulares	que	

presentan	 características	 morfológicas,	 bioquímicas	 y	 funcionales	

similares	 a	 las	 de	 los	 enterocitos	 diferenciados219.	 Se	 utilizan	 para	 la	

realización	 de	 estudios	 de	 transporte	 transepitelial	 de	 numerosos	

fármacos	 y	 nutrientes220.	 En	 muchos	 casos,	 es	 posible	 investigar	 si	 un	

fármaco	 es	 transportado	 de	 forma	 activa	 o	 pasiva	 a	 través	 del	 epitelio	

intestinal	y,	si	el	transporte	es	activo,	permite	identificar	el	transportador	

más	importante216,221.	En	la	figura	3.8	se	representa	el	montaje	utilizado	

para	realizar	los	experimentos	 in	vitro	con	monocapas	de	células	Caco‐2	

sobre	membranas	de	policarbonato.	

Figura	3.8.	Esquema	 de	 la	 técnica	 de	 estudio	 del	 transporte	 transepitelial	 de	 un	
compuesto	 in	vitro	con	monocapas	Caco‐2.	

	 Se	 trata	 de	 células	 que	 presentan	 uniones	 estrechas	 (tight	

junctions),	además	de	una	clara	polarización	(cara	apical	y	basal).	En	 la	

cara	 apical	 muestran	 crestas	 y	 el	 borde	 en	 cepillo222,223.	 Otra	

característica	 importante	que	 asemeja	 esta	 línea	 celular	 a	 la	membrana	

intestinal	es	la	existencia	de	muchas	de	las	enzimas	del	borde	en	cepillo	
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como	 hidrolasas	 (aminopeptidasa‐N,	 fosfatasa	 alcalina,	

olipeptidilpeptidasa	 IV,	 sacarosa‐isomaltasa,	 lactasa)224,225,	 enzimas	 de	

fase	 III	 como	 la	 glicoporteína‐P,	 y	 otros	 sistemas	 de	 transporte	

especializado	 para	 aminoácidos,	 dipéptidos,	 vitaminas	 y	 citostáticos226.	

Asimismo,	 la	 membrana	 basolateral	 está	 asociada	 a	 actividad	 ATP‐asa	

dependiente	 de	 sodio‐potasio	 y	 a	 receptores	 hormonales.	 También	 se	

encuentran	enzimas	intracelulares,	tanto	de	fase	I	(oxidación),	como		las	

CYP,	 incluida	 la	 CYP3A,	 y	 de	 fase	 II	 (conjugación),	 como	 la	 glutatión	 S‐

transferasa	y	sulfotransferasa227–230.	

	 Existe	 una	 excelente	 correlación	 demostrada	 entre	 los	

coeficientes	 de	 permeabilidad	 en	 células	 Caco‐2	 y	 la	 biodisponibilidad	

oral	 de	 fármacos	 en	 humanos231,152,211,232.	 Este	 modelo	 in	 vitro	permite	

clasificar	 las	 permeabilidad	 de	 los	 fármacos	 de	 forma	 similar	 a	 otros	

modelos	 de	 absorción	 más	 complejos,	 como	 los	 tejidos	 intestinales	

aislados	o	los	modelos	de	perfusión	in	situ233.		

	 Nuestro	 grupo	 de	 investigación	 ha	 validado	 el	 modelo	 de	

transporte	 de	 fármacos	 a	 través	 de	 células	 Caco‐2	 y	 ha	 liderado	 varios	

proyectos	 internacionales	 para	 establecer	 correlaciones	 entre	 las	

distintas	 técnicas	 experimentales	 utilizadas	 para	 los	 estudios	 de	

absorción153.	 Concluyendo	 que	 este	 modelo	 es	 una	 base	 fiable	 para	

desarrollar	modelos	de	enfermedad129,234.	

	 Por	 tanto,	 las	 monocapas	 de	 células	 Caco‐2	 pueden	

utilizarse	para	predecir	 el	 transporte	de	sustancias	y	 fármacos	 a	 través	

de	 diferentes	 vías	 del	 epitelio	 intestinal235.	 Las	 mejores	 correlaciones	

con	 la	 fracción	 absorbida	 in	 vivo	 se	 obtienen	 para	 fármacos	 que	 se	

absorben	de	forma	pasiva	y	rápida236.	
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	 La	falta	de	uniformidad	en	los	hallazgos	sobre	la	patogenia	y	

tratamiento	 de	 la	 giardiasis,	 incita	 a	 buscar	 nuevos	 modelos	

experimentales	 que	 reproduzcan	de	 forma	 fiable	 el	 comportamiento	de	

los	enterocitos	humanos	y	el	parásito	durante	 la	 infección.	Los	métodos	

in	vitro	son	el	primer	paso	en	la	búsqueda	de	respuestas,	sin	embargo	no	

existen	 muchos	 estudios	 que	 utilicen	 modelos	 in	vitro	de	 infección	 con	

Giadia	 quizás	 porque	 no	 se	 ha	 encontrado	 un	 método	 fiable	 y	

reproducible.		

	 Los	primeros	estudios	de	este	tipo	se	realizaron	midiendo	la	

adherencia	 de	 los	 trofozoítos	 a	 recipientes	 de	 cristal	 o	 plástico237–239	 y	

aunque	mostraron	resultados	útiles,	estos	materiales	diferían	mucho	de	

las	células	 intestinales.	También	se	han	utilizado	segmentos	aislados	de	

intestino	de	rata	o	humano240	y	cultivos	celulares	como	la	línea	de	riñón	

de	perro	(MDCK	)55	o	la	línea	Caco‐2,	entre	otras.		

	 En	1990,	MacCabe	R.E	y	col.241	realizaron	un	estudio	in	vitro	

empleando	 la	 línea	 celular	 IEC‐6	 para	 detectar	 la	 adhesión	 de	 los	

trofozoítos	de	Giardia,	marcados	con	un	radioligando,	a	 las	células.	Esta	

línea	 celular	 deriva	 del	 intestino	 de	 rata	 y	 conserva	 las	 características	

funcionales,	morfológicas,	enzimáticas	e	 inmunológicas	de	 las	células	de	

las	que	provienen242–244,	por	esto	ha	sido	empleado	en	diversos	estudios	

con	 Giardia245–247.	 Este	 método	 resultó	 simple,	 barato,	 rápido	 y	

reproducible.	 El	 ensayo	mostró	 que	 el	 parásito	 se	 une	 a	 los	 trofozoítos	

mediante	el	disco	ventral,	lo	que	podría	inducir	daño	directo	del	parásito	

consiguiendo	 la	 deformación	 del	 núcleo	 celular.	 Sin	 embargo	 una	

limitación	 destacable	 fue	 el	 empleo	 de	 un	 medio	 aerobico	 para	 la	

supervivencia	 de	 la	 línea	 celular	 IEC‐6,	 lo	 cual	 podría	 influir	 en	 la	



Introducción	

	

63	

	

viabilidad	y	el	metabolismo	de	este	parásito	anaerobio.	El	ensayo	llevado	

a	 cabo	por	 Sousa	M.C.,	 y	 col.58	 realizado	 en	 células	 Int‐407,	 confirmó	 el	

papel	del	disco	ventral	en	la	adhesión	del	parásito	a	la	célula.	Además,	se	

observó	 que	 al	 administrar	 Colchicina	 y	 Mebendazol,	 sustancias	 que	

alteran	 la	 formación	 de	 los	 microtúbulos,	 se	 producía	 una	 pérdida	 de	

adhesión	 del	 parásito.	 La	 línea	 celular	 Int‐407	 proviene	 del	 intestino	

delgado	humano,	siendo	esto	una	ventaja	frente	a	las	líneas	procedentes	

de	carcinomas.	Es	fácil	de	manipular	y	capaz	de	reproducir	los	fenómenos	

que	ocurren	in	vivo.	Así,	resultó	ser	un	buen	modelo	para	estudiar	tanto	la	

patogénesis	como	el	efecto	de	los	fármacos	en	presencia	de	G.	intestinalis;	

sin	embargo,	no	se	estudió	la	viabilidad	celular,	el	potencial	de	membrana	

o	la	actividad	disacaridasa,	necesarias	para	clarificar	las	alteraciones	que	

produce	Giardia	sobre	las	células	Int‐407.		

	 En	el	campo	del	estudio	de	comportamiento	de	los	fármacos	

o	 complementos	 alimentarios,	 Pérez	 P.F,	 y	 col.248	 comprobaron	 la	

influencia	de	 la	microflora	 intestinal	en	 la	 colonización	de	Giardia,	pues	

estudios	 previos	 evidencian	 el	 efecto	 protector	 de	 lactobacillus	 frente	 a	

diversos	patógenos249.	En	concreto,	estudiaron	el	efecto	antagónico	de	L.	

Johnsonii	La1	sobre	G.	intestinalis,	confirmando	que	la	administración	de	

probióticos	 puede	 ser	 una	 estrategia	 útil	 para	 la	 prevención	 de	 la	

giardiasis,	 pues	 modifica	 el	 ciclo	 celular	 del	 parásito.	 Sin	 embargo,	 el	

mecanismo	 por	 el	 que	 se	 produce	 no	 pudo	 ser	 evidenciado.	

Recientemente,	 Emery	 S.	 J.,	 y	 col.250	 han	 ido	 más	 allá	 diseñando	 un	

modelo	 de	 co‐incubación	 para	 esclarecer	 qué	 ocurre	 en	 la	 relación	

parásito‐huésped	desde	el	punto	de	vista	de	 la	proteómica.	 Se	utilizó	 la	

línea	 celular	HT‐29	 como	modelo	 in	vitro	 y	 se	midieron	 las	 secreciones	

celulares	durante	y	tras	la	co‐incubación	con	el	parásito,	empleando	por	
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primera	 vez	 en	 Giardia	 el	 marcado	 de	 las	 proteínas	 del	 parásito.	 Los	

resultados	 apoyan	 la	 hipótesis	 de	 que	G.	intestinalis	 secreta	 factores	 de	

virulencia,	como	catepsina‐B66,251,252	en	presencia	de	señales	emitidas	por	

el	 huesped,	 siendo	 este	 fenómeno	 independiente	 de	 la	 adhesión	 del	

parásito	a	las	células.		

	 La	 línea	 celular	 Caco‐2	 presenta	 una	 serie	 de	 ventajas,	

comentadas	 anteriormente,	 por	 eso	 ha	 sido	 utilizada	 en	 la	 mayoría	 de	

estudios	 con	 Giardia	 para	 esclarecer	 los	 mecanismos	 de	 infección,	 el	

comportamiento	de	los	quistes	de	Giardia,	la	influencia	del	parásito	en	el	

transporte	y	absorción	de	sustancias,	entre	otros54,99,253–255.	Sin	embargo,	

aun	siendo	reconocida	por	la	FDA	como	una	línea	celular	adecuada	para	

el	 estudio	 de	 permeabilidad	 y	 metabolismo	 de	 compuestos256,	 no	 hay	

muchos	 trabajos	 sobre	 este	 tema.	 Algunos	 de	 ellos	 se	 exponen	 a	

continuación.	 En	 el	 estudio	 realizado	 por	Maia‐Brigagão	 C.,	 y	 col.,254	 en	

células	 Caco‐2,	 se	 observó	 que	 transcurridas	 24	 horas	 de	 infección,	

aparecían	 alteraciones	 en	 la	 permeabilidad	 paracelular	 y	 en	 la	

distribución	de	proteínas		de	las	uniones	estrechas,	apoyando	la	teoría	de	

que	 la	 adhesión	 del	 parásito	 produce	 alteraciones	 en	 las	 células	 del	

huesped	que	afectan	a	la	permeabilidad	de	sustancias.	Un	estudio	llevado	

a	 cabo	 por	 Hernández‐Covarrubias	 C.,	 y	 col.,255	 comprobó	 la	

permeabilidad	 y	 actividad	 contra	 Giardia	 de	 28	 derivados	 de	

benzimidazoles		y	en	otro	ensayo	realizado	por	Stadelmann	B.,	y	col.,99	se	

estudió	 el	 papel	 de	 la	 arginina	 en	 la	 proliferación	 de	 las	 células	 del	

epitelio	 intestinal	 empleando	 un	modelo	 celular	 Caco‐2.	 En	 los	 últimos	

años,	 el	 grupo	 de	 Fisher	 B.S,	 y	 col.54	 ha	 desarrollado	 un	modelo	 de	 co‐

incubación	de	G.	intestinalis	con	la	línea	celular	Caco‐2,	en	el	que	se	define	

en	 primer	 lugar,	 el	 tipo	 de	 medio	 de	 cultivo	 idóneo	 para	 el	
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mantenimiento	y	desarrollo	de	la	línea	celular	durante	largos	periodos	de	

tiempo.	Así	se	consigue	un	modelo	celular	que	permite	la	caracterización	

a	 largo	 plazo	 de	 las	 interacciones	 huesped‐Giardia.	 La	 importancia	 del	

hallazgo	reside	en	que	desde	ese	momento	se	pueden	estudiar	fases	de	la	

patogenia	que	ocurren	transcurridas	unas	semanas	de	la	infección,	pues	

los	modelos	existentes	hasta	la	fecha	sólo	lograban	mantener	las	células	

sin	degradarse	unos	días.	De	este	modo	se	podrá	estudiar	la	fisiología	de	

la	 enfermedad,	 incluyendo	 los	 mecanismos	 de	 infección,	 el	 papel	 de	 la	

inmunidad	 así	 como,	 diseñar	 nuevas	 dianas	 terapéuticas,	 entre	 otras	

ventajas.		

3.2.3.	Modelos	animales	

‐Modelos	animales	in	situ		

	 Estos	 estudios	 se	 realizan,	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 casos,	 en	

animales,	 aunque	 también	 se	 han	 realizado	 estudios	 similares	 en	

humanos257,258.	 Los	 órganos	 a	 estudio	 deben	 aislarse	 de	 los	 tejidos	

periféricos.	 Este	 aislamiento	 no	 es	 necesariamente	 físico,	 ya	 que	 es	

importante	mantener	una	buena	vascularización	del	órgano.		

	 Las	 técnicas	 de	 perfusión	 intestinal	 más	 utilizadas	 son:	 el	

modelo	 de	 paso	 único	 sin	 recirculación	 (single	 pass)	 y	 el	 método	 de	

Doluisio	(closed	loop).	

	 En	 el	 método	 de	 paso	 único	 se	 perfunde	 el	 tramo	 de	

interés,	 a	 velocidad	 controlada,	 con	 la	 solución	 a	 estudio.	 Este	 sistema	

permite	 el	 control	 de	 la	 concentración	 del	 fármaco,	 el	 pH,	 la	

osmolaridad	 y	 la	 velocidad	 de	 entrada	 del	 mismo.	 El	 cálculo	 de	 la	

permeabilidad	 se	 realiza	 mediante	 la	 medida	 de	 la	 desaparición	 del	
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fármaco	 del	 lumen	 intestinal,	 en	 estado	 estacionario259.	En	la	 figura	3.9,	

se	muestra	un	 esquema	del	procedimiento	 experimental	del	método	de	

paso	único	sin	recirculación.	

Figura	 3.9.	 	Esquema	 de	 la	 técnica	 de	 perfusión	 de	 un	 solo	 paso	 en	 rata	 in	situ.	
Tomado	con	permiso	de	“Biofarmacia	Moderna	V.6.0”.	

El	esquema	de	la	técnica	de	Doluisio	se	muestra	en	la	figura	3.10.	

	

Figura	 3.10.	 Esquema	 de	 la	 técnica	 de	 perfusión	 sin	 recirculación	 basada	 en	 el	
método	 de	Doluisio,	tomada	de		González‐Álvarez.	I.153.	
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En	 el	 método	 de	 Doluisio,	 la	 solución	 a	 ensayar	 se	 mantiene	 en	 el	

segmento	 intestinal	 del	 cual	 se	 toman	 muestras	 para	 observar	 la	

desaparición	del	fármaco260,261.		

	 Con	 estas	 técnicas	 in	 situ,	 el	 aporte	 neural,	 endocrino,	

sanguíneo	 y	 linfático	 de	 la	 zona	 a	 estudio	 permanece	 intacto,	

señalándolo	 como	 un	 modelo	 idóneo	 para	 el	 estudio	 de	 absorción	 de	

fármacos262.	

‐Modelos	animales	ex	vivo	

	 En	 estos	 modelos	 se	 emplean	 segmentos	 intestinales	

(generalmente	 de	 animales	 aunque	 en	 ocasiones	 se	 usan	 tejidos	

humanos)	para	el	estudio	de	la	absorción	de	fármacos.	El	ensayo	consiste	

en	 administrar	 la	 solución	 de	 fármaco	 sobre	 el	 tejido	 y	 determinar	 la	

velocidad	con	la	que	atraviesa	la	barrera	intestinal.	Existen	dos	tipos	de	

sistemas	experimentales:	las	cámaras	de	difusión	y	los	sacos	evertidos.	

Las	 cámaras	 de	 difusión	 son	 modelos	 de	 absorción	 que	 determinan	 el	

flujo	 transepitelial	de	un	 fármaco	a	 través	del	 tejido	epitelial	 intacto.	Se	

aísla	un	segmento	intestinal	y	se	secciona	para	obtener	capas	planas	del	

tejido.	Éstas	se	disponen	sobre	células	de	difusión	que	se	rellenan	con	un	

tampón	 que	 simule	 el	 fluido	 fisiológico.	 Este	 sistema	 experimental	

permite	 determinar	 la	 permeabilidad	 del	 fármaco	 y,	 con	 un	 diseño	

adecuado,	discernir	entre	 transporte	paracelular,	 transcelular,	secreción	

intestinal	 e	 incluso	 la	 influencia	 de	 metabolismo	 intestinal	 que	

determinará	la	biodisponibilidad	oral	del	fármaco.	

Los	sacos	evertidos	se	utilizan	en	estudios	de	acumulación	de	fármaco	en	

un	 segmento	 intestinal.	 Para	 ello	 se	 invierte	 el	 segmento	 intestinal	 y	 se	

divide	en	pequeñas	secciones	como	si	 fueran	anillos.	En	este	sistema	se	
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incuban	los	anillos	en	tampones	oxigenados	controlando	la	agitación	y	la	

temperatura.	 Esta	 técnica	 permite	 estudiar	 las	 limitaciones	 que	 puede	

presentar	un	principio	activo	frente	a	la	absorción	intestinal	debido	a	la	

solubilidad	y	los	mecanismos	de	transporte	implicados.	

‐Modelos	animales	in	vivo	

	 Mediante	 los	estudios	 in	vivo	de	permeabilidad	en	animales	

se	 obtiene	 una	 mejor	 predicción	 de	 la	 constante	 de	 velocidad	 de	

absorción	que	con	los	estudios	in	vitro.		

	 Los	 ensayos	 in	 vivo	 permiten	 determinar	 la	

biodisponibilidad	oral.	La	 técnica	quirúrgica	consiste	en	 la	 implantación	

de	un	catéter	de	silicona	en	 la	vena	yugular	de	 la	 rata.	A	 través	de	este	

catéter	 se	 pueden	 obtener	muestras	 plasmáticas,	 tras	 la	 administración	

del	 fármaco	por	vía	oral,	 sin	 sufrimiento	para	el	 animal	y	 sin	 tener	que	

recurrir	a	anestesia	para	cada	 toma	de	muestra.	Esta	 técnica	permite	 la	

construcción	 de	 curvas	 de	 nivel	 plasmático	 orales	 e	 intravenosas.	 Los	

diferentes	 tratamientos	 matemáticos	 de	 los	 datos,	 utilizando	 métodos	

compartimentales	 y	 no	 compartimentales,	 permitirán	 establecer	 la	

biodisponibilidad	de	los	fármacos	estudiados.			

3.2.4.	Modelos	en	humanos	

	 La	experimentación	en	humanos	es	un	tipo	de	investigación	

apropiado	 para	 cuantificar	 y	 evaluar	 mecanismos	 de	 absorción	 de	

fármacos	 y,	 observar	 los	 efectos	 finales	 de	 un	 experimento	 en	 el	 sujeto	

vivo.	 Los	 experimentos	 in	 vivo	 en	 humanos	 proporcionan	 una	 mayor	

información	que	el	resto	de	modelos,	ya	que	las	células	contienen	varios	

tipos	 de	 maquinaria	 y	 pequeñas	 moléculas	 que	 influyen	 en	 el	

experimento.	 Al	 mismo	 tiempo	 esto	 es	 una	 desventaja,	 ya	 que	 tiene	
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demasiados	 parámetros	 que	 no	 se	 pueden	 controlar	 correctamente	 in	

vivo.	Por	otra	parte,	los	organismos	vivos	exhiben	una	gran	variabilidad,	

incluso	 con	 el	 tiempo,	 que	 no	 puede	 ser	 controlada	 totalmente	 por	 el	

investigador.	

	 El	 ensayo	 clínico	 es	 la	 forma	de	 investigación	 en	 humanos.	

Antes	 de	 los	 ensayos	 clínicos	 (fase	 preclínica),	 el	 fármaco	 es	 testado	

mediante	 estudios	 químicos	 de	 pureza	 y	 estabilidad,	 estudios	

farmacológicos	 de	 eficacia	 e	 inocuidad,	 y	 estudios	 in	vitro	 e	 in	vivo	 en	

animales	de	laboratorio.	La	necesidad	de	realizar	los	ensayos	clínicos	se	

debe	a	que	los	resultados	de	todos	los	demás	modelos	existentes	guían	la	

investigación,	pero	no	son	directamente	extrapolables	al	ser	humano263.	

	 Los	 dos	 pilares	 de	 la	 regulación	 de	 la	 experimentación	

humana	 son	 el	 Código	 de	 Nüremberg	 (1947)264	 y	 la	 Declaración	 de	

Helsinki	 de	 la	 Asociación	Médica	 Mundial	 (1964)265.	 Estos	 documentos	

son	 la	 base	 de	 los	 comités	 de	 ética	 institucionales	 para	 la	 investigación	

humana.	En	ellos	se	resumen	los	principios	éticos	en	investigación	sobre	

seres	humanos,	los	cuales	se	citan	a	continuación266:	

‐	Consentimiento	informado.		

‐	La	investigación	se	debe	basar	en	trabajos	previos	en	animales.		

‐	Los	riesgos	se	deben	justificar	por	los	beneficios	esperados.	

‐	La	investigación	se	debe	conducir	por	científicos	calificados.		

‐	El	sufrimiento	físico	y	mental	debe	ser	evitado.		

‐	La	 investigación	en	 la	cual	se	espera	 la	muerte	o	 lesión	 invalidante	no	

debe	ser	conducida.		
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4.	Regla	de	las	3	Rs	

Dado	que	la	 investigación	con	animales	suscita	polémica	social	y	

un	dilema	moral	para	los	investigadores,	surge	la	necesidad	de	establecer	

una	normativa	que	proteja	a	los	animales,	regule	el	uso	y	cuidado	de	los	

animales	de	laboratorio	y	minimice	su	sufrimiento.	Después	de	un	debate	

social	de	varios	siglos,	en	el	año	1959,	Russell	y	Burch267	introdujeron	en	

su	 libro	 “The	 principles	 of	Humane	 Experimental	 Technique”	 el	 lema	 o	

principio	de	las	tres	R:	reducción,	refinamiento	y	reemplazo	que	ha	sido	

la	 base	 de	 las	 leyes	 que	 se	 han	 promulgado	 para	 regular	 el	 uso	 de	

animales	 de	 experimentación	 desde	 entonces,	 y	 que	 están	 presente	 en	

todos	los	estudios	científicos	que	se	realizan	en	la	actualidad268.	

	 La	 primera	 R	 hace	 referencia	 al	 concepto	 de	 Reducir.		

Reducir	 se	 refiere	 a	 disminuir	 el	 número	 de	 animales	 utilizados	 en	 un	

estudio	 experimental	 sin	 que	 haya	 una	 disminución	 en	 la	 calidad,	

fiabilidad	 y	 reproducibilidad	 de	 los	 resultados	 obtenidos.	 La	 reducción	

implica	utilizar	métodos	o	estrategias	para	obtener	la	misma	información	

con	 menos	 animales,	 o	 más	 información	 usando	 el	 mismo	 o	 menor	

número	de	animales.	

	 La	segunda	R	de	refinamiento	consiste	en	evaluar	 todas	 las	

alternativas	 y	 seleccionar	 las	 técnicas	 más	 adecuadas	 que	 produzcan	

menos	 dolor	 o	 malestar	 y	 que	 garanticen,	 dentro	 de	 lo	 posible,	 el	

bienestar	 de	 los	 animales	 durante	 la	 aplicación	 del	 protocolo	

experimental.	 Además	 la	 selección	 de	 las	 técnicas	 adecuadas	 debería	

permitir	 la	 obtención	 de	 datos	 más	 exactos	 y	 mayor	 número	 de	

información	con	menos	experimentos,	de	manera	que,	a	efectos	prácticos,	

la	aplicación	de	esta	R	está	íntimamente	ligada	a	la	R	de	reducción	ya	que	
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generalmente,	técnicas	más	finas	implican	el	uso	de	un	menor	número	de	

animales	y,	a	la	vez,	estos	están	sometidos	a	menos	sufrimiento.	

	 La	 R	 de	 Reemplazo,	 se	 refiere	 a	 la	 sustitución	 de	 los	

experimentos	 con	 animales	 por	 otros	 métodos	 alternativos	 (como	 los	

descritos	 en	 el	 apartado	 anterior).	 Esta	 R	 es	 la	 que	 más	 y	 mejores	

resultados	 está	 proporcionando	 respecto	 al	 objetivo	 prioritario	 de	

disminuir	el	número	de	animales.	La	investigación	en	este	campo	ha	sido	

muy	 activa	 en	 los	 últimos	 años	 con	 un	 doble	 objetivo:	 evitar	 el	

sufrimiento	 animal	 “evitable”	 y	 obtener	datos	 experimentales	 fiables	ya	

que,	 tal	 y	 como	 se	 venía	 comentando	 desde	 siglos	 anteriores,	 se	 ha	

constatado	que	los	datos	obtenidos	a	partir	de	ensayos	con	animales	no	

siempre	son	extrapolables	a	humanos269.	

	 	Nuestro	grupo	de	investigación,	especializado	en	el	estudio	

de	absorción	de	fármacos	y	farmacocinética,	ha	trabajado	activamente	en	

la	 última	 década	 con	 el	 fin	 de	 sustituir	 los	 ensayos	 en	 animales	 por	

ensayos	in	vitro.	Para	ello	se	han	puesto	en	marcha	modelos	celulares	de	

barrera	 intestinal	 con	 células	 tumorales	 Caco‐2	 y	 TC7,	 y	 modelos	 de	

barrera	 hematoencefálica	 cada	 vez	 más	 perfeccionados	 que	 permiten	

correlacionar	los	resultados	obtenidos	con	los	que	se	podrían	obtener	in	

vivo270–272.	 El	 objetivo	 actual	 de	 nuestro	 grupo,	 es	 obtener	 modelos	 in	

vitro	capaces	de	reproducir	condiciones	de	enfermedad	que	afectan	a	la	

permeabilidad	 de	 alguna	 de	 las	 barreras	 biológicas.	 Los	 modelos	

desarrollados	 suponen	 una	 reducción	 en	 el	 número	 de	 animales,	 pero	

además	 permiten	 el	 análisis	 simultáneo	 de	 un	 número	 elevado	 de	

moléculas	(highthrouput	screening),	una	vez	que	la	técnica	se	ha	validado	

debidamente.		
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C. Fármacos en pediatría 
	

	 La	malabsorción	de	nutrientes	 es	 una	de	 las	 consecuencias	

más	 graves	 de	 la	 giardiasis,	 siendo	 especialmente	 importante	 en	 la	

población	 infantil.	En	 los	países	en	vías	de	desarrollo,	en	 los	cuales	esta	

patología	es	de	alta	prevalencia,	podría	verse	comprometido	aún	más	el	

estado	nutricional	 de	 la	 población.	 Esta	disminución	de	 la	 absorción	de	

nutrientes	ha	sido	demostrada	en	diferentes	investigaciones,	sin	embargo	

en	 el	 campo	 de	 la	 absorción	 intestinal	 de	 fármacos	 no	 encontramos	

muchos	 trabajos.	 En	 los	 tratamientos	 farmacológicos	 pediátricos,	 la	

absorción	 de	 fármacos	 es	 un	 parámetro	 importante	 a	 tener	 en	 cuenta	

pues	pequeños	cambios	en	la	permeabilidad	de	fármaco	podrían	suponer	

un	peligro	para	el	niño.	

	 Algunos	de	 los	principales	motivos	de	 consulta	de	atención	

primaria	 pediátrica	 son	 la	 amigdalitis,	 las	 infecciones	 del	 tracto	

gastrointestinal	 y	 la	 otitis	 media	 aguda.	 Dentro	 de	 los	 síntomas	 más	

comunes	 de	 los	 pacientes	 que	 acuden	 a	 consulta	 se	 encuentran	 los	

cuadros	febriles	y	las	cefaleas.	El	dolor	musculoesquelético	es	un	síntoma	

cada	 vez	 más	 frecuente	 entre	 la	 población	 infantil.	 Respecto	 a	 las	

patologías	neurológicas,	la	epilepsia	se	encuentra	entre	las	más	comunes	

de	la	población	pediátrica	siendo	el	evento	paroxístico	más	frecuente	en	

la	 infancia.	 Dentro	 de	 las	 infecciones	 respiratorias,	 cabría	 destacar	 la	

tuberculosis,	 pues	 se	 considera	 una	 de	 las	 enfermedades	 transmisibles	

que	producen	mayor	índice	de	mortalidad	en	niños	según	el	informe	de	la	

OMS	 de	 2004,	 y	 está	 situada	 en	 el	 punto	 de	mira	 de	 los	 programas	 de	

Salud	Internacional.	
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	 La	 eficacia	 y	 seguridad	 de	 los	 tratamientos	 farmacológicos	

para	combatir	estos	síntomas	y	patologías	está	directamente	relacionada	

con	 las	 pautas	 y	 dosis	 prescritas.	 A	 diferencia	 de	 los	 adultos,	 en	 el	

paciente	 pediátrico,	 es	 de	 suma	 importancia	 conseguir	 un	 ajuste	

adecuado	 de	 la	 dosis	 en	 función	 del	 peso	 y	 la	 edad,	 con	 el	 fin	 de	

maximizar	la	eficacia	y	minimizar	los	efectos	adversos	de	los	fármacos.		

1.	Analgésicos/Antipiréticos	

	 Este	 grupo	 de	 fármacos	 está	 indicado	 en	 el	 tratamiento	

sintomático	del	dolor	ocasional	 leve	o	moderado,	como	dolor	de	cabeza,	

dental,	muscular	o	de	espalda	y,	estados	febriles.	

	 La	 fiebre	 es	 el	 principal	motivo	de	 consulta	pediátrica	 (25‐

30%).	 Constituye	 un	 síntoma	 que	 acompaña	 tanto	 a	 enfermedades	

banales	 y	 autolimitantes	 como	 a	 enfermedades	 graves.	 La	 etiología	 es	

variada,	 pudiendo	 ser	 causada	 por	 una	 infección	 o	 pudiendo	 tener	 un	

fondo	 inmunológico,	 alérgico	 y	 neoplásico,	 pero	 lo	 esencial	 es	 que	 la	

presencia	de	fiebre	indica	actividad	inflamatoria273.		

	 Los	dolores	de	 cabeza	 son	 los	 síntomas	 somáticos	de	dolor	

más	 comunes	 en	 la	 infancia.	 Entre	 un	 10	 y	 un	 25%	 de	 los	 niños	 tiene	

cefaleas	 recurrentes274–277.	 Un	 informe	 reciente278,	 constata	 un	 aumento	

muy	 importante	 en	 los	 síndromes	 de	 dolor	 musculoesquelético.	 Estos	

índices	 llegan	a	duplicar	o	 triplicar,	 en	ocasiones	y	 según	 las	 franjas	de	

edad,	los	niveles	existentes	hace	40	años279.	
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1.1.	Paracetamol		
	 El	 Paracetamol	 es	 un	 fármaco	 analgésico	 y	 antipirético,	

inhibidor	 de	 la	 síntesis	 de	 prostaglandinas	 periféricas	 y	 centrales	 por	

acción	 sobre	 la	 ciclooxigenasa.	 Bloquea	 la	 generación	 del	 impulso	

doloroso	a	nivel	periférico,	así	como	actúa	sobre	el	centro	hipotalámico	

regulador	de	la	temperatura.	Se	emplea	en	el	tratamiento	sintomático	del	

dolor	leve	o	moderado	y	de	la	fiebre,	por	lo	que	es	prescrito	en	la	mayoría	

de	patologías	 infantiles	más	comunes,	como	coadyuvante	de	un	proceso	

infeccioso,	vírico,	febril,	dolor	a	causa	de	un	traumatismo,	etc.	 	

	 La	 farmacocinética	 en	 el	 niño	 se	 supone	 similar	 a	 la	 del	

adulto	(aunque	no	existen	estudios).	La	absorción	depende	de	la	rapidez	

del	 vaciamiento	 gástrico	 y	 del	 metabolismo	 hepático280.	 Por	 vía	 oral	 la	

biodisponibilidad	 de	 Paracetamol	 es	 del	 75‐85%.	 Se	 absorbe	 amplia	 y	

rápidamente	 por	 difusión	 pasiva.	 Las	 concentraciones	 plasmáticas	

máximas	se	alcanzan	en	función	de	la	forma	farmacéutica,	con	un	tiempo	

de	0,5	a	2	horas.		

	 La	 dosis	 diaria	 recomendada	 de	 Paracetamol	 en	 niños	

menores	 de	 10	 años	 es	 aproximadamente	 de	 60	 mg/kg/día,	 que	 se	

reparte	 en	 4	 o	 6	 tomas	 diarias.	Niños	 a	 partir	 de	 los	 10	 años:	 500‐650	

mg/4‐6	 horas;	 máximo	 4	 g/día281.	 La	 dosis	 tóxica	 corresponde	 a	 150	

mg/Kg,	 manifestándose	 principalmente	 como	 hepatotoxicidad.	 Dosis	

elevadas	 pueden	 saturar	 los	 mecanismos	 habituales	 de	 metabolización	

hepática,	lo	que	hace	que	se	utilicen	vías	metabólicas	alternativas	que	dan	

lugar	 a	 metabolitos	 hepatotóxicos	 y	 posiblemente	 nefrotóxicos,	 por	

agotamiento	 de	 glutatión281.	 Por	 el	 contrario,	 si	 se	 administra	 menos	

dosis	de	la	necesaria,	no	se	conseguirían	los	efectos	de	reducción	de	dolor	
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o,	 lo	 que	 es	 más	 grave,	 el	 control	 del	 estado	 febril.	 Es	 importante	

administrar	 la	 dosis	 exacta	 en	 el	 paciente	 pediátrico	 respetando	 las	

posologías	definidas	en	función	del	peso.		

1.2.	Ibuprofeno	
	 Ibuprofeno	 es	 un	 compuesto	 no	 esteroideo	 derivado	 del	

ácido	 propiónico	 con	 marcadas	 propiedades	 antiinflamatorias,	

analgésicas	 y	 antipiréticas.	 Su	 mecanismo	 de	 acción	 es	 debido	 a	 la	

inhibición	 de	 la	 síntesis	 de	 prostaglandinas.	 Las	 prostaglandinas	

desempeñan	un	papel	esencial	en	la	aparición	de	la	fiebre,	del	dolor	y	de	

la	inflamación.	

	 En	 niños	 mayores	 de	 3	 meses	 se	 usa	 como	 tratamiento	

sintomático	de	la	fiebre	y	el	dolor	de	intensidad	leve	o	moderada,	como	

dolor	 de	 cabeza,	 dolor	 dental,	 dolor	 post‐operatorio,	 dolor	

musculoesquelético;	para	el	tratamiento	de	la	artritis	reumatoide	infantil	

y	de	otros	procesos	reumáticos	agudos	o	crónicos	que	cursen	con	dolor	e	

inflamación282.		

	 Ibuprofeno	tiene	una	farmacocinética	de	tipo	lineal,	es	decir,	

la	 velocidad	del	 proceso	 es	 proporcional	 a	 la	 concentración	 (C0)	 en	 ese	

instante.	Es	una	sustancia	altamente	lipofílica,	por	lo	que	puede	atravesar	

las	 membranas	 por	 difusión	 pasiva	 sin	 necesidad	 de	 transportadores	

específicos.	 Es	 un	 ácido	 débil,	 por	 lo	 que	 difundirá	 bien	 en	 los	medios	

ácidos,	 al	 encontrarse	 su	 mayor	 parte	 en	 la	 forma	 no	 ionizada.	 Se	

considera	 un	 fármaco	 de	 clase	 II,	 por	 su	 elevada	 permeabilidad	 y	 baja	

solubilidad.	Por	vía	oral	se	absorbe	rápido,	y	aproximadamente	un	80%	

en	el	tracto	gastrointestinal.		
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	 La	 dosis	 pautada	 es	 de	 20	mg/Kg/día	 cada	 6‐8	 horas	 para	

menores	de	12	años.	Se	considera	dosis	tóxica,	una	dosis	igual	o	superior	

a	 100	 mg/Kg.	 La	 intoxicación	 aguda	 con	 AINE	 afecta	 sobre	 todo	 a	 los	

siguientes	aparatos	o	sistemas:	gastrointestinal,	renal,	SNC	y	piel282.	

2.	Antiarritmicos/	Antipalúdicos	

2.1.	Quinidina	
	 La	 Quinidina	 es	 un	 medicamento	 que	 actúa	 a	 nivel	 del	

corazón	 como	 agente	 antiarrítmico	 clase	 I	 y,	 químicamente,	 es	 un	

estereoisómero	de	la	quinina,	un	derivado	original	de	la	corteza	desecada	

de	tallos	y	raíces	de	la	quina	(Cinchona	calisaya,	Rubiaceae)283.	Tiene	una	

biodisponibilidad	del	75%.	

	 Es	 tratamiento	 de	 segunda	 elección	 para	 controlar	 las	

arritmias	 cardíacas	 supraventriculares	 y	 ventriculares	 y	 para	 combatir	

las	 infecciones	 por	 Plasmodium	 falciparum,	 causante	 de	 la	 malaria,	 por	

vía	oral	y	parenteral.	

	 La	 dosis	 de	 prueba	 es	 de	 2	 mg/kg	 y	 si	 se	 tolera	 se	

administran	 6	 mg/kg	 cada	 4	 o	 6	 horas.	 Si	 se	 sobrepasa	 la	 dosis	

terapéutica	 pueden	 aparecer	 alteraciones	 gastrointestinales	 (vómitos,	

diarrea,	 dolor	 abdominal),	 del	 SNC	 (cefalea,	 vértigo,	 ataxia,	 coma,	

convulsiones,	 depresión	 respiratoria),	 cardíacas	 (taquiarritmias,	

insuficiencia	 cardíaca,	 hipotensión	 arterial),	 hipopotasemia,	 auditivas	 y	

visuales.	 Se	 deben	 vigilar	 algunos	 parámetros	 durante	 el	 tratamiento	

como,	electrocardiograma,	tensión	arterial,	electrolitos,	alteraciones	SNC	

y	 concentraciones	 séricas.	 Si	 se	 produjese	 la	 sobredosificación	 podrían	
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aparecer	estos	peligrosos	efectos,	y	si	no	se	alcanzase	la	dosis	terapéutica	

el	paciente	no	lograría	la	curación284.	

3.	Antibióticos	β‐lactámicos	

	 Los	antibióticos	β‐lactámicos	constituyen	uno	de	los	grupos	

más	importantes	dentro	de	la	terapéutica,	puesto	que	continúa	siendo	el	

tratamiento	 de	 primera	 elección	 en	 numerosos	 procesos	 infecciosos.	

Están	indicados	en	el	tratamiento	de	infecciones	sistémicas	o	localizadas	

causadas	por	microorganismos	gram‐positivos	y	gram‐negativos.	Las	más	

comunes	en	la	infancia	son285,286:	

‐Infecciones	 de	 la	 piel	 y	 tejidos	 blandos	 debidas	 a	 Streptococcus	α‐y	β‐	

hemolítico,	Staphylococcus	spp.,	o	E.	coli.	

‐Infecciones	del	tracto	genitourinario,	debidas	a	E.	coli,	Proteus	mirabilis,	

o	 Enterococcus	 faecalis.	

‐Infección	 de	 orina	 que,	 de	 hecho,	 figura	 entre	 los	motivos	 de	 consulta	

ambulatoria	 más	 frecuentes	 y	 repetidas	 de	 la	 práctica	 pediátrica,	 solo	

precedida	por	las	infecciones	del	aparato	respiratorio.	

‐Infecciones	odontoestomatológicas.	

‐Infecciones	del	tracto	gastrointestinal	(fiebre	tifoidea	y	paratifoidea).		

‐Infecciones	otorrinolaringológicas	(amigdalitis,	faringitis,	otitis	media…)	

y	del	tracto	respiratorio	inferior,	debidas	a	especies	de	Streptococcus	α‐	y	

β‐hemolítico,	 Streptococcus	 pneumoniae,	 Staphylococcus	 spp.,	 o	

Haemophilus	influenza.	

	 Dentro	de	éstas,	 la	amigdalitis	 	y	 la	 faringitis	son	patologías	

muy	 comunes	 en	 los	 primeros	 años	 de	 vida.	 En	 concreto,	 la	

faringoamigdalitis	 por	 Streptococcus	 pyogenes	 es	 de	 las	 enfermedades	
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bacterianas	 más	 prevalentes	 en	 la	 infancia	 y	 adolescencia.	 En	 España	

unos	16	millones	de	consultas	médicas	anuales	en	toda	la	población	son	a	

causa	de	odinofagia	en	general,	siendo	un	20%	del	total	de	las	consultas	

pediátricas	 y	 un	 55%	 del	 total	 de	 prescripciones	 antibióticas	 en	 este	

grupo	de	edad287.		

	 La	 Otitis	 Media	 Aguda	 (OMA)	 es	 uno	 de	 los	 principales	

motivos	 de	 consulta	 en	 Atención	 Primaria	 pediátrica,	 y	 el	 principal	

motivo	de	prescripción	de	antibióticos.	Aunque	hay	pocos	datos	válidos	

sobre	 prevalencia,	 en	 el	 año	 2000	 se	 realizó	 un	 estudio	 de	 cohortes	 en	

Valencia	que	 indicaba	que	el	60%	de	 los	niños	 valencianos	menores	de	

tres	años	había	tenido	al	menos	un	episodio	de	OMA288	.	

	 Los	 antibióticos	 betalactámicos,	 cuyo	mecanismo	 de	 acción	

es	 la	 inhibición	 de	 la	 última	 etapa	 de	 la	 síntesis	 de	 la	 pared	 celular	

bacteriana,	constituyen	la	familia	más	numerosa	de	antimicrobianos	y	la	

más	 utilizada	 en	 la	 práctica	 clínica.	 Se	 trata	 de	 antibióticos	 de	 acción	

bactericida	 lenta,	 con	 actividad	dependiente	del	 tiempo,	 que	 en	 general	

tienen	buena	distribución	y	escasa	toxicidad.	La	mayoría	son	hidrófilos,	y,	

por	 consiguiente,	 difunden	 escasamente	 a	 través	 de	 las	 membranas.	

Penetran	en	la	célula	por	medio	de	transportadores	específicos.	

	 En	un	estudio289	realizado	por	Craft		y	col.	(1987)	se	asoció	la	

malabsorción	de	antibióticos	con	la	presencia	de	G.	 intestinalis	en	niños.	

Todos	los	antibióticos	incluidos	en	este	trabajo	tenían	en	común	su	forma	

de	atravesar	la	membrana	plasmática,	mediante	transporte	activo.	Por	lo	

que	 se	 cree	 que	 la	 terapia	 antibiótica	 podría	 estar	 comprometida	 en	

presencia	de	G.	intestinalis.	

	



Introducción	

	

79	

	

3.1.	Amoxicilina		 		
	 La	Amoxicilina	 es	 un	 ácido	 débil,	 por	 lo	 que	es	 estable	 en	

medio	ácido.	Gracias	a	esta	propiedad,	es	de	elección	dentro	de	la	familia,	

ya	 que	 es	 mejor	 absorbido	 que	 otros	 antibióticos	 β‐lactámicos.	 Se	

absorbe	 rápidamente	después	de	 la	 administración	oral,	 alcanzando	 los	

niveles	 máximos	 en	 60‐150	 minutos.	 Es	 sustrato	 de	 glicoproteína‐P	 y	

atraviesa	 la	 membrana	 plasmática	 mediante	 transporte	 activo.	 Es	 un	

antibiótico	potente,	de	amplio	espectro	bactericida	y	baja	toxicidad.	

	 La	dosis	pediátrica	recomendada	para	niños	de	menos	de	40	

kg	 es	 25‐50	mg/kg/día	 cada	 8	 horas	 y	 para	 niños	 de	más	 de	 40	 kg,	 la	

dosis	diaria	total		es	500	mg,	3	veces	al	día	o	1g,	2	o	3	veces	al	día.		

La	dosis	máxima	en	niños	es	150	mg/kg/día.	En	neonatos	y	menores	de	2	

meses	 la	 dosis	máxima	 es	 30	mg/kg/día,	 en	 intervalos	 de	 12	 horas.	 La	

ingestión	 de	 dosis	muy	 altas	 puede	 ocasionar	 cristaluria,	 por	 lo	 que	 es	

esencial	 mantener	 una	 adecuada	 diuresis,	 también	 puede	 ocasionar	

diarrea.	 Es	 importante	 evitar	 las	 dosis	 subterapéuticas,	 pues	 el	

antibiótico	 podría	 no	 hacer	 efecto	 además	 de	 crear	 resistencias,	

comprometiendo	su	eficacia	contra	futuras	infecciones.	

3.2.	Cefadroxilo	
	 El	Cefadroxilo	pertenece	al	grupo	de	primera	generación	de	

Cefalosporinas.	Presentan	buena	actividad	 frente	a	 infecciones	causadas	

por	bacterias	gram‐positvas	y	gram‐negativas290.		

	 Este	antibiótico	es	absorbido	prácticamente	en	su	 totalidad	

en	 el	 tracto	 gastrointestinal.	 Su	 absorción	 se	 produce	 por	 mecanismos	

especializados	de	transporte291.	La	absorción	intestinal	de	Cefadroxilo	es	

un	 proceso	 coordinado	 en	 el	 que	 la	 captación	 celular	 del	 lumen	 se	
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produce	a	través	del	transportador	PepT1	y	el	transporte	de	secreción	a	

través	 de	 la	 unión	 a	 los	 transportadores	 de	 la	 familia	 ABC,	

transportadores	 MRP3	 (Abcc3)	 y	 MRP4	 (ABCC4)292.	 PepT1	 y	 MRP4	 se	

encuentran	 en	 la	 membrana	 apical	 del	 epitelio	 del	 intestino	 delgado	 y	

renal293,	 y	 MRP3	 se	 encuentra	 en	 la	 membrana	 basolateral	 de	 los	

enterocitos294,295.	 Dada	 la	multitud	 de	 proteínas	 transportadoras	 que	 se	

encuentra	Cefadroxilo	 en	 las	membranas	biológicas,	 es	posible	que	este	

antibiótico	 β‐lactámico	 pueda	 mostrar	 una	 farmacocinética	 no	 lineal,	

especialmente	en	el	intestino	delgado	donde	las	altas	concentraciones	de	

fármaco,	después	de	la	administración	oral,	pueden	saturar	la	absorción	

eficiente	 de	 Cefadroxilo	 a	 través	 de	 PepT1.	 Además	 es	 poco	 soluble	 en	

lípidos	y	se	ioniza	totalmente	en	el	intestino.	

	 La	 dosis	 diaria	 recomendada	 en	 niños	 es	 de	 25	 a	 50	

mg/kg/día	cada	12	horas.	La	dosis	máxima	es	de	2g/día296.	Un	aumento	

de	 la	 absorción	 de	 fármaco	 llevaría	 a	 efectos	 nocivos	 sobre	 el	 sistema	

digestivo	y	problemas	tipo	alérgicos	como	erupciones	y	fiebre.	Se	deben	

evitar	 también	 las	 dosis	 subterapéuticas	 pues	 podrían	 aparecer	

resistencias	además	de	no	conseguir	la	cura	del	paciente.	

4.	Antiepilépticos	 	

	 La	epilepsia	es	una	enfermedad	crónica	del	sistema	nervioso	

central	que	se	caracteriza	por	dos	o	más	crisis	paroxísticas	espontáneas	

de	diferentes	características,	originadas	por	una	descarga	excesiva	de	un	

grupo	 de	 células	 de	 la	 corteza	 cerebral.	 Es	 una	 de	 las	 patologías	

neurológicas	 más	 comunes	 en	 la	 población	 pediátrica297–301,	 siendo	 el	
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evento	paroxístico	más	frecuente	en	la	infancia	y	ocupa	el	segundo	lugar	

entre	las	enfermedades	neurológicas	302.	

	 Las	 cifras	 disponibles	 respecto	 a	 la	 incidencia	 anual	 de	

epilepsia	 infantil	son	muy	variables,	oscilando	entre	41	y	100	casos	por	

100.000303–305,	generalmente	debido	a	razones	metodológicas	que	hacen	

difícil	 la	comparación	de	resultados.	En	relación	a	la	edad,	el	inicio	de	la	

epilepsia	 acontece	 sobre	 todo	 durante	 el	 primer	 año	 de	 vida,	 para	 ir	

disminuyendo	 gradualmente	 en	 la	 adolescencia306.	 En	 un	 estudio307	 se	

obtuvo	una	prevalencia	de	 la	epilepsia	en	 la	población	escolar	estimada	

en	5,72/1000	casos.			

	 El	tratamiento	se	basa	en	fármacos	antiepilépticos	que,	bien	

administrados,	han	demostrado	ampliamente	su	eficacia.	La	epilepsia	se	

puede	controlar	de	manera	sencilla	con	tratamiento	crónico,	sin	embargo	

algunos	 de	 los	 fármacos	 que	 se	 utilizan	 son	 de	 estrecho	 margen	

terapéutico	 y	 es	 importante	 ajustar	 la	 dosis	 correctamente.	 A	

continuación	se	detallan:	Carbamazepina,	Diazepam	y	Fenobarbital.		

	 Carbamazepina	 y	 Fenobarbital	 son	 fármacos	 de	 estrecho	

margen	 terapéutico308,	 por	 lo	que	 es	 especialmente	preocupante	que	 se	

produzcan	modificaciones	en	la	absorción.	Si	se	incrementa	levemente	la	

absorción	 de	 estos	 fármacos	 puede	 aparecer	 toxicidad.	 También	 son	

peligrosas	dosis	inferiores	a	las	recomendadas,	pues	no	se	conseguirá	el	

control	de	las	crisis	epilépticas	con	el	consiguiente	fracaso	terapéutico.	

4.1.	Carbamazepina	
	 Es	 un	 antiepiléptico	 de	 elección	 en	 epilepsias	 parciales	 y	

generalizadas,	 aceptado	 para	 su	 uso	 en	 niños	 por	 su	 baja	 capacidad	

depresora	 central.	 Este	 fármaco	 antiepiléptico	 actúa	 inhibiendo	 la	
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propagación	del	impulso	nervioso	desde	el	foco	epiléptico.	Otras	acciones	

son	la	reducción	de	la	transmisión	nerviosa	a	nivel	del	núcleo	trigeminal,	

sedante,	anticolinérgica,	antidepresiva,	relajante	muscular,	antiarritmica,	

antidiurética	e	inhibidora	de	la	transmisión	neuromuscular.	

	 Se	 estima	 que	 la	 absorción	 varía	 entre	 el	 72%	 y	 el	 96%,	

siendo	esta	lenta	e	irregular,	con	una	tMAX	que	varía	entre	4	y	24	horas.	

En	 niños,	 existe	 una	 relación	 dosis/concentración	 plasmática	 más	 baja	

que	en	adultos,	probablemente	por	un	aclaramiento	más	rápido.	Debido	a	

su	lipofilicidad,	penetra	fácilmente	en	los	tejidos	y	líquidos	del	organismo	

por	 difusión	 pasiva	 a	 través	 de	 las	 membranas	 celulares309.	 Presenta,	

simultáneamente,	 transporte	 de	 excreción	 mediado	 por	 glicoproteína‐

P310.	

	 La	dosis	 recomendada	para	niños	menores	de	6	años	es	de	

10	a	20	mg/kg/día	dos	o	tres	veces	al	día	inicialmente,	aumentándola	de	

20	a	60	mg	cada	dos	días.	En	los	mayores	de	6	años,	el	tratamiento	puede	

iniciarse	 con	 100	 mg/día	 incrementándolo	 en	 100	 mg	 a	 intervalos	

semanales.	 En	 los	 niños	 menores	 de	 6	 años	 	 no	 se	 pueden	 realizar	

recomendaciones	 referentes	 a	 la	 seguridad	de	Carbamazepina	 para	 uso	

con	dosis	por	encima	de	35	mg/kg/día.	Es	un	medicamento	de	estrecho	

margen	terapéutico308,	de	ahí	la	importancia	de	la	correcta	dosificación.	Si	

se	 aumenta	 levemente	 la	 absorción	 del	 fármaco	 puede	 aparecer	

toxicidad.	La	clínica	de	la	intoxicación	es	fundamentalmente	neurológica,	

siendo	 el	 síntoma	 más	 frecuente	 y	 característico	 el	 nistagmo.	 Los	

pacientes	 pueden	 tener	 otras	 manifestaciones	 clínicas	 como	 ataxia,	

disminución	 de	 conciencia	 y	 coma;	 taquicardia,	 arritmias,	 bradicardia	 e	

hipotensión	 arterial;	 depresión	 respiratoria	 y	 convulsiones311.	 También	
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son	 peligrosas	 dosis	 inferiores	 a	 las	 recomendadas,	 pues	 el	 paciente	

pediátrico	 no	 sería	 capaz	 de	 controlar	 las	 crisis	 epilépticas,	

comprometiendo	gravemente	su	salud.	

4.2.	Diazepam	

	 El	 Diazepam	 es	 un	 derivado	 benzodiazepínico	 que	 actúa	

sobre	 el	 sistema	 límbico,	 el	 tálamo	 y	 el	 hipotálamo.	 No	 produce	 una	

acción	 de	 bloqueo	 autonómico	 periférico	 ni	 efectos	 secundarios	

extrapiramidales,	como	ocurre	con	otros	fármacos	que	se	prescriben	para	

las	mismas	patologías.	

	 Se	 emplea	 en	 la	 población	 pediátrica	 como	 tratamiento	 de	

las	crisis	epilépticas,	además	de	como	ansiolítico	y	sedante.	Las	dosis	son	

diferentes	para	cada	indicación312:	

‐Anticonvulsivante:	su	eficacia	para	controlar		las	crisis	y	su	perfil	seguro,	

así	 como	 la	 posibilidad	 de	 administración	 rectal,	 lo	 hace	 un	 fármaco	

habitual	 en	 el	 tratamiento	 de	 las	 crisis	 y	 del	 status	epiléptico.	 La	 dosis	

recomendada	 es	 1	mg/kg/día	 cada	 8	 horas.	 Se	 recomienda	 empezar	 el	

tratamiento	 ante	 el	 primer	 signo	 de	 fiebre	 y	 continuar	 hasta	 24	 horas	

después	de	su	remisión.		

‐Ansiolítico:	para	reducir	 síntomas	de	ansiedad,	agitación	e	 irritabilidad	

secundarios	 a	 una	 patología	 de	 base	 o	 a	 estrés	 ambiental.	 La	 dosis	

recomendada	 es	0,12‐0,8	mg/kg/día	 cada	6‐8	horas.	 La	 tasa	 general	 de	

prevalencia	 de	 los	 trastornos	 de	 ansiedad	 durante	 la	 infancia	 es	 de	 un	

18%313.	Los	niños	que	los	padecen	experimentan	importantes	problemas	

relacionados	con	fracaso	escolar,	baja	autoestima,	soledad	y,	también	con	

la	salud	física314.	
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‐Sedante	 moderado	 para	 procedimientos	 cortos:	 aunque	 su	 efecto	

ansiolítico	 puede	 aportar	 cierto	 efecto	 sinérgico,	 dada	 su	 vida	 media	

larga,	no	suele	ser	el	fármaco	de	elección	para	procedimientos	invasivos.	

La	dosis	recomendada	es	0,2‐0,3	mg/kg	(máximo	10	mg).	

	 La	 absorción	 gastrointestinal	 del	 Diazepam	 administrado	

por	 vía	 oral	 es	 rápida	 y	 prácticamente	 completa	 (99%).	 El	 Diazepam,	

administrado	por	esta	vía,	alcanza	a	 los	30‐90	minutos	 la	concentración	

máxima	de	nivel	plasmático.		

	 Debido	 a	 la	 respuesta	 de	 los	 fármacos	 que	 actúan	 sobre	 el	

SNC,	en	niños	se	recomienda	iniciar	la	terapia	con	dosis	bajas	de	1	a	2,5	

mg,	 3	 o	 4	 veces	 por	 día	 y	 aumentar	 según	 la	 necesidad	 de	 0,1	 a	 0,3	

mg/Kg/día.	No	debería	administrarse	a	niños	menores	de	6	meses,	pues	

no	hay	estudios	probados	en	ellos.		

	 Se	considera	dosis	tóxica	si	la	ingesta	es	5	veces	superior	a	la	

dosis	terapéutica.	Los	síntomas	más	prevalentes	tras	una	intoxicación	por	

Diazepam	 son	 neurológicos,	 siendo	 él	 más	 frecuente	 la	 ataxia.	 Esta	

aparece	como	síntoma	aislado	en	aproximadamente	el	17%	de	los	casos,	

por	 lo	 que	 se	 ha	 de	 incluir	 la	 intoxicación	 por	 benzodiazepinas	 en	 el	

diagnóstico	diferencial	de	 la	ataxia	aguda	en	 la	 infancia.	También	puede	

producir	 alucinaciones,	 confusión,	 agitación	 y	 coma.	Dependiendo	 de	 la	

dosis,	 puede	 aparecer	 una	 clínica	más	 severa	 con	 depresión	 del	 centro	

respiratorio,	bradicardia	e	hipotensión.		

4.3.	Fenobarbital	
	 El	 Fenobarbital	 es	 un	 barbitúrico	 que,	 como	 tal,	 posee	

efectos	 hipnóticos,	 anticonvulsivos	 y	 sedantes.	 Los	 barbitúricos	 actúan	
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como	depresores	no	selectivos	del	sistema	nervioso	central	y	son	capaces	

de	producir	todos	los	niveles	de	alteración	del	estado	anímico	del	sistema	

nervioso	central,	desde	excitación	hasta	sedación	ligera,	hipnosis	y	coma	

profundo.	La	sobredosis	puede	producir	la	muerte.	

	 Es	 uno	 de	 los	 fármacos	 de	 elección	 en	 el	 tratamiento	 del	

status	epilepticus	y	de	las	convulsiones	febriles.	Otras	indicaciones	son	el	

síndrome	 de	 abstinencia	 en	 niños	 nacidos	 de	 madres	 adictas	 a	 los	

opiáceos	o	barbitúricos,	y	la	hiperbilirrubinemia	debido	a	la	inducción	de	

enzimas	 microsomales	 hepáticas,	 lo	 que	 acelera	 el	 aclaramiento	 de	 la	

bilirrubina.	

	 El	Fenobarbital	es	un	ácido	débil	que	se	absorbe	y	distribuye	

rápidamente	 a	 todos	 los	 tejidos	 y	 fluidos,	 generando	 altas	

concentraciones	 en	 cerebro,	 hígado	 y	 riñones.	El	 Fenobarbital	 es	 el	

barbitúrico	 menos	 liposoluble	 y	 el	 que	 menos	 se	 une	 a	 las	 proteínas	

plasmáticas	 y	 cerebrales.	 El	 Fenobarbital	 está	 clasificado	 como	

barbitúrico	 de	 acción	prolongada	 cuando	 se	 administra	por	 vía	 oral.	 Su	

inicio	 de	 acción	 se	 produce	 en	 1	 hora	 o	 más,	 y	 su	 duración	 de	 acción	

oscila	entre	10	y	12	horas.		

	 Es	muy	 importante	 asegurar	 la	 dosificación	 exacta,	 pues	 es	

un	 medicamento	 de	 estrecho	 margen	 terapéutico.	 El	 rango	 de	 dosis	

utilizado	en	niños	es	de	4‐5	mg/kg	tres	veces	al	día.	Sin	embargo,	debido	

a	 la	 variación	 entre	 pacientes,	 debería	 ser	 ajustado	 de	 acuerdo	 a	 las	

concentraciones	plasmáticas	y	efectos	clínicos	en	cada	individuo,	es	decir,	

se	deben	monitorizar	 los	niveles	plasmáticos	 (Rango	 terapéutico:	15‐40	

µg/mL).		
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	 Si	 se	 sobredosifica	 (dosis	 tóxica	 ≥	 50	 µg/mL),	 puede	 dar	

lugar	 a	 una	 intoxicación	 aguda,	 con	 los	 siguientes	 síntomas315,316:	

confusión	 grave,	 nistagmo	 de	 posición	 terminal,	 nistagmo	 en	 visión	

frontal,	disminución	de	la	atención,	reducción	de	los	reflejos,	ligera	ataxia,	

ataxia	 con	 tendencia	 a	 la	 caída,	 somnolencia,	 fiebre,	 hipotermia,	 semi‐

coma,	depresión	respiratoria,	latidos	cardíacos	lentos,	habla	balbuceante	

y	 shock	 con	 pupilas	 dilatadas.	 Por	 otro	 lado,	 los	 síntomas	 de	 toxicidad	

crónica	son:	confusión	grave,	 irritabilidad	continua,	escasa	capacidad	de	

raciocinio,	 problemas	 para	 dormir	 y	 lesión	 hepática.	 También	 es	

importante	 evitar	 las	 dosis	 subterapéuticas,	 pues	 el	 paciente	 pediátrico	

no	 sería	 capaz	 de	 controlar	 las	 crisis	 epilépticas,	 comprometiendo	 su	

vida.	 Tras	 una	 administración	 prolongada	 puede	 desarrollarse	

dependencia,	 por	 lo	 que	 para	 retirar	 el	 fármaco,	 se	 debe	 disminuir	 la	

dosis	progresivamente	durante	meses.	

5.	Antituberculosos	

	 La	 tuberculosis	 constituye	 un	 grave	 problema	 de	 salud	

pública	 en	 los	 países	 en	 vías	 de	 desarrollo,	 y	 en	 las	 poblaciones	

marginadas	económica	y	socialmente	de	los	países	industrializados.	Está	

considerada	como	una	de	las	enfermedades	transmisibles	que	producen	

mayor	 índice	 de	 mortalidad	 en	 niños,	 según	 el	 informe	 de	 la	 OMS	 de	

2004.	La	aparición	de	tuberculosis	farmacorresistentes	a	nivel	mundial	y	

los	altos	niveles	de	incidencia	y	mortalidad	en	regiones	de	Asia	y	África,	la	

sitúan	 en	el	 punto	de	mira	de	 los	programas	de	 Salud	 internacional.	 La	

giardiasis	también	es	frecuente	en	estos	tipos	de	población,	por	lo	que	es	

probable	que	algunos	niños	presenten	ambas	infecciones.	
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	 El	 número	 de	 casos	 ha	 aumentado	 considerablemente	

durante	 los	 últimos	 años	 incluso	 entre	 la	 población	 infantil.	 Los	 niños	

pueden	 sufrir	 tuberculosis	 a	 cualquier	 edad	 pero	 con	 más	 frecuencia	

entre	 los	 1	 y	 4	 años.	 En	 concreto,	 en	 España,	 la	 incidencia	 de	 la	

enfermedad	 es	 de	 5	 casos/100.000	 niños	 entre	 5‐14	 años	 y	 13	

casos/100.000	niños	entre	0‐4	años317.	

	 Es	una	patología	causada	por	el	bacilo	de	Koch.	La	infección	

en	 los	 niños	 se	 produce	 tras	 la	 inhalación	 de	 gotas	 contaminadas	 (tos,	

estornudos)	 procedentes	 de	 personas	 con	 secreciones	 respiratorias	

infectadas	 con	 el	 bacilo287.	 Las	 bacterias	 que	 causan	 esta	 enfermedad	

pueden	vivir	de	forma	inactiva	en	el	organismo,	pero	puede	activarse	un	

tiempo	 después	 de	 que	 se	 haya	 producido	 el	 contagio.	 La	 infección	

tuberculosa	 no	 suele	 presentar	 síntomas,	 mientras	 que	 la	 enfermedad	

tuberculosa	cursa	fundamentalmente	con	fiebre	no	muy	elevada	y	tos.	La	

forma	pulmonar	es	la	más	frecuente.		

	 Para	 el	 tratamiento	 de	 la	 tuberculosis	 existen	 protocolos	

terapéuticos	que	varían	la	dosis	y	la	duración	de	los	distintos	antibióticos	

en	 función	 del	 estadío	 de	 la	 enfermedad.	 Isoniazida	 y	 Rifampicina	 son	

fármacos	antituberculosos	empleados	con	frecuencia.	

	 Durante	el	tratamiento	existe	riesgo	de	crisis	convulsiva,	por	

lo	que	es	necesario	vigilar	la	dosis	y	administrar	anticonvulsivantes	si	es	

necesario;	 también	 puede	 aparecer	 toxicidad	 hepática	 y	 neuropatía	

periférica.	
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5.1.	Isoniazida	
Isoniazida	es	un	bactericida	para	 los	microorganismos	en	rápida	

división.	 Actúa	 específicamente	 sobre	 Mycobacterium	 Tuberculosis	 y	

algunas	 micobacterias	 atípicas	 (M.	 bovis).	 Carece	 de	 actividad	 sobre	

bacterias,	hongos	y	virus.		

Sobre	 el	 mecanismo	 de	 acción	 de	 Isoniazida,	 se	 han	 propuesto	

diversas	hipótesis.	La	acción	primaria	de	este	fármaco	sería	la	inhibición	

de	 la	biosíntesis	de	 los	ácidos	micólicos,	que	son	componentes	 lipídicos	

específicos	e	 importantes	de	la	membrana	de	las	micobacterias.	Penetra	

con	facilidad	en	la	célula	y	ha	demostrado	la	misma	eficacia	 frente	a	 los	

bacilos	que	están	creciendo	en	el	interior	de	la	célula,	que	frente	a	los	que	

están	creciendo	en	medios	de	cultivo.		

Su	 peso	 molecular	 es	 bajo,	 lo	 que	 le	 confiere	 una	 elevada	

capacidad	de	difusión.	 Su	acción	 farmacoterapéutica	no	 se	modifica	por	

las	variaciones	de	pH	del	medio.	

Isoniazida	es	el	antibiótico	antituberculoso	más	utilizado.	La	dosis	

pautada	 en	 niños	 es	 de	 10‐20	 mg/kg/día	 en	 dosis	 diaria	 única,	 (dosis	

máxima	 de	 300	 mg/día);	 o	 20‐40	 mg/Kg	 intermitente	 2‐3	 veces	 a	 la	

semana	(dosis	máxima	de	900	mg/día).	La	intoxicación	por	este	fármaco	

produce	 un	 síndrome	 caracterizado	 por	 convulsiones,	 acidosis	

metabólica	y,	en	casos	severos,	depresión	respiratoria	y	coma318,319.	

5.2.	Rifampicina	
	 Rifampicina	 es	 un	 fármaco	 de	 primera	 línea	 en	 el	

tratamiento	de	 la	 tuberculosis,	 siendo	necesario	 su	uso	en	 combinación	

para	 evitar	 la	 aparición	 de	 resistencias.	 Es	 un	 antibiótico	 bactericida,	
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perteneciente	 al	 grupo	 de	 las	 rifamicinas.	 Es	 activo	 frente	 a	 bacterias	

gram‐positivas	 (Staphylococcus	 aureus,	 Staphylococcus	 epidermidis),	

algunas	 micobacterias	 (especialmente	 Mycobacterium	 tuberculosis,	 M.	

bovis,	M.	 leprae	 y	 muchas	 estirpes	 de	 	M.	 kansasii)	 y	 frente	 a	 algunas	

bacterias	gram‐negativas	(incluyendo	Brucella	sp.,	Neisseria	gonorrhoeae,	

N.meningitidis	y	Legionella	pneumophila).	

	 Es	 un	 fármaco	 muy	 liposoluble,	 por	 lo	 que	 difunde	

adecuadamente	a	través	de	las	membranas.	También	penetra	por	medio	

de	 macrófagos,	 lo	 que	 le	 hace	 útil	 para	 el	 tratamiento	 de	 infecciones	

causadas	 por	 parásitos	 intracelulares.	También	 presenta	 transporte	 de	

secreción.	

	 La	 dosis	 recomendada	 en	 lactantes	 y	 niños	 es	 10‐20	

mg/kg/día	vía	oral	al	menos	30	minutos	antes	de	las	comidas	o,	2	horas	

después	en	dosis	única.	La	dosis	máxima	es	600	mg/día.	Rifampicina	es	

un	 fármaco	 de	 estrecho	 margen	 terapéutico308,	 e	 interacciona	 con	 una	

gran	variedad	de	 fármacos.	Tanto	antes	como	durante	el	 tratamiento	es	

necesario	vigilar	los	diferentes	parámetros,	como:	antibiograma,	enzimas	

hepáticos,	 bilirrubina,	 creatinina	 sérica,	 recuento	 sanguíneo	 y	

plaquetario;	pues	es	posible	que	se	vean	afectadas.	En	este	caso	es	muy	

importante	 el	 control	 de	 la	 dosis,	 pues	 pequeños	 cambios	 en	 ella	

supondrían	un	peligro	para	el	paciente.	
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D. Tratamientos no convencionales 
	

	 Los	 tratamientos	 actuales	 contra	 la	 giardiasis	 se	 engloban	

dentro	de	las	estrategias	convencionales	pero,	debido	a	las	características	

de	la	 infección,	sería	 interesante	proponer	tratamientos	nuevos	basados	

en	tecnologías	novedosas.	 	

	 Una	 tercera	 parte	 del	 total	 de	 los	 fallos	 de	 nuevas	

formulaciones	 tiene	 su	 origen	 en	 problemas	 relacionados	 con	 sus	

propiedades	 biofarmacéuticas,	 debido	 a	 la	 creciente	 complejidad	 de	 las	

nuevas	 entidades	 químicas.	 La	mayoría	 de	 fármacos	 en	 fase	 clínica,	 no	

llegan	a	dar	resultados	favorables	al	no	tener	la	capacidad	de	alcanzar	el	

lugar	de	acción	con	niveles	adecuados	de	principio	activo.	Una	parte	del	

fármaco	 administrado	 se	distribuye	por	 tejidos	 u	órganos	que	no	 están	

involucrados	 en	 el	 proceso	 patológico,	 provocando	 a	 menudo	 efectos	

secundarios	graves.	

	 	Para	 evitar	 este	 tipo	 de	 situaciones	 y	 tratar	 de	 desarrollar	

medicamentos	que	puedan	ser	utilizados	con	unos	niveles	aceptables	de	

eficacia	 y	 seguridad,	 se	 está	 recurriendo	 a	 técnicas	 de	 formulación	

innovadoras	 que	 liberen	 el	 fármaco	 o	 agente	 bioactivo	 en	 el	 sitio	 de	

acción	 deseado320.	 Esto,	 incrementaría	 la	 adherencia	 del	 paciente	 al	

tratamiento	 y	 la	 eficacia	 terapéutica	 de	 los	 agentes	 farmacéuticos,	

además	 de	 mejorar	 las	 propiedades	 farmacocinéticas	 y	 la	

biodistribución321–323.	Existen	varios	artículos	en	la	bibliografía	en	los	que	

se	 demuestran	 las	 ventajas	 de	 estos	 sistemas	 en	 la	 distribución	 y	

liberación	 de	 formulaciones	 orales324.  Estos	 sistemas	 de	 liberación	
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específicos	 se	 componen	 de:	 un	 agente	 terapéutico	 y	 un	 sistema	 de	

transporte.		

	 Dentro	de	los	nuevos	sistemas	de	liberación	de	fármacos,	los	

que	 parecen	 más	 prometedores	 son	 los	 denominados	 “materiales	

inteligentes”325.	 La	 base	 de	 esta	 nueva	 tecnología	 consiste	 en	 utilizar	

estructuras	que	transporten	el	fármaco	hasta	la	zona	dañada	y,	solamente	

cuando	han	 reconocido	 esa	 zona,	 lo	 liberen	 como	 respuesta	 a	un	 cierto	

estímulo.	 Las	 moléculas	 sensibles	 a	 estímulos	 muestran	 cambios	

drásticos	 en	 sus	 propiedades	 frente	 a	 ligeros	 cambios	 en	 el	 ambiente,	

temperatura,	 luz,	 concentración	 salina	 o	 pH,	 entre	 otros.	 Este	

comportamiento	puede	ser	utilizado	en	la	preparación	de	estos	sistemas.	

	 Los	 sistemas	 de	 liberación	 inteligentes	 son	 capaces	 de	

reproducir	 el	 comportamiento	 propio	 de	 los	 sistemas	 biológicos,	

haciendo	posible	que	se	active	o	se	module	la	liberación	de	un	fármaco	en	

respuesta	a	señales	emitidas	desde	el	exterior	o	por	efecto	de	cambios	en	

el	entorno	biológico.	

	 Entre	estos	sistemas	inteligentes,	existe	un	interés	creciente	

en	 el	 uso	 de	 polímeros	 sintéticos	 como	 agentes	 terapéuticos	 en	 los	

sistemas	 de	 dosificación	 de	 fármacos.	 El	 conjugado	 fármaco‐polímero	

ofrece,	 por	 lo	 general,	 una	 mejora	 de	 la	 farmacocinética,	 presentando	

tiempos	 de	 circulación	 más	 largos	 y	 permitiendo	 ser	 dirigido	

específicamente	 hacia	 el	 tejido	 diana326.	 La	 elección	 de	 la	 molécula	

transportadora	 es	 muy	 importante	 porque,	 de	 esta	 dependerán	 las	

propiedades	 farmacocinéticas	 y	 farmacodinámicas	 del	 fármaco.	 El	

fármaco	 se	 puede	 incorporar	 al	 sistema	 por	 transporte	 pasivo	 o	

conjugación	química.	
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	 El	dispositivo	 (nanosistema	o	hidrogel)	puede	ser	diseñado	

para	 responder	ante	una	gran	variedad	de	estímulos.	A	 continuación	se	

detallan	los	más	utilizados:	

Temperatura		

	 Para	 preparar	 sistemas	 inteligentes	 se	 pueden	 utilizar	

materiales	 sensibles	 a	 la	 temperatura.	 La	 hidrosolubilidad	 de	 los	

polímeros	 convencionales	 se	 incrementa	 a	 medida	 que	 aumenta	 la	

temperatura,	 mientras	 que	 los	 polímeros	 termosensibles	 se	 mantienen	

hidratados	y	con	las	interacciones	intra‐	e	interpoliméricas	minimizadas	

por	debajo	de	su	Temperatura	Crítica	de	Disolución	(LCST)327.	Cuando	se	

supera	 este	 valor	 crítico,	 los	 puentes	 de	 hidrógeno	 polímero‐agua	 se	

destruyen,	 se	 intensifican	 las	 interacciones	 hidrofóbicas	 entre	 las	

cadenas,	y	el	agua	se	expulsa	del	entramado.	La	LCST	es	característica	de	

cada	polímero	pero	se	puede	incrementar	o	reducir	introduciendo	en	su	

estructura	grupos	hidrofílicos	o	grupos	hidrofóbicos328.	

	 Se	han	 ensayado	diversos	geles	 inteligentes	 termosensibles	

para	 aplicaciones	 en	 liberación	 de	 fármacos329.	 El	 más	 utilizado	 es	 la	

poli(N‐isopropilacrilamida)(PNIPAM)330,	 aunque	 presenta	 la	 desventaja	

de	que	libera	el	fármaco	a	temperatura	fisiológica,	por	lo	que	al	entrar	en	

contacto	con	el	organismo	el	fármaco	se	liberaría	en	ocasiones	sin	haber	

alcanzado	el	lugar	de	acción.	Para	evitar	esto,	se	recubre	la	PNIPAM	con	

diferentes	copolímeros,	como	la	polietilenimina(PEI)331,332,que	hacen	que	

se	 modifique	 su	 LCST.	 También	 se	 ha	 estudiado	 el	 uso	 de	 micelas	

poliméricas	 formadas	 por	 copolímeros	 anfifílicos,	 termosensibles	 y	

biodegradables333.		
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	 En	 el	 campo	 de	 la	 radioterapia,	 M.	 Hruby	 et	 al.334	

desarrollaron	un	sistema	 termosensible,	el	 cual	precipita	a	 temperatura	

corporal	cuando	se	inyecta	en	un	tejido	afectado.	

	 Respecto	a	las	partículas	porosas	sensibles	a	la	temperatura,	

la	 estrategia	 es	 tan	 simple	 como	 recubrir	 las	mismas	 con	una	 sustancia	

cuyo	 punto	 de	 fusión	 esté	 dentro	 del	 margen	 de	 temperatura	 que	

podemos	aplicar.	En	este	sentido,	se	han	desarrollado	partículas	de	sílice	

mesoporosas	 recubiertas	 con	 distintas	 sustancias	 que	 permiten	 la	

liberación	 de	 fármacos	 a	 temperaturas,	 dentro	 del	 rango	

fisiológico335,336,337,338.		

pH	

	 Los	polímeros	sensibles	al	pH	son	polielectrolitos	con	grupos	

ácidos	o	básicos	que	aceptan	o	ceden	protones	en	respuesta	a	cambios	en	

el	pH	del	medio326.	Para	dotar	a	las	micelas	poliméricas	y	a	los	hidrogeles	

de	 propiedades	 de	 liberación	 modulables	 por	 cambios	 de	 pH,	 se	

incorporan	 a	 su	 estructura	 polímeros	 con	 grupos	 ionizables339.	 La	

ionización	genera	fuerzas	electrostáticas	repulsivas	que	pueden	conducir	

a	la	desestabilización	del	núcleo	de	la	micela	o,	si	se	trata	de	un	hidrogel,	

a	un	marcado	incremento	de	volumen.	

	 Los	 ácidos	 y	 bases	 débiles	 como	 los	 ácidos	 carboxílicos,	 el	

ácido	 fosfórico	 y	 las	 aminas	 respectivamente,	 muestran	 cambios	 en	 su	

estado	de	 ionización	bajo	variaciones	de	pH.	Esto	 conduce	a	un	 cambio	

conformacional	del	polímero	soluble	 	y	a	un	cambio	en	el	hinchamiento	

de	 los	 hidrogeles	 cuando	 los	 grupos	 ionizables	 están	 unidos	 a	 la	

estructura	polimérica340.	
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	 Los	monómeros	clásicos	utilizados	con	este	 fin	son	el	ácido	

acrílico,	 el	 ácido	 metacrílico,	 el	 anhídrido	 maleico	 y	 el	 N,	 N‐

dimetilaminoetil	 metacrilato.	 Se	 han	 descrito	 polímeros	 que	 contienen	

derivados	 del	 ácido	 fosfórico341,342.	 Más	 recientemente	 se	 ha	 publicado	

que	funcionalizando	quitosano	con	determinados	copolímeros	se	pueden	

obtener	 nuevos	 polímeros	 o	 hidrogeles	 catiónicos	 o	 polianfolíticos	 con	

comportamiento	 pH	 dependiente	 que	 pueden	 tener	 una	 aplicación	

potencial	en	biomedicina343.		

	 También	se	han	desarrollado,	en	esta	misma	línea	de	trabajo,	

materiales	 mesoporosos	 con	 puertas	 sensibles	 cuyo	 mecanismo	 de	

apertura/cierre	 está	 controlado	 por	 cambios	 de	 pH.	 El	 grupo	 de	

Martinez‐Mañez344	 desarrolló	 un	 material	 hibrido	 a	 partir	 de	 sólidos	

mesoporosos	 MCM‐41	 y	 UVM‐7	 funcionalizados	 con	 poliaminas	 en	 el	

exterior	y	con	grupos	tiol	en	el	 interior.	Este	mismo	grupo	ha	publicado	

otros	 materiales	 sensibles	 a	 pH	 cada	 vez	 más	 perfeccionados345,346.	

Frasier	y	col.	347,348	han	desarrollado	nanoválvulas	basadas	en	rotaxanos	y	

pseudorotaxanos	 con	 ciclodextrinas	 para	 el	 control	 de	 transporte	 de	

masa	mediante	cambios	de	pH.		

	 Las	aplicaciones	más	importantes	de	este	tipo	de	polímeros	

en	biomedicina	son	los	sistemas	de	liberación	de	fármacos	y	sensores	de	

glucosa349.	

Luz	

	 Las	 moléculas	 fotosensibles	 son	 aquellas	 que	 muestran	

cambios	en	sus	propiedades	como	respuesta	a	un	estímulo	luminoso350	 .	

La	 incidencia	 de	 la	 luz	 puede	 producir	 cambios	 en	 su	 viscosidad,	

solubilidad,	 pH,	 conductividad,	 etc.	 En	 el	 proceso	 reversible	 de	 la	
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fotoisomerización	se	produce	un	cambio	conformacional	en	el	polímero,	

el	cual	causa	un	cambio	en	sus	propiedades329.	

	 Sus	 principales	 aplicaciones	 son	 como	 fotosensores,	

dispositivos	 de	 almacenamiento	 de	 información	 o	 como	 equivalente	

molecular	de	fotoprotectores	en	sistemas	biológicos.		

	 En	el	trabajo	publicado	por	A.	Suzuki	y	T.	Tanaka351	en	1990,	

se	 explica	 cómo	 se	 prepararon	 geles	 de	 N‐isopropilacrilamida	 y	 un	

cromóforo	sensible	a	la	luz.	Los	resultados	mostraron	que	el	gel	sensible	

a	 la	 luz	se	hincha	en	ausencia	de	esta,	 	y	se	colapsa	en	presencia	de	 luz	

visible.	Este	material	marcó	el	inicio	de	una	nueva	estrategia	terapéutica	

y	actualmente	se	utilizan	sistemas	similares	en	 la	 creación	de	músculos	

artificiales	fotosensibles	y	dispositivos	de	memoria.		

	 Los	 materiales	 mesoporosos	 que	 liberan	 el	 fármaco	 bajo	

efecto	 de	 cambios	 luminosos	 han	 sido	 y	 son	 ampliamente	

estudiados352,353.	 El	 grupo	 de	 Fujiwara	 obtuvo	 una	 serie	 de	 materiales	

mesoporosos	 tipo	MCM‐41	 funcionalizados	 con	 derivados	 de	 Cumarina	

los	 cuales,	 al	 ser	 irradiados	 con	 luz	 ultravioleta,	 se	 dimerizan	

intramolecularmente.	El	dímero	es	 lo	suficientemente	voluminoso	como	

para	evitar,	por	impedimento	estérico,	la	salida	del	fármaco	contenido	en	

el	 interior	 de	 los	 poros354–356.	 También	 se	 han	 obtenido	 otras	 puertas	

moleculares	 con	 control	 fotoquímico	 utilizando	 moléculas	

fotoisomerizables,	 como	 los	 azobencenos357,358,359	 o	 moléculas	 que	

cambian	de	estructura	y	conformación	como	los	espirobenzopiranos360.	

	 Este	 tipo	 de	 materiales	 se	 emplea	 con	 frecuencia	 en	 la	

terapia	contra	el	cáncer.	En	el	trabajo	realizado	por	Nikola	Ž.	Knežević361,	

se	 muestra	 la	 utilidad	 de	 materiales	 mesoporosos	 cargados	 con	
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Camptotecina	y	funcionalizados	con	sulfuro	de	cadmio	a	través	de	enlaces	

fotoescindibles.	 Tras	 la	 exposición	 de	 estos	 a	 luz	 UV	 se	 libera	

Camptotecina,	 lo	 que	 disminuye	 la	 viabilidad	 de	 las	 células	 cancerosas.	

Debido	 tanto	 a	 su	 reacción	 ante	 la	 luz	 como	 a	 su	 actividad	 magnética	

proporcionada	 por	 el	 Cadmio,	 hacen	 de	 este	 un	 sistema	 idóneo	 para	 el	

tratamiento	específico	del	cáncer.		

Campo	eléctrico	

	 Otro	 de	 los	 estímulos	 externos	 que	 se	 ha	 utilizado	 en	 el	

desarrollo	de	materiales	inteligentes	son	los	movimientos	de	electrones.	

Las	 moléculas	 electrosensibles	 son	 aquellas	 que	 sufren	 cambios	

reversibles	en	alguna	de	sus	propiedades	tras	la	aplicación	de	un	campo	

eléctrico	 externo	 controlado329.	 Los	 materiales	 con	 grupos	 funcionales,	

que	se	puedan	romper	en	presencia	de	moléculas	con	propiedades	redox,	

son	idóneos	para	preparar	estos	sistemas.	

	 Estos	se	pueden	clasificar	en	dos	grandes	grupos	en	función	

de	 su	 principio	 de	 funcionamiento362.	 Los	 materiales	 electrónicos	 se	

basan	 en	 la	 fuerza	 electrostática,	 incluyendo	 los	 elastómeros	 y	 los	

polímeros	 ferroeléctricos.	 Los	 materiales	 iónicos	 requieren	 una	 carga	

eléctrica	y	un	transporte	de	masa	para	 lograr	el	efecto	electromecánico,	

entre	 los	 que	 podemos	 destacar	 los	 polímeros	 conductores,	 los	

nanotubos	de	carbono	y	los	IPMC	(Ionic	Polymer	Metal	Composites).		

	 Estos	materiales	electroactivos	se	utilizan	para	la	fabricación	

de	 actuadores363,	 músculos	 biológicos329	 y	 nanopartículas.	 Las	

nanopartículas	 con	 puerta	 sensible	 a	 electrones,	 pueden	 ser	 utilizadas	

para	 la	 liberación	de	 sustancias	 en	 el	 interior	 de	 la	 célula,	 ya	 que	 en	 el	

citoplasma	hay	muchas	reacciones	redox.	El	grupo	del	profesor	Zhang364,	
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ha	 publicado	 recientemente	 una	 nanoplataforma	 poliprofármaco	

utilizando	Camptotecina‐polietilenglicol	 como	 fármaco	modelo.	Tanto	 in	

vitro	 como	 in	vivo	 las	 nanopartículas	 alcanza	 su	 diana	 terapéutica	 y	 la	

carga	 se	 libera	 en	 respuesta	 a	 estímulos	 redox,	 produciendo	 una	

respuesta	muy	rápida.		

Campo	magnético	

	 Los	 materiales	 magnetoactivos	 se	 preparan	 mediante	

dispersión	 coloidal	 de	 partículas	 magnéticas	 con	 un	 tamaño	 típico	

aproximado	 de	 10	 nm329.	 Los	 ferrogeles,	 así	 como	 las	 partículas	

magnéticas,	 se	 forman	 introduciendo	 magnetita	 en	 el	 material,	 lo	 que	

provoca	 que	 el	 sistema	 se	 vuelva	 sensible	 a	 campos	 magnéticos	

externos365	.	

	 En	 un	 estudio	 llevado	 a	 cabo	 por	 Reséndiz‐Hernández	 y	

col.365,	 se	 vio	 que	 los	 ferrogeles	 de	 polivinilalcohol(PVA)‐magnetita	

presentan	propiedades	supermagnéticas,	lo	cual	es	útil	para	los	sistemas	

de	 liberación	 de	 fármacos	 y	 diseño	 de	 músculos	 artificiales.	 Otros	

estudios,	 proponen	 el	 uso	 de	 ferrogeles	 bifásicos	 con	 propiedades	

mejoradas	 respecto	 a	 los	 anteriores,	 entre	 las	 que	 destacan	 menor	

toxicidad,	 por	 contener	 menor	 contenido	 en	 óxido	 de	 hierro,	 y	 menor	

tamaño.	También	presentan	mayor	porosidad,	una	mayor	deformación	y	

todo	 esto	 sin	 aumentar	 el	 tamaño	 del	 gel.	 Por	 estas	 características	 son	

útiles	para	liberación	tanto	de	fármacos	como	de	células,	siendo	su	nuevo	

campo	de	actuación	las	terapias	regenerativas366.	
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Reconocimiento	molecular	

	 Los	 geles	 de	 reconocimiento	 molecular,	 son	 aquellos	 que	

sufren	un	cambio	de	hinchamiento	y	contracción	cuando	identifican	una	

sustancia	 química	 específica,	 como	 un	 catalizador	 o	 enzima367,368.	 Las	

partículas	 con	 puertas	 susceptibles	 de	 apertura/cierre	 por	

reconocimiento	 molecular	 están	 constituidas	 por	 el	 sustrato	 de	 una	

enzima,	por	un	antígeno	o	por	una	 cadena	de	ADN.	Cuando	 las	micro	o	

nanopartículas	 entran	 en	 contacto	 con	 la	 enzima	 correspondiente,	 el	

anticuerpo	o	la	cadena	complementaria	de	ADN	produce	la	apertura	de	la	

puerta	y	consecuente	liberación	del	fármaco369–378.	En	un	estudio	llevado	

a	cabo	en	2012	por	el	grupo	Martinez‐Mañez377,	se	comprobó	el	correcto	

funcionamiento	de	una	de	estas	partículas	mesoporosas	combinadas	con	

un	anticuerpo	de	reconocimiento	frente	a	la	Finasterida.	En	el	interior	de	

las	partículas	 se	 encontraba	 el	 colorante	Rodamina	B.	Al	 incorporar	 las	

partículas	 a	 una	 solución	 que	 contenía	 Finasterida,	 se	 producía	 la	

apertura	de	los	poros	y	la	liberación	del	colorante.	

	 Se	 han	 desarrollado	 sistemas	 que,	 a	 semejanza	 de	 los	

receptores	 biológicos,	 las	 enzimas	 o	 los	 anticuerpos,	 pueden	 adoptar	

conformaciones	específicas	para	formar	centros	activos	que	actúan	como	

puntos	de	anclaje	selectivo379.	De	esta	manera,	este	polímero	 inteligente	

presentará	 una	 afinidad	 por	 las	 moléculas	 de	 fármaco,	 mejor	 y	 más	

específica	que	el	polímero	convencional	de	la	misma	composición.	
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1.	Aplicaciones	de	los	sistemas	inteligentes	

	 Las	 patologías	 intestinales	 presentan	 tratamientos	

convencionales,	 en	 los	 que	 a	 menudo	 se	 reportan	 efectos	 tóxicos	 y	

formación	de	resistencias.	Para	evitar	estas	situaciones,	así	como	mejorar	

las	características	biofarmacéuticas	de	los	fármacos,	se	están	estudiando	

nuevas	 formulaciones	 basadas	 en	 la	 encapsulación	 de	 fármacos	 en	

hidrogeles	o	partículas	(nano	o	micropartículas).	

	 Existen	 diversos	 estudios	 que	 demuestran	 el	 éxito	 que	

supone	la	aplicación	de	las	nuevas	formulaciones	en	tratamientos	contra	

las	patologías	gastrointestinales	más	comunes.	

	 En	 Salmonella,	 se	 vio	 que	creando	 híbridos	 con	las	

nanoparticulas	 tradicionales	 de	 plata	 y	 los	 nanodispositivos	 de	 silicio,	

además	 de	 conseguir	 el	 control	 de	 la	 infección,	 se	lograba	reducir	

la		acumulación	de	plata	en	los	tejidos,	mejorando	la	seguridad	de	este380.		

	 La	sobreexpresión	de	CD98,	en	la	superficie	de	las	células	y	

macrófagos	epiteliales	del	colon,	promueve	el	desarrollo	y	 la	progresión	

de	 la	 Enfermedad	 Inflamatoria	 Intestinal.	 Se	 realizó	 un	 estudio	 con	 el	

objetivo	 de	 reducir	 los	 niveles	 de	 CD98	 en	 el	 colon	 de	 ratones	 con	

colitis381.	Para	ello	se	desarrolló	un	hidrogel	de	administración	oral	que	

libera	 nanopartículas,	 las	 cuales	 tienen	 anticuerpos	 CD98	 de	 cadena	

sencilla	en	su	superficie.		

	 En	el	ámbito	del	diagnóstico	de	parasitosis,	también	se	está	

empleando	la	nanotecnología.	Los	métodos	tradicionales	de	detección	de	

los	patógenos,	basados	en	técnicas	microscópicas,	se	mejoraron	gracias	a	

la	 PCR	 y	 a	 los	 inmunoensayos,	 que	 permitían	una	mayor	 sensibilidad	 y	
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especificidad	 en	 el	 diagnóstico.	 Sin	 embargo,	 estos	métodos	 tienen	 una	

aplicabilidad	 limitada	 debido	 al	 coste	 de	 los	 reactivos	 necesarios	 para	

llevar	a	 cabo	 las	pruebas,	 la	 infraestructura	necesaria	y	 la	necesidad	de	

formación	 de	 personal	 especializado.	 Recientemente,	 se	 ha	 descrito	 un	

nuevo	 método	 diagnóstico	 basado	 en	 la	 detección	 colorimétrica	

utilizando	 nanoparticulas	 de	 oro.	 Las	 nanopartículas	 se	 marcaron	 con	

una	 proteína	 con	 capacidad	 de	 inducir	 la	 amplificación	 del	 mARN	 del	

parásito	mediante	un	proceso	simple	basado	en	aplicación	de	calor	y,	de	

esta	 manera,	 se	 consiguió	 la	 detección	 de	 quistes	 de	 Cryptosporidium	

parvum.		Esta	técnica	es	muy	visual	para	el	operario	(cambio	de	color),	y	

para	 llevarla	 a	 cabo	 se	 emplean	 reactivos	 de	 menor	 coste	 que	 los	

tradicionales,	 los	 cuales	 están	 dando	 buenos	 resultados	 en	 diagnóstico	

molecular382.	

	 Respecto	 al	 tratamiento	 de	 patologías	 producidas	 por	

parásitos,	se	han	probado	terapias	contra	la	malaria.	La	encapsulación	del		

antimalárico	 Tafenoquina,	 ha	 permitido	 una	 mejora	 en	 la	 solubilidad,	

biodisponibilidad	 y	 eficacia	 del	 fármaco,	 proporcionando	 por	 tanto,	 un	

tratamiento	mejorado	en	el	que	disminuyó	la	toxicidad	con	respecto	a	las	

formulaciones	 convencionales383.	 En	 el	 campo	 de	 la	 leishmaniosis,	 los	

tratamientos	 habituales	 se	 consideran	 insatisfactorios,	 debido	

principalmente,	 a	 la	 elevada	 toxicidad	 producida	 y	 a	 las	 numerosas	

resistencias	 que	 están	 apareciendo.	 En	 un	 estudio	 se	 vio	 que	

administrando	 Anfotericina	 B,	 usando	 la	 técnica	 del	 complejo	

polielectrolito,	 se	 conseguía	 disminuir	 la	 toxicidad	 asociada	 al	

tratamiento	tradicional384.	En	este	contexto,	surge	la	necesidad	de	nuevas	

formulaciones	basadas	en	tecnología	reciente.	
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	 En	 ese	 sentido,	 los	 estudios	publicados	avalan	 la	 idoneidad	

de	 diseñar	 y	 obtener	 nuevos	 sistemas	 terapéuticos	 para	 mejorar	 la	

eficacia	y	especificidad	de	las	terapias	convencionales.	
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IV Material y Métodos 
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A. Compuestos ensayados 
	

1.	Soluciones	de	fármacos		

	 Para	 la	realización	de	este	trabajo	se	seleccionaron	un	total	

de	 14	 fármacos.	 Un	 primer	 grupo	 está	 constituido	 por	 3	 fármacos	 de	

referencia	en	los	estudios	de	permeabilidad	utilizados	como	control	para	

validar	 el	 sistema	presentado	 (Metoprolol,	 Rodamina	 y	 Lucifer	 Yellow).	

Las	principales	características	se	describen	brevemente	en	la	tabla	4.1.	
	

Fármaco modelo  Utilidad 

Metoprolol 

Patrón utilizado para clasificar  los compuestos en alta 

o  baja  permeabilidad  según  el  BCS.  Marcador  de 

absorción pasiva. 

Rodamina 
Sustrato  selectivo  de  glicoproteína‐P  Colorante 

fluorescente hidrófilo con carga positiva. 

Lucifer Yellow  Marcador de transporte paracelular. 

Tabla	4.1.	Fármacos	modelo	y	utilidad	en	el	estudio	

	
	 Un	 segundo	 grupo	 de	 fármacos	 está	 constituido	 por	

fármacos	 de	 uso	 pediátrico	 seleccionados	 por	 ser	 de	 elección	 en	

patologías	 frecuentes	 en	 la	 población	 infantil	 o	 por	 poder	 presentar	

serios	 riesgos	 si	 se	 ve	 afectada	 (por	 exceso	 o	 por	 defecto)	 la	 fracción	

absorbida.	

	 El	Metronidazol	se	escogió	por	ser	el	fármaco	de	elección	en	

el	tratamiento	de	la	giardiasis.		



Material	y	Métodos	

	

105	

	

	 Las	 concentraciones	 ensayadas	 de	 cada	 fármaco	 se	

seleccionaron	 por	 	 disolverse	 fácilmente	 en	 HBSS	 y	 por	 obtener	
resultados	 reproducibles	 según	 el	método	 de	 valoración	utilizado.	

	 En	 la	 tabla	 4.2,	 se	 muestran	 las	 concentraciones	 y	

propiedades	físico‐químicas	de	los	compuestos	ensayados.	

Compuesto 
Propiedades FQ

Concentración 
PM(g/mol) logP pka

Amoxicilina  365,40  ‐2,3 
pkaa=3,23

pkab=7,43 
100 µM 

Carbamazepina  236,269  2,77 
pkaa=15,96

pkab=‐3,8 
100 µM 

Cefadroxilo  363,389  ‐2,4 
pkaa=3,45

pkab=7,43 
100 µM 

Diazepam 284,7 3,08 3,4 100 µM 

Fenobarbital  232,235 1,41 7,3 100 µM 

Ibuprofeno  206,29 3,84 4,91 100 µM 

Isoniazida  137,139  ‐0,69 
pkaa=13,61

pkab=3,35 
100 µM 

Lucifer‐Yellow  444,24 ‐4,44 0,7 2000 µM 

Metoprolol  267,36  1,88 
pkaa=14,09

pkab=9,67 
100 µM 

Metronidazol  171,154  ‐0,46 
pkaa=15,44

pkab=3,09 
1 mg/mL 

Paracetamol  151,163  0,91 
pkaa=9,46

pkab=‐4,4 
100 µM 

Quinidina  324,42  2,51 
pkaa=13,89

pkab=9,05 
100 µM 

Rifampicina  822,94  2,77 
pkaa=6,9

pkab=‐7,53 
100 µM 

Rodamina  479,01  6,82  6,13  5,5 µM 

Tabla	 4.2.	 Concentraciones	 y	 propiedades	 físico‐químicas	 de	 los	 compuestos	
ensayados385.			
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2.	 Nuevas	 formulaciones	 para	 el	 tratamiento	
de	la	giardiasis	

2.1.	Hidrogel	inteligente	de	Glicol	Chitosan	cargado	
con	Metronidazol		

2.1.1.	 Preparación	 y	 caracterización	 del	 polímero:	 Glicol	 Chitosan	
(GC)		

	
Degradación	ácida	de	Glicol	Chitosan	

	 La	 degradación	 ácida	 tiene	 como	 objetivo	 reducir	 el	 peso	

molecular	 del	 polímero.	 A	 mayor	 tiempo	 de	 degradación,	 menor	 peso	

molecular386.	

	 	La	degradación	ácida	del	Glicol	Chitosan	(GC)	se	llevó	a	cabo	
según	 lo	descrito	previamente387.	 Se	disolvió	 el	Glicol	Chitosan	 (5	 g)	 en	

Ácido	clorhídrico	(HCL)	(4	M,	380	mL).	Se	colocó	la	solución	en	un	baño	

precalentado	a	50oC.	A	 las	3	y	5	horas	se	paró	 la	 reacción	y	se	 retiró	el	

producto	del	baño.	Esto	dio	lugar	a	dos	soluciones:	una	solución	de	Glicol	

Chitosan	cuya	reacción	de	degradación	fue	interrumpida	a	las	3	horas	del	

comienzo	 (3HGQ);	 y	 una	 solución	 de	 Glicol	 Chitosan	 cuya	 reacción	 de	

degradación	fue	interrumpida	a	las	5	horas	tras	el	comienzo	(5HGC).	

	 El	 producto	 se	 purificó	 mediante	 diálisis	 (Visking	 Tubing,	

molecular	 weight	 cut	 off	 =	 12‐14	 kDa	 for	 cytochrome	 C)	 contra	 agua	

desionizada	(5	L),	realizando	6	cambios	de	agua	durante	24	horas.	

El	 producto	 obtenido	 de	 la	 diálisis	 (pH	 neutro)	 fue	 liofilizado	 a	

continuación	(modulo	Edwards	‐50ºC).	
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Determinación	de	la	curva	de	valoración	potenciométrica.		

	 Se	realizó	disolviendo	25	mg	del	polímero	(3HGC	y	5HGC)	en	

5	mL	de	una	solución	0,1M	de	Ácido	clorhídrico	(HCL).	A	continuación	se	

adiciona	 lentamente	 el	 agente	 valorante	NaOH	0,1	M	 sobre	 	 la	 solución	

del	polímero,	en	continua	agitación.	Se	registró	el	volumen	de	valorante	

añadido	 a	 la	 solución	 y	 el	 pH	 resultante	 tras	 cada	 unidad	 de	 volumen	

adicionada.	 El	 ensayo	 se	 realizó	 a	 temperatura	 ambiente.	 Esta	 medida	

permite	determinar	el	pka	del	polímero.	

Espectroscopía		1H		RMN	y	COSY	

	 1H	RMN	y	COSY	(Bruker	AMX	400	MHz	spectrometer,	Bruker	

Instruments,	 UK)	 del	 Glicol	 Chitosan	 degradado,	 se	 realizaron	 en	 D2O	

(range	c.a.	6.4	mg	mL‐1	to	10	mg	mL‐1)387.	

2.1.2.	 Conjugación	 del	 tetrapéptido	 (sensible	 a	 Catepsina)	 con	 el	
polímero	Glicol	Chitosan	(5HGC).	Caracterización.	

	
	 Para	conseguir	el	polímero	modificado	(GC5H‐VV‐GFLG‐X1)	

se	 hizo	 reaccionar	 el	 polímero	 5HGC	 	 con	 el	 tetrapéptido	 Glicina‐

Fenilalanina‐Leucina‐Glicina	(Gly‐Phe‐Leu‐Gly)	con	anhídrido	succínico	y	

el	éster	de	N‐hidroxisuccinimida.		

	

	Reacción	del	péptido	con	anhídrido	succínico	

	 En	 primer	 lugar	 se	 llevó	 a	 cabo	 la	 preparación	 del	 tampón	

fosfato	 (50	mM,	pH=7),	 para	disolver	 el	 péptido;	 y	 la	 preparación	de	 la	

solución	de	NaOH	(2	M)	para	el	ajuste	posterior	de	pH.	
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	 Se	 disolvió	 el	 péptido	 GFLG	 (4	mg)	 en	 tampón	 fosfato	 (10	

mL)	(pH=7)	en	constante	agitación.	Se	añadió	directamente	el	anhídrido	

succínico	 (18	 mg)	 a	 la	 solución	 del	 péptido.	 Se	 controló	 el	 pH	 de	 la	

solución	 (pH=7,6)	 en	 cada	 momento	 añadiendo	 NaOH	 cuando	 el	 pH	

descendía	 de	 este	 valor.	 El	 pH	 se	 estabilizó	 después	 de	 5	 horas.	 La	

solución	se	mantuvo	en	agitación	toda	la	noche.	

	

Reacción	del	polímero	(5HGC)	con	el	éster	de	N‐hidroxisuccinimida	

	 Glicol	 Chitosan	 (41,4	mg)	 se	disolvió	 en	 tampón	 fosfato.	 Se	

añadió	N‐Hidroxisuccinimida	(NHS)	(98%,	318,9	mg).	Se	ajustó	el	pH	a	8.	

Se	mezcló	la	solución	del	péptido	con	la	del	polímero	y	se	mantuvo	en	un	

baño	a	37ºC	durante	3	días.	Se	observó	la	aparición	de	precipitado.	

El	 producto	 se	 purificó	 mediante	 diálisis	 (Visking	 Tubing,	 molecular	

weight	cut	off	=	3‐5	kDa	membrane)	contra	agua	desionizada	(5	L)	con	6	

cambios	de	agua	durante	72	horas,	bajo	agitación.	

Se	centrifugó	la	muestra	a	4000	rpm	durante	8	minutos	(Jouan	B4i/BR4i	

series	de	Thermo	Electron).	El	pellet	y	el	sobrenadante	formados	tras	la	

centrifugación	se	liofilizaron	por	separado	(modulo	Edwards	‐50ºC).	

La	muestra	de	5HGC	modificado	 se	caracterizó	 	mediante	Espectroscopía		

1H		RMN	y	COSY	S	mediante	el	procedimiento	descrito	previamente	

2.1.3.	 Carga	 del	 polímero	 modificado	 (GC5H‐VV‐GFLG‐X1)	 con	
Metronidazol	

	
	 Tras	llevar	a	cabo	la	conjugación	del	polímero	y	el	péptido,	y	

su	 centrifugación,	 se	 obtiene	 un	 pellet	 y	 un	 sobrenadante.	 	 Ambos	 se	

cargan	de	fármaco	para	comprobar	qué	parte	es	la	más	cargada.			
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 pellet:	Se	disolvió	Metronidazol	(1	mg)	y	liofilizado	1	(4mg)	en	1	

mL	de	tampón	fosfato	(pH=	7,6).	La	mezcla	se	agitó	en	un	vortex,	

y	 se	 sometió	 a	 sonicación	 (Ultrasonic	 procesor	 SciMED,	 1ciclo,	

40%	 amplitud)	 durante	 15	 minutos.	 Posteriormente,	 se	

centrifugó	durante	5	minutos	a	5000	rpm.	Se	midió	el	tamaño	de	

partícula	 y	 el	 potencial	 zeta	 del	 sobrenadante	 (ZETASIZER	Nano	

Series,	Nano	Zeta.	Malvern	Instruments).	

 sobrenadante:	 Se	disolvió	Metronidazol	 (1	mg)	y	 liofilizado	2	 (4	

mg)	en	1	mL	de	tampón	fosfato	(pH=	7,6).	La	mezcla	se	agitó	en	

un	vortex	y	 se	sonicó	 (Ultrasonic	procesor	SciMED,	1	ciclo,	40%	

amplitud)	 durante	 15	 minutos.	 Seguidamente,	 se	 centrifugó	

durante	5	minutos	a	5000	rpm.	A	continuación	se	midió	el	tamaño	

de	partícula	y	 el	potencial	 zeta	del	 sobrenadante	al	 igual	que	 se	

hace	con	el	pellet.	

2.1.4.	Purificación	de	las	muestras	de	Metronidazol	

	
	 Las	 muestras	 obtenidas	 se	 filtraron	 en	 tubos	 milipore.	 Se	

añade	la	muestra	(1	mL)	y	se	centrifuga	(4000rpm,	5	minutos)	hasta	que	

quedan	 100	 µL	 sobre	 el	 filtro,	 entonces	 se	 añade	 500	 µL	 de	 agua	 y	 se	

repite	 la	centrifugación	hasta	que	 la	muestra	sobre	el	 filtro	vuelve	a	ser	

100	µL.	Una	vez	desechado	el	Metronidazol	no	encapsulado	se	obtiene	el	

gel.	 El	 siguiente	 mapa	 conceptual	 reproduce	 el	 esquema	 de	 trabajo	

(figura	4.1.).	
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Figura	4.1.	Esquema	del	proceso	de	carga	del	hidrogel	con	Metronidazol.	

	
De	 manera	 similar	 se	 obtuvo	 un	 gel	 no	 cargado	 que	 se	 utilizó	 como	
control.	
	

	

	

	

	

Tetrapeptido + Glicol Chitosan
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4 mg LIOF. 1

+

1 mg Metronidazol

+

1 mL PBS

SOLUCIÓN 1 
(sobrenadante)

GEL 1
Metronidazol

libre sol. 1

PURIFICACIÓN

CENTRIFUGACIÓN

LIOFILIZACIÓN

PELLET

4 mg LIOF. 2 

+

1 mg Metronidazol

+

1 mL PBS

SOLUCIÓN 2 
(sobrenadante)

Metronidazol 
libre sol. 2

GEL 2 

PURIFICACIÓN

CENTRIFUGACIÓN

LIOFILIZACIÓN

CENTRIFUGACIÓN
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2.2.	Micropartículas	mesoporosas	de	sílice	con	puerta	
molecular	pH	dependiente	para	control	biológico	de	
Giardia	intestinalis	
	
2.2.1.	Reactivos	y	disolventes	

	

	 Para	 la	 síntesis	 de	 los	 materiales	 mesoporosos	

microparticulados,	 	 el	 tetraetilortosilicato	 (TEOS),	 el	 bromuro	 de	

cetiltrimetilamonio	 (CTAB)	 y	 la	 trietanolamina	 (TEAH3)	 fueron	

suministrados	por	Aldrich.	El	hidróxido	de	sodio	(NaOH)	se	adquirió	en	

Scharlab.	 Para	 la	 funcionalización	 de	 la	 superficie	 de	 los	 materiales	

mesoporosos	 se	 utilizó	 la	 N’‐(3‐trimetoxisilil)propil	 dietilentriamina	 y	

para	la	carga	de	las	micropartículas	se	utilizó	Safranina	O	(para	poner	a	

punto	el	sistema)	o	Metronidazol.	Todos	los	productos	se	adquirieron	en	

Aldrich	 y	 en	 Scharlab	 y	 se	 emplearon	 sin	 usar	 ningún	 método	 de	

purificación.	

2.2.2.	Síntesis	del	sólido	MCM‐41	microparticulado.			

	

	 Para	el	desarrollo	de	las	micropartículas,	se	ha	seleccionado	

como	 soporte	 una	 sílice	 mesoporosa	 tipo	 MCM‐41.	 	 La	 síntesis	 del	

soporte	 se	 lleva	 a	 cabo	 siguiendo	 la	 denominada	 “ruta	 de	 los	 atranos”,	

basada	en	el	uso	de	complejos	que	 incluye	 ligandos	relacionados	con	 la	

trietanolamina	como	precursor	inorgánico	y	un	surfactante	como	agente	

director	de	la	estructura388.	

	 La	relación	molar	entre	los	distintos	reactivos	empleados	en	

la	síntesis	está	fijada	en	7	TEAH3:	2	TEOS:	0,52	CTAB:	0,5	NaOH:	180	H2O.		
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	 	En	 una	 síntesis	 típica,	 se	 añaden	 0,98	 gramos	 de	 NaOH	

disueltos	previamente	en	2	mL	de	H2O,	a	52,4	gramos	de	trietanolamina	

en	 agitación.	 La	 mezcla	 se	 calienta	 hasta	 que	 se	 alcanzan	 120ºC	 y	

posteriormente	se	deja	bajar	la	temperatura	hasta	70ºC.	En	ese	momento,	

se	añaden	22	mL	de	TEOS	(98	mmoles)	y	de	nuevo	se	calienta	la	mezcla	

hasta	 118ºC.	 A	 continuación,	 se	 adicionan	 lentamente	 9,26	 gramos	 de	

CTAB	 que	 actuará	 como	 agente	 director	 de	 la	 estructura.	 Una	 vez	

disuelto,	 la	mezcla	se	deja	enfriar	hasta	70ºC	y	se	adicionan	 lentamente	

180	mL	de	H2O.	Pasados	unos	minutos,	 se	observa	 la	 formación	de	una	

suspensión	 blanquecina.	 La	 mezcla	 se	 deja	 envejecer	 a	 temperatura	

ambiente	durante	una	hora	y	se	coloca,	a	continuación,	en	un	autoclave	

de	teflón	y	se	deja	envejecer	en	una	estufa	a	100ºC	durante	18	horas.	El	

material	obtenido	se	recoge	por	centrifugación	y	se	 lava	con	abundante	

agua	 hasta	 alcanzar	 pH	 neutro.	 Finalmente,	 el	 material	 MCM‐41	

mesoestructurado	 obtenido,	 se	 deja	 secar	 en	 estufa	 a	 70ºC	 durante	 24	

horas.	Posteriormente,	se	elimina	el	surfactante	mediante	calcinación	en	

aire	a	temperaturas	de	550ºC,	consiguiendo	de	esta	manera	que	los	poros	

del	material	queden	libres	y	vacíos.			

2.2.3.	Preparación	sólido	MCM‐Met‐N3	

	

	 En	una	síntesis	 típica,	68,5	mg	(0,4	mmol)	de	Metronidazol	

se	suspenden	en	15	mL	de	acetonitrilo.	Una	vez	está	totalmente	disuelto,	

se	 añaden	 0,5	 g	 de	 MCM‐41	 calcinada	 dejando	 la	 mezcla	 en	 agitación	

durante	24	horas	con	el	fin	de	que	el	fármaco	difunda	hacia	el	interior	de	

los	poros	produciéndose	así	 el	 cargado	de	 los	poros.	A	 continuación,	 se	

añade	 sobre	 la	 mezcla	 un	 exceso	 de	 	 N’‐(3‐trimetoxisilil)propil	

dietilentriamina	 (2,5	mL,	 7,5	mmol)	 y	 la	 suspensión	 se	 deja	 6	 horas	 en	
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agitación.	Durante	el	proceso	de	anclado,	una	fracción	importante	de	los	

grupos	 poliamina	 estarán	 preferentemente	 anclados	 a	 la	 salida	 de	 los	

poros	 ya	 que	 se	 encuentran	 llenos	 de	 fármaco.	 Finalmente,	 el	 sólido	

obtenido	se	 filtra	a	vacío	y	se	 lava	a	continuación	con	agua	ajustando	el	

pH	a	un	valor	de	2	con	H2SO4.		

2.2.4.	Preparación	sólido	MCM‐Saf‐N3	

	

	 Se	 resuspenden	 0,5	 g	 de	 MCM‐41calcinada	 y	 140	 mg	 (0,4	

mmol)	 de	 safranina	 O	 en	 15	 mL	 de	 acetonitrilo,	 dejando	 la	 mezcla	 en	

agitación	durante	24	horas	con	el	fin	de	que	se	produzca	el	cargado	de	los	

poros.	 A	 continuación,	 se	 añade	 sobre	 la	 mezcla	 un	 exceso	 de	 	 N’‐(3‐

trimetoxisilil)propil	dietilentriamina	(2,5	mL,	7,5	mmol)	y	 la	suspensión	

se	 deja	 6	 horas	 en	 agitación.	 Finalmente,	 el	 sólido	 obtenido	 se	 filtra	 a	

vacío	y	se	 lava	a	continuación	con	agua	ajustando	el	pH	a	un	valor	de	2	

con	H2SO4.	

2.2.5.	Caracterización		
	

	 La	 caracterización	 de	 los	 materiales	 se	 ha	 llevado	 a	 cabo	

mediante	técnicas	estándar	de	la	química	del	estado	sólido,	como	son	la	

difracción	 de	 Rayos‐X	 de	 polvo,	 la	 termogravimetría	 y	 la	 microscopía	

electrónica	 de	 transmisión	 (TEM).	 Los	 termogramas	 para	 las	 distintas	

muestras	 sólidas	 se	 obtuvieron	 en	 una	 termobalanza	 TGA/SDTA	 851e	

Mettler	 Toledo.	 Las	 muestras	 se	 sometieron	 a	 una	 rampa	 de	

calentamiento	 de	 10ºC	 por	 minuto,	 desde	 25ºC	 hasta	 1000ºC,	

manteniendo	 a	 continuación	 una	 isoterma	 a	 1000ºC	 durante	 una	 hora,	

todo	ello	en	atmósfera	de	aire	y	crisoles	de	alúmina.	Las	medidas	de	RX	se	

llevaron	 a	 cabo	 en	un	difractómetro	Bruker	 axs	D8	Advance,	 utilizando	
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radiación	CuKα	con	un	programa	con	un	intervalo	de	barrido	0,73º	<	2θ	<	

10º.	 Además,	 los	 espectros	 de	 1H	 RMN	 fueron	 obtenidos	 en	 un	 equipo	

Bruker	 AV400	 empleando	 como	 señal	 de	 referencia	 la	 del	

correspondiente	disolvente	deuterado,	en	este	caso	agua	deuterada.	

2.2.6.			Ensayo	de	viabilidad	

	

	 El	 ensayo	 de	 viabilidad	 se	 llevó	 a	 cabo	 con	 tres	 protocolos	

distintos	en	placas	de	6	pocillos.	

	 El	 primer	 protocolo	 consistió	 en	 adicionar	 Giardia	

intestinalis	 (400.000	trofozoítos/pocillo)	y	mantenerlos	durante	2	horas	

en	 incubación	 para	 permitir	 la	 adhesión	 del	 parásito	 a	 la	 base	 de	 los	

pocillos.	 Se	 adicionó	 en	 los	 pocillos,	 una	 solución	 control	 o	 una	

suspensión	de	micropartículas	(2	mg/mL)	cargadas	con	Metronidazol.	A	

los	tiempos	prefijados	se	despegaron	los	parásitos	con	hielo	y	se	realizó	

el	recuento	de	los	mismos	mediante	cámara	Neubauer.	

	 El	segundo	procedimiento	consistió	en	crecer	monocapas	de	

células	Caco‐2	en	la	base	de	las	placas	durante	21	días.	Pasados	esos	días	

se	añadieron	400.000	giardias/pocillo	y	se	mantuvieron	en	co‐incubación	

durante	 2	 horas.	 Posteriormente	 se	 añadió	 la	 suspensión	 de	

micropartículas	 de	 Metronidazol	 (2	 mg/mL).	 Pasadas	 24	 horas	 se	

observaron	 las	 monocapas	 con	 el	 microscopio	 óptico.	 Como	 control	 se	

utilizaron	pocillos	con	la	monocapa	de	Caco‐2	pero	no	se	les	adicionó	la	

suspensión	de	micropartículas	de	Metronidazol.	

	 El	 tercer	 procedimiento	 consistió	 en	 crecer	 monocapas	 de	

células	Caco‐2	en	los	insertos	de	las	placas	durante	21	días	(como	para	la	

realización	 de	 los	 ensayos	 de	 permeabilidad).	 Pasados	 esos	 días	 se	
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añadieron	 400.000	 giardias/pocillo	 y	 se	 mantuvieron	 en	 co‐cultivo	

durante	 2	 horas.	 Posteriormente	 se	 añadió	 la	 suspensión	 de	

micropartículas	de	Metronidazol	(2	mg/mL).	Como	control	se	utilizaron	

pocillos	 en	 cuyos	 insertos	 había	 crecido	 la	 monocapa	 Caco‐2	 y,	

posteriormente	 se	 había	 adicionado	 Giardia	 pero	 no	 micropartículas.	

Pasadas	 24	 horas	 se	 midió	 el	 TEER	 de	 las	 monocapas	 en	 todos	 los	

pocillos.	

	

B. Condiciones experimentales 
	

1.	Cultivo	de	G.	intestinalis	

	 Se	emplearon	trofozoítos	de	Giardia	de	la	cepa	ATCC	30957,	

cultivados	en	medio	TYI‐S	enriquecido	con	un	10%	de	suero	bovino	fetal	

y	a	pH	7.	La	esterilización	se	realizó	mediante	filtración	por	filtros	de	0,22	

µm.	La	composición	del	medio	se	describe	en	la	tabla	4.3.	

	 Para	el	cultivo,	se	prepararon	tubos	redondos	de	25	mL,	a	los	

que	se	añadieron	2·106	trofozoítos,	y	medio	de	cultivo	hasta	condiciones	

de	microaerofilia,	manteniéndose	en	estufa	a	37ºC.	En	estas	condiciones	

los	trofozoítos	se	disponen	adheridos	a	la	superficie	interna	de	los	tubos.	

Para	el	mantenimiento	de	 los	 cultivos	 se	 realizaba	un	cambio	de	medio	

cada	3‐4	días.	

	 Para	 la	 preparación	 de	 los	 inóculos	 de	 Giardia	 para	 los	

correspondientes	 ensayos,	 es	 necesario	 despegar	 los	 trofozoítos	 de	 las	

paredes	de	 los	 tubos,	 para	 ello,	 los	 tubos	 se	disponen	 en	baño	de	hielo	

durante	 10‐20	 minutos	 y	 a	 continuación	 se	 centrifugan	 a	 1500	 rpm	
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durante	 5	 minutos.	 Finalmente	 el	 pellet	 se	 resuspende	 en	 el	 tampón	

correspondiente	 según	 el	 ensayo	 y	 se	 procede	 al	 recuento	 de	 los	

trofozoítos	en	la	cámara	de	Neubauer,	para	ajustar	la	dosis	de	inóculo.	

	

	Tabla	4.3.	Componentes	del	medio	TYI‐S	modificado.	

2.		Ensayo	en	animales	

2.1.	Diseño	del	ensayo		

2.1.1.	Ensayo	de	absorción	in	situ	de	fármacos	en	disolución	

	 Los	 experimentos	 de	 absorción	 in	situ	 se	 realizaron	 con	 el	

objetivo	 de	 conocer	 los	 valores	 de	 permeabilidad	 de	 los	 fármacos	 en	

distintas	condiciones.	

	 El	estudio	de	absorción	intestinal	se	llevó	a	cabo	en	duodeno.	

El	ensayo	se	realizó	en	dos	condiciones:	

Compuesto Cantidad 

K2HPO4  1 g

KH2PO4  0,6 g 

NaCl  1 g

Extracto de levadura 30 g

Bilis bovina 0,5 g

glucosa  10 g 

L‐cysteina HCl 2 g

Ac. Ascórbico 0,2 g

Citrato férrico amónico 0,022 g

Vitaminas Diamond 10 mL

Penicilina 0,1 g

Estreptomicina 0,1 g

Suero bovino fetal 100 mL

H2O destilada c.s.p. 1000 mL 
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 En	ausencia	de	G.	intestinalis	(control).	

 En	 presencia	 de	G.	 intestinalis.	Para	 ello	 se	 inocularon	 a	 la	 rata,	

2·106	giardias,	2	horas	antes	del	ensayo.	

2.1.2.	Ensayo	de	absorción	in	situ	de	fármaco	liberado	del	hidrogel	

	 Se	 llevaron	 a	 cabo	 estudios	 para	 el	 desarrollo	 de	 nuevas	

formulaciones	orales	en	el	tratamiento	de	la	giardiasis.	Se	ensayó	un	gel	

de	Metronidazol	 con	 el	 objetivo	de	 que	 el	 fármaco	 llegara	 inalterado	 al	

lugar	 de	 acción	 de	G.	 intestinalis.	Las	 ratas	 fueron	 inoculadas	 con	 una	

suspensión	de	2·106	giardias.	

	 Los	experimentos	de	liberación	del	gel	terapéutico	in	situ	se	

llevaron	 a	 cabo	 para	 comprobar	 su	 eficacia.	 Se	 realizaron	 con	

Metronidazol	 libre,	 en	 ausencia	 y	 en	 presencia	 del	 parásito	 (control),	 y	

con	 Metronidazol	 encapsulado	 en	 el	 hidrogel	 inteligente	 de	 Glicol	

Chitosan,	en	ausencia	(blanco)	y	en	presencia	de	G.	intestinalis.		

2.2.		Animales	de	experimentación	
	

	 Para	 llevar	 a	 cabo	 el	 estudio	 se	 utilizaron	 ratas	 albinas	

macho	 de	 raza	 Wistar	 procedentes	 del	 Servicio	 de	 Experimentación	

Animal	de	la	Universidad	Complutense	de	Madrid.	Actualmente	es	una	de	

las	razas	de	ratas	más	populares	utilizadas	para	los	estudios	de	absorción	

de	fármacos	en	laboratorio.	

	 	Se	 caracteriza	 por	 su	 cabeza	 ancha,	 orejas	 largas,	 y	 una	

longitud	de	cola	que	es	siempre	inferior	a	la	longitud	de	su	cuerpo.	Es	una	

rata	 con	buena	 tasa	de	 crecimiento,	 dócil	 y	 fácil	 de	manipular.	 Para	 los	

ensayos	se	seleccionaron	animales	con	edades	entre	dos	y	tres	meses.	Se	
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mantienen	en	perfectas	condiciones	de	higiene	y	climatización	y	reciben	

una	dieta	equilibrada.	 	El	animal	se	somete	a	un	período	de	ayuno	de	4	

horas	 antes	 del	 ensayo,	 permitiéndole	 el	 acceso	 libre	 a	 agua	 para	

garantizar	su	hidratación.	Tras	el	ayuno,	su	peso	oscila	entre	250	y	320	

gramos.		

2.3.	Soluciones	de	trabajo	

A	continuación	se	describen	las	soluciones	empleadas	en	los	
ensayos	in	situ.	

2.3.1.	Solución	anestésica	

	 Antes	 de	 comenzar	 los	 ensayos	 de	 perfusión	 in	 situ,	 es	

necesario	 proporcionar	 al	 animal	 anestesia	 general	 profunda	 para	

realizar	 la	 intervención	 quirúrgica.	 Para	 ello	 se	 utilizó	 una	 solución	 de	

Pentobarbital	 sódico	 (Eutanax	 inyectable)	preparada	a	 la	 concentración	

de	200	mg/mL.	

	 Para	 facilitar	 la	 administración	 de	 la	 anestesia,	 por	 vía	

intraperitoneal,	 se	 empleó	 una	 solución	 de	 Pentobarbital	 sódico	

preparada	 a	 partir	 del	 inyectable	 comercial	 (Eutanax	 inyectable)	 en	

proporción	 1:10	 en	 agua	 destilada.	 De	 esta	 solución	 se	 administra	 una	

dosis	de	0,15	mL	por	cada	100	gramos	de	peso	del	animal,	lo	que	equivale	

a	30	mg	de	Pentobarbital	sódico	por	kg	de	animal.	

	

	

	

	



Material	y	Métodos	

	

119	

	

2.3.2.	Soluciones	de	lavado	intestinal	

Solución	de	lavado	A	

	 La	 solución	 de	 lavado	 A	 es	 un	 preparado	 isotónico	 que	

permite	 eliminar	 restos	 de	 quimo	 que	 pudieran	 quedar	 en	 la	 luz	

intestinal.	Su	composición	se	muestra	en	la	tabla	4.4.	

Tabla	4.4.	Componentes	de	la	solución	de	lavado	A.	

	
Solución	de	lavado	B	

	 La	 solución	 de	 lavado	 B	 se	 emplea	 para	 acondicionar	 la	

mucosa	 intestinal	 antes	 de	 realizar	 los	 ensayos	 de	 absorción.	 	 La	

composición	 de	 esta	 solución	 es	 un	 preparado	 de	 suero	 fisiológico	

regulado	 a	 pH	 7,00	 mediante	 una	 solución	 de	 tampón	 fosfato	 según	

Sörensen	 a	 razón	 de	 10	 mL	 de	 tampón	 por	 litro	 de	 solución.	 La	

composición	de	esta,	se	muestra	en	la	tabla	4.5.	

Compuesto Cantidad 

NaCl 9,00 g 

NaH2PO4
.2H2O   1/15 M 3,9 mL 

Na2HPO4   1/15 M  6,1 mL 

H2O destilada  c.s.p. 1 L 

Tabla	4.5.	Componentes	de	la	solución	de	lavado	B.	

	

	

Compuesto Cantidad 

NaCl  9,00 g 

KCl  0,34 g 

CaCl2.2H2O 0,19 g 

NaH2PO4
.2H2O c.s.p. 0,76 g 

H2O destilada 1 L
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2.3.3.	Soluciones	de	perfusión	

Ensayo	de	absorción	

	 Los	compuestos	se	disolvieron	en	solución	de	lavado	B	en	las	

mismas	concentraciones	que	en	el	ensayo	in	vitro,	tales	se	muestran	en	la	

tabla	4.6.	

Tabla	4.6.	Concentraciones	de	las	soluciones	de	fármaco	empleadas	en	los	estudios	
de	absorción,	tanto	in	vitro	como	in	situ.	

	

	

	

	

	

	
	

Compuesto Concentración 

Amoxicilina  100 µM 

Carbamazepina 100 µM 

Cefadroxilo 100 µM 

Diazepam 100 µM 

Fenobarbital 100 µM 

Ibuprofeno 100 µM 

Isoniazida 100 µM 

Lucifer‐Yellow 2000 µM 

Metoprolol 100 µM 

Paracetamol 100 µM 

Quinidina 100 µM 

Rifampicina 100 µM 

Rodamina 5,5 µM 
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Ensayo	in	situ	del	hidrogel	

	 Las	soluciones	de	perfusión	del	ensayo	in	situ	del	hidrogel	se	

muestran	en	la	tabla	4.7.	

Solución Metronidazol libre Cantidad 

Solución Metronidazol (1mg/mL) 100 µL 

HBSS + 2% D‐glucosa 4 mL 

Solución gel 1 Cantidad 

Gel 1 de Metronidazol 200 µL 

HBSS + 2% D‐glucosa 4 mL 

Solución gel 2 Cantidad 

Gel 2 de Metronidazol 200 µl 

HBSS + 2% D‐glucosa 4 mL 

Tabla	 4.7.	 Componentes	 de	 las	 soluciones	 empleadas	 para	 el	 ensayo	 in	 situ	 del	
hidrogel.	

2.4.	Técnica	experimental	en	duodeno	
	

	 La	técnica	de	experimentación	utilizada	es	una	modificación	

de	la	propuesta	por	Doluisio	y	colaboradores260.	

	 En	 primer	 lugar	 se	 procede	 a	 anestesiar	 al	 animal	 con	

Pentobarbital	sódico	por	inyección	intraperitoneal.	La	anestesia	provoca	

un	 estado	 de	 relajación	 muscular	 generalizado	 que	 puede	 llevar	 a	

hipotermia,	 para	 evitar	 que	 esto	 ocurra	 se	 coloca	 el	 animal	 bajo	 una	

lámpara	 que	 le	 suministre	 calor.	 Tras	 comprobar	 que	 ha	 alcanzado	 el	

grado	de	anestesia	profunda	necesario	mediante	la	observación	del	cese	

del	 reflejo	 palpebral,	 se	 coloca	 en	 posición	 decúbito	 supino	 sobre	 el	

tablero	 quirúrgico	 y	 se	 inmoviliza	 por	 las	 extremidades	 con	 cinta	

adhesiva	sin	que	adquiera	una	posición	forzada.	El	grado	de	anestesia	se	

comprueba	 frecuentemente	 a	 lo	 largo	de	 la	 cirugía	 y	 toma	de	muestras	

para	evitar	el	sufrimiento	animal.	
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	 El	 primer	 paso	 del	 procedimiento	 quirúrgico	 consiste	 en	

descubrir	 la	 cavidad	 abdominal	mediante	 sección	 de	 la	 piel.	 Se	 utilizan	

unas	pinzas	en	forma	de	diente	de	ratón	para	sujetar	la	piel	y	unas	tijeras	

de	punta	roma	para	realizar	la	incisión.	La	incisión	se	realiza	desde	2	cm	

por	 encima	 del	 poro	 genital,	 en	 forma	 de	 diagonal,	 hasta	 1	 cm	 del	

apéndice	 xifoides.	 A	 continuación	 se	 separan	 los	 rectos	 abdominales	

cortando	por	la	línea	alba	para	minimizar	el	sangrado.	En	segundo	lugar	y	

tras	abrir	la	cavidad	abdominal,	se	procede	a	la	localización	del	duodeno.	

En	este	desemboca	el	conducto	biliar	el	cual	debe	ligarse,	con	la	ayuda	de	

un	hilo,	para	evitar	la	entrada	de	secreción	biliar	al	intestino	y	así	evitar	

la	 aparición	 de	 un	 ciclo	 enterohepático.	 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	secreción	biliar	al	 intestino	y	 la	aparición	de	un	posible	ciclo	

enterohepático.	

	 A	 continuación,	 se	practica	un	pequeño	corte	en	bisel	 en	el	

extremo	duodenal.	Se	introduce	la	punta	de	una	cánula	de	vidrio	acodada	

y	se	fija	al	intestino.	El	otro	extremo	de	la	cánula	se	conecta	mediante	un	

tubo	 de	 polietileno,	 a	 una	 llave	 de	 tres	 pasos	 tipo	 Stopcock	

(esquematizada	 en	 la	 figura	 4.2).	 A	 su	 vez,	 ésta	 encaja	 a	 rosca	 con	 una	

jeringa	 de	 2	mL	 de	 capacidad,	 sujeta	mediante	 una	 pinza	 a	 un	 soporte	

vertical.	
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	 Posteriormente,	se	localiza	el	otro	extremo	del	duodeno	y	se	

efectúa	una	incisión	de	forma	que	se	proceda	sin	dificultad	a	la	limpieza	

de	 la	 mucosa,	 pues	 para	 que	 el	 ensayo	 sea	 reproducible	 es	 necesario	

evitar	la	obstrucción	en	las	cánulas.	La	limpieza	se	realiza	con	la	ayuda	de	

una	 jeringa	conectada	a	 la	cánula,	a	 través	de	 la	que	pasará	solución	de	

lavado	A	o	B	a	37°C	tantas	veces	como	sea	necesario	hasta	que	la	mucosa	

quede	 libre	 de	 residuos	 y	 sales	 biliares.	 En	 primer	 lugar,	 se	 utiliza	 la	

solución	 de	 lavado	 	 A,	 	 para	 eliminar	 restos	 sólidos,	 y	 se	 finaliza	 la	

limpieza	con	solución	de	lavado	B	que	acondiciona	la	mucosa	y	restaura	

el	pH	de	la	zona.		

	 Una	 vez	 finalizado	 el	 lavado,	 se	 conecta	 otra	 cánula	 en	 el	

extremo	final	y	esta	se	une	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.	Es	

importante	eliminar	 los	restos	de	solución	de	lavado,	para	evitar	que	se	

Jeringa‐exterior	
Permite	el	paso	de	solución	o	aire	desde	la	jeringa	al	

exterior.	

 

Jeringa‐intestino	
Permite	el	paso	de	solución	o	aire	desde	la	jeringa	al	

intestino	o	viceversa.	
  

Intestino‐exterior	
Permite	el	paso	de	solución	o	aire	desde	el	intestino	al	

exterior.	
  

Figura	4.2.	Esquema	de	 las	tres	posiciones	de	 la	 llave	de	tres	pasos	de	tipo	
Stopcock	
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diluya	la	solución	de	fármaco,	cuando	entre	en	contacto	con	el	intestino.	

Para	ello,	se	bombea	aire	a	través	del	intestino	en	ambas	direcciones,	con	

precaución	 de	 no	 ejercer	 demasiada	 presión	 sobre	 el	 émbolo.	 Si	 la	

presión	fuera	demasiado	alta,	podrían	aparecer	alteraciones	en	la	mucosa	

y	a	nivel	de	perfusión	sanguínea.	

	 Durante	 el	 procedimiento	 se	 debe	 vigilar	 la	 posible	

desecación	 de	 la	 cavidad	 abdominal.	 Esta	 deshidratación	 puede	

incrementar	 la	 reabsorción	 de	 agua	 y,	 por	 lo	 tanto,	 aumentar	 la	

concentración	 de	 la	 solución	 perfundida.	 Por	otra	parte,	 la	 disminución	

de	la	temperatura	corporal	local	puede	conducir	a	un	descenso	reflejo	del	

flujo	 sanguíneo	 mesentérico	 y,	 en	 ocasiones,	 a	 una	 disminución	 en	 la	

velocidad	de	absorción.	Para	evitar	este	problema,	se	vierte	en	la	cavidad	

abdominal	pequeños	volúmenes	de	suero	fisiológico	atemperado	a	37°C	y	

se	cubre	con	una	torunda	de	algodón	empapada	en	el	mismo	líquido.	

2.4.1.	Ensayos	de	absorción	de	fármacos	en	presencia	y	ausencia	de	
G.	intestinalis	

	
	 En	las	ratas	destinadas	al	ensayo	de	absorción	con		

G.	intestinalis,	 el	 parásito	 se	 añadió	 2	 horas	 antes	 de	 la	 perfusión	 de	 la	

solución	 de	 fármaco	 a	 estudio.	 Trascurrido	 ese	 tiempo,	 se	 perfunden	 2	

mL	de	la	solución	de	fármaco	a	ensayar	atemperada	a	37	°C.	Se	realizaron	

en	paralelo	ensayos	de	absorción	de	los	mismos	fármacos	en	ausencia	de	

G.	intestinalis.	Cuando	toda	la	solución	está	en	el	interior	del	duodeno	se	

colocan	las	 llaves	en	posición	jeringa‐exterior	y	el	 intestino	se	convierte	

en	un	compartimento	estanco.	A	partir	de	ese	momento	empieza	a	contar	

el	tiempo	de	ensayo.	
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	 	Para	 tomar	 las	 muestras	 se	 colocan	 las	 dos	 llaves	 en	

posición	 jeringa‐intestino.	 Se	 toma	 aire	 con	 el	 émbolo	 de	 la	 jeringa	

opuesta	 al	 muestreo	 y	 se	 introduce	 en	 el	 intestino	 pudiendo	ver	como	

la	 solución	 asciende	 por	 la	 otra	 jeringa,	por	 la	cual	se	 toma	 la	muestra.	

Tras	 esto	 se	 vuelve	 a	 introducir	 la	 solución	 en	 el	 intestino	 a	 la	mayor	

brevedad.	 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	última,	por	la	proximal.	Se	recoge	un	total	

de	6	muestras	(5,	10,	15,	20,	25	y	30	min)	de	100	µL	de	solución	cada	una.	

2.4.2.	Ensayo	de	absorción	de	Metronidazol	encapsulado	en	la	forma	
hidrogel	

	 Para	 llevar	 a	 cabo	 el	 ensayo	 de	 absorción	 de	Metronidazol	

encapsulado	 se	definieron	4	 condiciones	de	 ensayo:	 a)	Metronidazol	 en	

solución	 libre	en	ausencia	de	G.	intestinalis,	b)	Metronidazol	en	solución	

libre	 en	 presencia	 de	 G.	 intestinalis,	 c)	 Metronidazol	 encapsulado	 en	 el	

hidrogel	 inteligente	 en	 ausencia	 de	 G.	 intestinalis	 y	 d)	 Metronidazol	

encapsulado	en	el	hidrogel	inteligente	en	presencia	de	G.	intestinalis.	

	 En	 las	 ratas	 destinadas	 al	 ensayo	 con	 G.	 intestinalis,	 el	

parásito	también	se	incorporó	en	el	intestino	2	horas	antes	de	la	adición	

de	la	formulación.	El	ensayo	se	lleva	a	cabo	de	manera	similar	al	descrito	

anteriormente.	 Se	 perfunden	 2	 mL	 de	 la	 formulación	 a	 ensayar	

atemperada	a	37	°C.	Cuando	toda	la	formulación	esté	dentro	del	duodeno	

se	 contabiliza	 el	 comienzo	 del	 ensayo.	 La	 toma	 de	 muestras	 se	 realiza	

cada	 15	 minutos	 alternativamente	 por	 cada	 una	 de	 las	 jeringas.	 La	

primera	muestra	se	toma	por	la	jeringa	distal	y	la	última,	por	la	proximal.	

Se	 toma	muestra	 hasta	 las	 2	 horas.	 Se	 recoge	 un	 total	 de	 7‐8	muestras	

(15,	30,	45,	60,	75,	90,	105	y	120	min)	de	100	µL	de	solución	cada	una.		
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2.5.	Ensayo	de	reabsorción	de	agua	

	
	 Existe	 un	 proceso	 de	 reabsorción	 de	 agua	 simultáneo	 al	

proceso	de	absorción	de	 la	sustancia	ensayada	de	modo	que	 la	solución	

remanente	en	lumen	se	concentra	y	puede	quedar	falseado	por	exceso389.	

Con	el	fin	de	estimar	las	concentraciones	reales	de	compuesto	se	calculó	

el	volumen	remanente	a	cada	tiempo	de	toma	de	muestra.			

	 Después	de	tomar	la	última	muestra	se	lleva	a	cabo	el	ensayo	

de	reabsorción	de	agua.	Para	ello	se	desconecta	la	cánula	de	la	jeringa	del	

final	del	duodeno	y	se	coloca	en	un	tubo	de	centrífuga	de	15	mL.	Con	la	

jeringa	 que	 queda	 conectada,	 se	 ejerce	 presión	 para	 extraer	 el	 líquido	

remanente	a	través	de	la	cánula.	 	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	asegurando	que	se	

vacíe	completamente.	Finalizado	el	ensayo,	el	animal	se	sacrifica	usando	

el	 mismo	 compuesto	 que	 en	 la	 anestesia:	 Pentobarbital	 sódico,	

administrando	por	vía	intraperitoneal	una	dosis	de	90	mg/Kg.	

	 El	 volumen	 recogido	 se	 centrifuga	 durante	 10	 minutos	 a	

5000	rpm.	De	esta	 forma,	 los	restos	de	mucosa	arrastrados,	sedimentan	

en	el	 tubo	de	muestra.	A	 continuación,	 se	 retira	 el	 residuo	y	 se	mide	el	

volumen	que	ocupa	el	sobrenadante.	Para	calcular	el	volumen	final,	se	le	

adiciona	a	este	valor	el	volumen	recogido	durante	la	toma	de	muestras.	

2.6.	Tratamiento	de	las	muestras	

	
	 Las	muestras	biológicas	obtenidas	se	centrifugan	a	8000	rpm	

durante	 8	 minutos.	 Tras	 la	 centrifugación	 se	 procede	 a	 valorar	 los	
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sobrenadantes	de	 las	muestras	mediante	Cromatografía	Líquida	de	Alta	

Resolución	(CLAR	o	HPLC).	

2.6.1	Cálculo	de	la	velocidad	de	reabsorción	de	agua	

	 Dado	 que	 el	 volumen	 varía	 según	 una	 cinética	 de	 orden	

cero389,	la	ecuación	diferencial	del	proceso	y	su	forma	integrada	son:	

	

߲ܸ
ݐ߲

ൌ െ݇଴	

(4.1)	

ܸ ൌ ଴ܸ െ ݇଴ ∙ 	ݐ
(4.2)	

	

siendo	 V	 el	 volumen	 remanente	 en	 el	 intestino	 a	 cada	 tiempo;	 V0,	 el	

volumen	 remanente	 a	 tiempo	 inicial	 y	 k0,	 la	 constante	 de	 velocidad	 de	

reabsorción	de	agua	(mL/min).	

	 Mediante	 regresión	 lineal	 por	 mínimos	 cuadrados	 de	 los	

volúmenes	obtenidos,	se	cuantifican	los	parámetros	V0	y	k0,	con	los	que	se	

determinan	los	volúmenes	teóricos	para	cada	tiempo	de	toma	de	muestra	

(Vt).	 	 Con	 los	 Vt	 se	 corrigen	 los	 valores	 experimentales	 de	 las	

concentraciones	 de	 soluto	 en	 las	 muestras,	 mediante	 la	 siguiente	

ecuación	(4.3):	

ܥ ൌ ܧ ∙ ௧ܸ

଴ܸ
	

																																																																																																											(4.3)	

donde	 C	 corresponde	 a	 la	 concentración	 de	 soluto	 corregida	 y	 E,	 a	 la	

concentración	obtenida	experimentalmente389.	
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	 Como	parámetro	representativo	del	proceso	de	absorción	se	

calcula	 la	 constante	 aparente	 de	 velocidad	 de	 absorción,	 ka,	 que	 lleva	

implícita	la	superficie	intestinal.	

	 Las	 constantes	 aparentes	 de	 velocidad	 de	 absorción	 se	

determinan	a	partir	del	modelo	representado	en	la	figura	4.3:	

	
Figura	 4.3.	 Modelo	 para	 determinar	 la	 constante	 aparente	 de	 absorción.		
Compartimiento	 A:	 lugar	 donde	 se	 produce	 la	 absorción	 (intestino).	
Compartimiento	B:	organismo.	

	 La	 desaparición	 del	 compuesto	 del	 compartimiento	 A	 se	

debe	únicamente	a	la	absorción,	y	durante	el	tiempo	que	dura	el	ensayo	

sigue	 una	 cinética	 aparente	 de	 primer	 orden,	 según	 la	 siguiente	

ecuación234,390:	

ܥ߲
ݐ߲

ൌ െܭ௔௣ ∙ 	ܥ

	 (4.4)	
donde	 C	 corresponde	 a	 la	 concentración	 remanente	 de	 fármaco	 en	 el	

intestino	 y	 Kap,	 a	 la	 constante	 de	 velocidad	 de	 absorción	 aparente	 de	

primer	orden.		Su	forma	integrada	es:	

ܥ ൌ ଴ܥ ∙ ݁ି௞ೌ೛∙௧	
(4.5)	

donde	C	es	la	concentración	de	fármaco	a	tiempo	t	y	C0,	la	concentración	

inicial	 de	 fármaco	 disponible	 para	 la	 absorción	 (t=0).	 	 El	 valor	 de	 C0	

obtenido	 es	 siempre	 menor	 que	 la	 concentración	 perfundida	 debido	 a	

varios	procesos	simultáneos:	dilución	con	el	poco	volumen	que	pudiese	

quedar	 de	 la	 solución	 de	 lavado,	 adsorción	 a	 la	membrana	 intestinal	 y	

A	 B	kap kel	
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entrada	 rápida	 del	 compuesto	 en	 los	 enterocitos.	 	 El	 descenso	 de	C0	 se	

debe	 mayoritariamente	 a	 la	 carga	 de	 la	 sustancia	 en	 la	 mucosa,	 cuyo	

equilibrio	se	alcanza	en	los	primeros	minutos	de	la	perfusión	y	pasados	5	

minutos	el	proceso	ha	finalizado	totalmente.	 	Por	esta	razón,	 la	toma	de	

muestras	se	inicia	a	ese	tiempo158,389.	

	 Para	 obtener	 un	 valor	 representativo	 de	 la	 constante	 de	

velocidad	de	absorción,	el	ensayo	se	realiza	en	un	mínimo	de	5	animales	

para	cada	solución	ensayada,	con	lo	que	se	obtiene	un	valor	medio	que	se	

considera	representativo.	

	 Para	 poder	 comparar	 los	 resultados	 obtenidos	 in	 situ,	 en	

intestino	 delgado,	 con	 los	 obtenidos	 in	vitro,	 en	 líneas	 celulares,	 deben	

expresarse	los	valores	de	ka	en	permeabilidades.	

௘ܲ௙௙ ൌ
݇௔ ൉ ܴ
2

 

(4.6)	

donde	R	representa	el	radio	intestinal	efectivo.		

3.		Ensayos	en	cultivos	celulares	

3.1.	Diseño	del	ensayo	de	permeabilidad	

	
	 Estos	 ensayos	 se	 diseñan	 con	 el	 objetivo	 de	 obtener	 un	

sistema	 in	vitro	 que	permita	 reproducir	de	manera	 fiable	 los	 resultados	

de	permeabilidad	obtenidos	 in	situ	y	los	resultados	in	vivo	descritos	en	la	

bibliografía,	con	el	fin	de	reducir	el	número	de	animales	utilizados.	

	 Los	 estudios	 de	 permeabilidad	 in	 vitro	 tienen	 como	

propósito	determinar	 el	coeficiente	 de	 permeabilidad	 apical‐basal	 (P	 A‐

B)	 y	 basal‐apical	 (P	 B‐A)	de	 fármacos	a	 través	 de	 la	membrana	 celular.	
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Se	 ensayaron	 	 distintas	 concentraciones	 de	 parásito:	 100.000	

giardias/pocillo,	250.000	giardias/pocillo	y		400.000	giardias/pocillo	en	co‐

cultivo	 con	 las	 células	 Caco‐2	 a	 distintos	 tiempos	 de	 incubación	 (2	 y	 24	

horas	antes	del	experimento.	A	partir	de	estos	ensayos	se	seleccionaron	las	

condiciones	 óptimas	 de	 ensayo	 (400.000	 giardias/pocillo	 co‐cultivadas	

durante	2	horas)	y	se	realizaron	los	ensayos	de	permeabilidad	de	todos	los	

fármacos	en	esas	condiciones.	

	 El	 proceso	 de	 absorción	 de	 cada	 fármaco	 se	 estudió	 en	 2	

condiciones:	

 A	través	de	la	monocapa	Caco‐2	(control).	

 A	 través	 de	 la	 monocapa	 Caco‐2	 incubada	 con	 Giardia	

intestinalis		durante	 2	horas.	

3.2.	Línea	celular	Caco‐2	

	
	 Los	 estudios	 de	 permeabilidad	 in	vitro	 se	 han	 realizado	 en	

monocapas	 celulares	 de	 carcinoma	 de	 colon	 humano,	 Caco‐2.	 Se	 ha	

utilizado	la	línea	celular	ATCC,	cedida	por	el	Dr.	Hu	de	Washington	State	

University	(EEUU)391.	

	 Los	 requisitos	 básicos	 y	 materiales	 necesarios	 para	 el	

mantenimiento	de	esta	línea	celular	son392:	

 Pipeteador	 automático	 y	 pipetas	 estériles	 de	 diferentes	

volúmenes.	

 Frascos	 de	 cultivo	 de	 poliestireno.	 Son	 estériles	 y	 con	 áreas	 de	

crecimiento	de	25	y	75	cm2		para	el	desarrollo	y	mantenimiento	

del	cultivo	celular.	
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 Placas	 e	 insertos	 para	 realizar	 los	 experimentos.	 Los	 insertos	

contienen	 una	 membrana	 de	 policarbonato	 sobre	 la	 que	 se	

realizan	la	siembra	de	células.	

 Estufa	de	 incubación	a	una	temperatura	de	37ºC,	5%	de	dióxido	

de	carbono	(CO2)	y	90%	de	humedad	relativa	para	mantener	los	

frascos	de	cultivo	con	células	en	crecimiento.	

 Cámara	 de	 flujo	 laminar	 vertical	 para	 trabajar	 con	 las	 células	

minimizando	 el	 riesgo	 de	 contaminación	 del	 cultivo.	 La	

manipulación	de	las	células	siempre	tendrá	lugar	en	el	interior	de	

la	cámara.	

 Bomba	de	 vacío	por	membrana.	 Facilita	 la	 aspiración	del	medio	

de	 cultivo	 y	 la	 filtración	 en	 la	 preparación	 de	 las	 diferentes	

soluciones	de	trabajo.	

 Centrífuga,	a	ser	posible	con	termorregulación.	

 Microscopio	 para	 examinar	 las	 membranas	 celulares	 y	 contar	

células.	

 Hemocitómetro	o	Cámara	de	Neubauer	para	el	contaje	de	células.	

 Baño	de	agua	con	agentes	inhibidores	del	crecimiento	bacteriano	

y	fúngico,	a	37ºC,	para	atemperar	las	soluciones	a	utilizar.	

	 Los	 protocolos	 utilizados	 se	 validaron	 previamente	 por	 el	

grupo	de	investigación	y	se	describen	en	los	siguientes	epígrafes.	

3.3.	Soluciones	de	trabajo	

3.3.1.	Medios	de	cultivo	

	
	 El	 medio	 de	 cultivo	 se	 prepara	 a	 partir	 de	 diferentes	

soluciones	de	nutrientes.	Se	debe	mantener	a	una	temperatura	de	entre	2	
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y	 8°C,	 siendo	 su	 periodo	 de	 validez	 en	 estas	 condiciones	 de	

aproximadamente	 2	 meses.	 Tiene	 que	 ser	 estéril	 para	 evitar	

contaminaciones	de	las	células.	

	 La	composición	del	medio	de	cultivo	de	la	línea	celular	Caco‐

2	se	detalla	en	la	tabla	4.8:	

Compuesto Cantidad 

Hepes  5 mL 

Penicilina G (104 uds/mL) ‐Estreptomicina (104 µg/mL) 5 mL 

Aminoácidos no esenciales  5 mL 

Suero bovino fetal  50 mL 

DMEM Glutamax  450 mL 

Tabla	4.8.	Composición		del	medio	de	cultivo	empleado	en	el	crecimiento	de	la	línea	
celular	Caco‐2.	

3.3.2.	Soluciones	para	el	pase	

	
PBS‐EDTA	

	 Es	una	solución	estéril	a	pH	7,4	comercializada	por	Gibco®.	

Es	 una	 mezcla	 de	 solución	 salina	 tamponada	 con	 fosfatos	 Dulbecco	 y	

EDTA	disódico	y	se	utiliza	para	el	lavado	de	la	monocapa	y	la	eliminación	

de	los	residuos	de	suero.	

Tripsina‐EDTA	

	 	Se	comercializa	en	solución	estéril	por	Gibco®.	Se	compone	

de	 0,5%	 de	 tripsina	 y	 0,2%	 de	 EDTA‐disódico	 libre	 de	 Ca+2	 y	 Mg+2.	 Se	

comercializa	en	solución	estéril	por	Gibco®,	la	cual	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.	
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3.3.3.	Soluciones	para	el	experimento	

	
Solución	tamponada	HBSS‐HEPES	 	

	 La	 base	 es	 una	 solución	 de	 sales	 comercializada:	 Hank’s	

Balanced	Salt	Solution	(HBSS).	Se	añade	5	mL	de	una	solución	tamponada	

de	HEPES	1M	estéril	en	500	mL	de	HBSS.	La	solución	se	adicionó	con	un	

2%	de	D‐glucosa	para	que	al	 inocular	el	parásito	éste	pueda	sobrevivir.	

Antes	de	realizar	el	experimento,	se	lava	la	monocapa	con	esta	solución.	

Solución	de	compuesto	a	ensayar	

	 Los	 compuestos	 se	disolvieron	 en	 solución	HBSS‐HEPES	en	

las	mismas	concentraciones	que	en	el	ensayo	in	situ.	Estas	se	muestran	en	

la	tabla	4.6	del	apartado	2.3.3,	de	los	ensayos	con	animales.	

3.4.	Técnica	experimental	

3.4.1.	Congelación	

	
	 Las	 células	 se	 pueden	 mantener	 indefinidamente	 inmersas	

en	nitrógeno	 líquido,	pero	para	conservarlas	a	 tan	baja	 temperatura	sin	

que	 se	 produzca	 ningún	 daño	 hay	 que	 someterlas	 a	 un	 tratamiento	

previo.	 Si	 la	 temperatura	 desciende	 demasiado	 rápido	 o	 se	 forman	

cristales	 de	 gran	 tamaño	 podrían	 aparecer	 daños	 irreversibles	 en	 las	

membranas	celulares	así	como	en	otras	estructuras	de	la	célula.	

	 El	control	del	descenso	de	la	temperatura,	se	realiza	gracias	

a	un	dispositivo	específico	de	criopreservación	que	contiene	una	solución	

de	 Isopropanol,	 la	 cual	 posee	 un	 bajo	 punto	 de	 congelación.	 En	 estos	

crioviales	la	temperatura	desciende	a	una	velocidad	de	1°C/min	hasta	los	

‐80°C.	 A	 partir	 de	 aquí,	 la	 temperatura	 puede	 descender	 a	 mayor	
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velocidad. Para	evitar	 la	aparición	de	 cristales,	 se	 suspenden	 las	 células	

en	una	 solución	 estéril	 con	 alto	 contenido	 en	proteínas,	 compuesta	 por	

suero	 bovino	 fetal	 y	 DMSO	 (1:10).	 El	 DMSO	 es	 un	 crioprotector	 que	

disminuye	la	fragilidad	de	la	membrana,	pero	debido	a	su	toxicidad	tanto	

para	 el	 cultivo	 celular	 como	 para	 el	 manipulador,	 el	 proceso	 de	

congelación	debe	realizarse	en	el	menor	tiempo	posible.	

	 El	procedimiento	de	congelación	comienza	con	la	separación	

de	 las	 células	 de	 la	 pared	 del	 frasco	 de	 cultivo	 en	 el	 que	 se	 están	

manteniendo,	 mediante	 la	 adición	 de	 tripsina.	 Una	 vez	 obtenida	 la	

suspensión	de	células,	se	centrifuga	durante	5	minutos	a	1500	rpm	y	se	

elimina	 el	 sobrenadante.	 Al	 sedimento	 obtenido	 se	 le	 añade	 5	 mL	 de	

medio	de	cultivo	atemperado	adicionado	con	DMSO	al	10%.	Tras	esto,	se	

introduce	 rápidamente	 1	 mL	 de	 esta	 solución	 en	 cada	 criovial	 y	 se	

deposita	 en	 el	 dispositivo	de	 criopreservación.	 Se	 almacena	 durante	 24	

horas	 en	 un	 congelador	 a	 ‐20°C,	 posteriormente	 se	 traslada	 a	 un	

congelador	 a	 ‐80°C	 durante	 48	 horas	 y	 	 finalmente	 se	 introducen	 los	

crioviales	en	el	tanque	de	nitrógeno	líquido.	

3.4.2.	Descongelación	

	

	 En	primer	lugar	se	extrae	el	criovial	del	tanque	de	nitrógeno,	

y	se	introduce	en	un	baño	termostatado	a	37°C	para	acelerar	el	proceso	

de	descongelación.	Una	vez	se	ha	descongelado,	el	vial	se	introduce	en	la	

campana	de	flujo	laminar,	previa	pulverización	con	alcohol	al	70%,	para	

llevar	a	cabo	el	procedimiento	de	manera	estéril.	Se	pipetea	su	contenido,	

y	 se	 introduce	 en	 un	 tubo	 de	 plástico	 estéril	 con	 medio	 de	 cultivo	

atemperado,	con	el	fin	de	disminuir	la	concentración	de	DMSO.	El	proceso	

de	 descongelación	 debe	 realizarse	 rápidamente,	 puesto	 que	 las	 células	
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están	congeladas	en	una	solución	de	DMSO	al	10%	que	es	tóxica	para	las	

células	a	temperatura	ambiente.	Se	centrifuga	durante	5	minutos	a	1500	

rpm,	se	aspira	el	sobrenadante	que	contiene	el	DMSO	y	se	añade	medio	

de	cultivo.	Se	resuspenden	 las	células	en	5	mL	de	medio	de	cultivo	y	se	

introduce	esta	suspensión	en	un	frasco	de	cultivo	de	25	cm2	de	superficie,	

el	cual	se	almacena	en	la	estufa	de	incubación.	A	las	24	horas	se	cambia	el	

medio	de	cultivo	del	frasco,	y	se	sigue	el	protocolo	de	crecimiento	de	las	

células	en	los	frascos	de	cultivo.	

3.4.3.	Crecimiento	en	frascos	de	cultivo	

	
	 Las	células	crecen	formando	monocapas	celulares	adheridas	

a	 la	pared	de	 frascos	de	plástico	estériles.	 Se	deben	controlar	estos	dos	

aspectos	para	conseguir	un	correcto	crecimiento:	

 Cambio	 de	 medio	 de	 cultivo	 frecuente,	 para	 eliminar	 los	

productos	 procedentes	 del	 metabolismo	 celular,	 que	 puedan	

alterar	el	pH	del	medio	y	reponer	los	nutrientes	necesarios	para	

un	correcto	crecimiento.	

 Cambio	de	 frasco	de	cultivo	de	 forma	habitual,	para	controlar	 la	

densidad	de	crecimiento	y	asegurar	que	las	células	tienen	espacio	

suficiente	para	crecer	en	forma	de	monocapa.	

	

	 En	primer	lugar,	los	frascos	de	cultivo	se	extraen	de	la	estufa	

de	 incubación,	 se	 pulverizan	 con	 alcohol	 al	 70%	 y	 se	 introducen	 en	 la	

cámara	de	flujo	laminar.	También	se	pulverizan	las	botellas	de	todas	las	

soluciones	 estériles	 que	 se	 van	 a	 utilizar	 y	 que	 se	 encuentran	

atemperándose	en	el	baño	a	37ºC.	Se	aspira	el	medio	de	cultivo	del	frasco	

mediante	 una	 bomba	 de	 vacío.	 A	 continuación	 se	 añade	 nuevo	 medio	
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atemperado,	 con	 la	 ayuda	 de	 una	 pipeta	 unida	 a	 un	 pipeteador	

automático.	Es	 importante	no	tocar	 las	paredes	de	 las	botellas	y	 frascos	

con	la	pipeta,	y	que	estos	permanezcan	abiertos	el	menor	tiempo	posible	

para	evitar	contaminaciones.		

	 Los	 frascos	 de	 cultivo	 utilizados	 para	 la	 descongelación	

tienen	 una	 superficie	 de	 25	 cm2.	 Para	 que	 el	 crecimiento	 celular	 sea	

adecuado,	es	necesario	que	la	cantidad	de	medio	de	cultivo	sea	5	mL	por	

frasco.	 En	 las	 siguientes	 fases	 del	mantenimiento	 de	 la	 línea	 celular	 se	

emplean	frascos	de	75	cm2,	siendo	la	cantidad	de	medio	requerida	en	este	

caso	de	12	mL.	Estos	frascos	poseen	un	filtro	en	el	tapón,	lo	que	permite	a	

las	células	estar	en	contacto	con	el	aire	enriquecido	en	CO2	de	 la	estufa	

incubadora	sin	riesgo	de	contaminación.	

3.4.4.	Cambio	a	un	nuevo	frasco	de	cultivo	

	 Las	células	crecen	formando	monocapas	que	se	adhieren	a	la	

base	de		los		frascos.	La	velocidad	de	crecimiento	de	este	tipo	de	cultivos	

es	muy	rápida.	Cuando	la	monocapa	ha	alcanzado	la	confluencia,	es	decir,	

las	 células	 ocupan	 toda	 la	 superficie	 disponible,	 se	 deben	 despegar	 y	

sembrar	en	un	nuevo	frasco.	La	obtención	de	la	confluencia	se	confirma	

mediante	inspección	visual	de	la	monocapa	en	el	microscopio.	En	el	caso	

de	 que	 no	 se	 realizara	 el	 cambio	 de	 frasco,	 las	 células	 comenzarían	 a	

degenerar,	 a	 formar	 vacuolas	 de	 reserva	 y	 a	 producir	 alteraciones	

importantes	en	las	características	típicas	de	la	línea	celular.	

	 En	 primer	 lugar,	 se	 aspira	 el	medio	 de	 cultivo	 y	 se	 lava	 la	

monocapa	 con	 PBS‐EDTA,	 con	 el	 fin	 de	 eliminar	 restos	 de	 suero	 que	

podrían	disminuir	la	eficacia	de	la	tripsina.	Después	de	unos	10	minutos,	

se	retira	el	PBS‐EDTA	y	se	añade	tripsina‐EDTA	diluida	para	separar	las	
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células	 de	 la	 pared	 del	 frasco.	 Cuando	 se	 observa	 de	 manera	 visual	 la	

separación	 se	 añade	medio	 de	 cultivo	 para	 inactivar	 la	 tripsina,	 gracias	

tanto	 a	 la	 dilución,	 como	 a	 la	 presencia	 de	 los	 diferentes	 factores	 de	

crecimiento	 y	el	 suero	 bovino	 fetal	 del	medio.	Tras	esto	se	homogeniza	

la	 suspensión	 celular.	 Se	 toma	una	 alícuota	 y	 se	 introduce	 en	un	nuevo	

frasco,	 en	 el	 que	 previamente	 se	 había	 añadido	 medio	 de	 cultivo,	 de	

forma	 que	 se	 consiga	 la	 dilución	 adecuada	 para	 un	 correcto	

mantenimiento	de	la	línea	celular.	Esta	alícuota	depende	del	tamaño	del	

frasco	 de	 cultivo,	 y	 de	 la	 velocidad	 de	 crecimiento	 celular	 de	 la	 línea	

utilizada.		

	 Transcurridas	 24	 horas	 del	 cambio	 de	 frasco,	 se	 realiza	 el	

cambio	del	medio	de	cultivo	con	el	fin	de	eliminar	las	células	que	hayan	

muerto	en	el	procedimiento.		

3.4.5.	Sembrado	celular	

	
	 Los	 experimentos	 de	 permeabilidad	 se	 llevan	 a	 cabo	 en	

monocapas	 de	 células	 Caco‐2	 formadas	 sobre	 una	 membrana	 de	

policarbonato.	 Estas	 membranas	 están	 formando	 la	 base	 de	 un	

receptáculo	 denominado	 inserto,	 	 que	 se	 sitúa	 en	 el	 interior	 de	 las	

hendiduras	 (pocillos)	 de	 una	placa	 de	 plástico.	 Este	montaje	 da	 lugar	 a	

dos	 cámaras	 separadas	 de	 diferente	 volumen,	 llamadas	 cámara	 apical	

(dentro	del	inserto)	y	basolateral	(entre	el	inserto	y	el	pocillo).		
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La	 figura	 4.4	 muestra	 el	 esquema	 del	 montaje	 donde	 se	 siembran	 las	

células	y	posteriormente	se	realiza	el	experimento.	

	

					Figura	4.4.	 Esquema	del	montaje	en	las	placas.	

	 El	primer	paso	para	la	siembra	celular	consiste	en	despegar	

las	 células	 Caco‐2	 del	 frasco	 de	 cultivo,	 mediante	 el	 procedimiento	

descrito	en	el	apartado	anterior.	A	continuación,	la	suspensión	celular	se	

coloca	en	un	 tubo	de	centrífuga	estéril,	 se	centrifuga	 	5	minutos	a	1500	

rpm	y	se	elimina	el	sobrenadante,	que	incluye	la	tripsina.	Esta	operación	

se	repite,	para	asegurar	que	no	quedan	trazas	de	la	enzima.		

	 Tras	esto	se	realiza	un	recuento	celular,	con	un	microscopio	

y	 un	 hemocitómetro	 (figura	 4.5),	 de	 la	 suspensión	 celular	

homogeneizada.	 El	 hemocitómetro	 está	 dividido	 en	 cuadrantes.	 Para	

tener	la	medida	del	número	de	células	por	triplicado	se	cuentan	aquellas	

que	hay	en	tres	de	los	cuadrantes.	Solo	se	contarán	las	células	que	estén	

totalmente	dentro	del	cuadrado	y	las	que	estén	en	contacto	con	dos	de	los	

cuatro	márgenes	 del	 cuadrante.	 El	 número	 de	 células	 presentes	 en	 0,1	

�L,	se	obtiene	como	media	de	los	tres	recuentos.	
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Figura	4.5.	Imagen	de	un	hemocitómetro	o	cámara	de	Neubauer		y	su	vista	al	
microscopio	para	proceder	al	recuento	de	células.	

	 Una	vez	conocida	 la	densidad	celular,	se	calcula	el	volumen	

de	 la	 alícuota	 que	 hay	 que	 tomar	 para	 preparar	 la	 dilución	 para	 la	

siembra.	Esta	concentración	se	calcula	para	obtener	la	confluencia	entre	

los	 19‐21	 días	 post‐sembrado,	 y	 garantizar	 el	 desarrollo	 de	 todas	 las	

proteínas	transportadoras	características	de	este	cultivo393,394.	

	 En	las	placas	preparadas	con	los	insertos,	se	añaden	2	mL	de	

suspensión	celular	en	la	cámara	apical	y	3	mL	de	medio	de	cultivo	en	la	

cámara	basolateral.	La	suspensión	celular	se	debe	depositar	en	el	interior	

del	inserto,	dejando	caer	las	gotas	de	una	en	una	en	el	centro,	sin	tocar	las	

paredes	del	 inserto.	Una	vez	sembradas	 las	placas,	 se	dejan	10	minutos	

en	 la	 cámara	 de	 flujo	 laminar	 para	 que	 las	 células	 se	 asienten	 y,	

posteriormente,	se	introducen	en	la	estufa	incubadora.	

	 Los	 experimentos	 se	 realizan	 a	 los	 21	 días	 de	 la	 siembra,	

momento	en	el	que	se	considera	que	se	ha	alcanzado	la	confluencia	y	se	

han	 expresado	 los	 transportadores	 de	 membrana,	 sin	 llegar	 a	

manifestarse	fenómenos	de	envejecimiento	celular.	

1	
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3.4.6.	Mantenimiento	de	las	placas	sembradas	

	
	 A	 las	24	horas	de	 la	 siembra,	 se	debe	 cambiar	 el	medio	de	

cultivo	para	eliminar	con	él	las	células	que	no	hayan	sobrevivido.	A	partir	

de	este	momento	el	medio	de	cultivo	se	renueva	en	días	alternos.	El	día	

previo	al	ensayo	se	realiza	cambio	de	medio,	pero	por	medio	de	cultivo	

que	no	contiene	antibióticos.	

3.4.7.	Ensayo	de	permeabilidad	
	
	 El	 ensayo	 se	 puede	 dividir	 en	 5	 fases	 (lavado	 de	 la	

membrana,	 comprobación	 de	 la	 integridad	 de	 la	monocapa,	 incubación	

con	 G.	 intestinalis,	 administración	 de	 la	 solución	 de	 estudio	 y	 toma	 de	

muestras),	 las	 cuales	se	detallan	a	continuación.	El	ensayo	se	 realiza	en	

un	incubador	con	agitación	controlada	(Rotamax®)	a	37ºC.		

	

Lavado	de	la	membrana	

	

	 Antes	de	realizar	el	experimento,	se	debe	lavar	la	monocapa	

tres	veces	con	una	solución	atemperada	de	HBSS‐HEPES.	

	

Comprobación	de	la	integridad	de	la	monocapa	

	 Tras	 lavar	 la	 membrana,	 se	 comprueba	 la	 integridad	 de	 la	

monocapa	 mediante	 la	 medida	 de	 la	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	

(TEER)	con	un	micro‐polímetro	Millicell‐ERS®.		

	 La	medida	de	 la	resistencia	eléctrica	del	 inserto	comparada	

con	 un	 inserto	 sin	 ningún	 tipo	 de	 crecimiento	 (control),	 es	 un	 índice	

contrastado	 de	 la	 seguridad	 de	 la	 monocapa395.	 Para	 medir	 el	 TEER		
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control,	 se	 utiliza	 un	 inserto	 sin	 crecimiento	 celular	 en	 contacto	 con	

solución	tamponada.	Se	coloca	el	electrodo	largo	en	la	cámara	basolateral	

y	 el	 electrodo	 corto	 en	 la	 cámara	 apical.	 Se	 calibra	 el	micro‐polímetro,	

ajustando	el	voltaje	a	cero,	y	se	procede	a	la	medida	de	la	resistencia	en	

tres	direcciones	para	 asegurar	 que	 la	monocapa	 esté	 íntegra	 en	 toda	 la	

superficie	 del	 inserto.	 Se	 repite	 este	 procedimiento	 en	 los	 insertos	 con	

crecimiento	celular	en	los	que	se	va	a	realizar	el	experimento.		

	 Para	considerar	adecuada	 la	 integridad	de	 la	monocapa,	 las	

medidas	de	 la	 resistencia	 en	 los	 insertos	 con	 crecimiento	 celular	deben	

ser	superiores	en	100	unidades	o	más	a	las	medidas	del	blanco.	En	caso	

de	que	la	medida	no	cumpla	con	el	requerimiento	establecido,	se	desecha	

el	inserto.	

	 Tras	comprobar	 la	 integridad	de	 la	monocapa,	 las	placas	se	

introducen	en	el	incubador	durante	una	hora	con	la	solución	de	HBSS	con	

HEPES	 con	 la	 que	 se	midió	 la	 resistencia,	 con	 objeto	 de	 que	 las	 células	

expulsen	cualquier	residuo	de	suero	e	iones	que	pudieran	interferir	en	el	

ensayo.	

	 Después	 de	 la	 toma	 de	 muestras	 y	 antes	 del	 estudio	 de	

recuperación	 del	 compuesto,	 se	 repite	 el	 proceso	 de	 medición	 de	 la	

resistencia	 eléctrica,	 con	 el	 fin	 de	 asegurar	 que	 la	 integridad	 de	 la	

monocapa	no	se	ha	visto	afectada	durante	el	experimento.	

Incubación	con	G.	intestinalis	

	 Se	 adiciona	 una	 solución	 de	 Giardia	 intestinalis	 sobre	 la	

monocapa	 celular,	 y	 se	 mantiene	 en	 co‐cultivo	 con	 las	 células	 Caco‐2	

durante	distintos	tiempos	de	incubación	según	el	experimento.	
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Administración	de	la	solución	de	estudio	

	 Los	 platos	 utilizados	 para	 el	 estudio	 constan	 de	 6	 pocillos.	

Cada	 ensayo	 se	 realizó	 por	 triplicado.	 El	 estudio	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	

dirección	 apical‐basolateral	 y	 basolateral‐apical	 para	 cada	 solución	

ensayada.	Los		ensayos	se	realizan,	de	modo	que,	en	tres	de	los	pocillos	el	

compartimento	dador	de	 fármaco	sea	 la	 zona	apical,	 y	 en	 los	otros	 tres	

pocillos	lo	sea	la	zona	basolateral.	Si	se	adiciona	la	solución	de	fármaco	en	

el	interior	del	inserto,	es	decir	la	cámara	apical,	se	estudiará	el	transporte	

en	 dirección	 apical‐basolateral.	 Si	 por	 el	 contrario,	 el	 fármaco	 se	

administra	en	el	exterior	del	inserto	(cámara	basolateral)	se	estudiará	el	

transporte	basolateral‐apical.	

	 Se	 adicionan	 2	 mL	 de	 solución	 de	 fármaco	 en	 la	 cámara	

apical	y	3	mL	en	la	cámara	basolateral	en	los	pocillos	adecuados.	Cuando	

administremos	 el	 fármaco,	 se	 dispondrán	 0,2	 mL	 extra	 que	 serán	

retirados	 a	 tiempo	 0	 para	 conocer	 la	 concentración	 inicial	 exacta	 de	 la	

solución	al	inicio	del	experimento.		

Toma	de	muestras	

	 Los	estudios	se	realizaron	en	un	período	total	de	90	minutos,	

con	toma	de	muestra	en	los	siguientes	tiempos:	15,	30,	60	y	90	minutos.	

Las	 muestras	 se	 toman	 en	 la	 cámara	 receptora,	 excepto	 la	 última	 (90	

minutos)	que	se	toma	en	ambas	cámaras.	Después	de	tomar	cada	muestra	

se	 repone	 el	 volumen	 con	 solución	 tamponada.	 Al	 finalizar	 la	 toma	 de	

muestras,	 como	 se	 indicó	 anteriormente,	 se	 comprueba	 el	 TEER	 de	 las	

membranas	para	descartar	daño	durante	el	experimento.	
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3.5.	Estudio	de	recuperación	del	compuesto	

	
	 Durante	 el	 estudio	 de	 absorción,	 el	 compuesto	 atraviesa	 la	

membrana	celular	pudiendo	quedar	en	parte	retenido	en	ella,	bien	en	el	

interior	 de	 las	 células	 o	 bien	 adherido	 a	 estructuras	 subcelulares.	 Para	

determinar	 la	 cantidad	 de	 compuesto	 que	 queda	 en	 la	 monocapa	 se	

realiza	el	ensayo	de	recuperación.		

	 En	 primer	 lugar,	 las	 membranas	 de	 policarbonato	 con	 las	

monocapas	celulares	adheridas,	se	extraen	de	los	insertos	y	se	introducen	

en	tubos	de	centrífuga	que	contienen	1	mL	de	solución	tamponada.	Estos	

tubos	 se	 someten	 a	 un	 proceso	 de	 congelación‐descongelación	

consistente	 en	 su	 inmersión,	 en	 primer	 lugar,	 en	 nitrógeno	 líquido	 y,	

posteriormente,	 en	 un	 baño	 a	 37°C.	 Este	 proceso	 se	 realiza	 tres	 veces	

consecutivas.	Se	centrifugan	 los	 tubos	durante	5	minutos	a	1500	rpm,	y	

se	 toma	una	muestra	de	500	µL	del	sobrenadante	que	corresponde	a	 la	

cantidad	de	compuesto	retenido	por	la	célula	en	solución.		

	 El	volumen	extraído	se	 repone	con	500	µL	de	Metanol	y	 se	

procede	a	agitar	los	tubos	enérgicamente,	con	el	objetivo	de		romper		las		

estructuras	 	 subcelulares	 para	 que	 liberen	 el	 compuesto.	 Después	 se	

centrifuga	durante	8	minutos	a	8000	rpm	y	se	toma	otra	muestra.	

	 La	 suma	 de	 la	 cantidad	 de	 compuesto	 obtenida	 tras	 esta	

recuperación,	 y	 la	 cantidad	 de	 compuesto	 en	 ambas	 cámaras	 en	 las	

muestras	 del	 último	 tiempo,	 debe	 corresponder	 con	 la	 cantidad	 de	

compuesto	de	la	muestra	obtenida	a	tiempo	0.	
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3.6.	Tratamiento	de	las	muestras	

3.6.1.	Cálculo	de	la	permeabilidad	

	
	 Tras	 el	 ensayo,	 se	 procede	 a	 la	 valoración	 de	 las	muestras	

recogidas.	De	cada	muestra	se	obtiene	la	concentración	de	fármaco,	en	el	

compartimento	en	el	que	se	haya	tomado,	a	un	determinado	tiempo.		

	 La	 difusión	 de	 fármaco,	 desde	 el	 compartimento	 dador	 al	

receptor,	 puede	 describirse	 como	 una	 difusión	 pasiva	 mediante	 la	

siguiente	ecuación	(4.7):	

	
߲ܳ
ݐ߲

ൌ ௘ܲ௙௙ ∙ ܵ ∙ ൫ܥௗ௔ௗ௢௥ െ 	௥௘௖௘௣௧௢௥൯ܥ

(4.7)	

en	la	que	∂Q/∂t	representa	la	velocidad	de	difusión	del	fármaco,	Peff	es	el	

coeficiente	de	permeabilidad	efectiva,	S	es	el	área	de	difusión,	Cdador	es	la	

concentración	 de	 fármaco	 el	 compartimento	 dador	 y	 Creceptor	 es	 la	

concentración	de	fármaco	en	el	compartimento	receptor.	

	 Sin	 embargo,	 existe	 un	 cambio	 continuo	 en	 las	

concentraciones	de	fármaco	en	los	compartimentos	dador	y	receptor	a	lo	

largo	 del	 experimento.	 Para	 resolver	 esta	 ecuación,	 teniendo	 en	 cuenta	

esta	variación,	se	debe	expresar	en	una	única	variable.	Para	ello,	se	iguala	

la	 concentración	 en	 el	 compartimento	 dador	 a	 la	 diferencia	 entre	 la	

cantidad	 de	 fármaco	 total	 y	 la	 cantidad	 en	 el	 compartimento	 receptor,	

obteniéndose	la	siguiente	ecuación	(4.8):	

	

ௗ௔ௗ௢௥ܥ ൌ
ௗ௔ௗ௢௥ூேூ஼ூ஺௅ܥ ∙ ௗܸ௔ௗ௢௥ െ ௥௘௖௘௣௧௢௥ܥ ∙ ௥ܸ௘௖௘௣௧௢௥

ௗܸ௔ௗ௢௥
	

(4.8)	
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donde	 CdadorINICIAL	 es	 la	 concentración	 inicial	 de	 fármaco	 en	 el	

compartimento	 dador,	 Vdador		es	 el	 volumen	 del	 compartimento	 dador	 y	

Vreceptor	es	el	volumen	del	compartimento	receptor.	

	 Combinando	las	ecuaciones	4.7	y	4.8,	se	obtiene	una	solución	

para	 el	 cálculo	 de	 las	 concentraciones	 teóricas	 en	 el	 compartimento	

receptor	(ecuación	4.9):	

	

௥௘௖௘௣௧௢௥ܥ ൌ
ܳ௧௢௧௔௟

௥ܸ௘௖௘௣௧௢௥ ൅ ௗܸ௔ௗ௢௥
൅ ቆܥ௥௘௖௘௣௧௢௥଴ െ

ܳ௧௢௧௔௟
௥ܸ௘௖௘௣௧௢௥ ൅ ௗܸ௔ௗ௢௥

ቇ ∙ ݁
ି௉௘௙௙బ,భ∙ௌ∙൬

ଵ
௏ೝ೐೎೐೛೟೚ೝ

ା
ଵ

௏೏ೌ೏೚ೝ
൰∙௧
	

	 	

(4.9)	

donde	Qtotal	 es	 la	 cantidad	 total	 de	 fármaco	 en	 el	 sistema,	Creceptor0	 es	 la	

concentración	 de	 fármaco	 en	 el	 compartimento	 receptor	 al	 inicio	 del	

intervalo	de	tiempo	considerado,	Peff0,1	es	la	permeabilidad	y	S	el	área	del	

inserto	en	cm2	396.	

	 Para	 cada	 dato	 de	 concentración	 experimental	 en	 el	

compartimento	 receptor	 y	 a	 cada	 tiempo,	 se	 calcula	 la	 concentración	

teórica.	 Se	 realiza	 un	 ajustado	 no	 lineal	 de	 los	 datos	 experimentales	

minimizando	la	suma	de	cuadrados	residual.	Para	ello	se	calcula	la	suma	

de	 los	 cuadrados	 de	 las	 diferencias	 entre	 las	 concentraciones	

experimentales	 y	 teóricas	 a	 cada	 tiempo,	 y	 se	 estima	 la	 permeabilidad	

que	 conduce	 al	 menor	 valor	 de	 suma	 de	 cuadrados	 residual.	 Para	 la	

estimación	de	la	permeabilidad	mediante	 la	ecuación	no	lineal	se	utilizó	

la	herramienta	Solver	de	una	hoja	MS	Excel®	2013.		

	 Si	 en	 algún	 caso,	 la	 concentración	 de	 fármaco	 en	 el	

compartimento	receptor	es	muy	pequeña	frente	a	la	concentración	en	el	

compartimento	 dador	 (<10%),	 se	 considera	 que	 el	 sistema	 trabaja	 en	

condiciones	 sumidero.	 Bajo	 estas	 condiciones,	 la	 ecuación	 4.9	 se	 puede	
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simplificar	 y,	 reorganizando	 los	 términos,	 se	 obtiene	 una	 expresión	

explícita	para	el	cálculo	de	la	permeabilidad:	

௘ܲ௙௙ ൌ
݉
ܵ ∙ ܥ

	

(4.10)	

en	la	que,	m	es	la	pendiente	de	la	recta	de	cantidades	acumuladas	frente	

al	 tiempo,	 S	 el	 área	 de	 la	 membrana	 y	 C	 es	 la	 concentración	 inicial	 de	

fármaco	en	el	compartimento	dador.	Los	cálculos	para	la	obtención	de	los	

valores	de	permeabilidad	efectiva	han	sido	realizados	mediante	una	hoja	

de	cálculo	MS	Excel®	2013.		

	 Los	 análisis	 estadísticos	 para	 determinar	 si	 las	 diferencias	

entre	las	permeabilidades	en	ambas	direcciones	son	significativas	se	han	

realizado	mediante	el	paquete	estadístico	IBM	SPSS	Statistics	21.	

4.	Evaluación	del	daño	celular	producido	por	G.	
intestinalis	

	
	 Con	el	objetivo	de	comprobar	el	daño	que	causa	la	infección	

por	G.	intestinalis	al	hospedador,	se	estudiaron	las	enzimas	de	oxidación	y		

reparación	del	ADN	en	ausencia	(control)	y	presencia	de	G.	intestinalis	a	

distintos	 tiempos:	 2	 horas	 y	 24	 horas.	 También	 se	 evaluó	 el	 efecto	

terapéutico	del	fármaco	más	común	en	el	tratamiento	de	la	giardiasis,	el	

Metronidazol.	
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4.1	Técnica	experimental	 	

	
	 Los	 ensayos	 se	 llevan	 a	 cabo	 sembrando	 las	 células	 Caco‐2	

directamente	en	 los	pocillos	de	 las	placas	sin	 insertos.	Se	mantienen	en	

incubación	dos	 semanas,	hasta	que	 se	 considera	que	 se	ha	 alcanzado	 la	

confluencia	 celular	 y	 se	 han	 expresado	 las	 proteínas	 de	membrana	 sin	

llegar	 a	 manifestarse	 fenómenos	 de	 envejecimiento	 celular.	 El	 día	 del	

ensayo,	se	incorporaron	400000	giardias/pocillo	y	se	mantuvieron	en	co‐

cultivo	 con	 las	 células	 Caco‐2	 en	 el	 incubador	 a	 37ºC	 durante	 2	 o	 24	

horas.	Los	ensayos	con	Giardia	intestinalis	se	realizaron	sin	fármaco	y	en	

presencia	de	Metronidazol	(2,6 µg	/pocillo).	

	 A	 los	 tiempos	 prefijados,	 se	 despegan	 las	 células	 de	 los	

pocillos,	 mediante	 el	 sistema	 descrito	 previamente	 con	 tripsina.	 Se	

resuspenden	en	su	medio	habitual	y	se	realiza	el	recuento	de	las	mismas	

en	el	hemocitómetro.	Se	recogen	alícuotas	de	106	células,	se	centrifugan	

(4	 minutos	 a	 1500	 rpm),	 se	 retira	 el	 sobrenadante	 y	 se	 congelan	 los	

pellets	 para	 su	 posterior	 análisis.	 Este	 proceso	 se	 realiza	 por	 triplicado		

para	cada	condición.		 	

4.2	Tratamiento	de	muestras	 		

4.2.1.	PCR	en	tiempo	real	

	

	 El	 ARN	 total	 de	 las	 células,	 se	 extrajo	 mediante	 el	 kit	 de	

NucleoSpin®	 RNA/Protein	 (740933,50,	 Macherey‐Nagel,	 Düren,	

Alemania),	 siguiendo	 las	 mismas	 instrucciones	 del	 fabricante.	 Para	 la	

transcripción	 reversa	 (TR),	 se	 utilizó	 200	 ng	 del	 ARN	 purificado	 y	

mediante	 el	 kit	 High‐Capacity	 cDNA	 Archive	 kit	 (Applied	 Biosystems,	

P/N:	4322171;	Foster	City,	CA)	se	 transcribió	el	ARN	a	cDNA,	mediante	
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hexameros	 aleatorios.	 Se	 siguieron	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 Se	

realizaron	 tres	 pasos	 para	 la	 TR.	 Un	 paso	 inicial	 de	 25ºC	 durante	 10	

minutos,	 para	 permitir	 el	 anillamiento	 de	 los	 hexameros	 aleatorios,	 se	

siguió	con	un	paso	de	sintesis	de	cDNA	a	37ºC	durante	120	minutos,	y	un	

paso	final	de	5	minutos	a	95ºC.		

	 Los	 niveles	 de	 ARNm	 se	 determinaron	 por	 PCR	 en	 tiempo	

real	 usando	 el	 equipo	 ABI	 Prism	 7900	 HT	 Fast	 Real‐Time	 PCR	 System	

(Applied	Biosystems,	Foster	City,	CA).	Las	sondas	especificas	de	los	genes	

usados	 fueron:	 SOD1	 (SOD	 Cu/Zn	 Hs00533490_m1,	 Taqman®	 Assays,	

Applied	Biosystems),	SOD2	(SOD	Mn	Hs00167309_m1,	Taqman®	Assays,	

Applied	 Biosystems),	 GPX1	 (Glutation	 peroxidasa	 1	 Hs00829989_gH,	

Taqman®	Assays,	 Applied	 Biosystems),	 CAT	 (Catalasa	 Hs00989766_g1,	

Taqman®	 Assays,	 Applied	 Biosystems),	 RAD51	 (RAD51	 recombinasa	

Hs00153418_m1,	Taqman®	Assays,	 Applied	Biosystems),	OGG1	 (8‐oxo‐

guanina	 glicosilasa‐1	 Hs01114116_g1,	 Taqman®	 Assays,	 Applied	

Biosystems),	 PARP1	 (Poli	 ADP	 ribosa	 polimerasa	 1	 Hs00242302_m1,	

Taqman®	Assays,	 Applied	Biosystems).	 Se	 usaron	 para	 cada	muestra	 y	

gen	 específico,	 0,5	 µL	 	 de	 sondas	 junto	 con	 5	 µL	 del	 master	 mix	 1x	

TaqMan®	Universal	PCR	Master	Mix	(Applied	Biosystems,	P/N	4304437,	

Foster	 City,	 CA),	 y	 se	 añadió	 1	 µL	 	 de	 muestra	 retrotranscrita,	 en	 un	

volumen	total	de	reacción	de	10	µL.		

	 Las	 condiciones	 de	 la	 qPCR	 fueron,	 un	 primer	 paso	 de	

activacion	 de	 las	 enzimas,	 10	 minutos	 a	 95ºC,	 seguido	 de	 un	 segundo	

paso	compuesto	por	40	ciclos	 (15	segundos	a	95ºC	y	1	minuto	a	60ºC).	

Los	 niveles	 de	 expresión	 de	 la	 Gliceraldehído‐3‐fosfato	 deshidrogenasa	

(GAPDH	 Hs00375015_m1,	 Taqman®	 Assays,	 Applied	 Biosystems)	 se	

cuantificaron	en	todas	las	muestras	para	normalizar	las	diferencias	en	el	
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ARN	de	 interés,	 la	calidad	del	ARN	y	 la	eficiencia	de	transcripción.	Cada	

muestra	se	analizó	por	triplicado,	y	la	expresión	génica	se	calculó	por	el	

método	del	2‐ΔΔCt	method397.	

4.2.2	Western	blot	

	

	 La	 detección	 específica	 de	 proteínas	 presentes	 en	 los	

extractos	 se	 realizó	 mediante	 la	 técnica	 de	 Western‐blot.	 Está	 técnica,	

permite	 la	 identificación	 de	 proteínas	 específicas,	 gracias	 a	 la	 reacción	

antígeno/anticuerpo	 de	 muestras	 complejas	 de	 proteínas	 extraídas,	

procedentes	de	células,	 tejidos	o	 fluidos	biológicos.	Para	 la	detección	de	

las	proteínas	de	interés,	se	requiere	la	separación	de	estas	según	su	peso	

molecular,	 mediante	 una	 electroforesis	 en	 gel	 de	 poliacrilamida	 con	

dodecil	 sulfato	 sódico	 (SDS‐PAGE),	 a	 partir	 30	 µg	 de	 cada	 una	 de	 las	

muestras	preparadas	con	el	tampón	de	carga	(Tris	40	mM,	EDTA,	azul	de	

bromofenol	 0,01%,	 sacarosa	 40%,	 SDS	 4%,	 β‐mercaptoetanol	 10%)	 y	

calentándolas	 durante	 5	minutos	 a	 95ºC.	 Se	 procedió	 a	 la	 carga	 de	 las	

muestras	de	proteínas	en	un	gel	de	poliacrilamida	al	12%	(agua	MiliQ	4,3	

mL,	mix	de	acrilamida	3	mL,	Tris	1,5	M	pH=8	2,5	mL,	SDS	10%	0,1	mL,	

APS	 10%	 	 0,1	mL	 y	 TEMED	 (tetrametiletilendiamina)	 0,004	mL	 dentro	

una	cubeta	horizontal	(BIORAD	MiniPROTEAN	Tetra	cell)	con	el	tampón	

tris‐glicina	 (Tris	 25	mM,	 glicina	 200	mM,	 0,1%	SDS,	 pH	8,3),	 dejándose	

correr	a	un	voltaje	constante	de	100V	durante	2	horas.	

	 Trascurrida	 la	 electroforesis,	 se	 procedió	 a	 realizar	 la	

transferencia	de	las	proteínas	del	gel	de	poliacrilamida	a	una	membrana	

de	 nitrocelulosa	 (Nitrocellulose	 Transfer	 Membrane,	 Whatman	 GmbH,	

Dassel,	 Alemania)	 para	 llevar	 a	 cabo	 la	 detección	 específica	 con	 los	
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anticuerpos.	Para	ello,	 se	empleó	 tampón	de	 transferencia	 (Tris	25	mM,	

glicina	192	mM,	pH	8,3,	Metanol	20%)	y	un	voltaje	de	120	V	durante	1	

hora	a	4ºC.		

	 Tras	esto,	se	separó	el	gel	cuidadosamente	de	la	membrana,	

y	 se	 dejó	 teñir	 con	 solución	 azul	 Coomassie	 (Coomassie	 R‐250	 1,25	 g,	

etanol	 250	 mL,	 	 ácido	 acético	 50	 mL	 y	 agua	 1200	 mL),	 para	 luego	

desteñirla	con	solución	desteñidora	(etanol	500	mL,	ácido	acético	200	mL	

y	agua	1200	mL).	Por	otro	lado,	la	membrana	se	sumergió	en	tampón	de	

bloqueo	 formado	 por	 0,05	 g/mL	 de	 leche	 desgrasada	 o	 0,05	 g/mL	 de	

seroalbúmina	 bovina,	 según	 el	 anticuerpo,	 en	 TBS‐Tween	 (Tris	 20	mM,	

NaCl	137	mm,	pH	7,6,	Tween	0,1%)	durante	1	hora.	El	bloqueo	evita	 la	

unión	de	proteínas	 a	 las	 impurezas	de	 la	membrana,	 reduciendo	así	 las	

uniones	inespecíficas	de	los	anticuerpos	a	la	membrana.	

	 Una	vez	transcurrido	el	tiempo	de	bloqueo,	se	procedió	a	la	

detección	 de	 las	 proteínas	 mediante	 el	 uso	 de	 anticuerpos	 primarios	

contra	 catalasa	 (1:1000,	 Sigma,	 St.	 Louis,	 EE.UU.),	 MnSOD	 (1:1000,	

Stressgen,	 Ann	 Arbor,	 MI,	 EE.UU.),	 CuZnSOD	 (1:1000,	 Stressgen,	 Ann	

Arbor,	MI,	EE.UU)	y	β‐actina	(1:1000,	Santa	Cruz	BioTech.	EE.UU.),	estos	

dos	últimos	como	control	de	carga.	Los	anticuerpos	se	diluyeron	en	TBS‐

Tween	 con	 0,01	 g/mL	 de	 leche	 en	 polvo	 desgrasada	 o	 0,01	 g/mL	 BSA,	

según	el	anticuerpo	y	se	dejaron	toda	la	noche	a	una	temperatura	de	4ºC	

en	agitación	suave.		

	 Al	 día	 siguiente,	 se	 lavaron	 las	 membranas	 tres	 veces	 en	

TBS‐Tween	 con	 0,01	 g/mL	 de	 leche	 en	 polvo	 desgrasada	 o	 0,01	 g/mL	

BSA,	según	el	anticuerpo,		para	eliminar	el	exceso	de	anticuerpo	no	unido	

que	 hubiera	 en	 la	 membrana.	 Tras	 esto,	 se	 incubó	 durante	 1	 hora	 en	



Material	y	Métodos	

	

151	

	

agitación	suave,	con	anticuerpo	de	cabra	anti‐ratón	(1:7500,	Calbiochem,		

Merck	KGaA,	Darmstadt,	Alemania,	2012),	de	cabra	anti‐conejo	(1:2500,	

Cell	 Signaling)	 y	 de	 caballo	 anti‐cabra	 (1:1750,	 Santa	 Cruz	 BioTech.	

EE.UU.).	Todos	ellos	conjugados	con	la	enzima	peroxidasa	de	rábano.	Tras	

esto,	 se	 realizaron	 tres	 lavados	 con	 TBS‐Tween,	 y	 se	 procedió	 a	 la	

detección	 quimioluminiscente.	 Para	 ello,	 las	 	 membranas	 se	 incubaron	

con	1	mL	de	 la	mezcla	 1:1	 de	 los	 reactivos	 del	 kit	 de	 revelado	 (ECLTM	

Western	 Blotting	 Detection	 Reagents,	 Amersham	 GE	 HealthcareBio‐

Science	 AB,	 Uppsala,	 Suecia)	 y	 tras	 esto,	 se	 detectó	 la	 señal	

quimioluminiscente	 utilizando	 el	 escáner	 densitométrico	 (LAS‐4000,	

General	 Electrics).	 Por	 último,	 los	 resultados	 fueron	 analizados	 con	 el	

programa	de	análisis	de	imágenes	Image	software	4.0	Gauge.	

5.	Ensayos	de	liberación		

5.1.	Ensayo	de	liberación	in	vitro	del	hidrogel	de	
Glicol	Chitosan	cargado	con	Metronidazol.	
	

	 Se	 llevaron	 a	 cabo	 estudios	 para	 el	 desarrollo	 de	 nuevas	

formulaciones	 orales	 en	 el	 tratamiento	 de	 la	 giardiasis.	 Se	 diseñó	 un	

hidrogel	inteligente	que	liberara	de	forma	específica	el	Metronidazol,	sólo	

cuando	se	encontrara	en	presencia	de	Giardia.	

	 El	ensayo	de	liberación	para	comprobar	la	funcionalidad	del	

gel,	se	realizó	en	cuatro	condiciones:	

 Gel	1	cargado	con	Metronidazol	(blanco).	

 Gel	1	cargado	con	Metronidazol	en	presencia	de	G.	intestinalis.	

 Gel	2	cargado	con	Metronidazol	(blanco).	
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 Gel	2	cargado	con	Metronidazol	en	presencia	de	G.	intestinalis.	

	 Para	la	realización	del	ensayo	se	resuspendieron	100	µL	de	

hidrogel	con	Metronidazol	encapsulado	en	30	mL	de	la	solución	de	HBSS	

adicionada	de	2%	de	D‐glucosa	 .	 Estos	vasos	 actúan	 como	control	 a	 los	

distintos	tiempos	de	toma	de	muestra.	A	la	otra	parte	de	los	vasos	se	les	

adiciona	 2·106	giardias,	 a	 partir	 de	 una	 suspensión	 concentrada.	 Para	

simular	 las	 condidicones	 fisiológicas,	 se	mantiene	a	37ºC	y	en	agitación	

constante	en	un	agitador	orbital	.		

	 Los	ensayos	de	 liberación	se	 realizaron	en	un	periodo	 total	

de	4	horas,	con	toma	de	muestra	en	los	siguientes	tiempos:	30	minutos,	1,	

2,	 3	 y	 4	 horas.	 	 Las	 muestras	 obtenidas	 se	 centrifugaron	 durante	 5	

minutos	 a	 5000	 rpm	 y	 se	 congelaron	 hasta	 su	 posterior	 análisis.	 Los	

ensayos	de	liberación	se	realizaron	por	triplicado.	

	

5.2.	Ensayo	de	liberación	in	vitro	de	micropartículas	
mesoporosas	de	sílice	con	puerta	molecular	pH	
dependiente	para	control	biológico	de	Giardia	
intestinalis		

	
	 A	continuación	se	comprobó	el	funcionamiento	de	la	puerta	

molecular.	 La	 absorción	 de	 un	 fármaco	 administrado	 en	 una	 forma	

farmacéutica	por	vía	oral	depende	de	su	liberación	desde	la	formulación,		

disolución	 bajo	 condiciones	 fisiológicas	 y	 permeabilidad	 a	 través	 del	

tracto	 gastrointestinal;	 y	 está	 condicionada	 por	 los	 	 cambios	 de	 pH	

característicos	de	este	 sistema	que	oscilan	desde	pH=	1,2	del	 estómago	

hasta	pH=	6,8‐7	del	colon.	El	diseño	de	esta	puerta	molecular	aprovecha	
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estos	 cambios	de	pH	para	producir	 la	 liberación	del	Metronidazol	 en	 el	

tramo	del	intestino	en	el	que	se	concentra	G.	intestinalis.	

	 Para	abarcar	todo	el	rango	de	pH,	 los	ensayos	de	liberación	

in	vitro	se	realizaron	resuspendiendo	el	sólido	en	disoluciones	a	distintos	

pHs	(tampones	a	pH=	1,2;	pH=	4,5;	pH=	6,8	recogidos	en	la	farmacopea	y	

disolución	 a	 pH=2)	 para	 la	 evaluación	 de	 las	 formulaciones	 orales.	 Las	

soluciones	descritas	en	 la	Farmacopea	Europea	 (EP)	con	pH	entre	1,2	y	

1,5	contienen	cloruro	de	sodio	y	ácido	clorhídrico	con	concentración	de	la	

sal	de	50	mM.		Las	soluciones	de	pH	4,5	se	preparan	con	acetato	de	sodio	

y	ácido	acético,	 siendo	 la	 concentración	de	 la	 sal	de	36,5	mM;	y	 las	que	

tienen	un	pH	entre	5,8	y	6,8	contienen	 fosfato	monobásico	de	potasio	e	

hidróxido	de	sodio	con	concentración	de	50	mM	para	la	sal398.	En	la	tabla	

4.9	se	detalla	la	composición	de	cada	solución	tampón.	

Tampón  pH  Composición Cantidad 

Tampón 
clorhídrico 

1,2 
NaCl 
solución HCL 0,1N 

2,52 g 
csp 1000 mL 

Tampón 
acetato 

4,5 

Acetato de sodio
Ácido acético 2N 
NaCl 
Agua miliQ 

1,80 g 
14 mL 
7,7 mg 
csp 1000 mL 

Tampón 
fosfato 

6,8 
Fosfato sódico monobásico monohidratado
NaCl 
Agua miliQ 

6,8 g 
4,04 g 
csp 1000 mL 

Tabla	4.9.	Composición	de	 los	distintos	medios	estándar	utilizados	 (pH	1,2;	4,5	y	
6,8)	para	los	ensayos	de	liberación	in	vitro.	

	 No	 obstante,	 el	 pH	 de	 los	 diferentes	 tramos	 depende	 de	

muchas	 variables	 como	 la	 condición	 prandial,	 tiempo	 después	 de	

administración	de	 alimentos,	 volumen	y	 contenido	de	 los	 alimentos,	 así	

como	 del	 volumen	 de	 las	 secreciones.	 Por	 esa	 razón,	 además	 de	 las	

disoluciones	 que	 imitan	 las	 condiciones	 estándar,	 se	 ensayaron	 otras	
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disoluciones	 tampón	 descritas	 en	 la	 bibliografía	 como	 medios	

biorrelevantes.		

‐Fluidos	gástricos	que	simulan	la	presencia	de	alimentos	(FeSSGF,	por	

sus	siglas	en	inglés)	

	 Para	reproducir	 las	condiciones	 fisiológicas	que	se	dan	 tras	

la	 ingesta	 de	 alimentos	 en	 estudios	 in	 vitro,	 lo	 ideal	 sería	 utilizar	 un	

homogeneizado	de	la	comida	ingerida,	ya	que	la	composición	gástrica	en	

el	estado	postprandial	depende	del	tipo	de	alimento	que	se	haya	tomado.	

Sin	 embargo,	 sería	 difícil	 realizar	 el	 análisis	 del	 fármaco	 en	 estas	

condiciones.	 Por	 esto,	 surgen	 medios	 alternativos	 a	 base	 de	 leche	

homogeneizada	de	 vaca	 con	un	 contenido	de	 grasa	 de	 3,5%	y	Ensure	

Plus,	 los	 cuales	 tienen	 propiedades	 fisicoquímicas	 similares	 a	 las	

establecidas	 por	 la	 FDA	 para	 evaluar	 el	 efecto	 de	 los	 alimentos	 en	 los	

estudios	de	biodisponibilidad	y	bioequivalencia399.		

	 Otra	 dificultad	 que	 aparece	 al	 intentar	 simular	 el	 medio	

gástrico	 es	 que	 la	 composición	 de	 este	 en	 presencia	 de	 alimentos	 va	

cambiando	a	medida	que	se	realiza	la	digestión	y	el	vaciado	gástrico.	Para	

superar	 este	 problema,	 se	 desarrollan	 los	 medios	 “instantáneos”	 que	

simulan	 las	 distintas	 etapas	 tras	 la	 ingesta	 de	 alimentos.	 En	 concreto,		

Jantratid	 y	 colaboradores	 han	 propuesto	 tres	 medios	 “instantáneos”	 a	

base	 de	 leche,	 que	 simulan	 los	 cambios	 que	 ocurren	 a	 nivel	 gástrico	

durante	 los	 primeros	 200	minutos	 después	 de	 la	 ingesta	 de	 alimentos.		

Dentro	 de	 este	 periodo	 de	 tiempo	 se	 diferencian	 tres	 etapas	 según	 el	

autor:	fase	temprana,	fase	media	y	fase	tardía.	La	composición	de	la	fase	

media	pareció	ser	la	que	mejor	reproduce	los	cambios	tras	la	ingesta	de	

alimentos,	por	 lo	que	se	ha	designado	como	fluido	gástrico	simulado	en	
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estado	postprandial399,400.	La	composición	de	los	tres	medios	propuestos	

se	muestra	en	la	tabla	4.10.	

FeSSGF  Fase

Composición 
Temprana Media

(FeSSGF) 
Tardía 

Cloruro de sodio (mM)  148 237,02 122,6 

Ácido acético (mM)  ‐ 17,12 ‐ 

Acetato de sodio (mM)  ‐ 29,75 ‐ 

Ácido ortofosfórico (mM)  ‐ ‐ 5,5 

Dihidrógeno fosfato de sodio (mM) ‐ ‐ 32 

Leche/solución tampón  1:0 1:1 1:3 

Ácido clorhídrico/hidróxido de sodio c.s. pH 6,4 pH 5 pH 3 

Propiedades  

pH  6,4 5 3 

Osmolaridad (mOsm/kg)  559 400 300 

Capacidad tampón (mmol/L/pH) 21,33 25 25 

Tensión superficial (mN/m)  49,7 + 0,3 52,3 + 0,3 58,1 + 0,2 

Tabla	4.10.	Composición	de	los	medios	que	simulan	la	presencia	de	alimentos	en	el	
estómago.	Fluido	gástrico	simulado	en	estado	postprandial	(FeSSGF)399.		
	
‐Fluido	 intestinal	 simulado	 en	 estado	 postprandial	 (FeSSIF,	 por	 sus	

siglas	en	inglés)	

	 Este	 medio	 simula	 las	 características	 principales	 de	 los	

fluidos	 intestinales	 tras	 la	 ingesta	de	alimentos.	 Se	 formuló	 recopilando	

toda	 la	 información	 recogida	 en	 la	 literatura	 hasta	 la	 fecha	 sobre	 la	

concentración	 de	 cada	 componente,	 el	 pH	 en	 humanos	 y	 la	 capacidad	

tampón	medida	en	modelo	animal	de	perro401.	

	La	primera	versión	de	este	medio	fue	propuesta	en	1998.	La	composición	

de	este,	se	muestra	en	la	tabla	4.11.	
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FeSSIF

Composición

Taurocolato sódico (mM)  15 

Lecitina (mM) 3,75 

Ácido acético (g)  8,65 

Cloruro de sodio (g)  11,874 

Hidróxido de sodio (lentejas) (g) 4,04 

Agua desionizada c.s.  1L 

Propiedades

pH  5,0 

Osmolaridad (mOsm/kg)  ~670 

Capacidad tampón (mEq/L/pH) ~72 

Tensión superficial (mN/m)  48 

Tabla	 4.11.	 Composición	 del	 fluido	 intestinal	 simulado	 en	 estado	 postprandial	
(FeSSIF)400.	

	 Posteriormente	 se	 vio,	 en	 estudios	 en	 humanos,	 que	 las	

condiciones	reales	de	los	fluidos	intestinales	tras	la	ingesta	de	alimentos	

eran	 diferentes	 en	 algunos	 aspectos	 al	 medio	 FeSSIF	 inicialmente	

propuesto.	 El	 medio	 FeSSIF	 tiene	 una	 mayor	 concentración	 de	 sales	

biliares	y	carece	de	productos	que	provoquen	lipólisis.	Estos	productos	sí	

que	 están	 presentes	 in	 vivo,	 y	 junto	 a	 la	 bilis	 pueden	 aumentar	 la	

solubilidad	 de	 los	 fármacos	 poco	 solubles,	 lo	 que	 no	 ocurriría	 con	 este	

medio	 alternativo.	 Por	 esta	 razón	 se	 propuso	 una	 nueva	 versión	 del	

medio	al	que	se	designó	como	FeSSIF‐V2399.	

	 Se	determinó	el	perfil	de	 liberación	recogiendo	alícuotas	de	

las	suspensiones	a	los	tiempos	prefijados,	filtrándolas	con	filtros	de	teflón	

y	 determinando	 la	 cantidad	 de	 fármaco	 mediante	 espectroscopia	 de	

fluorescencia	en	el	caso	de	la	liberación	de	Safranina,	y	mediante	HPLC	en	

el	caso	de	Metronidazol.	
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C. Valoración de muestras 
	

1.	Elementos	cromatográficos	

	 El	 método	 analítico	 empleado	 para	 la	 valoración	 de	 las	

muestras	es	la	cromatografía	líquida	de	alta	resolución	(CLAR	o	HPLC).	La	

funcionalidad	del	método	analítico	se	comprobó	diariamente	a	través	de	

una	curva	de	calibración	con	patrones	de	concentración	conocida.	

	 El	 sistema	 cromatográfico	 utilizado	 ha	 sido	 un	 Sistema	

Alliance®	HPLC,	que	consta	de	los	siguientes	módulos:		

 Bomba	 cuaternaria	 e	 inyector	 automático	 integrado:	Módulo	 de	

Separaciones	Waters	TM	2695.	

 Detector	de	absorbancia	Waters	TM	2487	doble	λ.	

 Detector	programable	de	fluorescencia	Waters	2475.	

 Registrador‐integrador	EmpowerTM.	

2.	Condiciones	cromatográficas	

	 En	 cuanto	 a	 las	 condiciones	 cromatográficas,	 se	 utilizó	 una	

fase	estacionaria	inversa,	compuesta	por	una	precolumna	Phenomenex®	

KJ0‐4282,	con	dos	 filtros	de	2	µm	y	relleno	con	micropartículas	C‐18	de	

40	µm	de	tamaño	y,	una	columna	de	acero	inoxidable	Waters	TM	modelo	

Nova	Pak®	C‐18	de	150	mm	de	longitud;	3,9	mm	de	diámetro	y	tamaño	

de	 partícula	 de	 4	 µm.	 	 El	 resto	 de	 condiciones	 cromatográficas	 se	

describen	en	la	tabla	4.12	según	el	fármaco	analizado:	
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Tabla	4.12.	Condiciones	cromatográficas	de	 los	compuestos	ensayados.	El	agua	de	 la	
fase	 movil	 contenía	 0,5%	 TFA	 en	 todos	 los	 casos.	 (TFA:	 trifluoroacetico,	 ACN:	
acetonitrilo,	 T.R:	 tiempo	 de	 retención,	 FLUO:	 fluorescencia,	 UV:	 ultiravioleta,	 λ:	
longitud	de	onda,	vol.iny.:	volumen	de	inyección,	Tª:	temperatura).	

Compuesto  Fase móvil 

Vol. 

iny. 

(µL) 

Detector 
λ 

(nm) 

Flujo 

(mL/min) 

Tª 

(ºC) 

T.R. 

(min) 

Amoxicilina 
90:10 

Agua: ACN 
70  UV  201  1  30  1,80 

Carbamazepina 
65:35 

Agua : ACN  20  UV  280  1  30  1,82 

Cefadroxilo 
15:85 

Metanol :  
Agua  

60  UV  254  1  30  2,18 

Diazepam 
60:40 

Metanol :  
Agua  

80 
UV 
 

252  1  30  1,45 

Fenobarbital 
35:50:15 
Metanol :  
Agua : ACN 

100  UV  219  1  30  2,15 

Ibuprofeno 
95:5 

Agua: ACN 
70  UV  220  1  30  1,60 

Isoniazida 
2,5:97,5 
Metanol : 
Agua  

50  UV  264  1  25  1,55 

L‐Y 
70 : 30 

Agua : ACN 
2  FLUO 

430 
530 

1  30  1,02 

Metoprolol 

20:60:20 
Metanol : 
Agua:  
ACN 

60  FLUO 
231 
307 

1  30 
2,30 
 

Metronidazol 
50:50 

Agua: ACN 
50  UV  248  1  30  1,30 

Paracetamol 
25:75 

Metanol: 
Agua  

50  UV  235  1  30  1,50 

Quinidina 
70:30 

Agua : ACN 
50  FLUO 

300 
500 

1  30  2,80 

Rifampicina 

15:45:40 
Metanol : 
ACN: 
Agua 

100  UV  254  1  30  6,80 

Rodamina 
60:44 

Agua : ACN 
15  FLUO 

485 
546 

1  30  3 
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	 Todos	 los	 componentes	 de	 la	 fase	 móvil	 fueron	 filtrados	

mediante	un	filtro	Millipore	GVWP	de	230	nm	de	diámetro	de	poro	antes	

de	añadirse	al	sistema	cromatográfico,	para	eliminar	posibles	partículas	

en	suspensión.	

	

D. Validación de los métodos analíticos 
	
	

	 Para	 validar	 los	 métodos	 analíticos	 se	 evaluaron	 los	

parámetros	 de	 linealidad	 y	 exactitud	 y	 precisión;	 así	 mismo	 se	

establecieron	los	límites	de	detección	y	cuantificación.	

	 Se	preparó	una	recta	de	calibrado	a	partir	de	 las	diluciones	

de	fármaco,	que	fue	inyectada	en	el	HPLC	en	las	mismas	condiciones	y	el	

mismo	día	que	las	muestras	a	estudiar.			

1.	Ensayo	de	linealidad	

	 Las	 rectas	 de	 calibrado	 deben	 abarcar	 un	 rango	 de	

concentraciones	adecuado,	para	 interpolar	 las	áreas	que	 se	obtienen	de	

cada	compuesto	tras	realizar	la	cromatografía.	

	 Se	 realizó	 una	 regresión	 lineal	 entre	 las	 áreas	 de	 los	

cromatogramas	obtenidos	y	las	concentraciones	teóricas:	

ݕ ൌ ݉ ∙ ݔ ൅ ܾ	

(4.11)	

donde	 y	 es	 el	 área	 del	 cromatograma	 (eje	 de	 de	 ordenadas)	 y	 x	 la	

concentración	 teórica	 (eje	 de	 abcisas).	 Las	 constantes	 m	 y	 b	 son	 la	

pendiente	 y	 ordenada	 en	 el	 origen	 de	 la	 recta,	 respectivamente.	 Para	



Material	y	Métodos	

	

160	

	

comprobar	la	dependencia	lineal	de	las	rectas	se	utilizó	el	coeficiente	de	

correlación	r2.	Cuanto	más	próximo	está	r	a	la	unidad,	mejor	es	el	modelo.	

2.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	

	 Con	 el	 objetivo	 de	 comprobar	 la	 precisión	 y	 exactitud	 del	

método	 analítico,	 se	 valoraron	 muestras	 patrón	 de	 concentración	

conocida	 dentro	 de	 la	 recta	 de	 calibrado.	 Se	 calculó	 la	 exactitud	 del	

modelo	 para	 cada	 concentración	 patrón	 mediante	 el	 cálculo	 de	 los	

errores	absolutos	y	relativos:	

௔௕௦௢௟௨௧௢ߝ ൌ ௧௘ó௥௜௖௔ܥ െ 	௘௫௣௘௥௜௠௘௡௧௔௟ܥ

(4.12)	

௥௘௟௔௧௜௩௢ߝ ൌ
௧௘ó௥௜௖௔ܥ െ ௘௫௣௘௥௜௠௘௡௧௔௟ܥ

௧௘ó௥௜௖௔ܥ
ൈ 100	

(4.13)	

donde	Cteórica	corresponde	a	la	concentración	teórica	de	la	muestra	patrón	

y	 Cexperimental	 corresponde	 a	 la	 concentración	 calculada	 mediante	 la	

interpolación	en	la	recta	de	calibración.		

	 La	precisión	se	calculó	mediante	el	 coeficiente	de	variación	

de	la	media	de	los	valores	de	las	permeabilidades	estimadas:	

ሺ%ሻݒܿ ൌ
ܧܦ

௘ܲ௙௙
∙ 100	

(4.14)	

donde	 Peff	 es	 la	 permeabilidad	 media	 estimada	 y	 DE	 la	 desviación	

estándar	de	ellas.	
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3.	Límite	de	detección	y	cuantificación	

	 Se	 estableció	 el	 límite	 de	 detección	 (LD)	 y	 el	 límite	 de	

cuantificación	(LC)	de	acuerdo	con	las	siguientes	expresiones:	

ܦܮ ൌ
3,3 ∙ ߪ
݉

	

(4.15)	

ܥܮ ൌ
10 ∙ ߪ
݉

	

(4.16)	

en	 las	que		es	 la	desviación	estándar	de	 la	ordenada	en	el	origen	de	 la	

recta	de	regresión	y	m	es	la	pendiente	de	la	misma.			

 

E. Métodos matemáticos y estadísticos 
	

1.	Análisis	de	regresión	

	 Para	determinar	la	constante	de	velocidad	de	reabsorción	de	

agua,	así	como	las	rectas	de	calibración	para	la	valoración	del	fármaco	se	

empleó,	 como	 se	 indica	 anteriormente,	 un	 análisis	 lineal	 simple	 por	

mínimos	 cuadrados.	 Se	 utilizó	 una	 hoja	 de	 cálculo	 Excel	 2013	 para	

realizar	las	regresiones.	

	 Para	el	 cálculo	de	 las	 constantes	de	velocidad	de	absorción	

aparentes	(kap)	en	cada	condición	experimental	y	para	los	coeficientes	de	
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permeabilidad	(PAB)	y	(PBA)	se	realizó	una	regresión	no	lineal,	utilizando	

la	herramienta	Solver	en	una	hoja	de	cálculo	en	Excel	2013.		

2.	Pruebas	de	comparación	de	medias	

	 Se	 han	 utilizado	 pruebas	 paramétricas	 y	 no	 paramétricas,	

según	se	cumplieran	o	no	las	condiciones	de	normalidad	y	homogeneidad	

de	 varianzas	 entre	 los	 grupos.	 Además,	 las	 observaciones	 son	

independientes,	 es	 decir,	 el	 valor	 de	 una	 observación	 en	 un	 grupo	 no	

proporciona	información	sobre	el	valor	de	la	observación	en	otro	grupo.		

	 Las	 pruebas	 de	 comparación	 entre	 medias	 que	 se	 han	

realizado	en	este	trabajo	se	exponen	en	los	epígrafes	siguientes.	

2.1.	Análisis	de	varianza	global:	ANOVA	de	un	factor	y	
prueba	de	comparación	de	dos	medias:	ensayo	t	de	
Student	

 

	 Este	 análisis	 se	 realiza	 para	 detectar	 diferencias	

estadísticamente	 significativas	 entre	 las	 constantes	 de	 absorción	

aparentes	(kap)	obtenidas	en	las	diferentes	condiciones.	Se	seleccionó	un	

nivel	de	significación		de	0,05	

Asimismo,	se	aplica	para	discriminar	si	los	coeficientes	de	permeabilidad	

varían	en	función	de	la	concentración.	

	 Los	 análisis	ANOVA	y	 t	de	Student	se	 realizan	 para	 detectar	

diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 entre	 las	 permeabilidades	

aparentes	(Papp)	o	 las	constantes	de	absorción	aparentes	(kap)	obtenidas	

en	 las	 diferentes	 condiciones.	 Se	 seleccionó	 un	 nivel	 de	 confianza	 del	

95%,	 de	 modo	 que	 se	 determinó	 la	 existencia	 de	 diferencias	
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estadísticamente	 significativas	 cuando	 el	 valor	 de	 probabilidad	 (p)	 era	

menor	 del	 5%,	 para	 discriminar	 si	 los	 coeficientes	 de	 permeabilidad	 o	

absorción	 presentan	 o	 no	 diferencias	 significativas.	 ANOVA	 Se	 calculó	

para	el	fármaco	patrón,	y	con	Giardia	2	y	24	horas,	en	ambas	direcciones.	

Para	 las	 comparaciones	 entre	 dos	 factores	 se	 realizó	 la	 prueba	 t	 de	

Student.	

 

2.2.	Prueba	de	comparación	múltiple:	Prueba	de	
Scheffé	
	 Esta	 prueba	 se	 basa	 en	 comparar	 todos	 los	 grupos	 de	

valores,	uno	por	uno,	con	todos	los	demás	de	forma	independiente,	para	

poder	 así	 establecer	 las	 diferencias	 significativas	 entre	 dos	 grupos	 de	

datos.	Se	seleccionó	un	nivel	de	significación	()	de	0,05.	
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V Resultados y Discusión 
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A. Validación del método analítico de los 
compuestos ensayados 

	

1.	Ensayo	de	linealidad	

	
	 El	ensayo	de	linealidad	se	ha	utilizado	para	validar	el	método	

analítico	empleado	para	 calcular	 las	 concentraciones	obtenidas	después	

de	la	valoración	de	las	muestras.		En	las	tablas	5.1,	5.2	y	5.3	se	muestran	

los	resultados	de	los	ensayos	de	linealidad	así	como	los	errores	estándar	

(ES)	de	la	ordenada	en	el	origen	y	de	la	pendiente	de	la	recta.	

Ensayo de linealidad. Fármacos modelo 

Metoprolol 100 µM 

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐6469,86 27723,87 33770 594 0,996 

Rodamina 5,5 µM 

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐1,87E+07 6251615 155377129 2201238 0,998 

Lucifer Yellow 2000 µM

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐13134306,34  4767146,81 449621,14 4841,21 0,999 

	
Tabla	 5.1.	 Ensayo	 de	 linealidad	 de	 las	 curvas	 de	 calibración	 empleadas	 para	
valoración	 de	 las	 muestras	 obtenidas	 en	 los	 ensayos	 de	 los	 fármacos	 modelo:	
Metoprolol	100	µM,		Rodamina	5,5	µM	y	Lucifer	Yellow	2000	µM.	
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Tabla	 5.2.	 Ensayo	 de	 linealidad	 de	 las	 curvas	 de	 calibración	 empleadas	 para	
valoración	de	 las	muestras	obtenidas	 en	 los	 ensayos	de	 los	 fármacos	utilizados	
para	la	validación:	Amoxicilina	100	µM	y	Paracetamol	100	µM.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Ensayo de linealidad. Fármacos validación método in vitro 

Amoxicilina 100 µM 

  ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

24308,07  33004,28  77285,37  670,34  0,999 

Paracetamol 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

80232,34  14113,08  25569,26  286,65  0,999 
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Cefadroxilo 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

7048,04  2456,53  20522,20  49,89  0,999 

Diazepam 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐31710,19  19309,21  22862,44  392,18  0,997 

Fenobarbital 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

115967,56  13829,09  58535,11  280,88  0,999 

Ibuprofeno 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

220466,16  88034,07  120782,23  1788,04  0,998 

Isoniazida 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

8586,06  1461,50  8048,62  29,68  0,999 

Quinidina 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐1785037  870163,8  670842  17674  0,992 

Rifampicina 100 µM  

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐226689,64  63808,37  73893,98  1295,99  0,997 

	
Tabla	 5.3.	 Ensayo	 de	 linealidad	 de	 las	 curvas	 de	 calibración	 empleadas	 para	
valoración	de	las	muestras	obtenidas	en	los	ensayos	de	los	fármacos	a	estudio.	

	
Los	 ensayos	 de	 linealidad	 muestran	 unos	 coeficientes	 de	

correlación	 siempre	 superiores	 a	 0,990	 lo	 que	 indica	 que	 existe	 una	

linealidad	en	los	rangos	de	concentraciones	estudiadas	

Ensayo de linealidad. Fármacos a estudio 

Carbamazepina 100 µM 

ordenada  ES  pendiente  ES  r2 

‐1466,81  2488,09  12143,02  50,53  0,999 
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2.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	

	
	 En	 las	 tablas	5.4,	 5.5	y	5.6	 se	detallan	 los	 resultados	de	 los	

ensayos	 de	 exactitud	 y	 precisión	 realizados	 sobre	 tres	 patrones	 de	

concentración	 conocida	 (P5%,	P30%,	P90%)	determinando	 el	 error	 absoluto	

(Ɛa)	y	error	relativo	(Ɛr	%).	

Ensayo de exactitud y precisión. Fármacos modelo 

Metoprolol 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

5,03  0,03  0,55  30,07 0,07 0,22 85,93 4,07  4,52 

Rodamina 5,5 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

0,40  0,02  4,47  2,68 0,07 2,64 4,88 0,07  1,43 

Lucifer Yellow 2000 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

111,07  11,07  11,07  559,10 40,90 6,82 1816,99 16,99  0,94 

	
Tabla	5.4.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	de	las	curvas	de	calibración	empleadas	en	
la	 valoración	 de	 las	muestras	 obtenidas	 en	 los	 ensayos	 de	 los	 fármacos	modelo.	
	

Ensayo de exactitud y precisión. Fármacos validación método in vitro 

Amoxicilina 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

5,53  0,53 10,52  31,59 1,59 5,31 89,64 0,36  0,40 

Paracetamol 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,31  0,69 13,88  29,41 0,59 1,98 89,16 0,84  0,93 

	
Tabla	5.5.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	de	las	curvas	de	calibración	empleadas	en	
la	valoración	de	las	muestras	obtenidas	en	los	ensayos	de	los	fármacos	utilizados	para	
la	validación	del	nuevo	método	in	vitro.	
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Ensayo de exactitud y precisión. Fármacos a estudio 

Carbamazepina 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,83  0,17  3,34  29,42 0,58 1,94 89,32 0,68  0,76 

Cefadroxilo 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,88  0,12  2,42  30,63 0,63 2,10 89,87 0,13  0,15 

Diazepam 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

5,01  0,01  0,26  31,18 1,18 3,94 85,91 4,09  4,54 

Fenobarbital 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,96  0,04  0,85  30,76 0,76 2,53 89,78 0,22  0,25 

Ibuprofeno 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,53  0,47  9,42  33,11 3,11 10,38 89,60 0,40  0,45 

Isoniazida 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

4,75  0,25  4,98  30,28 0,28 0,92 89,68 0,32  0,35 

Quinidina 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

5,20  0,20  4,07  30,41 0,41 1,35 86,29 3,71  4,12 

Rifampicina 100 µM 

P5%  Ɛa  Ɛr (%)  P30%  Ɛa  Ɛr (%)  P90%  Ɛa  Ɛr (%) 

5,49  0,49  9,89  28,75 1,25 4,17 87,05 2,95  3,28 

	
Tabla	5.6.	Ensayo	de	exactitud	y	precisión	de	 las	curvas	de	calibración	empleadas	
para	 valoración	 de	 las	 muestras	 obtenidas	 en	 los	 ensayos	 de	 los	 fármacos	 a	
estudio.	

	

Como	 puede	 observarse	 los	 errores	 absolutos	 y	 relativos	

presentan	 valores	 bajos	 por	 lo	 que	 los	 métodos	 seleccionados	 son	

adecuados	para	la	valoración	de	muestras.	
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3.	Límite	de	detección	y	cuantificación	

	 Las	tablas	5.7,	5.8	y	5.9	muestran	los	valores	de	los	límites	de	

detección	(LD)	y	cuantificación	(LC)	de	los	fármacos	ensayados.		

Límites de detección y cuantificación. Fármacos modelo
Metoprolol  Rodamina Lucifer Yellow 

LD  LC  LD LC LD LC 
1,89	 4,10	 0,09 0,20 34,99 106,03	

	
Tabla	5.7.	Límites	de	detección	y	cuantificación	(µM)	de	la	técnica	empleada	para	la	
determinación	del	coeficiente	de	permeabilidad	efectiva	de	los	fármacos	modelo.	

	
Límites de detección y cuantificación. Fármacos validación método in vitro 

Amoxicilina  Paracetamol 
LD  LC LD LC 
1,41 4,27 1,82 5,52	

	
Tabla	5.8.		Límites	de	detección	y	cuantificación	(µM)	de	la	técnica	empleada	para	la	
determinación	 del	 coeficiente	 de	 permeabilidad	 efectiva	 in	 vitro	 de	 los	 fármacos	
utilizados	para	la	validación	del	método	in	vitro.	

	
Límites de detección y cuantificación. Fármacos a estudio
Compuesto  LD LC 

Carbamazepina  0,68 2,05 
Cefadroxilo  0,40 1,20 
Diazepam  2,79 8,45 

Fenobarbital  0,78 2,36 
Ibuprofeno  2,41 7,29 
Isoniazida  0,60 1,82 
Quinidina  2,98 6,49 
Rifampicina  2,85 8,64 

	
Tabla	5.9.		Límites	de	detección	y	cuantificación	(µM)	de	la	técnica	empleada	para	la	
determinación	del	coeficiente	de	permeabilidad	efectiva	 in	vitro	de	 los	 fármacos	a	
estudio.	

Los	 métodos	 analíticos	 empleados	 en	 este	 trabajo	 han	

demostrado	 ser	 suficientemente	 selectivos	 y	 sensibles	 para	 la	

cuantificación	 adecuada	 de	 todos	 los	 compuestos	 a	 las	 concentraciones	

seleccionadas.	
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B. Efecto de G. intestinalis sobre la 
permeabilidad intestinal 

	
	
	 En	 los	 distintos	 subapartados	 que	 se	 presentan	 a	

continuación	 se	 muestran	 los	 resultados	 de	 velocidad	 de	 absorción	 de	

cada	fármaco	a	través	de	la	barrera	intestinal	utilizando	dos	modelos:	in	

situ	 e	 in	 vitro	 así	 como	 las	 modificaciones	 que	 sufre	 este	 parámetro	

cuando	el	intestino	está	colonizado	por	Giardia	intestinalis.	Los	fármacos	

atraviesan	 la	barrera	 intestinal	 a	 favor	de	gradiente	de	 concentración	y	

algunos	 de	 ellos	 utilizan,	 además,	 un	 mecanismo	 especializado	 de	

transporte.		
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Para	facilitar	la	interpretación	de	los	resultados	se	presenta	la	tabla	5.10	

en	la	que	se	indican	los	transportadores	implicados	en	la	absorción	de	los	

fármacos	estudiados.	

	
Tabla	 5.10.	 Principales	 transportadores	 presentes	 en	 el	 epitelio	 intestinal,	
tanto	de	absorción	como	de	secreción178,180,385.	

	

	

	

	

	

	

	

Compuesto 
 

Transporte  absorción  Transporte 
secreción 

OATP  OAT1 PEPT1 OCT1 MRP1 MRP2  gp‐P 

Amoxicilina   x x x   x 

Carbamazepina    x x  x 

Cefadroxilo   x x   x 

Diazepam   x   x 

Fenobarbital    x x  x 

Ibuprofeno x  x x    

Isoniazida      

Lucifer‐Yellow       

Metoprolol      

Metronidazol         

Paracetamol   x x x   x 

Quinidina x  x x x  x 

Rifampicina x  x x  x 

Rodamina     x 
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1.	Ensayo	in	situ	

	

	 A	 continuación	 se	 muestran	 los	 resultados	 de	 las	

concentraciones	 experimentales	 en	 lumen	 intestinal	 (duodeno)	 a	 los	

distintos	 tiempos	 de	 toma	 de	 muestra	 para	 cada	 uno	 de	 los	 fármacos	

ensayados.	

1.1.	Amoxicilina	
	
	 La	 figura	5.1	representa	 la	constante	aparente	de	velocidad	

de	absorción	de	Amoxicilina	a	través	del	intestino	de	rata	Wistar,	tanto	en	

ausencia	como	en	presencia	de	G.	intestinalis.	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	5.1.	Representación	gráfica	de	 la	constante	de	velocidad	de	absorción	 	de	
Amoxicilina	obtenida	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 La	 tabla	 5.11,	 muestra	 el	 resumen	 de	 las	 concentraciones	

experimentales	de	Amoxicilina	en	el	 lumen	 intestinal	 (duodeno)	de	rata	

Wistar	a	distintos	tiempos	de	toma	de	muestra.		
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Tabla	 5.11.	 	 Concentración	 promedio	 de	 Amoxicilina	 remanente	 (µg/ml)	 en	 el	
lumen	intestinal	(duodeno)	 	de	seis	ratas	a	distintos	tiempos	de	toma	de	muestra.	
Se	obtiene	tras	la	perfusión	de	una	solución	de	Amoxicilina	a	una	concentración	de	
100	µM	en	ratas	macho	de	raza	Wistar.		
	
	 En	 la	 tabla	 5.12,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 constantes	de	 absorción	de	Amoxilicina	 en	

las	diferentes	condiciones	del	estudio.	

Amoxicilina 100 µM
Prueba de Levene  Varianzas homogéneas 

Prueba paramétrica NG‐G S

	
Tabla	5.12.	Prueba	t‐Student	correspondiente	a	las	permeabilidades	de	Amoxicilina	
en	 ausencia	 (NG)	 y	 presencia	 de	Giardia	 2	 horas	 (G).	NS:	No	 existen	 diferencias	
estadísticamente	significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas.	

	 La	 prueba	 estadística	 de	 Levene	 	 determina	 si	 existe	

homogeneidad	de	varianzas	entre	los	individuos	dentro	del	mismo	grupo.	

Si	 existe	 homogeneidad	 se	 aplicará	 	 una	 prueba	 de	 comparación	 de	

medias	 paramétrica.	 En	 caso	 contrario	 se	 realizará	 la	 comparación	

mediante	una	prueba	estadística	no	paramétrica.	En	cada	caso	se	indicará	

en	la	tabla	la	comparación	realizada.		

Amoxicilina 100 µM 

Tiempo (min) 

Concentraciones promedio  remanentes en  lumen duodenal 
(µg/ml) 

Rata Wistar macho 

Sin Giardia Con Giardia 
5  342,98 156,55
10  320,58 206,15
15  298,25 163,12
20  287,65 117,46
25  270,49 175,65
30  254,87 158,72

Kap ± DE 0,71 ± 0,17 h‐1 (23,94%) 0,25 ± 0,18 h‐1 (72%) 

Peff ± DE  1,66∙10‐05 ± 6,05·10‐06 cm/s  8,78∙10‐06 ± 6,33·10‐06 cm/s 
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Como	 podemos	 ver	 en	 la	 gráfica,	 la	 constante	 aparente	 de	

velocidad	 de	 absorción	 de	 la	 Amoxicilina	 disminuye	 en	 presencia	 de	

Giardia	intestinalis.	Los	resultados	de	la	prueba	t	de	Student	demuestran	

que	 estas	diferencias	 son	estadísticamente	 significativas	Esto	puede	 ser	

debido	al	impedimento	estérico	que	produce	el	parásito	en	la	unión	entre	

Amoxicilina	 y	 los	 transportadores	 implicados	 o	 a	 un	 posible	 cambio	 de	

conformación	 de	 los	 mismos	 que	 dificulte	 su	 paso	 a	 través	 de	 la	

membrana,	 tal	 como	 sugieren	 los	 hallazgos	 disponibles	 en	 la	

bibliografía289.	 

1.2.	Paracetamol	
	

	 La	 figura	5.2	representa	 la	constante	aparente	de	velocidad	

de	absorción	de	Paracetamol	a	través	del	 intestino	de	rata	Wistar,	 tanto	

en	ausencia	como	en	presencia	de	G.	intestinalis.	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 	
Figura	5.2.	Representación	gráfica	de	 la	constante	de	velocidad	de	absorción	 	de	
Paracetamol	obtenida	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
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	 La	 tabla	 5.13,	 muestra	 el	 resumen	 de	 las	 concentraciones	

experimentales	de	Paracetamol	en	el	lumen	intestinal	(duodeno)	de	rata	

Wistar	a	distintos	tiempos	de	toma	de	muestra.	

	
Tabla	 5.13.	 Concentración	 promedio	 de	 Paracetamol	 remanente	 (µg/ml)	 en	 el	
lumen	intestinal	(duodeno)	 	de	seis	ratas	a	distintos	tiempos	de	toma	de	muestra.	
Se	obtiene	tras	 la	perfusión	de	una	solución	de	Paracetamol	a	una	concentración	
de	100	µM	en	ratas	macho	de	raza	Wistar.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.14,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Paracetamol	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Paracetamol 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica NG‐G  NS 

	
Tabla	 5.14.	 Prueba	 t‐student	 correspondiente	 a	 las	 	 permeabilidades	 de	
Paracetamol	en	ausencia	 (NG)	y	presencia	de	Giardia	2	horas	 (G).	NS:	No	existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
	
	 La	gráfica	y	la	tabla	presentadas	muestran	que	en	presencia	

de	 Giardia	 Intestinalis	 aumenta	 la	 constante	 aparente	 de	 velocidad	 de	

                        Paracetamol 100 µM 

 
Tiempo (min) 

Concentraciones promedio  remanentes en  lumen duodenal 
(µg/ml) 

Rata Wistar macho 

Sin Giardia Con Giardia 
5  28,10 17,02 
10  22,67 10,23 
15  17,82 5,84
20  13,71 4,07
25  10,12 3,43
30  6,34 2,62

Kap ± DE 4,31 ±  1,61 h‐1 (37,35%) 6,15 ± 2,65 h‐1 (43,08%) 

Peff ± DE  1,51∙10‐04 ± 5,64∙10‐05 cm/s  2,16∙10‐04 ± 9,30∙10‐05 cm/s 
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absorción	(ka)	del	Paracetamol.	No	obstante,	los	resultados	de	la	prueba	t	

de	 Student	 demuestran	 que	 no	 existen	 diferencias	 estadísticamente	

significativas	 cuando	 se	 comparan	 los	 valores	 de	 permeabilidad	

obtenidos.	Esto	puede	ser	debido	a	 la	alta	variabilidad	en	 los	resultados	

de	los	ensayos	en	presencia	del	parásito.	

A	 la	vista	de	los	resultados,	se	puede	indicar	que	el	método	

in	situ	ha	sido	capaz	de	reproducir	 los	resultados	publicados	por	Craft	y	

col.289	en	los	que	se	observaba	una	disminución	en	los	niveles	plasmáticos	

de	 antibióticos	 en	pacientes	 y	 animales	 infectados	por	G.	intestinalis	 así	

como	datos	clínicos	del	Servicio	de	Pediatría	de	diversos	hospitales.	

	

2.	Ensayos	in	vitro	

	
Aunque	 los	 resultados	 obtenidos	 con	 el	método	 in	situ	 son	

muy	satisfactorios	para	evaluar	el	efecto	de	G.	intestinalis	en	la	absorción	

de	 fármacos,	 supone	 el	 uso	 de	 un	 gran	 número	 de	 animales	 de	

experimentación.	 Nuestro	 grupo	 de	 investigación	 está	 plenamente	

comprometido	 con	 la	 política	 de	 las	 3Rs	 y	 por	 ello	 se	 decidió	 poner	 en	

marcha	un	método	in	vitro	que	permitiera	predecir	de	manera	sencilla	el	

efecto	de	la	colonización	del	parásito	en	la	absorción	de	fármacos.	

2.1.	Puesta	a	punto	del	método	in	vitro	

2.1.1	Estudios	con	fármacos	modelo	

	
		 Para	poner	a	punto	el	nuevo	método	in	vitro,	hay	que	diseñar	

ensayos	 que	 nos	 permitan	 seleccionar	 las	 condiciones	 óptimas	 con	 las	
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que	 llevar	 a	 cabo	 los	 experimentos.	 Estas	 condiciones	 deben	 permitir	

reproducir	 los	 resultados	 in	 situ	 obtenidos	 previamente.	 Para	 ello	 se	

utilizaron	 compuestos	 patrón,	 ampliamente	 estudiados	 por	 nuestro	

grupo	de	trabajo.		

	 Para	optimizar	el	método	 in	vitro	hubo	que	seleccionar	dos	

parámetros:	la	concentración	de	G.	intestinalis		y	el	tiempo	de	incubación	

de	la	misma	sobre	la	monocapa	de	células	Caco‐2.		

	 Respecto	a	la	cantidad	de	parásito	se	comprobó,	tras	realizar	

ensayos	 a	 varias	 concentraciones,	 que	 la	 concentración	 de	 400.000	

giardias/pocillo	 era	 adecuada	 para	 tapizar	 la	 monocapa	 celular	 tras	 2	

horas	 de	 incubación,	 sin	 embargo	 concentraciones	 menores	 (100.000	

giardias/pocillo	y	250.000	giardias/pocillo)	resultaron	insuficientes	para	

recubrir	 toda	 la	 monocapa	 y	 concentraciones	 superiores	 dañaban	 las	

células	

	 Para	determinar	el	tiempo	de	incubación	del	parásito	con	la	

monocapa	 se	 midió	 la	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 (TEER),	 de	 la	

monocapa	de	células	Caco‐2,	al	inicio	y	final	del	experimento.	Los	pocillos	

con	 valores	 inferiores	 a	 350‐380Ω·cm2	 fueron	 descartados	 por	 ser	

indicativo	de	que	la	monocapa	no	está	perfectamente	formada	en	toda	su	

superficie,	 es	 decir,	 que	 las	 células	 no	 han	 confluido	 de	 manera	

homogénea,	 o	 también	 puede	 ser	 debido	 al	 deterioro	 de	 la	 membrana	

tras	 el	 experimento.	 De	 este	 modo,	 los	 resultados	 no	 serían	

representativos	 de	 la	 realidad	 fisiológica,	 ya	 que	 la	 membrana	 no	

simularía	la	barrera	intestinal	y	se	obtendrían	valores	de	permeabilidad	

superiores	 a	 los	 valores	 reales.	 Además	 de	 ello,	 se	 realizaron	 ensayos	

típicos	de	permeabilidad	con	fármacos	modelo	
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‐Metoprolol	

	
	 En	 la	 figura	 5.3	 se	 representan	 las	 permeabilidades	 de	

Metoprolol	 obtenidas	 en	 las	 distintas	 condiciones	 del	 ensayo,	 tanto	 en	

ausencia	como	en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	y	24	horas	antes	

del	experimento.		

Figura	5.3.	Representación	gráfica	de	las	permeabilidades	de	Metoprolol	obtenidas	
en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 las	 tablas	5.15,	5.16	y	5.17	se	detallan	 los	valores	de	 las	

cantidades	 en	 el	 compartimento	 receptor	 a	 los	 tiempos	 de	 toma	 de	

muestra	y	en	ambos	sentidos	de	transporte	(Apical‐Basal	y	Basal‐Apical),	

obtenidos	en	los	ensayos	in	vitro	realizados	con	Metoprolol.	
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Metoprolol 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C  D  E  F 

15  2,28  2,30  2,68 2,77 3,70 4,49 

30  2,49  3,56  5,00 6,00 5,36 6,18 

60  4,80  4,88  5,07 7,84 7,41 7,91 

90  4,95  5,61  5,88 8,70 8,81 9,05 

P 

(cm/s) 
4,54∙10‐05  5,77∙10‐05  6,88∙10‐05  7,62∙10‐05  6,42∙10‐05  6,91∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

5,73∙10‐05 ± 1,17∙10‐05(20,47%)  6,98∙10‐05 ± 6,04∙10‐06 (8,65%) 

PBA/PAB= 1,22 

	
Tabla	 5.15.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Metoprolol	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
	

Metoprolol 100 µΜ con G. intestinalis 2 horas
 

Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C  D  E  F 

15  0,81  0,53  0,87  0,85  0,69  0,91 

30  2,37  1,80  1,96  2,01  1,54  2,01 

60  3,87  3,15  4,03  4,44  4,42  4,35 

90  5,25  4,55  5,12  5,54  5,61  5,39 

P 

(cm/s) 
5,09∙10‐05  4,31∙10‐ 5,07∙10‐05 3,32∙10‐05 3,50∙10‐05  3,19∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

4,83∙10‐05 ± 4,47∙10‐06 (9,26%)  3,34∙10‐05 ± 1,54∙10‐06 (4,60%) 

PBA/PAB= 0,69  

	
Tabla	 5.16.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Metoprolol	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	horas.	
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Metoprolol 100 µΜ con G. intestinalis 24 horas

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C  D  E  F 

15  3,21  2,68  2,56 2,98 3,03 2,93 

30  5,87  5,39  6,18 5,08 5,30 4,75 

60  6,40  6,82  7,40 5,78 5,87 5,98 

90  8,12  7,06  7,96 6,11 6,56 6,49 

P 

(cm/s) 
1,54∙10‐04  1,38∙10‐04  2,11∙10‐04  3,54∙10‐05  3,93∙10‐05  3,92∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

1,68∙10‐04 ± 3,87∙10‐05 (23,08%)  1,64∙10‐04 ± 4,26∙10‐06 (25,94%) 

PBA/PAB= 0,23  
	
Tabla	 5.17.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Metoprolol	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	24	horas.	

	
	 En	las	tablas	5.18,	5.19	y	5.20	se	muestran	los	valores	de	la	

medida	de	la	resistencia	eléctrica	transepitelial	de	la	monocapa	de	células	

Caco‐2	al	inicio	del	ensayo	(TEER	inicial),	y	tras	finalizar	el	ensayo	(TEER	

final).		

Metoprolol 100 µM 

TEER (Ω∙cm2) 
Pocillos

1  2 3 4 5 6 

TEER inicial  1761,9  1883,7  1881,6  1795,5  1780,8  1799,7 

TEER final  1474,2  1461,6 1566,6 1604,4 1373,4  1604,4 

	
Tabla	 5.18.	 Medidas	 de	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 de	 la	 monocapa	 de	
células	Caco‐2		para	Metoprolol	100	µM	en	ausencia	de	Giardia	intestinalis.	
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Metoprolol 100 µM con G. inestinalis 2 horas

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1  2 3 4 5 6 

TEER inicial   1528,8  1711,5 1512 1772,4 1669,5  1692,6 

TEER final   1197  1302 1178,1 1356,6 1295,7  1392,3 

	
Tabla	 5.19.	 Medidas	 de	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 de	 la	 monocapa	 de	
células	 Caco‐2	 para	 Metoprolol	 100	 µM	 en	 presencia	 de	 Giardia	 intestinalis	
sembrada	2	horas	antes	del	ensayo.	

	
Metoprolol 100 µM con G. inestinalis 24 horas

TEER (Ω∙cm2) 
Pocillos

1  2 3 4 5 6 

TEER inicial   40,9*  92,4* 107,5* 93,0* 95,6*  79,4* 

TEER final   28,3*  92,6* 109,8* 86,9* 80,8*  77,4* 

	
Tabla	 5.20.	 Medidas	 de	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 de	 la	 monocapa	 de	
células	 Caco‐2	 para	 Metoprolol	 100	 µM	 en	 presencia	 de	 Giardia	 intestinalis	
sembrada	24	horas	antes	del	ensayo.	El	asterisco	indica	valores	de	TEER	<350‐380	
Ω·cm2,	por	tanto	deterioro	de	la	membrana.	

	
	 En	 la	 tabla	 5.21,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Metoprolol	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Metoprolol 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  NS 

Prueba no paramétrica PabG(2h)‐PbaG (2h)  NS 

Prueba no paramétrica PabG (24h)‐PbaG (24h)  NS 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (2h)  NS 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (24h)  S 

Prueba no paramétrica Pba‐Pba (2h)  S 

Prueba no paramétrica Pba‐Pba (24h)  S 

	
Tabla	 5.21.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	apical‐basal	(Pab)	y	permeabilidad	basal‐apical	(Pba)	de	Metoprolol	
en	ausencia	y	presencia	de	Giardia	(G)	2	horas	(2h)		y	24	horas	(24h).	NS:	No	existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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	 Los	resultados	recogidos	en	la	gráfica	y	en	la	tabla	muestran	

que,	como	cabía	esperar,	 la	permeabilidad	Pab	y	Pba	de	Metoprolol	son	

similares	 como	 corresponde	 a	 un	 fármaco	 que	 se	 absorbe	 por	 difusión	

pasiva.	Los	resultados	del	análisis	de	varianza	(ANOVA),	demuestran	que	

no	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	 cuando	 se	

comparan	los	valores	de	permeabilidad	obtenidos	en	ambas	direcciones	

tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	Giardia.	 	

	 En	 presencia	 de	 Giardia	 intestinalis	 incubada	 durante	 2	

horas,	 se	 observa	 una	 pequeña	 disminución	 de	 la	 permeabilidad	 en	

ambos	 sentidos	 aunque	 esta	 diferencia	 solo	 es	 estadísticamente	

significativa	 en	 sentido	 Pba.	 Esta	 disminución	 puede	 atribuirse,	 al	

impedimento	 estérico	 	 que	 bloquea	 de	manera	 inespecífica	 el	 paso	 del	

fármaco	a	través	de	la	barrera	intestinal.	

	 La	 permeabilidad	 en	 ambos	 sentidos,	 cuando	 se	 ha	 co‐

incubado	 la	 monocapa	 con	 el	 parásito	 durante	 24	 horas,	 aumenta	 de	

manera	 drástica.	 Este	 dato	 junto	 con	 los	 bajos	 valores	 de	 resistencia	

eléctrica	 transepitelial	 (TEER),	 indican	 que	 a	 este	 tiempo	 de	 ensayo	 la	

monocapa	 está	 dañada	 y	 el	 fármaco	 atraviesa	 con	 mayor	 facilidad	 la	

barrera	intestinal	y	lo	hace	de	manera	similar	en	ambas	direcciones.	Este	

daño	ya	se	preveía,	debido	a	que	los	valores	de	TEER	que	se	miden	antes	

de	comenzar	el	ensayo	 indicaban	que	 la	monocapa	no	estaba	en	buenas	

condiciones	 para	 simular	 la	 barrera	 intestinal	 y	 obtener	 resultados	

reproducibles	y	extrapolables	a	lo	que	pudiera	ocurrir	en	un	experimento	

in	situ	o	en	humanos	en	presencia	del	parasito.		

	 Las	 monocapas	 Caco‐2	 son	 un	 sistema	 in	 vitro	 fácilmente	

alterable	 con	 cambios	 de	 excesiva	 concentración	 del	 compuesto,	

temperatura	o	composición	del	vehículo	en	el	que	se	disuelve	el	fármaco,	
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entre	 otros.	 La	 medida	 de	 resistencia	 transepitelial	 nos	 aporta	

información,	 antes	 y	después	del	 experimento,	 para	decidir	 si	 los	datos	

obtenidos	son	fiables	o	no.	

	
‐Rodamina	
	
	 En	 la	 figura	 5.4	 se	 representan	 las	 permeabilidades	 de	

Rodamina	 obtenidas	 en	 las	 distintas	 condiciones	 del	 ensayo,	 tanto	 en	

ausencia	como	en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	horas	y	24	horas	

antes	del	experimento.	

Figura	5.4.	Representación	gráfica	de	las	permeabilidades	de	Rodamina	obtenidas	
en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 las	 tablas	5.22,	5.23	y	5.24	se	detallan	 los	valores	de	 las	

cantidades	 en	 el	 compartimento	 receptor	 a	 los	 tiempos	 de	 toma	 de	

muestra	y	en	ambos	sentidos	de	transporte	(Apical‐Basal	y	Basal‐Apical)	

obtenidos	en	los	ensayos	in	vitro	realizados	en	Rodamina.	
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Rodamina 5,5 µΜ sin G. intestinalis

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A B  C D E F 
15  2,37∙10‐02  4,31∙10‐02 2,41∙10‐02 3,51∙10‐02 3,49∙10‐02 4,49∙10‐02 

30  2,41∙10‐02  4,00∙10‐02 2,44∙10‐02 1,06∙10‐01 9,98∙10‐02 1,07∙10‐01 

60  2,47∙10‐02  3,84∙10‐02 2,48∙10‐02 1,42∙10‐01 1,62∙10‐01 1,55∙10‐01 

90  2,52∙10‐02  3,69∙10‐02 2,51∙10‐02 1,80∙10‐01 1,93∙10‐01 1,95∙10‐01 

P 

(cm/s) 
8,05∙10‐07  1,04∙10‐06  7,49∙10‐07  1,67∙10‐05  1,89∙10‐05  1,79∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

8,65 ∙10‐07 ± 1,55∙10‐07 (17,94%)  1,79∙10‐05 ± 1,09∙10‐06 (6,11%) 

PBA/PAB= 20,64  
	
Tabla	 5.22.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Rodamina	5,5	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
	

Rodamina 5,5 µΜ con G. intestinalis 2 horas

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A B  C D E F 
15  2,68∙10‐02  2,46∙10‐02 2,75∙10‐02 3,52∙10‐02 3,43∙10‐02 3,02∙10‐02 

30  4,40∙10‐02  4,32∙10‐02 4,47∙10‐02 7,19∙10‐02 8,82∙10‐02 9,09∙10‐02 

60  5,76∙10‐02  5,38∙10‐02 6,40∙10‐02 1,30∙10‐01 1,48∙10‐01 1,28∙10‐01 

90  6,76∙10‐02  7,61∙10‐02 6,67∙10‐02 1,59∙10‐01 1,70∙10‐01 1,74∙10‐01 

P 

(cm/s) 
6,72∙10‐06  7,83∙10‐06  6,88∙10‐06  1,44∙10‐05  1,62∙10‐05  1,59∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

7,14 ∙10‐06 ± 1,16∙10‐07 (1,62%)  1,55∙10‐05 ± 9,83∙10‐07 (6,33%) 

PBA/PAB= 2,17 
	
Tabla	 5.23.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Rodamina	5,5	µM	en	monocapas	Caco‐2	en	
presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	horas.	
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Rodamina 5,5 µΜ con G. intestinalis 24 horas
 

Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A B  C D E F 
15  1,23∙10‐01  5,47∙10‐02  9,89∙10‐02  1,06∙10‐01  9,46∙10‐02  1,36∙10‐01 

30  1,55∙10‐01  1,51∙10‐01  1,55∙10‐01  2,31∙10‐01  2,01∙10‐01  2,30∙10‐01 

60  2,36∙10‐01  2,38∙10‐01  2,62∙10‐01  3,51∙10‐01  3,37∙10‐01  4,00∙10‐01 

90  2,87∙10‐01  2,97∙10‐01  3,01∙10‐01  4,22∙10‐01  4,29∙10‐01  4,96∙10‐01 

P 

(cm/s)  5,79∙10‐05 
 

7,48∙10‐05  7,36∙10‐05  6,93∙10‐05  6,91∙10‐05 
 

9,03∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

6,88∙10‐05 ± 9,41∙10‐06 (13,69%)  7,62∙10‐05± 1,22∙10‐05 (16,01%) 

PBA/PAB= 1,12
	
Tabla	 5.24.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Rodamina	5,5	µM	en	monocapas	Caco‐2	en	
presencia	de	G.	intestinalis	durante	24	horas.	
	
	 En	las	tablas	5.25,	5.26	y	5.27	se	muestran	los	valores	de	la	

medida	de	la	resistencia	eléctrica	transepitelial	de	la	monocapa	de	células	

Caco‐2	al	inicio	del	ensayo	(TEER	inicial),	y	tras	finalizar	el	ensayo	(TEER	

final).	

Rodamina 5,5 µM 

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1  2 3 4 5 6 

TEER inicial  1688,4  1856,4  1831,2  1644,3  1703,1  1667,4 

TEER final  1299,9  1218 1302 1341,9 12915  1283,1 

	
Tabla	 5.25.	Medidas	 de	 resistencia	 de	 la	monocapa	 para	 Rodamina	 5,5	 µM	 en	
ausencia	de	Giardia	intestinalis.	
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Rodamina 5,5 µM con G. inestinalis 2 horas

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1  2 3 4 5 6 

TEER inicial   1814,4  1885,8  1858,5  1866,9  1845,9  1789,2 

TEER final   1400,7  1188,6  1207,5  1236,9  1003,8  1180,2 

	
Tabla	 5.26.	Medidas	 de	 resistencia	 de	 la	monocapa	 para	 Rodamina	 5,5	 µM	 en	
presencia	de	Giardia	intestinalis	sembrada	2	horas	antes	del	ensayo.	

	
Rodamina 5,5 µM con G. inestinalis 24 horas

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1  2 3 4 5 6 

TEER inicial  86,1*  62,4*  74,6*  56,3*  59,4*  55,6* 

TEER final  81,9*  64,6*  68,0*  54,1*  63,6*  52,0* 

	
Tabla	 5.27.	Medidas	 de	 resistencia	 de	 la	monocapa	 para	 Rodamina	 5,5	 µM	 en	
presencia	de	Giardia	intestinalis	sembrada	24	horas	antes	del	ensayo.	El	asterisco	
indica	valores	de	TEER	<350‐380	Ω·cm2,	por	tanto	deterioro	de	la	membrana.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.28,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Rodamina	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Rodamina 5,5 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG(2h)‐PbaG (2h)  S 

Prueba no paramétrica PabG (24h)‐PbaG (24h)  NS 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (2h)  S 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (24h)  S 

Prueba no paramétrica Pba‐Pba (2h)  S 

Prueba no paramétrica Pba‐Pba (24h)  S 

	
Tabla	5.28.	Análisis	de	varianza	(ANOVA)	de	un	factor	correspondiente	a	la	permeabilidad	
apical‐basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 basal‐apical	 (Pba)	 de	 Rodamina	 en	 ausencia	 y	
presencia	 de	 Giardia	 (G)	 2	 horas	 (2h)	 	 y	 24	 horas	 (24h).	 NS:	 No	 existen	 diferencias	
estadísticamente	significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas.	
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	 Los	resultados	del	análisis	de	varianza	(ANOVA)	demuestran	

que	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	 cuando	 se	

comparan	los	valores	de	permeabilidad	obtenidos	en	ambas	direcciones	

tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	Giardia	incubada	2	horas	antes	

del	 ensayo.	 Esto	 es	 debido	 a	 los	 transportadores	 de	 secreción	 (en	

concreto,	glicoproteína	P)	presentes	en	las	monocapas	Caco‐2,	los	cuales	

están	implicados	en	el	paso	de	Rodamina	a	través	de	la	barrera	intestinal.	

Se	 obtiene	 un	 perfil	 típico	 de	 este	 tipo	 de	 fármacos,	 donde	 la	 Pab	 es	

menor	que	la	Pba.		

	 Cuando	se	compara	Pab	en	ausencia	y	presencia	del	parásito	

durante	 2	 horas,	 también	 se	 observan	 diferencias	 estadísticamente	

significativas.	 Esto	 puede	 ser	 debido	 a	 que	 G.	 intestinalis	 ejerza	 un	

bloqueo	en	 los	 transportadores	de	 secreción,	por	 lo	que	 se	obtiene	que	

PabG(2h)	es	mayor	que	la	Pab	y	la	PbaG(2h)	es	menor	que	la	Pba	o	que	el	

daño	 que	 ejerce	 el	 parásito	 en	 la	 membrana	 provoque	 un	 cambio	

conformacional	de	la	proteína	transportadora	que	dificulte	el	acceso	del	

fármaco	a	los	puntos	de	unión.	

	 Al	 comparar	 las	 permeabilidades	 en	 cualquier	 dirección	 en	

ausencia	 y	 presencia	 del	 parásito	 durante	 24	 horas,	 existen	 diferencias	

estadísticamente	significativas,	esto	es	debido	al	 incremento	drástico	de	

la	permeabilidad	al	estar	dañada	 la	monocapa.	Cuando	se	comparan	 los	

valores	de	Pab	y	Pba	en	presencia	del	parásito	durante	24	horas,	no	 se	

encuentran	 diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 ya	 que	 la	

monocapa	 está	 dañada	 y	 el	 fármaco	 atraviesa	 con	 mayor	 facilidad	 la	

barrera	intestinal.	Este	hecho	se	corroboró	con	los	datos	de	la	medida	de	

la	 resistencia	 eléctrica	 transepitelial	 obtenidos	 para	 cada	 pocillo	 en	 los	

que	se	había	incubado	el	parásito	durante	24	horas.	
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‐Lucifer	Yellow	

	

	 En	 la	 figura	 5.5	 se	 representan	 las	 permeabilidades	 de	

Lucifer‐Yellow	obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo,	tanto	en	

ausencia	como	en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	y	24	horas	antes	

del	experimento.	

	
	Figura	 5.5.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Lucifer	 Yellow	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 las	 tablas	5.29,	5.30	y	5.31	se	detallan	 los	valores	de	 las	

cantidades	 en	 el	 compartimento	 receptor	 a	 los	 tiempos	 de	 toma	 de	

muestras,	en	sentido	Apical‐Basal.		
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Lucifer Yellow 2000 µΜ sin G. intestinalis

Tiempo (min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal 

A B C 
15 0,55 0,46 0,57 

30 0,87 0,52 0,98 

60 1,12 1,07 1,88 

90 1,88 1,18 1,94 

P 

(cm/s) 
1,86∙10‐07  1,26∙10‐07  1,45∙10‐07 

P±DE (cm/s)  1,52 ∙10‐07 ± 3,08∙10‐08 (20,23%) 

Tabla	 5.29.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 obtenidas	 tras	
administrar	Lucifer‐Yellow	2000	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
	

Lucifer Yellow 2000 µΜ con G. intestinalis 2 horas 

Tiempo (min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal 

A B C 
15  8,06  7,96  7,43 

30  8,62  9,14  8,01 

60  9,13  9,27  8,62 

90  9,59  9,80  8,96 

P 

(cm/s) 
1,07∙10‐06  1,14∙10‐06  1,05∙10‐06 

P±DE (cm/s)  1,09 ∙10‐06 ± 4,87∙10‐08 (4,47%) 

Tabla	 5.30.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 obtenidas	 tras	
administrar	Lucifer‐Yellow	2000	µM	en	monocapas	Caco‐2	en	presencia	de	
G.	intestinalis	durante	2	horas.	
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Lucifer Yellow 2000 µΜ con G. intestinalis 24 horas 

Tiempo (min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal 

A B C 
15  7,43  111,49  59,46 

30  14,81  118,08  66,44 

60  21,83  120,08  70,96 

90  376,21  5337,60  2856,91 

P 

(cm/s) 
7,36∙10‐06  1,04∙10‐04  5,55∙10‐05 

P±DE (cm/s)  5,55 ∙10‐05 ± 4,82∙10‐05 (86,85%) 

Tabla	 5.31.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 obtenidas	 tras	
administrar	 Lucifer‐Yellow	 2000	 µM	 en	 monocapas	 Caco‐2	 en	 presencia	 de	 G.	
intestinalis	durante	24	horas.	
	
	 En	las	tablas	5.32,	5.33	y	5.34	se	muestran	los	valores	de	la	

medida	de	la	resistencia	eléctrica	transepitelial	de	la	monocapa	de	células	

Caco‐2	al	inicio	del	ensayo	(TEER	inicial),	y	tras	finalizar	el	ensayo	(TEER	

final).		

Lucifer Yellow 2000 µM

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1 2 3 

TEER inicial   1755,6  1806  1927,8 

TEER final   1659  1625,4  1701 

	
Tabla	5.32.	Medidas	de	resistencia	de	la	monocapa	para	Lucifer	Yellow	2000	µM	en	
ausencia	de	Giardia	intestinalis.	
	

Lucifer Yellow 2000 µM con G. intestinalis 2 horas

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1 2 3 

TEER inicial   1478,4  1822,8  1768,2 

TEER final   1352,4 1575 1495,2 

	
Tabla	5.33.	Medidas	de	resistencias	de	 la	monocapa	para	Lucifer	Yellow	2000	µM	
en	presencia	de	Giardia	intestinalis	sembrada	2	horas	antes	del	ensayo.	
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Lucifer Yellow 2000 µM con G. intestinalis 24 horas

TEER (Ω∙cm2)  Pocillos
1 2 3 

TEER inicial   130,2*  87,2*  101,1* 

TEER final   125,5*  92,4*  99,4* 

	
Tabla	5.34.	Medidas	de	resistencias	de	 la	monocapa	para	Lucifer	Yellow	2000	µM	
en	 presencia	 de	 Giardia	 intestinalis	 sembrada	 24	 horas	 antes	 del	 ensayo.	 El	
asterisco	 indica	 valores	 de	 TEER	 <350‐380	 Ω·cm2,	 por	 tanto	 deterioro	 de	 la	
membrana.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.35	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Lucifer	 Yellow	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Lucifer Yellow 2000 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (2h)  S 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (24h)  S 

	
Tabla	 5.35.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 apical‐basal	 (Pab)	 de	 Lucifer	 Yellow	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	
Giardia	(G)	2	horas	(2h)		y	24	horas	(24h).	NS:	No	existen	diferencias	estadísticamente	
significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas.	
	
	 Los	resultados	del	análisis	de	varianza	(ANOVA)	demuestran	

que	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	 cuando	 se	

comparan	 los	 valores	 de	 permeabilidad	 obtenidos	 en	 ausencia	 y	 en	

presencia	 de	Giardia	 a	 cualquier	 tiempo	 de	 incubación.	 Esto	 puede	 ser	

debido	al	daño	que	provoca	el	parásito	en	las	uniones	intercelulares.	Tras	

24	horas	de	incubación	con	el	parásito	la	permeabilidad,	al	igual	que	con	

los	 otros	 compuestos	 ensayados,	 aumenta	 de	 forma	 anormal	 debido	 a	

que	 la	 monocapa	 está	 dañada	 (dato	 corroborado	 con	 las	 medidas	 de	

resistencia	eléctrica	transepitelial	obtenidas).	
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2.1.2.	Estudios	de	daño	celular	

	
‐	Resultados	PCR	

Enzimas	antioxidantes	
	
	 En	 las	 figuras	 5.6	 a	 5.9	 se	 observa	 la	 expresión	 relativa	 de	

enzimas	antioxidantes	(Superóxido	dismutasa	1	y	2,	Glutatión	Peroxidasa	

y	Catalasa)	en	las	células	Caco‐2	tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	

Giardia	incubada	durante	2	o	24	horas	antes	de	experimento.		

	

Superóxido	dismutasa	1	(SOD1)	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	 5.6.	 Expresión	 relativa	 de	 la	 enzima	 Superóxido	 dismutasa	 1	 (SOD1)	 en	
células	 Caco‐2,	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 G.	 intestinalis	 a	 las	 2	 y	 24	 horas	 de	
incubación.	*	p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
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Superóxido	dismutasa	2	(SOD2)		
	
	
		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	5.7.	Expresión	relativa	de	la	enzima	Superóxido	dismutasa	2	(SOD2)	en	
células	Caco‐2,	en	ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis	a	las	2	y	24	horas	de	
incubación.	*	p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
	
	
Glutatión	peroxidasa	(GPX1)	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	5.8.	Expresión	relativa	de	la	enzima	Glutatión	Peroxidasa	(GPX1)	en	células	
Caco‐2,	en	ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis	a	las	2	y	24	horas	de	incubación.	*	
p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
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Catalasa	(CAT)		
	
	
	
	
		
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	5.9.	Expresión	 relativa	de	 la	enzima	Catalasa	 (CAT)	en	células	Caco‐2,	en	
ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis	a	las	2	y	24	horas	de	incubación.	*	p	<	0.05	
Newman‐keuls	Test.	
		
	 Como	se	puede	observar,	con	un	tiempo	de	incubación	de	las	

células	 Caco‐2	 con	Giardia	 de	 2	 horas	 las	 células	 tienen	 disminuida	 su	

capacidad	 de	 defensa	 antioxidante,	 ya	 que	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	

todas	 las	 enzimas	 estudiadas	 están	 disminuidos.	 A	 las	 24	 horas,	 el	

número	 de	 células	 Caco‐2	 supervivientes	 era	menor,	 pero	 aquellas	 que	

habían	sobrevivido	a	la	infección	mostraban	intactos	sus	mecanismos	de	

defensa	 in	vitro.	 Probablemente,	 este	 es	 un	mecanismo	 de	 respuesta	 al	

estrés	de	las	células	Caco‐2	supervivientes	 frente	a	 la	co‐incubación	con	

Giardia.	

‐Enzimas	de	reparación	del	ADN	
	
	 En	las	figuras	5.10	a	5.12	se	observa	la	expresión	relativa	de	

enzimas	 antioxidantes	 en	 las	 células	 Caco‐2	 tanto	 en	 ausencia	 como	 en	

presencia	 de	 Giardia	 incubada	 durante	 2	 o	 24	 horas	 antes	 de	

experimento.	Estas	enzimas	son:	Oxoguanina	Glicosilasa,	Poli‐ADP	Ribosa	

Polimerasa	y	Recombinasa	de	ADN.	
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*	

*	

Oxoguanina	Glicosilasa	(OGG1)	
	
	
	
		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	 5.10	 Expresión	 relativa	 de	 la	 enzima	 Oxoguanina	 Glicosilasa	 (OGG1)	 en	
células	 Caco‐2,	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 G.	 intestinalis	 a	 las	 2	 y	 24	 horas	 de	
incubación.	*	p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
	
	
Poli‐ADP	Ribosa	Polimerasa	(PARP1)	
	
	
	
	
	
	 	
	 	
	
	
	
	
	
	

Figura	5.11.	Expresión	relativa	de	la	enzima	Poli‐ADP	Ribosa	Polimerasa	(PARP1)	
en	células	Caco‐2,	en	ausencia	y	presencia	de	G.	 intestinalis	a	 las	2	y	24	horas	de	
incubación.	*	p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
	
	
	
	

PARP1 24H 
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*	

*

Recombinasa	de	ADN	(RAD51)		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figuras	 5.12.	Expresión	 relativa	 de	 la	 enzima	Recombinasa	 de	ADN	 (RAD51)	 en	
células	 Caco‐2,	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 G.	 intestinalis	 a	 las	 2	 y	 24	 horas	 de	
incubación.	*	p	<	0.05	Newman‐keuls	Test.	
	

	 Los	 resultados	 son	 similares	 a	 los	 observados	 para	 los	

mecanismos	 de	 defensa	 antioxidante	 celular.	 A	 tiempos	 de	 2	 horas	 de	

incubación	 con	 el	 parásito,	 las	 enzimas	 de	 reparación	 de	 ADN	 de	 las	

células	Caco‐2	tienen	disminuida	su	expresión,	hecho	que	indica	que	las	

células	 Caco‐2	 todavía	 no	 han	 activado	 los	 mecanismos	 de	 reparación	

frente	 al	 daño	 al	 ADN	 a	 las	 2	 horas.	 Sin	 embargo,	 la	 incubación	 de	 las	

células	 Caco‐2	 con	 Giardia	 durante	 24	 horas	 sí	 que	 produjo	 que	 las	

células	supervivientes	incrementaran	su	capacidad	de	respuesta	al	daño	

del	ADN.			

	

	

	

	

	

	

RAD51 24H 
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‐Resultados	Western	blot	
	

	 En	 la	 figura	 5.13,	 se	 muestran	 los	 resultados	 de	 la	 técnica	

western	 blot	 realizada	 para	 medir	 la	 expresión	 de	 las	 enzimas	 que	

protegen	 del	 daño	 oxidativo	 en	 giardiasis.	 Se	 analizaron	 dos	 de	 las	

enzimas	 inducibles	 en	 condiciones	 de	 estrés	 oxidativo	 (MnSOD	 y	

Catalasa).	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
Figura	5.13.	Expresión	de	las	enzimas	antioxidantes	Superóxido	dismutasa	(SOD)	y	
Catalasa	(CAT)	en	células	Caco‐2,	en	ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis	a	las	2	y	
24	horas	de	incubación.	
	
	 Se	observa	que	la	expresión	de	las	enzimas	SOD	(sobre	todo	

CuZnSOD)	y	catalasa	es	mayor	a	 las	24	horas	de	 incubación	con	Giardia.	

Con	un	tiempo	de	incubación	de	2	horas	las	células	tienen	disminuida	su	

capacidad	de	defensa,	 ya	que	 los	niveles	de	expresión	de	estas	enzimas	

antioxidantes	están	ligeramente	disminuidos	por	lo	cual	las	células	Caco‐

Actina 

MnSOD 

Catalasa 

Cu/Zn SOD 
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2	 serían	 más	 susceptibles	 a	 cualquier	 daño.	 A	 las	 24	 horas,	 las	 células	

Caco‐2	 que	 habían	 superado	 la	 infección	 	 mostraban,	 in	 vitro,	 	 una	

recuperación	de	su	función	de	defensa.		

	 Estos	resultados,	unidos	a	que	la	medida	de	TEER	indica	que	

la	monocapa	a	24	horas	está	deteriorada,	nos	hace	pensar	que	el	ensayo	a	

2	horas	es	más	representativo	de	 la	situación	 fisiológica	real.	Por	 tanto,	

las	 condiciones	 óptimas	 para	 realizar	 los	 ensayos	 fueron:	 400.000	

giardias/pocillo	 preincubadas	 con	 la	 monocapa	 de	 células	 Caco‐2	 dos	

horas	antes	del	experimento.	La	bibliografía	recoge	varios	modelos	de	co‐

cultivo	 caco‐2/Giardia.	 Algunos	 de	 ellos	 con	 tiempos	 de	 co‐incubacion	

menor	a	24	horas96,402,253,403	y	otros,	como	el	diseñado	por	Fisher	et	al.54,	

que	 consiste	 en	 un	 tricultivo	 caco‐2/Giardia/IC‐21	 y	 que	 permite	

mayores	 tiempos	de	 incubación,	modificando	 la	 composición	del	medio	

de	 cultivo.	 Estos	 métodos	 más	 complejos	 son	 útiles	 para	 estudiar	 los	

cambios	 en	 la	 expresión	 de	 proteínas,	 la	 aparición	 de	 mediadores	

apoptóticos,	la	activación	de	rutas	de	señalización,	etc.	Sin	embargo,	dado	

que	el	problema	principal	que	produce	la	giardiasis	es	la	modificación	de	

la	absorción	de	nutrientes	y	lógicamente	también	de	fármacos,	en	nuestro	

grupo	se	ha	intentado	desarrollar	un	modelo	sencillo	que	permita	valorar	

de	manera	efectiva	si	la	absorción	de	los	fármacos	se	va	a	ver	afectada	en	

presencia	parásito.	

	

2.2.	Validación	del	método	in	vitro	

	 Para	validar	el	nuevo	método	 in	vitro,	se	realizaron	ensayos	

con	 los	 fármacos	 estudiados	 previamente	 in	 situ:	 Amoxicilina	 y	

Paracetamol.	
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2.2.1.	Amoxicilina	

	 La	 Amoxicilina	 es	 uno	 de	 los	 fármacos	más	 utilizados	 para	

tratar	 infecciones	 del	 aparato	 respiratorio,	 otitis	 e	 infección	 del	 tracto	

genitourinario.	 La	 sobredosificación	 produce	 cristaluria	 y	 diarrea.	 Las	

dosis	subterapéuticas	supondrían	un	fracaso	en	el	tratamiento,	pudiendo	

causar	resistencias.	

	 Las	 tablas	 5.36	 y	 5.37,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Amoxicilina	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	A	partir	de	ellas,	se	calcula	la	permeabilidad	en	cada	una	de	las	

condiciones	del	ensayo	in	vitro:	ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis.	

Amoxicilina 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C  D  E  F 

15  0,40  0,46  0,73 0,76 0,53 0,86 

30  1,01  0,83  1,35 1,47 1,41 1,44 

60  1,74  1,78  2,55 2,48 2,39 3,07 

90  2,50  2,32  2,98 3,91 3,49 4,93 

P 
  (cm/s) 

2,23∙10‐05  2,07∙10‐05  2,85∙10‐05  3,95∙10‐05  3,59∙10‐05  5,57∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

2,38∙10‐05 ± 4,12∙10‐06 (17,29%)  4,37∙10‐05 ± 1,05∙10‐05 (24,07%) 

PBA/PAB= 1,83  

	
Tabla	 5.36.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Amoxicilina	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
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Amoxicilina 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

30  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

60  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

90  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

   P 

( (cm/s)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

P±DE 
(cm/s) 

‐  ‐ 

PBA/PAB=  ‐  

	
Tabla	 5.37.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Amoxicilina	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	 presencia	 de	 G.	 intestinalis.	 Símbolo	 (‐):	 bajo	 límite	 de	 detección	 y	
cuantificación.	
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	 	La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	en	cada	condición	

se	representa	en	la	figura	5.14.	

Figura	 5.14.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Amoxicilina	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	

	 En	 la	 tabla	 5.38,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Amoxicilina	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Amoxicilina 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG  S 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG  S 

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  S 

	
Tabla	 5.38.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Amoxicilina	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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	 Los	resultados	del	análisis	de	varianza	(ANOVA)	demuestran	

que	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	 cuando	 se	

comparan	los	valores	de	permeabilidad	obtenidos	en	ambas	direcciones,	

lo	 cual	 concuerda	 con	 el	 hecho	 de	 que	 la	 Amoxicilina	 presenta	 un	

mecanismo	 combinado	 de	 absorción	 pasiva,	 activa	 y	 transporte	 de	

secreción.	 Cuando	 comparamos	 la	 Pab	 y	 Pba	 en	 ambas	 condiciones	 del	

ensayo	(ausencia	y	presencia	de	Giardia)	se	observó	una	disminución	de	

ambos	 valores	 de	 permeabilidad	 estadísticamente	 significativa.	 La	

disminución	de	 la	permeabilidad,	puede	ser	debida	a	un	bloqueo	de	 los	

sitios	 de	 unión	 a	 los	 transportadores	 producido	 por	 el	 parásito	 o	 a	 un	

cambio	 conformacional	 de	 las	 proteínas	 transportadoras,	 unido	 al	

impedimento	estérico	producido	por	la	colonización	del	parásito	

Los	 resultados	 obtenidos	 in	vitro,	 que	muestran	 una	 reducción	 drástica	

de	 absorción	 de	 la	 Amoxicilina,	 concuerdan	 con	 los	 aportados	 en	 la	

bibliografía289	 realizados	 con	 ensayos	 in	 vivo,	 así	 como	 los	 resultados	

obtenidos	en	nuestro	laboratorio	con	el	modelo	de	infección	in	situ.	

	 Por	 tanto,	 si	 la	 giardiasis	 no	 estuviera	 diagnosticada	 en	 el	

paciente,	 existiría	 un	 riesgo	 de	 que	 el	 fármaco	 no	 alcanzara	 niveles	

terapéuticos	y	generase	resistencias.	

	

2.2.2.	Paracetamol	

	 El	 Paracetamol	 es	 el	 fármaco	 analgésico	 y	 antipirético	más	

utilizado	en	pediatría,	indicado	para	el	tratamiento	de	la	fiebre,	la	cefalea	

y	 el	 dolor	 musculoesquelético,	 entre	 otros.	 En	 el	 caso	 del	 Paracetamol	

dosis	 elevadas	 se	 relacionan	 con	 hepatotoxicidad,	 mientras	 que	 la	

administración	 de	 dosis	 menores	 de	 las	 necesarias	 conduciría	 a	 no	
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obtener	el	efecto	terapéutico	deseado.	

	

	 Las	 tablas	 5.39	 y	 5.40,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Paracetamol	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	A	partir	de	ellas	se	calcula	la	permeabilidad	en	cada	una	de	las	

condiciones	del	ensayo	in	vitro	(ausencia	y	presencia	de	G.	intestinalis).		

Paracetamol 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,1  0,9  0,6  1,90  1,92  1,90 

30  2,5  2,6  2,3  4,43  4,19  4,31 

60  3,8  4,1  3,7  8,11  7,04  7,06 

90  5,3  5,9  5,5  10,48  9,86  9,63 

P 

(cm/s)  1,76∙10‐05  2,04∙10‐05  2,00∙10‐05 3,64∙10‐05  3,29∙10‐05  3,20∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

1,93∙10‐05 ± 1,52∙10‐06 (7,88%)  3,38 ∙10‐05 ± 2,32∙10‐06 (6,88%) 

PBA/PAB= 1,75  

	
Tabla	 5.39.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Paracetamol	100	µM	en	monocapas	Caco‐
2.	
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Paracetamol 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,64  1,59  1,48  2,18  2,12  3,57 

30  2,50  2,45  2,65  2,30  3,78  3,00 

60  3,24  3,46  3,34  3,42  5,91  3,90 

90  4,07  4,54  4,41  5,05  8,24  5,41 

P 

(cm/s)  3,67∙10‐05 
 

4,56∙10‐05  4,34∙10‐05  5,01∙10‐05  1,64∙10‐04 
 

4,75∙10‐05 

P±DE 
(cm/s)) 

4,19∙10‐05 ± 4,60∙10‐06 (10,99%)  8,72∙10‐05 ± 6,65∙10‐05 (76,33%) 

PBA/PAB= 2,08  

	
Tabla	 5.40.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Paracetamol	100	µM	en	monocapas	Caco‐
2	en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	 comparación	 de	 los	 perfiles	 obtenidos	 para	 cada	

condición	se	representa	en	la	figura	5.15.	

Figura	5.15.	Representación	gráfica	de	las	permeabilidades	de	Paracetamol		
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.41,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Paracetamol	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

	
Tabla	 5.41.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Paracetamol	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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Los	 resultados	 in	 vitro	 indican	 que	 el	 Paracetamol	 es	 un	

fármaco	 con	 perfil	 típico	 de	 secreción,	 como	 el	 compuesto	 patrón	

Rodamina,	 en	 el	 que	 la	 Pba	 es	 mayor	 que	 la	 Pab.	 Los	 resultados	 del	

análisis	 de	 varianza	 (ANOVA),	 demuestran	 que	 existen	 diferencias	

estadísticamente	 significativas	 cuando	 se	 comparan	 los	 valores	 de	

permeabilidad	obtenidos	en	ambas	direcciones	en	ausencia	de	Giardia,	tal	

y	 como	 cabía	 esperar	 ya	 que	 el	 Paracetamol	 es	 sustrato	 de	

trasnportadores	de	secreción,	entre	otros.	Cuando	comparamos	la	Pab	y	

Pba	 en	 presencia	 de	 Giardia	 encontramos	 que	 la	 Pba	 es	 mayor.	 Sin	

embargo,	estas	diferencias	carecen	de	significación	estadística	debido	a	la	

alta	 variabilidad	 en	 los	 valores	 de	 Pba	 obtenidos	 en	 presencia	 del	

parásito.	El	efecto	que	se	observa	en	presencia	de	Giardia	intestinalis	 es	

un	 aumento	 de	 ambas	 permeabilidades.	 Las	 diferencias	 de	 Pab	 en	

ausencia	y	presencia	del	parásito	son	significativas	y	se	pueden	atribuir	al	

bloqueo	estérico	o	cambio	de	conformación	que	Giardia	ejerce	sobre	los	

transportadores	 por	 los	 que	 tiene	 afinidad	 el	 Paracetamol	

(transportadores	de	secreción).	En	el	caso	del	Paracetamol,	debido	a	su	

pequeño	 tamaño	 de	 molécula	 (MM=	 151	 g/mol),	 también	 puede	

atravesar	 la	 barrera	 a	 través	 de	 las	 uniones	 intercelulares	 como	 el	

fármaco	modelo	Lucifer	Yellow	y,	 al	 igual	que	éste,	 ve	 incrementada	 su	

permeabilidad	 en	 presencia	 del	 parásito	 debido	 al	 daño	 celular	 que	

produce.	Por	el	 contrario,	 la	 comparación	de	 los	valores	 en	 la	dirección	

basal‐apical,	 mostró	 que	 no	 existían	 diferencias	 estadísticamente	

significativas,	 pero	 debido	 a	 la	 alta	 variabilidad	 en	 los	 resultados	

obtenidos	en	presencia	de	Giardia	este	es	el	resultado	esperado.	
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	El	 aumento	 de	 permeabilidad	 en	 presencia	 del	 parásito	

puede	tener	repercusiones	en	clínica	ya	que	podría	suponer	un	cuadro	de	

hepatotoxicidad,	 si	 el	 Paracetamol	 se	 administra	 al	 niño	 de	 manera	

frecuente.	

	

2.3.	Fármacos	a	estudio	

	 Para	 realizar	 el	 estudio,	 se	 seleccionaron	 fármacos	 de	 uso	

común	en	pediatría,	ya	que	los	niños	conforman	el	grupo	poblacional	más	

susceptible	de	sufrir	giardiasis.	 	Los	experimentos	se	realizaron,	al	 igual	

que	 en	 los	 casos	 anteriores,	 utilizando	 monocapas	 Caco‐2	 de	 pases	

comprendidos	 entre	 20	 y	 30,	 en	 ausencia	 y	 en	 presencia	 del	 parásito.	

Para	la	estimación	de	la	permeabilidad	se	ha	utilizado	en	todos	los	casos	

un	modelo	de	regresión	no	lineal.	

	

2.3.1.	Analgésicos/Antipiréticos	

‐Ibuprofeno	
	
	 Una	familia	ampliamente	utilizada	en	la	población	pediátrica	

son	los	analgésicos	y	antipiréticos	indicados	en	cuadros	febriles,	dolor	y	

cefalea.	En	el	caso	del	Ibuprofeno,	la	sobredosificación	da	lugar	a	efectos	

adversos	a	nivel	gastrointestinal	mientras	que	la	infradosificación	llevaría	

a	no	controlar	el	estado	febril	o	reducir	el	dolor.	

	 Las	 tablas	 5.42	 y	 5.43,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden,	 a	 las	 cantidades	 de	 Ibuprofeno	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		
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Ibuprofeno 100 µΜ sin G. intestinalis 

 

Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,27  1,21  1,08  4,65  5,02  1,36 

30  1,69  1,98  1,55  7,46  9,18  3,71 

60  2,98  3,24  2,99  11,27  13,87  10,07 

90  3,81  3,69  3,84  13,42  16,19  12,07 

P 

(cm/s)  3,59∙10‐05 
 

3,64∙10‐05  3,82∙10‐05  1,86∙10‐05  2,36∙10‐05 
 

2,38∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

3,69∙10‐05 ± 1,19∙10‐06 (3,24%)  2,20∙10‐05 ± 2,94∙10‐06 (13,37%) 

PBA/PAB= 0,60  
	
Tabla	 5.42.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Ibuprofeno	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	

	

Ibuprofeno 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte		basal‐apical	

A  B  C D E F 

15  0,82  0,62  0,83  0,78  0,74  0,82 

30  1,28  1,11  1,46  1,75  1,47  1,62 

60  2,51  2,54  2,94  3,67  3,31  3,65 

90  3,04  3,61  3,64  4,15  4,56  4,57 

P 

(cm/s)  2,83∙10‐05 
 

3,65∙10‐05  3,75∙10‐05  5,22∙10‐05  5,43∙10‐05 
 

5,70∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

3,41∙10‐05 ± 5,02 ∙10‐06 (14,71%)  5,45∙10‐05 ± 2,44∙10‐06 (4,47%) 

PBA/PAB= 1,60  

	
Tabla	 5.43.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Ibuprofeno	100µM	en	monocapas	Caco‐2		
en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.16.	

Figura	 5.16.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Ibuprofeno	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.44,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Ibuprofeno	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.		

Ibuprofeno 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas homogéneas 

Prueba  paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba paramétrica PabG‐PbaG  S 

Prueba paramétrica Pab‐PabG  NS 

Prueba paramétrica Pba‐PbaG  S 

	
Tabla	 5.44.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Ibuprofeno	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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En	 la	 figura	 5.16	 se	 muestra	 que	 la	 permeabilidad	 Pab	 es	

mayor	 que	 Pba	 en	 ausencia	 de	 parásito.	 Los	 resultados	 del	 análisis	 de	

varianza	 (ANOVA)	 demuestran	 que	 estas	 diferencias	 son	

estadísticamente	 significativas.	 Esto	 es	 debido	 al	 transportador	 de	

absorción	activa,	MRP1,	implicado	en	el	paso	de	Ibuprofeno	a	través	de	la	

barrera	 intestinal.	 Se	 obtiene	 un	 perfil	 típico	 de	 este	 tipo	 de	 fármacos,	

donde	la	Pab	es	mayor	que	la	Pba.	Sin	embargo,	en	presencia	de	Giardia	la	

permeabilidad	Pab	es	menor	que	Pba	y	esa	diferencia	es	estadísticamente	

significativa,	 aunque	 el	 cociente	 Pba/Pab	 es	menor	 de	 2	 por	 lo	 que	 no	

puede	atribuirse	a	la	participación	de	transportadores.	

Si	 comparamos	 los	 resultados	 sin	 y	 con	 parásito	 se	 observa	 una	 leve	

disminución	 de	 la	 permeabilidad	 del	 Ibuprofeno	 en	 presencia	 de	 G.	

intestinalis	 en	 sentido	 Pab,	 aunque	 estas	 diferencias	 no	 son	

estadísticamente	 significativas.	 El	 Ibuprofeno	 atraviesa	 la	 membrana	

debido	a	un	mecanismo	combinado	de	difusión	pasiva	y	transporte	activo	

de	absorción.	El	patrón	observado	en	presencia	de	Giardia	sugiere	que	el	

transportador	está	bloqueado	y	la	permeabilidad	pasiva	reducida,	lo	que	

provocaría	valores	de	permeabilidad	menores	en	el	sentido	Pab.	

En	este	caso,	la	infección	por	Giardia	no	produciría	cambios	importantes	

de	 los	 niveles	 plasmáticos	 a	 nivel	 clínico,	 cuando	 se	 administrara	 este	

fármaco.	
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2.3.2		Antiarrítmicos/Antipalúdicos	

‐Quinidina	
	

	 Se	emplea	en	pediatría	para	tratar	 las	arritmias	cardíacas	y	

para	 curar	 las	 infecciones	 por	 Plasmodium	 falciparum,	 causante	 de	 la	

malaria.	 Si	 se	 sobrepasa	 la	 dosis	 terapéutica,	 pueden	 aparecer	

manifestaciones	 gastrointestinales,	 del	 SNC,	 cardíacas,	 hipopotasemia	 o	

alteraciones	auditivas	y	 visuales.	Por	esto	es	 importante	vigilar	 algunos	

parámetros	durante	 el	 tratamiento.	 Si	 se	produjese	 la	 sobredosificación	

podrían	 aparecer	 estos	 peligrosos	 efectos,	 y	 si	 no	 se	 alcanzase	 la	 dosis	

terapéutica	el	paciente	no	lograría	la	curación.	

	 Las	 tablas	 5.45	 y	 5.46,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Quinidina	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas,	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		

Quinidina 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  2,6  2,4  2,3  3,0  2,8  3,2 

30  3,4  3,8  2,9  5,8  5,4  6,1 

60  5,9  5,9  6,1  11,3  11,0  11,6 

90  8,5  8,1  7,6  14,2  14,1  14,0 

P 

(cm/s)  5,38∙10‐06 
 

5,10∙10‐06  5,07∙10‐06  1,19∙10‐05  1,12∙10‐05 
 

1,16∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

5,19∙10‐06 ± 1,72∙10‐07 (3,31%)  9,16∙10‐05 ± 3,52∙10‐07 (0,38%) 

PBA/PAB= 17,64  
	
Tabla	 5.45.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Quinidina	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
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Quinidina 100 µΜ con G. intestinalis 2 horas 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical	

A  B  C D E F 

15  2,24  2,04  2,27  2,82  2,75  3,86 

30  2,75  4,23  4,36  4,14  5,06  5,74 

60  4,02  5,36  5,37  5,08  6,33  6,77 

90  4,57  5,75  5,79  5,89  6,87  7,55 

P 

(cm/s)  3,58∙10‐05 
 

9,40∙10‐05  7,19∙10‐05  3,06∙10‐05  4,57∙10‐05 
 

4,87∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

6,72 ∙10‐05 ± 2,93∙10‐05 (43,65%)  4,17∙10‐05 ± 9,71∙10‐06 (23,30%) 

PBA/PAB= 0,62  
	
Tabla	 5.46.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	 tras	administrar	Quinidina	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis	durante	2	horas.	
	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.17.	

Figura	5.17.	Representación	gráfica	de	las	permeabilidades	de	Quinidina	obtenidas	
en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
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	 En	 la	 tabla	 5.47,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Quinidina	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Quinidina 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG   NS 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG   S 

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  S 

	
Tabla	 5.47.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	Apical‐Basal	(Pab)	y	permeabilidad	Basal‐Apical	 (Pba)	de	Quinidina	
en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	 diferencias	
estadísticamente	significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas.	
	
	 Los	 resultados	mostrados	 en	 la	 figura	 5.17	 señalan	que,	 en	

ausencia	de	parásito,	la	permeabilidad	Pba	es	mucho	mayor	que	Pab	y,	el	

análisis	 de	 varianza	 indica	 que	 estas	 diferencias	 son	 estadísticamente	

significativas.	 Esto	 es	 debido,	 a	 los	 transportadores	 de	 secreción	 (en	

concreto,	glicoproteína	P)	presentes	en	las	monocapas	Caco‐2,	los	cuales	

están	implicados	en	el	paso	de	Quinidina	a	través	de	la	barrera	intestinal.	

Se	 obtiene	 un	 perfil	 típico	 de	 este	 tipo	 de	 fármacos,	 donde	 la	 Pab	 es	

menor	que	la	Pba.		

	 Los	 resultados	muestran	 	 un	 aumento	 de	 la	 permeabilidad	

de	 la	 Quinidina	 en	 presencia	 de	 G.	 intestinalis	 en	 sentido	 Pab,	 y	 una	

disminución	 en	 sentido	 Pba.	 El	 análisis	 estadístico	 reveló	 que	 ambas	

diferencias	son	significativas.	La	Quinidina	atraviesa	la	membrana	debido	

a	 un	 mecanismo	 combinado	 de	 difusión	 pasiva,	 absorción	 activa	 y	

transporte	 de	 secreción.	 El	 patrón	 observado	 en	 presencia	 de	 Giardia	

sugiere	que,	en	este	caso,	el	transportador	que	estaría	más	afectado	por	el	

parásito	 sería	 el	 de	 secreción,	 que	 estaría	 bloqueado.	 Al	 no	 expulsar	
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fármaco,	 más	 cantidad	 atravesaría	 la	 membrana,	 aumentando	 la	

permeabilidad	 en	 sentido	 Pab,	 lo	 que	 podría	 dar	 lugar	 a	 los	 efectos	 no	

deseados	descritos	previamente.	 	

	

2.3.3.	Antibióticos	b‐lactámicos	

‐Cefadroxilo	
	
	 El	 Cefadroxilo,	 pertenece	 a	 uno	 de	 los	 grupos	 de	 fármacos	

más	 empleados	 en	 pediatría	 para	 tratar	 procesos	 infecciosos.	 Un	

aumento	 de	 la	 absorción	 de	 este,	 llevaría	 a	 efectos	 nocivos	 sobre	 el	

sistema	digestivo	y	problemas	tipo	alérgicos	como	erupciones	y	fiebre.	Se	

deben	 evitar	 también	 las	 dosis	 subterapéuticas,	 pues	 podrían	 aparecer	

resistencias	además	de	no	conseguir	la	cura	del	paciente.	

	 La	tabla	5.48	muestra	el	dato	de	permeabilidad	Pab	tomado	

de	 la	 bibliografía404.	 La	 tabla	 5.49	 corresponde	 a	 las	 cantidades	 de	

Cefadroxilo	en	el	compartimiento	receptor	en	presencia	de	Giardia.		

Cefadroxilo 100 µΜ sin G. intestinalis
Pab±DE 
(cm/s) 

8,88∙10‐05 ± 5,20∙10‐06 (5,9%) 

	
Tabla	 5.48.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	 Apical‐Basolateral	 (Pab)	 obtenida	 tras	
administrar	Cefadroxilo	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	Dato	bibliográfico,	tomado	
de	Posada	et	al.404.	
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Cefadroxilo 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

30  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

60  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

90  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

P 

(cm/s)  ‐ 
 
‐  ‐  ‐  ‐ 

 
‐ 

P±DE 
(cm/s) 

‐  ‐ 

PBA/PAB=  ‐  
	
Tabla	 5.49.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Cefadroxilo	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis.	
	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.18.	

	
Figura	 5.18.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Cefadroxilo	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
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	 En	 la	 tabla	 5.50,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor	 correspondiente	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Cefadroxilo	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Cefadroxilo 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG (2h)  S 

	
Tabla	 5.50.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	Apical‐Basal	(Pab)	de	Cefadroxilo	en	ausencia	y	presencia	de	Giardia	2	
horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 Existen	
diferencias	estadísticamente	significativas.	
	
		 Los	 resultados	 obtenidos	 muestran	 una	 marcada	

disminución	 de	 la	 permeabilidad	 del	 Cefadroxilo,	 ya	 que	 los	 valores	 de	

concentración	de	Cefadroxilo	en	el	compartimento	receptor	estaban	por	

debajo	 del	 límite	 de	 cuantificación.	 	 Los	 resultados	 de	 la	 prueba	 t	 de	

Student	 demuestran	 que	 existen	 diferencias	 estadísticamente	

significativas.	Estos	datos	concuerdan	con	los	datos	clínicos	aportados	en	

la	 bibliografía	 sobre	 otros	 antibióticos	 β‐lactámicos289,	 en	 los	 que	 se	

muestra	 claramente	 la	 marcada	 disminución	 en	 la	 absorción	 de	 este	

grupo	de	fármacos	en	casos	de	giardiasis.		

	 El	 Cefadroxilo	 presenta	 un	 mecanismo	 combinado	 de	

absorción	pasiva,	activa	y	 transporte	de	secreción.	La	disminución	de	 la	

permeabilidad	 puede	 deberse	 a	 un	 bloqueo	 de	 los	 sitios	 de	 unión,	 o	 a	

cambios	conformacionales	de	la	proteína	transportadora	producidos	por	

el	parásito.	Por	tanto,	si	la	giardiasis	no	estuviera	diagnosticada,		existiría	

un	riesgo	de	que	el	fármaco	no	alcanzara	niveles	terapéuticos	y	generase	

resistencias.	
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2.3.4.	Antiepilépticos	

‐Carbamazepina	
	
	 La	Carbamazepina	es	uno	de	los	fármacos	antiepilépticos	de	

elección	en	pediatría.	Es	un	fármaco	de	estrecho	margen	terapéutico,	por	

lo	que	es	especialmente	importante	ajustar	la	dosis	correctamente,	pues	

pequeñas	variaciones	en	la	absorción	se	traducirían	en	un	riesgo	para	el	

paciente.	La	clínica	de	la	intoxicación	es,	fundamentalmente,	neurológica,	

siendo	 el	 síntoma	 más	 frecuente	 y	 característico	 el	 nistagmo,	

acompañado	 de	 otras	 manifestaciones	 clínicas	 propias	 de	 la	 depresión	

del	 SNC.	 En	 el	 otro	 extremo,	 dosis	 inferiores	 a	 las	 recomendadas	

conducirían	a	un	déficit	en	el	control	de	las	crisis	epilépticas	con	el	riesgo	

que	ello	conlleva.	

	 Las	 tablas	 5.51	 y	 5.52,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	a	 las	 cantidades	de	Carbamazepina	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	 en	

presencia	de	G.	intestinalis.			
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Carbamazepina 100 µΜ sin G. intestinalis 
 

Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  3,20  4,32  2,76  1,93  1,72  2,46 

30  4,04  5,36  3,22  4,20  3,66  4,18 

60  6,45  6,85  5,97  6,38  6,12  7,27 

90  7,81  8,41  6,58  7,67  7,80  9,02 

P 

(cm/s)  2,53∙10‐05 
 

2,12∙10‐05  2,21∙10‐05  6,93∙10‐05  6,91∙10‐05 
 

9,03∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

2,29∙10‐05 ± 2,11∙10‐06 (9,20%)  7,62∙10‐05 ± 1,22 ∙10‐05 (16,01%) 

PBA/PAB=3,32  

	
Tabla	 5.51.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	 (Pba)	 obtenidas	 tras	 administrar	 Carbamazepina	 100	 µM	 en	monocapas	
Caco‐2.	
	

Carbamazepina 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 
15  2,23  0,99  1,80 1,39 2,22 1,90 

30  2,82  2,74  2,83 3,32 3,09 3,26 

60  4,29  4,33  4,76 4,75 4,23 4,55 

90  5,21  5,40  5,47 5,77 5,33 5,68 

P 

(cm/s)  5,79∙10‐05 
 

7,48 ∙10‐05  7,36∙10‐05  3,19∙10‐05  3,14∙10‐05 
 

3,16∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

6,88∙10‐05 ± 9,41∙10‐06 (13,69%)  3,17∙10‐05 ± 2,78 ∙10‐07 (0,88%) 

PBA/PAB= 0,46  

	
Tabla	 5.52.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	 (Pba)	 obtenidas	 tras	 administrar	 Carbamazepina	 100	 µM	 en	monocapas	
Caco‐2	en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.19.	

	
Figura	 5.19.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Carbamazepina	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.53,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente,	 a	 las	permeabilidades	de	Carbamazepina	en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Carbamazepina 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG  S 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG  S 

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  S 

Tabla	 5.53.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Carbamazepina	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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El	 estudio	de	permeabilidad	 (figura	5.19)	nos	 indica	que	 la	

Carbamazepina	 es	 un	 fármaco	 con	 un	 perfil	 típico	 de	 los	 sustratos	 de	

transportadores	 de	 secreción,	 en	 el	 que	 la	 Pba	 es	 considerablemente	

mayor	que	 la	Pab	en	ausencia	de	Giardia.	 Los	 resultados	del	 análisis	de	

varianza	 (ANOVA)	demuestran	que	existen	diferencias	estadísticamente	

significativas,	 cuando	 se	 comparan	 los	 valores	 de	 permeabilidad	

obtenidos	 en	 ambas	 direcciones.	 En	 presencia	 del	 parásito,	 se	 ve	

incrementada	 marcadamente	 su	 absorción.	 El	 incremento	 de	 la	

permeabilidad	 es	 estadísticamente	 significativo.	 Esto	 es	 debido,	

probablemente,	 	 a	 que	 G.	 intestinalis	 produce	 un	 bloqueo	 de	 los	

transportadores	 de	 secreción	 o	 un	 cambio	 de	 conformación	 de	 los	

mismos.	Por	 lo	 tanto	 la	presencia	de	giardiasis	no	diagnosticada,	podría	

llevar	 a	 dosis	 tóxicas,	 que	 supondrían	 la	 aparición	 de	 la	 sintomatología	

descrita	para	la	sobredosificación.	

	
‐Diazepam	
	
	 El	Diazepam	es	otro	fármaco	utilizado	para	el	tratamiento	de	

las	crisis	epilépticas	infantiles,	además	de	como	ansiolítico	y	sedante.	Los	

síntomas	 más	 prevalentes	 tras	 una	 intoxicación	 por	 Diazepam	 son	

neurológicos,	siendo	el	más	frecuente	la	ataxia.	También	puede	producir	

alucinaciones,	 confusión,	 agitación,	 coma,	 depresión	 del	 centro	

respiratorio,	bradicardia	e	hipotensión.	

	 Las	 tablas	 5.54	 y	 5.55,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Diazepam	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		
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Diazepam 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,21  1,24  1,25  2,18  2,67  2,45 

30  1,89  2,09  2,17  4,02  4,29  4,45 

60  2,90  3,31  3,26  6,28  6,67  6,58 

90  3,91  4,25  4,07  7,64  8,45  8,62 

P 

(cm/s)  2,99∙10‐05 
 

3,07∙10‐05  3∙10‐05  1,16∙10‐04  9,29∙10‐05 
 

1,40∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

3,02∙10‐05 ± 4,17∙10‐07 (1,38%)  1,16∙10‐04 ± 2,38∙10‐05 (20,44%) 

PBA/PAB= 3,85  
	
Tabla	 5.54.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Diazepam	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
	

Diazepam 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  4,23  4,57  4,71  4,17  5,09  4,52 

30  5,12  5,21  5,48  3,80  5,30  4,17 

60  5,22  5,03  5,28  4,71  6,51  6,03 

90  5,50  5,83  6,01  5,79  7,22  6,90 

P 

(cm/s)  5,03∙10‐05 
 

4,98∙10‐05  5,70∙10‐05  5,80∙10‐05  1,45∙10‐04 
 

1,08∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

5,24∙10‐05 ± 4,01∙10‐06 (7,66%)  1,04∙10‐04 ± 4,35∙10‐05 (41,99%) 

PBA/PAB= 1,98  
	
Tabla	 5.55.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Diazepam	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.20.	

	
Figura	5.20.	Representación	gráfica	de	las	permeabilidades	de	Diazepam	obtenidas	
en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	 	

	 En	 la	 tabla	 5.56,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente,	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Diazepam	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Diazepam 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG  NS 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG  S 

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  NS 

	
Tabla	 5.56.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Diazepam	en	ausencia	y	presencia	de	Giardia	2	horas	(G).	NS:	No	existen	diferencias	
estadísticamente	significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas	
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El	 Diazepam,	 al	 igual	 que	 la	 Carbamazepina,	 presenta	 un	

perfil	típico	de	fármaco	con	transporte	de	secreción	en	el	que	la	que	Pba	

es	mucho	mayor	que	la	Pab.	El	análisis	de	varianza	(ANOVA)	demuestra	

que	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 cuando	 se	

comparan	los	valores	de	permeabilidad	obtenidos	en	ambas	direcciones	

en	ausencia	de	Giardia.	Cuando	se	compara	Pab	en	ausencia	y	presencia	

del	 parásito,	 se	 observan	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	

debido	al	bloqueo	estérico	que	Giardia	 ejerce	sobre	 los	 transportadores	

por	 los	 que	 tiene	 afinidad	 el	 Diazepam	 (transportadores	 de	 secreción).		

La	infección	parasitaria	produce,	a	la	vista	de	los	datos,	un	incremento	de	

la	 permeabilidad	 con	 la	 consiguiente	 sobredosificación.	 Si	 bien	 pueden	

aparecer	síntomas	de	depresión	del	SNC,	esta	benzodiacepina	es	segura	

ya	que	el	margen	terapéutico	es	mayor	que	el	del	resto	de	antiepilépticos.	

	

	
‐Fenobarbital	
	
	 El	 Fenobarbital	 también	 se	 cuenta	 entre	 los	 fármacos	 de	

estrecho	 margen	 terapéutico	 por	 lo	 que	 es	 importante,	 para	 el	 éxito	

terapéutico,	asegurar	la	dosificación	exacta.	

	 Las	 tablas	 5.57	 y	 5.58,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Fenobarbital	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		
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Fenobarbital 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,35  0,96  0,81  0,81  0,87  0,90 

30  1,59  1,56  1,77  2,27  2,26  2,42 

60  3,17  3,31  3,43  4,53  5,05  4,75 

90  4,85  4,57  4,71  6,24  6,27  6,57 

P 

(cm/s)  4,98∙10‐05 
 

5,08∙10‐05  5,48∙10‐05  9,48∙10‐05 1,03∙10‐04 
 

1,04∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

5,18∙10‐05 ± 2,66∙10‐06 (5,14%)  1,01∙10‐04 ± 5,02∙10‐06 (4,99%) 

PBA/PAB= 1,94  

	
Tabla	 5.57.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Fenobarbital	100	µM	en	monocapas	Caco‐
2.	
	

Fenobarbital 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  0,91  0,83  0,81  1,02  1,46  1,18 

30  1,60  1,72  1,70  2,13  1,94  2,23 

60  3,28  2,95  3,15  2,93  3,58  4,83 

90  4,05  4,39  4,07  5,35  5,68  7,61 

P 

(cm/s)  4,44∙10‐05 
 

4,64∙10‐05  4,43∙10‐05  5,89∙10‐05  6,65∙10‐05 
 

1,18∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

4,50∙10‐05 ± 1,20∙10‐06 (2,67%)  8,10∙10‐05 ± 3,19∙10‐05 (39,38%) 

PBA/PAB= 1,80  

	
Tabla	 5.58.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Fenobarbital	100	µM	en	monocapas	Caco‐
2	en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.21.	

	
Figura	 5.21.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Fenobarbital	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.59,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente,	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Fenobarbital	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	 	

Fenobarbital 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S 

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG  NS  

Prueba no paramétrica Pab‐PabG  NS  

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  NS 

	
Tabla	 5.59.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Fenobarbital	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	
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	 Como	se	observa	en	 la	 figura	5.21,	 la	permeabilidad	Pab	es	

menor	que	Pba	y	esta	diferencia	es	estadísticamente	significativa,	 como	

se	muestra	en	el	análisis	de	varianza.	El	mecanismo	de	absorción	de	este	

fármaco	 combina	 difusión	 pasiva	 y	 transporte	 activo	 de	 absorción	 y	

secreción,	 pero	 el	 patrón	 que	 predomina	 es	 el	 de	 secreción	 como	 en	

algunos	ejemplos	anteriores.	La	 infección	por	el	parásito	produce,	como	

se	puede	ver	en	la	figura,	una	pequeña	disminución	de	la	permeabilidad	

no	estadísticamente	significativa,	debido	seguramente	a	que	la	inhibición	

de	los	transportadores	en	ambos	sentidos	tiene	un	efecto	compensatorio.	

	 Cuando	comparamos	la	Pab	y	Pba	en	presencia	de	Giardia	no	

existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 debido	 a	 la	 alta	

variabilidad	 en	 la	 Pba	 cuando	 se	 realizan	 los	 ensayos	 en	 presencia	 del	

parásito.	 Tampoco	 se	 encuentran	 diferencias	 estadísticamente	

significativas	en	el	resto	de	comparaciones	debido	al	mismo	motivo.	

A	 la	 vista	 de	 los	 resultados	 in	 vitro	 podemos	 concluir	 que	 la	

administración	 de	 Fenobarbital	 en	 población	 infantil	 afectada	 por	

epilepsia	es	segura,	incluso	aunque	el	niño	esté	infectado	por	Giardia.	No	

obstante,	 teniendo	 en	 cuenta	 que	 es	 un	 fármaco	 de	 estrecho	 margen	

terapéutico	 deberíamos	 monitorizar	 al	 paciente	 ya	 que	 en	 el	 intestino	

humano,	 en	 el	 tramo	duodenal	 (tramo	de	elección	para	 la	 absorción	de	

fármacos)	el	transportador	que	más	se	expresa	es	MRP2	(secreción),	por	

lo	tanto	los	niveles	plasmáticos	de	Fenobarbital	en	el	niño	podrían	estar	

aumentados.	
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2.3.5.	Antituberculosos	

‐Isoniazida	
	
	 La	Isoniazida	es	un	antibiótico	antituberculoso	que	se	utiliza	

generalmente	en	combinación	con	otros	antibióticos.	La	intoxicación	por	

este	 fármaco	 produce	 un	 síndrome	 caracterizado	 por	 convulsiones,	

acidosis	metabólica	 y,	 en	 casos	 severos,	 depresión	 respiratoria	 y	 coma.	

Dosis	 subterapéuticas	 suponen	 que	 no	 se	 controle	 la	 infección	 y	

favorecen	la	aparición	de	resistencias.	

	 Las	 tablas	 5.60	 y	 5.61,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Isoniazida	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		

Isoniazida 100 µΜ sin G. intestinalis 

 

Tiempo 

(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  0,13  0,29  0,001  0,19  0,37  0,26 

30  0,38  0,56  0,55  0,71  0,58  0,71 

60  0,96  1,60  1,41  1,64  1,65  1,43 

90  1,74  2,24  2,81  2,98  2,45  2,37 

P 

(cm/s)  1,51∙10‐05 
 

2,09∙10‐05  2,62∙10‐05  2,92∙10‐05  2,32∙10‐05 
 

2,18∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

2,07∙10‐05 ± 5,55∙10‐06 (26,80%)  2,48∙10‐05 ± 3,94∙10‐06 (15,89%) 

PBA/PAB= 1,19  
	 	
Tabla	 5.60.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Isoniazida	100	µM	en	monocapas	Caco‐2.	
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Isoniazida 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad(nmol)

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  0,35  0,43  0,39  1,25  0,89  1,01 

30  0,74  0,40  0,44  0,84  0,99  1,07 

60  1,39  0,53  1,14  2,65  2,47  2,48 

90  1,98  1,48  1,77  3,50  3,31  3,44 

P 

(cm/s)  1,67∙10‐05 
 
9,48 ∙10‐06  1,44∙10‐05  3,33∙10‐05  3,24∙10‐05 

 
3,30∙10‐05 

P±DE 
(cm/s) 

1,35∙10‐05 ± 3,70∙10‐06 (27,35%)  3,29∙10‐05 ± 4,54∙10‐07 (1,38%) 

PBA/PAB= 2,43  
	
Tabla	 5.61.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Isoniazida	100	µM	en	monocapas	Caco‐2	
en	presencia	de	G.	intestinalis.	
	
	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.22.	

Figura	 5.22.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Isoniazida	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
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	 En	 la	 tabla	 5.62,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente,	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Isoniazida	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Isoniazida 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas homogéneas 

Prueba paramétrica Pab‐Pba  NS 

Prueba paramétrica PabG‐PbaG  S 

Prueba paramétrica Pab‐PabG  NS 

Prueba paramétrica Pba‐PbaG  S 

	
Tabla	 5.62.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Isoniazida	en	ausencia	y	presencia	de	Giardia	2	horas	(G).	NS:	No	existen	diferencias	
estadísticamente	significativas,	S:	existen	diferencias	estadísticamente	significativas.	

	

Como	se	observa	en	la	figura	la	permeabilidad	de	Isoniazida	

es	 similar	 en	 ambos	 sentidos.	 La	 Isoniazida	 atraviesa	 la	 membrana	

intestinal	 mediante	 difusión	 pasiva,	 como	 el	 fármaco	 de	 referencia	

Metoprolol	 (epígrafe	 2.1.1),	 y	 probablemente	 también	 mediante	

transporrte	 paracelular	 dado	 su	 pequeño	 tamaño	 (Mm=	 137,14g/mol).	

Los	 resultados	 del	 análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 demuestran	 que,	

efectivamente,	 no	 existen	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	

cuando	 se	 comparan	 los	 valores	 de	 permeabilidad	 obtenidos	 en	 ambas	

direcciones	en	ausencia	de	Giardia.		

En	presencia	del	parásito,	se	ve	disminuida	la	permeabilidad	

del	fármaco	en	sentido	apical‐baolateral	pero	las	diferencias	entre	ambas	

permeabilidades	no	son	estadísticamente	significativas.	Los	fármacos	que	

se	absorben	por	difusión	pasiva	como	el	Metoprolol	veían	disminuida	su	

permeabilidad	 en	 presencia	 del	 parásito	 pero,	 como	 en	 este	 caso,	 el	
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fármaco	se	absorbe	también	mediante	un	mecanismo	paracelular	(como	

el	 Lucifer	 Yellow),	 esta	 disminución	 se	 ve	 compensada	 por	 el	 aumento	

que	se	produce	en	la	absorción	a	través	de	los	espacios	intercelulares.		

	 Por	el	contrario,	cuando	comparamos	 los	valores	de	Pba	en	

presencia	 y	 ausencia	 de	 Giardia	 existen	 diferencias	 estadísticamente	

significativas,	ya	que	el	 valor	de	PbaG	en	presencia	del	parásito	es	muy	

elevado.	 La	 combinación	 de	 ambos	 mecanismos	 de	 absorción	 podría	

explicar	estas	diferencias.	

	

‐Rifampicina	
	
	 La	 Rifampicina	 es	 otro	 fármaco	 de	 primera	 línea	 en	 el	

tratamiento	de	 la	tuberculosis,	siendo	necesario	su	uso	en	combinación.		

Presenta	 un	 estrecho	 margen	 terapéutico.	 Durante	 el	 tratamiento	 con	

Rifampicina	 es	 necesario	 llevar	 a	 cabo	 vigilancia	 de	 diferentes	

parámetros,	 como:	 antibiograma,	 enzimas	 hepáticos,	 bilirrubina,	

creatinina	sérica,	recuento	sanguíneo	y	plaquetario;	pues	es	posible	que	

se	vean	afectados.	

	 Las	 tablas	 5.63	 y	 5.64,	 que	 se	 muestran	 a	 continuación,	

corresponden	 a	 las	 cantidades	 de	 Rifampicina	 en	 el	 compartimiento	

receptor.	 A	 partir	 de	 ellas	 se	 calcula	 la	 permeabilidad	 en	 ausencia	 y	

presencia	de	G.	intestinalis.		
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Rifampicina 100 µΜ sin G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A B  C D E F 
15  0,74 0,74  0,69 0,67 0,78 0,66 

30  0,83 1,08  0,83 2,89 3,17 2,22 

60  1,02 1,23  1,18 10,74 6,82 8,43 

90  1,33 1,64  1,40 26,16 25,43 22,76 

P 

(cm/s)  6,85∙10‐06 
 

9,55∙10‐06  8,34∙10‐06  8,44∙10‐05  9,51∙10‐05 
 

1,49∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

8,25∙10‐06 ± 1,35∙10‐06 (16,40%)  1,10∙10‐04 ± 3,50∙10‐05 (31, 90%) 

PBA/PAB= 1,78  
	
Tabla	 5.63.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Rifampicina	100	µM	en	monocapas	Caco‐
2.	
	

Rifampicina 100 µΜ con G. intestinalis 

 
Tiempo 
(min) 

Cantidad (nmol) 

Transporte  apical‐basal  Transporte  basal‐apical 

A  B  C D E F 

15  1,31  1,35  1,33  0,67  0,78  0,66 

30  2,28  1,92  2,05  2,21  1,13  1,56 

60  3,80  3,13  3,5  7,86  3,66  6,22 

90  5,34  4,23  4,82  15,41  12,20  13,89 

P 

(cm/s)  6,31∙10‐05 
 

4,14∙10‐05  5,07∙10‐05  2,5∙10‐04  9,83∙10‐05 
 

1,30∙10‐04 

P±DE 
(cm/s) 

5,18∙10‐05 ± 1,09∙10‐05 (21,07%)  1,59∙10‐04 ± 7,99∙10‐05 (50,19%) 

PBA/PAB= 3,08  
	
Tabla	 5.64.	 Valores	 de	 la	 Permeabilidad	Apical‐Basolateral	 (Pab)	 y	Basolateral‐
Apical	(Pba)	obtenidas	tras	administrar	Rifampicina	100	µM	en	monocapas	Caco‐2		
en	presencia	de	G.	intestinalis.	
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	 La	comparación	de	los	perfiles	obtenidos	se	representa	en	la	

figura	5.23.	

	
Figura	 5.23.	 Representación	 gráfica	 de	 las	 permeabilidades	 de	 Rifampicina	
obtenidas	en	las	distintas	condiciones	del	ensayo.	
	
	 En	 la	 tabla	 5.65,	 se	 muestra	 el	 análisis	 de	 varianza	 de	 un	

factor,	 correspondiente,	 a	 las	 permeabilidades	 de	 Rifampicina	 en	 las	

diferentes	condiciones	del	estudio.	

Rifampicina 100 µM

Prueba de Levene  Varianzas no homogéneas 

Prueba no paramétrica Pab‐Pba  S  

Prueba no paramétrica PabG‐PbaG  S 

Prueba no paramétrica Pab‐PabG  S 

Prueba no paramétrica Pba‐PbaG  NS 

	
Tabla	 5.65.	 Análisis	 de	 varianza	 (ANOVA)	 de	 un	 factor	 correspondiente	 a	 la	
permeabilidad	 Apical‐Basal	 (Pab)	 y	 permeabilidad	 Basal‐Apical	 (Pba)	 de	
Rifampicina	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 Giardia	 2	 horas	 (G).	 NS:	 No	 existen	
diferencias	 estadísticamente	 significativas,	 S:	 existen	 diferencias	 estadísticamente	
significativas.	

	 	

0,00E+00

5,00E‐05

1,00E‐04

1,50E‐04

2,00E‐04

2,50E‐04

3,00E‐04

Sin Giardia Con Giardia 2h

P
e
ff
 (
cm

/s
)

Ausencia/presencia de G. intestinalis

Rifampicina 100 µM

Peff A‐B

Peff B‐A



Resultados	y	Discusión	

	

235	

	

La	 Rifampicina	 es	 un	 fármaco	 que	 se	 absorbe	 por	 difusión	

pasiva,	transporte	activo	de	absorción	y	secreción,	pero	la	figura	presenta	

un	perfil	típico	de	transporte	de	secreción	(donde	la	Pab	es	menor	que	la	

Pba),	que	es	el	predominante	en	este	caso.	Los	resultados	del	análisis	de	

varianza	 (ANOVA)	demuestran	que	existen	diferencias	estadísticamente	

significativas	 cuando	 se	 comparan	 los	 valores	 de	 permeabilidad	

obtenidos	en	ambas	direcciones	tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	

Giardia.	 La	 presencia	 de	 Giardia	 produce	 un	 incremento	 de	 la	

permeabilidad	 estadísticamente	 significativo	 que,	 como	 hemos	 visto,	

puede	tener	consecuencias	graves	para	la	salud	del	niño.	Esto	puede	ser	

debido	 a	 que	 G.	 intestinalis	 bloquee	 en	 parte,	 los	 transportadores	 de	

secreción	 o	 induzca	 un	 cambio	 de	 conformación	 de	 los	mismos,	 por	 lo	

tanto	se	obtiene	que	 la	PabG	es	mayor	que	 la	Pab.	Los	valores	de	Pba	y	

PbaG	no	presentan	diferencias	significativas	estadísticamente	debido	a	la	

alta	variabilidad	de	estos	valores.	
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	 En	 la	 tabla	 5.66	 se	 muestra	 un	 resumen	 de	 las	

permeabilidades	in	vitro	de	todos	los	fármacos	ensayados:	

Compuesto 
Sin G. intestinalis  Con G. intestinalis 2h 

Pab (cm/s) Pba (cm/s) Pab (cm/s) Pba (cm/s) 

Amoxicilina  2,38∙10‐05  4,37∙10‐05  ‐  ‐ 

Carbamazepina  2,29∙10‐05  7,62∙10‐05  6,88∙10‐05  3,17∙10‐05 

Cefadroxilo  8,88∙10‐05  ‐  ‐  ‐ 

Diazepam  3,02∙10‐05  1,16∙10‐04  5,24∙10‐05  1,04∙10‐04 

Fenobarbital  5,18∙10‐05  1,01∙10‐04  4,50∙10‐05  8,10∙10‐05 

Ibuprofeno  3,69∙10‐05  2,20∙10‐05  3,41∙10‐05  5,45∙10‐05 

Isoniazida  2,07∙10‐05  2,48∙10‐05  1,35∙10‐05  3,29∙10‐05 

Lucifer Yellow  1,52∙10‐07  ‐  1,09∙10‐06  ‐ 

Metoprolol  5,73∙10‐05  6,98∙10‐05  4,83∙10‐05  3,34∙10‐05 

Paracetamol  1,93∙10‐05  3,38∙10‐05  4,19∙10‐05  8,72∙10‐05 

Quinidina  5,19∙10‐06  9,16∙10‐05  6,72∙10‐05  4,17∙10‐05 

Rifampicina  8,25∙10‐06  1,10∙10‐04  5,18∙10‐05  1,59∙10‐04 

Rodamina  8,65∙10‐05  1,79∙10‐05  7,14∙10‐06  1,55∙10‐05 

	
Tabla	 5.66.	 Resumen	 de	 permeabilidades	 en	 dirección	 Apical‐Basolateral	 y	
Basolateral‐Apical	de	los	diferentes	fármacos	ensayados.	
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	 Como	 se	 observa	 en	 la	 tabla	 5.67,	 a	 modo	 de	 resumen	 se	

puede	indicar	que	la	permeabilidad	de	los	fármacos	estudiados	aumenta	

en	 algunos	 de	 ellos	 y	 en	 otros	 disminuye.	 En	 los	 fármacos	 que	 se	 ve	

aumentada,	podría	aparecer	toxicidad	y	en	los	que	se	ve	disminuida	no	se	

alcanzarían	 los	 niveles	 de	 fármaco	 necesarios	 para	 conseguir	 el	 efecto	

deseado.	

p  Pasivo 
Absorción 
Activa 

Secreción Fármaco  Explicación 

 

SI  NO  SI 
Rodamina
Carbamazepina 

Bloqueo lugar de 
unión o cambio 
conformacional del 
transportador  
 
TOXICIDAD 

SI  SI  SI 
Paracetamol 
Diazepam 
Rifampicina 

  

SI  NO  NO 
Metoprolol 
Isoniazida 

Impedimento estérico 
 
DOSIS  
SUBTERAPÉUTICA 

SI  SI  NO  Ibuprofeno 
Impedimento estérico 
Bloqueo o cambio 
conformacional del 
transportador 
 
DOSIS 
SUBTERAPÉUTICA 

SI  SI  SI 
Amoxicilina 
Fenobarbital 

	
Tabla	 5.67.	 Resumen	 del	 efecto	 de	 G.	 intestinalis	 sobre	 la	 permeabilidad	 de	 los	
fármacos	estudiados	y	posibles	consecuencias.	
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C. Formulaciones 
	

1.	 Hidrogel	 inteligente	 de	 Glicol	 Chitosan	
cargado	con	Metronidazol	

	 Tras	el	proceso	explicado	en	el	apartado	2.1.1	de	Material	y	

Métodos,	 se	 obtuvo	 un	 hidrogel	 de	 Glicol	 Chitosan	 conjugado	 con	 un	

péptido	sensible	a	catepsina	B	y	cargado	con	Metronidazol.	

1.1.	Preparación	y	caracterización	del	polímero:	
Glicol	Chitosan	(GC)	
	 Tras	 la	 degradación	 ácida	 del	 Glicol	 Chitosan	 a	 diferentes	

tiempos	(3	y	5	horas)	se	obtienen	dos	soluciones	de	las	cuales	se	muestra	

a	 continuación	 su	 curva	 potenciométrica	 y	 su	 espectro	 de	 resonancia	

magnética	nuclear	(RMN).	Estas	pruebas	se	realizan	para	seleccionar	cuál	

de	 los	 dos	 polímeros	 obtenidos	 tras	 la	 degradación	 tiene	 mayor	

probabilidad	de	reaccionar	con	el	péptido	para	la	síntesis	del	hidrogel	de	

Metronidazol.	 Los	 polímeros	 obtenidos	 se	 diferencian	 en	 el	 tiempo	 de	

degradación	ácida	al	que	han	 sido	 sometidos.	3HGC	corresponde	 con	 el	

polímero	cuya	degradación	ácida	ha	sido	 interrumpida	a	 las	3	horas	del	

inicio,	y	5HGC	a	las	5	horas.		

	 En	las	figuras	5.24	y	5.25	se	muestran	los	valores	de	pka	de	

cada	solución	tras	la	valoración	potenciométrica.	El	pka	obtenido	tras	el	

ensayo	 de	 cada	 una	 de	 las	 muestras	 fue:	 pka	 3HGC=	 5,9	 y	 pka	 5HGC=	

6,29.	Esto	señala	que	5HGC	tiene	más	grupos	amino,	lo	que	se	traduce	en	

una	 mayor	 reactividad,	 por	 esto	 es	 la	 mejor	 opción	 para	 realizar	 la	

conjugación	posterior	con	el	péptido.	
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Figura	5.24.	Curva	potenciométrica	para	la	determinación	de	pka	de	la	solución	
3HGC	(pka=5,9).		
	

	
Figura	5.25.	Curva	potenciométrica	para	la	determinación	de	pka	de	la	solución	
5HGC	(pka=	6,29).	
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	 	En	la	figura	5.26,	se	muestra	la	estructura	química	del	GC	y	

la	 numeración	 correspondiente	 a	 cada	 hidrógeno.	 Esta	 numeración	 se	

utilizará	posteriormente	para	numerar	los	picos	del	espectro	de	RMN	que	

corresponda	a	cada	grupo	químico.	

	 	
Figura	 5.26.	 Glicol	 Chitosan.	 Dibujado	 con	 “Chemdraw	 free	 15	 days	 trial”.	
Numeración	de	cada	hidrógeno.	

	

	 En	 las	 figuras	 5.27	 y	 5.28,	 se	 muestran	 los	 espectros	 de	

resonancia	magnética	nuclear	de	ambas	muestras	(3HGC	y	5HGC).	

		

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figura	5.27.	Espectro	de	RMN	de	la	solución	de	3HGC	1H.	Identificación	de	picos.	

Acetilación  –CH3 

Disolvente  H 3, 4, 5 

H anomérico 

H 
adyacente a 
carbonilo
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Figura	5.28.	Espectro	de	RMN	de	la	solución	de	5HGC	1H.	Identificación	de	picos.		

	 En	estas	 figuras	podemos	observar	 los	picos	característicos	

del	disolvente	(agua)	y	se	pueden	identificar	 los	picos	característicos	de	

los	 diferentes	 hidrógenos	 presentes	 en	 el	 polímero.	 Así	 comprobamos	

que,	efectivamente,	es	Glicol	Chitosan	 lo	que	se	ha	obtenido.	El	nivel	de	

acetilación	 se	 calculó	 comparando	 el	 ratio	 de	 protones	 de	 los	 grupos	

metilo	del	Glicol	Chitosan	(3HGC	δ	=0,98	ppm;	5HGC	δ	=0,84	ppm)	con	el	

de	 los	protones	del	azúcar	 (3HGC	δ	=0,64	ppm;	5HGC	δ	=0,55	ppm).	Se	

obtuvo	un	porcentaje	de	acetilación	de	2,169%	y	1,966%		para	la	solución	

de	 3HGC	 y	 5HGC	 respectivamente.	 La	 solución	 degradada	 durante	 5	

horas,	efectivamente,	muestra	un	menor	porcentaje	de	acetilación	pues	al	

ser	 sometido	 a	 un	mayor	 tiempo	 de	 degradación	 presenta	menor	 peso	

molecular.	

	 Tras	 realizar	 las	 pruebas	 anteriores,	 se	 selecciona	 el	

polímero	5HGC	para	formar	el	hidrogel	cargado	de	Metronidazol	por	ser	

más	reactivo	con	el	péptido	y	presentar	menor	peso	molecular.	
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1.2.	Caracterización	tras	la	conjugación	del	polímero	
Glicol	Chitosan	(5HGC)	con	el	tetrapéptido	(sensible	a	
Catepsina)	

	
	 La	figura	5.29	representa	la	estructura	química	del	hidrogel	

obtenido	 tras	 la	 conjugación	 del	 tetrapéptido	 glicina‐fenilina‐leucina‐

glicina,		con	el	polímero	Glicol	Chitosan.	

	

	
	
Figura	5.29.	Glicol	Chitosan	conjugado.	Dibujado	con	“Chemdraw	free	15	days	
trial”.	
	

	 La		presencia	de	los	aminoácidos	que	componen	el	péptido	y	

el	 polímero	 se	 confirma,	 aunque	 de	 manera	 no	 concluyente,	 mediante	

Resonancia	 Magnética	 Nuclear.	 La	 figura	 5.30	 muestra	 el	 espectro	 de	

RMN	obtenido	tras	la	conjugación	del	tetrapéptido	con	el	Glicol	Chitosan.	
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Figura	5.30.	Espectro	de	RMN	del	5HGC	1H	modificado.	Identificación	de	picos.	
	

1.3.	Caracterización	del	hidrogel	tras	cargarlo	con	
Metronidazol		

	
	 Tras	realizar	la	carga	del	Metronidazol	dentro	del	hidrogel	se	

mide	 el	 Potencial	 Z	 y	 el	 Tamaño	 de	 partícula,	 esto	 se	 representa	 en	 la	

tabla	5.68.		

  GEL 1  GEL 2 

Z‐Average  394,17  1397,67 

Z‐pot. (mV)  ‐0,0316  ‐0,0408 

	

Tabla	5.68.	Tamaño	de	partícula	y	Potencial	Z	del	gel	1	y	gel	2.	

anhidrido

agua

NHS    y 
anhídrido 
succínico

CH2 

leucina	

fenilina 

glicina
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	 La	figura	5.31.	representa	la	concentración	de	Metronidazol	

en	 el	 interior	 de	 ambos	 hidrogeles	 obtenida	 mediante	 cromatografía	

líquida	de	alta	resolución.	

Figura	5.31.	Concentración	de	Metronidazol	en	las	soluciones	1	y	2	obtenido	
mediante	cromatografía	líquida	de	alta	resolución.		
	
	

Los	 resultados	 obtenidos	 indican	 que,	 aunque	 ambos	

hidrogeles	 contienen	 el	 fármaco	 en	 su	 interior	 la	 eficacia	 de	

encapsulación	es	mayor	en	el	Gel	2	por	lo	que	los	ensayos	posteriores	se	

realizarán	con	este	gel.	

1.4.	Ensayo	de	liberación	del	hidrogel	
	
	 El	 ensayo	 de	 liberación	 se	 realizó	 con	 el	 hidrogel	 de	 Glicol	

Chitosan		cargado	con	Metronidazol	(Gel	2)	durante	4	horas	en	30	mL	de	

HBSS	 adicionada	 de	 2%	 de	 D‐glucosa	 para	 permitir	 la	 funcionalidad	
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metabólica	de	Giardia	intestinalis.	En	la	figura	5.32,	se	muestra	el	perfil	de	

liberación	del	hidrogel	cargado	con	Metronidazol	en	ausencia	de	parásito	

(control)	 y	 en	 presencia	 de	 G.	 intestinalis.	 Se	 ha	 representado	 la	

concentración	de	Metronidazol	liberada	frente	al	tiempo.		

	
Figura	5.32.	Concentración	de	Metronidazol	liberado	frente	al	tiempo,	en	ausencia	
del	parásito	(curva	roja)	y	en	presencia	de	G.	intestinalis	(curva	azul).		
	
	 La	 figura	muestra	que	 en	 ausencia	de	Giardia	intestinalis	 el	

Metronidazol	 no	 se	 libera	 al	 medio	 (curva	 roja)	 mientras	 que	 en	

presencia	 del	 parásito	 se	 va	 liberando	 el	 fármaco	 (curva	 azul).	 Esta	

liberación	se	produce	porque	el	parásito	produce	catepsina	B,	que	es	 la	

enzima	 capaz	 de	 escindir	 el	 tetrapéptido	 que	 actúa	 como	 agente	

entrecruzador,	 por	 lo	 que	 se	 va	 liberando	 el	 fármaco	 a	 medida	 que	 se	

degrada	el	gel.	Se	observa	que	el	fármaco	se	va	liberando	a	lo	largo	de	las	

4	horas	de	 tiempo	que	dura	 el	 ensayo,	 alcanzando	un	valor	máximo	de	

0,14	mg/mL.	El	sistema	inteligente	funciona	in	vitro	y	permitiría	que	si	el	
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niño	no	tiene	giardiasis	no	se	liberara	la	dosis	de	fármaco	y	se	eliminara	

el	gel	con	las	heces,	mientras	que	si	el	niño	padece	la	infección	el	propio	

parásito	 indujera	 la	 liberación	 inteligente	 del	 Metronidazol.	 De	 esta	

manera	 la	 dosis	 de	 fármaco	 se	 liberaría	 en	 el	 lugar	 de	 acción	 y	 se	

minimizarían	los	efectos	secundarios	derivados	de	la	acción	sistémica	del	

Metronidazol.	

2.	Micropartículas	mesoporosas	 de	 sílice	 con	
puerta	molecular	pH	dependiente	para	control	
biológico	de	Giardia	intestinalis		

2.1.	Descripción	del	sistema	de	puerta	molecular	
	 Para	la	presente	aplicación,	se	ha	seleccionado	como	soporte	

un	 sólido	 mesoporoso	 microparticulado	 tipo	 MCM‐41,	 que	 presenta	

mesoporos	 de	 alrededor	 de	 2	 nm,	 por	 sus	 características	 de	 porosidad	

homogénea,	 biocompatibilidad	 y	 facilidad	 de	 funcionalización.	 En	

relación	a	 la	puerta	molecular,	 se	ha	seleccionado	el	uso	de	poliaminas,	

concretamente	 del	 derivado	 alcoxisilano	 N’‐(3‐trimetoxisilil)propil	

dietilentriamina405.	Estas	moléculas	responden	a	cambios	de	pH	y	pueden	

adicionalmente	formar	complejos	con	aniones	por	vía	electrostática.	Por	

todo	ello,	a	pH	ácido	las	poliaminas	ancladas	a	la	superficie	del	material	

se	encuentran	protonadas	y	por	tanto	se	repelen	entre	ellas	produciendo	

el	 bloqueo	 de	 los	 poros	 del	 material	 e	 inhibiendo	 la	 liberación	 del	

colorante	 o	 del	 fármaco	 encapsulado.	 Además,	 se	 ha	 conseguido	 un	

mayor	 bloqueo	 de	 los	 poros	 por	 la	 presencia	 del	 anión	 sulfato	 de	 gran	

tamaño	 en	 la	 disolución	 de	 lavado	 que	 interacciona	 con	 las	 poliaminas	

protonadas	 bloqueando	 aún	más	 la	 salida	 de	 los	 poros.	 A	 pH	 neutro	 o	

ligeramente	 básico,	 las	 aminas	 no	 están	 protonadas	 por	 lo	 que	 no	 se	
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repelen	y	no	pueden	interaccionar	con	el	sulfato	y	como	consecuencia	se	

produce	la	salida	masiva	del	colorante	o	el	 fármaco	desde	los	poros	a	la	

disolución.	

2.2.	Caracterización	de	los	materiales	preparados	
	 Los	sólidos	preparados	han	sido	caracterizados	siguiendo	los	

procesos	 estándar	de	 caracterización	de	materiales	 funcionalizados	 con	

moléculas	orgánicas.		

	 La	Figura	5.33	muestra	el	espectro	de	difracción	de	rayos‐X	

de	los	sólidos	MCM‐41	mesoestructurados,	del	sólido	MCM‐41	calcinado,	

del	sólido	MCM‐Met‐N3	y	del	solido	MCM‐Saf‐N3.	El	espectro	de	difracción	

para	 la	 fase	 MCM‐41	 mesoestructurada	 muestra	 4	 picos	 típicos	 de	

materiales	mesoporosos	que	usan	surfactantes	 como	agentes	directores	

de	la	estructura,	dichos	picos	se	pueden	indexar	como	(100),	(110),	(200)	

y	(210).	Debido	al	proceso	de	calcinación	se	produce	la	contracción	de	la	

celda	 unidad,	 de	 ahí	 que	 se	 observe	 un	 ligero	 desplazamiento	 del	 pico	

(100)	 hacia	 valores	más	 altos	 de	 2.	 Después	 del	 proceso	de	 cargado	 y	

anclaje	 del	 derivado	 de	 poliaminas	 sobre	 la	 superficie	 del	 material,	 en	

todos	 los	 materiales	 el	 pico	 correspondiente	 al	 plano	 (100)	 no	 sufre	

importantes	 cambios	 en	 su	 posición,	 lo	 cual	 indica	 que	 el	 proceso	 de	

funcionalización	 y	 cargado	 no	 daña	 sustancialmente	 la	 estructura	

mesoporosa	del	material.	
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Figura	5.33.	Patrón	de	difracción	de	RX	de	polvo	para	 las	muestras:	a)	MCM‐41	
mesoestructurada,	 b)	MCM‐41	 calcinada,	 c)	 solido	 final	MCM‐Met‐N3	 y	 d)	 sólido	
final	MCM‐Saf‐N3.	
 
	 La	 	 presencia	 de	 la	 estructura	 mesoporosa	 en	 los	 sólidos	

funcionalizados,	 puede	 además	 confirmarse	 mediante	 microscopía	

electrónica	de	transmisión	(TEM).	La	figura	5.34	muestra	las	imágenes	de	

TEM	 tomadas	para	 los	 sólidos	MCM	41	 calcinada,	MCM‐Met‐N3	y	 sólido	

final	MCM‐Saf‐N3	donde	se	observa	claramente	la	estructura	porosa	típica	

de	los	sólidos	MCM‐41.			

 
	
Figura	5.34.	Imágenes	de	TEM	de	los	sólidos	a)	MCM‐41	calcinada,	b)	sólido	MCM‐
Met‐N3	y	c)	sólido	final	MCM‐Saf‐N3. 
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	 Un	aspecto	importante	relacionado	con	la	caracterización	de	

los	 materiales	 obtenidos,	 es	 la	 determinación	 del	 grado	 de	

funcionalización	y	de	cargado	de	ellos,	en	este	caso,	conocer	 la	cantidad	

de	 derivado	 de	 poliaminas	 en	 la	 superficie,	 así	 como	 el	 fármaco	 o	 el	

colorante	 (según	 corresponda),	 atrapado	 en	el	 interior	de	 los	poros	del	

material.	 Dichas	 cantidades	 se	 calculan	 mediante	 estudios	

termogravimétricos,	análisis	elemental	y	resonancia	magnética	nuclear.		

 
	 En	la	figura	5.35,	se	muestra	el	termograma	obtenido	para	el	

material	 MCM‐Met‐N3.	 En	 él	 se	 pueden	 diferenciar	 tres	 regiones	

delimitadas	por	los	cambios	en	la	primera	derivada,	en	las	que	tiene	lugar	

diferentes	procesos	en	función	de	la	temperatura.	En	la	región	I	(25‐180	

ªC)	 se	 observa	disminución	de	masa	 debida	 a	 la	 pérdida	del	 disolvente	

adsorbido.	 En	 la	 región	 II	 (180‐800ºC)	 se	 produce	 la	 combustión	 de	 la	

materia	orgánica	presente	en	el	material	y	es	por	tanto	la	región	que	da	

información	 sobre	 los	 contenidos	 de	 los	 materiales.	 En	 el	 caso	 de	 los	

materiales	 preparados,	 la	 combustión	 conjunta	 en	 esa	 zona	 de	 la	

poliamina	y	del	 fármaco	o	colorante	encapsulado.	En	 la	 región	 III	 (800‐

1000ºC)	 se	 observa	 disminución	 de	 peso	 debido	 a	 la	 perdida	 de	

moléculas	 de	 agua	 como	 consecuencia	 de	 la	 condensación	 de	 grupos	

silanoles	del	material.	
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Figura	 5.35.	 Diagrama	 de	 ATG	 con	 la	 curva	 de	 pérdida	 de	 peso	 (en	 negro),	 la	
primera	derivada	de	la	curva	(en	rojo)	y	la	curva	de	análisis	térmico	diferencial	(en	
azul)	para	el	sólido	MCM‐Met‐N3. 
 

	 Otra	 de	 las	 técnicas	 utilizadas	 es	 el	 análisis	 elemental,	 esta	

técnica	está	basada	en	la	completa	e	instantánea	oxidación	de	la	muestra	

mediante	 una	 combustión	 con	 oxígeno	 puro	 a	 una	 temperatura	

aproximada	de	1000ºC.	Los	diferentes	productos	de	combustión	CO2,	H2O	

y	N2,	emiten	una	señal	proporcional	a	la	concentración	de	cada	uno	de	los	

componentes	individuales	de	la	mezcla.	De	los	datos	de	C,	H,	N	y	S	de	los	

distintos	 sólidos	 es	posible	determinar	 la	 cantidad	de	 grupos	orgánicos	

del	material,	así	como	la	cantidad	de	aniones	sulfatos	que	 interaccionan	

electrostáticamente	 con	 las	 poliaminas	 expresadas	 por	 milimol	 por	

gramo	de	sólido	(mmol/g	sólido).	Para	ello,	conociendo	el	porcentaje	en	

peso	de	cada	elemento	y	transformándolo	en	moles,	se	puede	relacionar	

con	 la	 cantidad	 de	 cada	 compuesto	 teniendo	 en	 cuenta	 el	 número	 de	

átomos	de	ese	tipo	en	cada	compuesto.	Por	ejemplo,	en	este	caso	concreto	
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los	moles	de	azufre	obtenidos	en	el	análisis	elemental	se	corresponde	con	

el	número	de		moles	de	sulfato	presente	en	el	sólido.		

 
	 Además	de	las	técnicas	anteriores,	se	ha	utilizado	también	la	

resonancia	magnética	nuclear	para	cuantificar	los	distintos	componentes.	

En	este	caso	se	pretenden	relacionar	 las	señales	del	patrón	bromuro	de	

tetraetilamonio	con	las	señales	de	los	compuestos	cargados	y	anclados	en	

la	superficie.	Para	ello,	una	cantidad	concreta	del	solido	en	estudio	junto	a	

4	mg	de	patrón	se	pesa	en	un	vial	y	se	disuelve	en	NaOD/D2O.	Este	medio	

básico	rompe	la	estructura	del	material	y	deja	libres	los	componentes	que	

se	 quieren	 estudiar.	 En	 la	 figura	 5.36,	 se	 muestra	 el	 espectro	 de	

resonancia	 para	 el	 sólido	 MCM‐Met‐N3.	 En	 ella	 podemos	 observar	 los	

picos	característicos	del	patrón,	cuya	integral	se	relaciona	con	la	cantidad	

de	mmoles	 añadidos	 a	 la	mezcla.	A	 su	 vez,	 podemos	 observar	 los	picos	

característicos	de	la	cadena	alifática	del	derivado	de	poliamina.	Tomando	

como	base	para	realizar	 los	cálculos	el	pico	c,	 la	 integral	de	este	pico	se	

asocia	con	la	relación	integral/mmol	del	patrón	para	conocer	la	cantidad	

en	 mmoles	 de	 derivado	 de	 poliamina	 presente	 en	 el	 sólido.	 El	

Metronidazol	 se	 ve	 afectado	 por	 el	 medio	 tan	 básico	 y	 no	 es	 posible	

determinarlo	por	esta	técnica.	
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Figura	5.36.	Espectro	de	1H‐RMN	del	sólido	MCM‐Met‐N3	y	del	patrón.	
	

	 Por	combinación	de	los	resultados	extraídos	de	cada	una	de	

las	 técnicas	 descritas	 anteriormente,	 los	 contenidos	 para	 los	materiales	

en	estudio	se	muestran	en	la	tabla	5.69.		

 
Tabla	5.69.	Contenidos	de	grupos	poliamina	anclados	a	la	superficie	y	carga	en	el	
interior	de	los	poros	de	los	sólidos	MCM‐Met‐N3	y	MCM‐Saf‐N3.	
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MCM‐Met‐N3  0,8  0,8  0,05  ‐ 
MCM‐Saf‐N3 0,9  1,18  ‐  0,01 
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2.3.	Ensayos	de	liberación	de	las	micropartículas	
	 Los	ensayos	de	liberación	se	realizaron	con	el	sólido	cargado	

con	Safranina	y	con	el	sólido	cargado	con	Metronidazol.	La	liberación	del	

sólido	 con	 Safranina	 se	 realizó	 para	 optimizar	 la	 síntesis	 de	 la	 puerta	

molecular	 ya	 que	 se	 puede	determinar	 fácilmente	 la	 cantidad	de	 sólido	

liberado.	La	figura	5.37,	muestra	los	resultados	obtenidos	para	el	material	

híbrido	 cargado	 con	Metronidazol	 en	 presencia	 de	 los	 distintos	medios	

descritos.	Se	ha	representado	el	porcentaje	de	liberación	frente	al	tiempo.	

El	 análisis	 de	 la	 muestras	 por	 HPLC,	 indicó	 que	 la	 máxima	 liberación	

obtenida	fue	de	0,07	g	de	Metronidazol/g	de	sólido.	Este	valor	es	un	poco	

superior	a	la	carga	calculada	a	partir	de	las	técnicas	de	caracterización.	La	

diferencia	se	puede	deber	a	la	complejidad	de	la	caracterización	química	

de	estas	partículas.	

	 Los	ensayos	se	realizaron	a	partir	de	5	mg	de	sólido	en	12,5	

mL	del	medio	de	liberación	correspondiente.	Los	ensayos	de	liberación	se	

iniciaron	 estudiando	 la	 liberación	 del	 material	 híbrido	 cargado	 con	 el	

fármaco	a	pH=	1,2	(correspondiente	al	pH	del	estómago)	y	a	pH=	2.	Los	

resultados	 obtenidos	 indicaron	 que	 la	 liberación	 del	 compuesto	 es	

prácticamente	 nula	 incluso	 después	 de	 24	 horas.	 Ensayos	 de	 idénticas	

características	 realizados	 en	un	medio	 tamponado	a	pH=	4,5,	 revelaron	

que	 se	 producía	 la	 liberación	 continua	 de	 Metronidazol	 durante	 un	

período	de	varias	horas.	La	 liberación	a	pH=	6,8	(correspondiente	al	pH	

intestinal)	 fue	 relativamente	 pequeña,	 ya	 que	 el	 medio	 tampón	

recomendado	 por	 la	 farmacopea	 incluye	 un	 anión	 que	 bloquea	 la	

liberación.	 No	 obstante,	 dado	 que	 la	 liberación	 se	 produce	 a	 pH	 poco	

ácido	 (pH=	 4‐5),	 se	 ha	 ensayado	 la	 liberación	 en	 presencia	 de	 medios	

biorrelevantes	FeSSGF	y	Fessif	 	que	simulan	la	presencia	de	alimento	en	
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el	 estómago	 y	 en	 el	 intestino	 respectivamente,	 encontrando	 que	 se	

produce	 liberación	 con	 Fessif.	 Según	 este	 ensayo	 in	 vitro	 podríamos	

conseguir	una	liberación	continua	en	el	 intestino	si	administráramos	las	

micropartículas	tanto	con	alimento	como	en	ausencia	del	mismo.		

	

 
	
Figura	 5.37.	 Cinética	 de	 liberación	 de	 Metronidazol	 desde	 una	 suspensión	 de	
micropartículas	de	sílice	mesoporosas	funcionalizadas	con	N3	a	distintos	pHs	y	en	
presencia	de	medios	biorrelevantes.	
	

2.4.	Ensayos	de	viabilidad	
	 Los	 ensayos	 de	 viabilidad	 en	 placas	 con	Giardia	intestinalis	

adicionadas	 de	 sólido	 cargado	 con	 Metronidazol	 (2mg/ml)	 mostraron,	

mediante	recuento	en	cámara	Neubauer,	que	la	población	del	parásito	se	

había	reducido	un	92,4	%	en	24	horas.	La	figura	5.38	muestra	la	curva	de	

destrucción	 del	 parásito	 en	 presencia	 de	 las	 micropartículas	 de	

Metronidazol	en	un	pH	favorable.	
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Figura	5.38.	Curva	de	destrucción	de	Giardia	intestinalis	en	presencia	de	una	
suspensión	de	micropartículas	de	Metronidazol	(2mg/mL)	a	pH=	4,5.	
 
	 Los	ensayos	de	viabilidad	en	los	sistemas		de	co‐cultivo	Caco‐

2/Giardia,	 se	 realizaron	 añadiendo	 sólido	 cargado	 con	 Metronidazol	

(2mg/ml)	sobre	la	monocapa	de	Caco‐2	cocultivada	durante	2	horas	con	

400000	 giardias/pocillo,	 tanto	 sobre	 la	 base	 de	 la	 placa	 como	 sobre	 el	

inserto	que	se	utiliza	para	realizar	los	ensayos	de	permeabilidad	tratados	

en	idénticas	condiciones.		

	 Pasadas	24	horas,	se	observaron	al	microscopio	las	bases	de	

las	placas	y	se	comprobó	que	no	se	apreciaba	 la	presencia	de	giardias	y	

que	 la	monocapa	de	Caco‐2	presentaba	confluencia,	mientras	que	en	 las	

placas	control	se	observaban	grandes	huecos.	
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a)	 b)	 c)	

    
   
Figura	5.39.	a)	Monocapa	de	Caco‐2	co‐cultivada	con	Giardia	 intestinalis	durante	
2h,	b)	monocapa	despues	de	24	horas	de	añadir	las	micropartículas,	c)	monocapa	
despues	de	24	horas	sin	tratamiento.	
 
	 En	el	ensayo	realizado	sobre	el	 inserto	se	midio	el	valor	de	

TEER	después	de	24	horas	obteniendose	valores	de	262±3,	lo	cual	indica	

que	 las	 medidas	 de	 TEER	 eran	 normales	 y	 no	 ocurría	 lo	 mismo	 que	

cuando	Giardia	actuaba	durante	todo	el	tiempo,	en	los	que	se	obtuvieron	

valores	de	64±6.	Se	demuestra	así	que	el	 fármaco	 liberado	era	capaz	de	

ejercer	su	funcion	antiparasitaria.			

 
	 Por	tanto,	los	sistemas	microparticulares	sensibles	a	pH	son	

adecuados	 para	 producir	 la	 liberación	 de	 su	 carga,	 en	 determinados	

tramos	 del	 tracto	 gastrointestinal.	 El	 sistema	 utilizado	 para	 albergar	 y	

liberar	Metronidazol		se	mantiene	cerrado	a	pH	ácido	y	la	puerta	se	abre	

a	 pH	 a	 partir	 de	 4,5.	 La	 liberación	 se	 produce	 siempre	 que	 no	 haya	

aniones	 grandes	 que	 produzcan	 impedimento	 estérico.	 Por	 ello,	 los	

ensayos	 in	vitro	 determinan	 que	 para	 que	 la	 liberación	 se	 produzca	 de	

manera	 continua	 en	 todo	 	 el	 tracto	 gastrointestinal,	 es	 necesario	

administrar	 las	micropartículas	 con	alimento.	No	obstante,	 es	necesario	

verificar	 estos	 resultados	 con	 ensayos	 in	 vivo	 que	 se	 realizarán	

próximamente.	
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VI Conclusiones 

1. El	 nuevo	 modelo	 experimental	 in	 vitro	 de	 co‐cultivo	 Caco‐2/G.	

intestinalis	 permite	 que	 el	 parasito	 crezca	 tapizando	 la	 membrana	

intestinal	y	produzca	el	daño	que	se	observa	a	nivel	fisiológico.	

2. Este	modelo	se	puede	utilizar	como	herramienta	fiable	para	predecir	

el	efecto	de	la	giardiasis	en	la	absorción	de	fármacos,	reduciendo	así	 los	

ensayos	in	situ	en	animales.	

3. Los	 ensayos	 realizados	 con	 fármacos	 modelo	 y	 fármacos	 de	 uso	

pediátrico	permitieron	determinar	que:		

a. La	 permeabilidad	 de	 los	 fármacos	 que	 se	 absorben	 por	

difusión	pasiva,	 disminuye	 en	presencia	de	G.	intestinalis	

como	 consecuencia	 del	 impedimento	 estérico	 que	 ejerce	

el	parásito.	

b. Los	fármacos	que	se	absorben	por	la	vía	paracelular,	ven	

aumentada	 su	 permeabilidad	 en	 presencia	 de	 G.	

intestinalis,	 ya	que	 las	uniones	 intercelulares	se	debilitan	

por	acción	de	las	toxinas	secretadas	por	el	parásito.	

c. Los	 transportadores	activos	se	bloquean	en	presencia	de	

G.	 intestinalis,	 provocando	 una	 disminución	 de	

permeabilidad	 si	 el	 fármaco	 es	 sustrato	 de	 un	

transportador	 de	 absorción	 o	 un	 aumento	 de	
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permeabilidad	 si	 se	 trata	 de	 un	 transportador	 de	

secreción.	

Por	lo	tanto,	la	infección	por	Giardia	intestinalis	asintomática,	además	de	

producir	 cuadros	 de	 malnutrición	 a	 largo	 plazo,	 puede	 tener	

consecuencias	muy	 perjudiciales	 cuando	 se	 tratan	 patologías	 asociadas	

en	niños,	debido	a	que	produce	aumentos	y	disminuciones	 importantes	

en	la	absorción	de	fármacos.	

4.		El	tratamiento	antigiardiasis	se	ha	mejorado	diseñando	formulaciones	

específicas	de	Metronidazol:		

a. Un	 hidrogel	 inteligente	 de	 Metronidazol	 que	 permite	 la	

liberación	 del	 fármaco	 únicamente	 en	 presencia	 de	

Giardia,	 evitando	 efectos	 secundarios	 innecesarios	 así	

como	la	aparición	de	resistencias.	

b. Un	sistema	microparticular	 sensible	 a	pH	que	permite	 la	

liberación	 de	 Metronidazol	 en	 determinados	 tramos	 del	

tracto	 gastrointestinal,	 ya	 que	 se	mantiene	 cerrado	 a	 pH	

ácido	 y	 la	 puerta	 se	 abre	 a	 pH	 a	 partir	 de	 4,5	 en	

condiciones	concretas.	
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VI  Conclusions	

2. The	experimental	 in	vitro	co‐cultivation	model	Caco‐2/G.	intestinalis	

allows	 the	 parasite	 to	 grow	 covering	 the	 intestinal	 membrane	 and	 to	

produce	intracellular	damage	that	is	observed	at	physiological	level.	

3. This	 model	 can	 be	 used	 as	 a	 reliable	 tool	 to	 predict	 the	 effect	 of	

giardiasis	in	drug	absorption,	thus	reducing	animal	testing	in	situ.	

4. The	 permeability	 assays	 carried	 out	 with	 model	 and	 paediatric	

allowed	to	determine	that:	

a. Drugs	that	are	absorbed	by	passive	diffusion	decreases	in	

the	 presence	 of	 G.	 intestinalis	 as	 a	 result	 of	 steric	

hindrance	exerted	by	the	parasite.	

b. The	 permeability	 of	 drugs	 that	 are	 absorbed	 by	

paracellular	 route	 increases	 in	 the	 presence	 of		

G.	intestinalis	because	 the	 toxins	secreted	by	 the	parasite	

weaken	the	tight	junctions.	

c. The	 active	 carriers	 are	 blocked	 in	 the	 presence	 of		

G.	 intestinalis	 causing	 a	 decrease	 in	 permeability	 if	 the	

drug	 is	 transported	 by	 influx	 or	 an	 increase	 in	

permeability	if	it	is	transported	by	efflux.	

Therefore,	the	asymptomatic	giardiasis	produces	long‐term	malnutrition,	

that	 can	be	dangerous	 in	 children	who	are	 receiving	medical	 treatment	
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for	 associated	 diseases	 because	 drug	 absorption	 could	 be	 increased	 or	

decreased.	

4.	The	treatment	against	giardiasis	has	been	improved	with	the	design	of	

more	specific	Metronidazole	formulations:	

a. 	A	smart	hydrogel	that	allow	the	drug	delivery	only	in	the	

presence	 of	Giardia	 avoiding	 the	 loss	 of	 drug	 in	 the	 first	

sections	 of	 the	 gastrointestinal	 tract	 as	 well	 as	 the	

development	of	resistances.	

b. A	 silica	 microparticular	 system	 sensitive	 to	 pH	 that	

produce	 the	 Metronidazole	 delivery	 in	 specific	

gastrointestinal	segments	due	to	a	molecular	gate	which	is	

closed	 at	 acid	 pH	 and	 opened	 at	 pHs	 values	 higher	 than	

4,5	at	controlled	conditions.	
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