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RESUMEN 

La predicción de la fracción de dosis oral absorbida en el humano es muy 

importante en etapas de descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas con 

actividad terapéutica. Los estudios en líneas celulares (Caco-2 y MDCK) son utilizados 

comúnmente para este propósito, sin embargo, el método in situ ha mostrado una 

mejor predicción y requiere menor tiempo de experimentación.  

En el presente trabajo se implementó un método in situ, utilizando íleon de rata, para 

determinar la permeabilidad de fármacos. Se desarrollaron y validaron los métodos 

analíticos para la cuantificación de propranolol (estándar interno de alta 

permeabilidad) y ranitidina (estándar interno de baja permeabilidad) en las muestras 

de perfusión. Posteriormente, se evaluó la permeabilidad de ambos fármacos, y se 

determinó el recobro de rojo de fenol.  

Los resultados indicaron que el segmento intestinal mantuvo su integridad y 

documentan la confiabilidad del método para su uso en la evaluación de la 

permeabilidad de fármacos. Al determinar la permeabilidad (Peff) de los fármacos 

control, se encontró que los valores fueron semejantes a los reportados en la 

literatura (0.6478x10-4 ± 0.0745x10-4 cm/s para propranolol y 0.0592x10-4 ± 

0.0227x10-4 cm/s para ranitidina), siendo la permeabilidad de propranolol 10.9 veces 

mayor que la obtenida para la ranitidina.  

El método in situ implementado es simple, preciso, exacto, confiable y requiere de 

menor tiempo de experimentación que los métodos in vitro basado en líneas celulares.  
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1.- INTRODUCCIÓN 

En etapas de descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas con actividad 

terapéutica, las características farmacocinéticas desfavorables, tales como pobre 

absorción, son causantes de la exclusión del 39% de ellas. Por ello, es muy importante 

la predicción de la fracción de dosis oral absorbida (Garberg y col., 1999; Salphati y 

col., 2001).   

La biodisponibilidad oral depende principalmente de tres procesos: La fracción de 

dosis absorbida (Fa), la fracción del fármaco que escapa del metabolismo en la pared 

intestinal (Fg) y la fracción de fármaco que evade el metabolismo hepático (Fh). Por 

tanto la biodisponibilidad oral de un fármaco es primariamente una función de la 

permeabilidad efectiva (Peff) a través de la mucosa intestinal, de las características de 

solubilidad de la molécula en el medio gastrointestinal y de su estabilidad metabólica 

(Martínez y Amidon, 2002). El transporte de fármacos a través de la membrana 

intestinal es fundamental en el campo de la administración oral de fármacos, ya que la 

Peff es una de las variables biofarmacéuticas claves que determina la velocidad y 

cantidad absorbida in vivo.  

Existen diferentes modelos para evaluar la permeabilidad de los fármacos: coeficiente 

de partición octanol-agua, permeabilidad de membranas artificiales (PAMPA), 

estudios in vitro (en líneas celulares), ex vivo (extirpación de un segmento intestinal 

de rata), perfusión intestinal in situ e in vivo, así como métodos in silico (uso de 

modelos computacionales) (Bohets y col., 2001; Buckley y col., 2012). Los estudios en 

líneas celulares (Caco-2 y MDCK), son comúnmente utilizados para evaluar la 

permeabilidad intestinal (Garberg y col., 1999). A pesar de que estos métodos han 

sido correlacionados con la absorción intestinal en humanos, los resultados obtenidos 

se ven afectados por parámetros experimentales como el pH y co-solventes 

(Yamashita y col., 2000). El método in situ proporciona condiciones experimentales 

similares a las que se encuentran después de la administración oral, con baja 

sensibilidad a variaciones de pH. Con el método in situ, se mantiene el flujo sanguíneo 
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intacto y la barrera intestinal funcional, por lo que puede utilizarse para calcular el 

impacto de las vías de depuración (enzimas y/o transportadores) presentes en el 

intestino; además de requerir menor tiempo de experimentación. Se ha encontrado 

también que la perfusión intestinal en ratas proporciona una mejor predicción de la 

fracción de dosis oral absorbida en el humano que los modelos in vitro  (Kim y col., 

2006).  

Cabe mencionar que a pesar del uso y las ventajas que proporciona la técnica in situ, 

en México no ha sido muy utilizada. Por lo anteriormente mencionado, se decidió 

implementar un método in situ utilizando íleon de rata, que permita evaluar la 

permeabilidad intestinal de nuevas moléculas y de aquellas ya conocidas cuya 

permeabilidad aún no haya sido determinada.   
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2. ANTECEDENTES 

2.1. TRACTO GASTROINTESTINAL 

El intestino humano ha evolucionado durante miles de años para establecer un 

sistema eficiente para la extracción de nutrientes de una dieta variada. 

Funcionalmente, el intestino se divide en una región de almacenamiento primaria y 

preparativa (la boca y el estómago), una región de secreción y de absorción (el 

intestino medio), un sistema de recuperación de agua (colon ascendente), y 

finalmente, un sistema de almacenamiento de producto de desecho (regiones del 

colon descendente y sigmoide, y el recto) (Dressman y Lennernäs, 2000). El tracto 

gastrointestinal (Figura 1) es el encargado de preparar los alimentos ingeridos para 

que los nutrientes puedan ser incorporados al medio interno. Para realizar esta 

función, el sistema gastrointestinal utiliza una serie de procesos que tienen como 

objetivo manipular los componentes alimentarios de forma que se transformen en 

compuestos que puedan ser incorporados al medio interno. La motilidad se encarga 

de la manipulación mecánica de los alimentos disminuyendo su tamaño, y hace 

progresar en sentido oral-aboral los alimentos o sus productos de degradación 

permitiendo la incorporación de los nutrientes al medio interno (deglución, 

vaciamiento gástrico, motilidad intestinal). Los procesos de secreción (ácido 

clorhídrico, enzimas, etc.) intervienen en la degradación de los componentes 

alimentarios  para que puedan ser incorporados al torrente sanguíneo. La acción 

conjunta de la motilidad y secreción permite la correcta digestión de los alimentos. La 

absorción de los nutrientes y fluidos completan la función digestiva.  

 

 

 

 



ANTECEDENTES 

 

 

4 

 

 

2.2. ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DEL INTESTINO DELGADO 

        La función principal del intestino delgado es la absorción selectiva de nutrientes, 

además limita la absorción de enzimas digestivas y sustancias extrañas ingeridas. Está 

constituido por estructuras y células con características únicas que le confieren una 

morfología  compleja y especializada cuyo objetivo es aumentar el área disponible 

para que el proceso de absorción pueda llevarse a cabo de manera eficaz (Herrera y 

col., 2012). El intestino delgado humano mide de 2-6 metros y está dividido en tres 

secciones: Duodeno, yeyuno e íleon, que corresponden al 5%, 45%, y 50% de la 

longitud (Ganong, 1995). Cerca del 90% de la absorción total en el tracto 

gastrointestinal se lleva a cabo en esta región, la cual posee pliegues circulares que 

rodean el interior del lumen intestinal e incrementan el área superficial del intestino 

delgado tres veces. Las vellosidades incrementan el área 30 veces, y las 

microvellosidades la aumentan por un factor de 600 (Tabla 1). Las células epiteliales 

en la región intestinal son una población heterogénea de células que incluyen 

enterocitos, células Globet que secretan mucina, células endócrinas, células de Paneth, 

células M (micropliegues), células Tuft y células Cup. Las células epiteliales más 

Figura 1.Tracto gastrointestinal. Modificada de Benjamin Cummings, 2001. 



ANTECEDENTES 

 

 

5 

comunes son los enterocitos y son los responsables de la mayor parte de la absorción 

de nutrientes y fármacos en el intestino delgado (Balimane y col., 2000).    

 

 

 

 

2.3. ABSORCIÓN ORAL 

La administración oral de fármacos es la vía más utilizada debido a sus 

ventajas: fácil administración, comodidad y alto cumplimiento por parte del paciente, 

así como su bajo costo (Balimane y col., 2000; Dressman y Lennernäs, 2000). La 

absorción oral de un principio activo implica la liberación del fármaco de la forma 

farmacéutica, su disolución en el tracto gastrointestinal, el paso de las moléculas a 

través de la mucosa intestinal y la liberación dentro de la circulación sistémica  

(Figura 2). Por lo tanto, se trata un proceso complejo que depende de numerosos 

factores fisiológicos, fisicoquímicos y de la forma farmacéutica (Tabla 2).  

 

 

 

Tabla 1. Parámetros biológicos y físicos del tracto intestinal humano.                                  

Modificada de Daugherty y Mrsny, 1999. 
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Tabla 2. Factores que influyen en la absorción gastrointestinal de los fármacos.  

Modificada de Griffin y O’Driscoll.                

PSA: Área de superficie polar; log P: Coeficiente de partición octanol/agua. 

Figura 2. Proceso de absorción oral de fármacos en el tracto gastrointestinal (TGI).                          

Modificada de Griffin y O’Driscoll. 
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2.4. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE FÁRMACOS A TRAVÉS DE LA 

MUCOSA INTESTINAL   

       El transporte a través de epitelio intestinal es un proceso complejo y dinámico, 

que incluye el paso de las moléculas a través de varias vías (Figura 3). La absorción se 

lleva a cabo por mecanismos tales como difusión pasiva (paracelular y transcelular), 

proceso mediado por acarreadores (facilitado y activo), transcitosis y endocitosis 

(Tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vías de transporte a través de la barrera intestinal. (A) 

Difusión pasiva paracelular, (B) difusión pasiva transcelular, (C-F), 

transporte facilitado de influjo/ eflujo por proteínas de membrana, 

(G) transcitosis y (H) endocitosis. Modificada de Buckley y col., 2012. 
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Tabla 3. Mecanismos de transportes involucrados en la absorción de fármacos a través de la 

mucosa intestinal. 
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2.4.1. PROCESOS PASIVOS 

La mayor parte de los fármacos se absorben por procesos pasivos, entre los cuales se 

encuentran: 

2.4.1.1. TRANSPORTE PASIVO TRANSCELULAR 

Es el mecanismo más utilizado por los fármacos para atravesar las membranas 

biológicas. Este tipo de transporte implica el paso de la molécula a través de la 

membrana apical, seguido por la difusión en el citoplasma y posterior permeación a 

través de la membrana basolateral. La difusión de moléculas pequeñas en el 

citoplasma  es un proceso rápido, por tal motivo se considera a la membrana apical 

como la barrera que limita el transporte transcelular (Engman, 2003).  

Este proceso está condicionado principalmente por la liposolubilidad y el tamaño de 

las sustancias. Mientras mayor sea la liposolubilidad de una molécula, aumentará la 

velocidad de difusión. La liposolubilidad de una molécula está expresada por su 

coeficiente de partición (o distribución) lípido/agua. Todas estas características 

fisicoquímicas de las moléculas están incluídas en la ley de Fick, que describe la 

velocidad de difusión (ds/dt) de una molécula al cruzar una bicapa lipídica.             

                                                                           

 A: Es el área de la bicapa sobre la cual ocurrirá la difusión. ΔX: La distancia que debe 

recorrer a través de la bicapa la molécula que difunde.  D: El coeficiente de difusión de 

la molécula. β : El coeficiente de partición lípido/agua. [C
e
-C

i
]: El gradiente de 

concentración.   

 

 

 

Donde: 
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La mayoría de los fármacos son ácidos o bases débiles y son, por lo tanto, 

electrolitos que en solución acuosa se encuentran en sus formas: ionizada y no 

ionizada. De acuerdo a la teoría de pH partición, sólo el fármaco no ionizado, podrá ser 

absorbido por difusión pasiva. El grado de ionización de una molécula depende de tres 

factores: a) su naturaleza ácida o básica, b) su pKa y c) el pH del medio. El valor del 

pKa y pH se relacionan por medio de la ecuación de Henderson-Hasselbach, que 

determina la fracción de fármaco ionizada y la no ionizada de acuerdo a la siguiente 

ecuación:  

Para el caso de un ácido: 

HA                       A- + H+  

Para el caso de una base: 

 BH+                B + H+ 

La proporción ionizada de un fármaco ácido será menor si el pH del medio es bajo. Del 

mismo modo, la proporción ionizada de un fármaco básico será menor en los medios 

básicos con pH alto (Goodman & Gilman, 2006).  

 

2.4.1.2. TRANSPORTE PASIVO  PARACELULAR 

Es un proceso de transporte a través de las uniones estrechas formadas entre 

las células. Es considerado un proceso de difusión pasiva, que involucra la circulación 

de gran cantidad de agua como resultado de una diferencia hidrostática u osmótica 

(Velázquez, 2005). Moléculas pequeñas e hidrofílicas, tales como Atenolol, pueden 

pasar a través del epitelio intestinal por este mecanismo, sin embargo, este tipo de 

fármacos no se absorben completamente ya que los poros paracelulares representan 

solo 0.01- 0.1 % del área de superficie total del intestino (Engman, 2003).  

 

 

K1 

K2 
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2.4.2 TRANSPORTE ESPECIALIZADO 

2.4.2.1. DIFUSIÓN FACILITADA 

      Las proteínas de membrana que se encuentran en las superficies extra e 

intracelular de la membrana, cumplen funciones variadas. Algunas de ellas, las 

denominadas proteínas transportadoras, son capaces de traslocar a una sustancia al 

otro lado de la membrana, donde es liberada. Este mecanismo permite que atraviesen 

las membranas, sustancias que tienen un tamaño demasiado grande para difundir por 

poros o bien que, debido a su polaridad, no son capaces de atravesarlas. La glucosa, 

por ejemplo, pasa a través de las vellosidades intestinales y del epitelio del túbulo 

renal por difusión facilitada (Velázquez, 2005). Estos procesos no implican consumo 

energético, pero son específicos y saturables (Zhang y col., 1998; Velázquez, 2005). La 

figura 4 muestra la comparación entre un sistema de transporte por difusión simple y 

otro por difusión facilitada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Comparación entre difusión simple y difusión 

facilitada.  Al ocupar el sustrato todos los sitios de unión del 

transportador, el transporte se satura, cosa que no ocurre en la 

difusión simple, donde un aumento de la concentración de 

sustrato induce un mayor flujo. Velázquez, 2005. 
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2.4.2.2. TRANSPORTE ACTIVO 

Los sistemas de transporte activo, a menudo llamados bombas, transportan 

sustancias a través de la membrana en contra del gradiente electroquímico. Se han 

identificado dos tipos de transporte activo: primario y secundario, los cuales se 

diferencian en que el primero transporta iones o moléculas a través de la membrana 

en contra de su gradiente de concentración, utilizando como fuente de energía la 

hidrólisis del ATP, generando a su vez, un potencial químico que es aprovechado por 

los transportadores secundarios para traslocar simultáneamente dos o más 

moléculas, de manera que una atravesará la membrana siguiendo su gradiente de 

concentración y las otras serán transportadas en contra de su gradiente. Los sistemas 

de transporte activo poseen cinética saturable, son específicos y presentan 

variabilidad de expresión regional (Carl y col., 2007). Los enterocitos expresan una 

variedad de transportadores, sin embargo son pocos los conocidos que desempeñan 

una función clave en la absorción de fármacos. Los transportadores ABC (Adenosine 

Triphosphate Binding Cassette) utilizan ATP para el transporte de moléculas. Por otro 

lado, los transportadores SLC (Solute Carrier), utilizan principalmente gradientes 

iónicos creados a través de la membrana por los transportadores activos primarios 

(Tsuji y Tamai, 1996). En la tabla 4 se muestra los principales transportadores 

involucrados en las superfamilias que transportan  fármacos en el humano. 
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2.4.3. OTROS SISTEMAS DE TRANSPORTE 

ENDOCITOSIS 

       Este mecanismo de transporte implica el englobamiento de moléculas disueltas en 

el fluido luminal mediante la formación de una invaginación de la membrana 

plasmática que posteriormente se cierra al fusionarse los bordes de la cavidad 

formada, dando lugar a una vacuola que es liberada en el citosol (Velázquez, 2005). 

 

 

Tabla 4. Principales transportadores de influjo y eflujo en el intestino humano involucrados en el 

transporte de fármacos. Modificada de El-Kattan y Varma, 2012. 
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TRANSCITOSIS 

      El soluto unido a un receptor de superficie de membrana, es internalizado por 

endocitosis y transportado en la vesícula internalizada hacia la membrana basolateral, 

donde es liberado. Este tipo de mecanismo es complejo y tiene baja capacidad de 

transporte, por lo que solo es de importancia para moléculas de fármacos muy 

grandes  que son activos a bajas concentraciones (Swaan 1998). 

2.5. SISTEMA DE CLASIFICACIÓN BIOFARMACÉUTICA  

En 1977 Ho y col. afirmaron que las características de absorción de un fármaco 

están asociadas a las propiedades fisicoquímicas del compuesto y a las propiedades 

biofisicoquímicas de la barrera del tracto gastrointestinal. Estos principios 

fundamentales fueron estudiados extensamente y condujeron al establecimiento de 

un Sistema de Clasificación Biofarmacéutica (BCS, Biopharmaceutical Classification 

System), en el cual las características de absorción del fármaco se establecen con base 

en sus características de solubilidad acuosa y permeabilidad de la membrana (Amidon 

y col., 1995). Este sistema de clasificación fue introducido para reducir la necesidad de 

realizar estudios in vivo, mediante el empleo de estudios de disolución in vitro como 

sustituto de los estudios de bioequivalencia. De acuerdo con el BCS, los fármacos se 

clasifican en 4 grupos (Tabla 5).  

Un fármaco es considerado altamente soluble cuando la dosis más alta es soluble en 

250 mL o menos, de medio acuoso en un rango de pH de 1.0-7.5 (CDER/FDA, 2006). La 

clasificación de la permeabilidad se basa directamente en la absorción intestinal de 

una molécula en humanos o indirectamente en las mediciones de la velocidad de 

transferencia de masa a través de la membrana intestinal humana. Una sustancia es 

considerada altamente permeable cuando la cantidad absorbida es del 90% o mayor 

(CDER/FDA, 2006).  
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2.6. DETERMINACIÓN DE LA PERMEABILIDAD DE UN FÁRMACO 

        La permeabilidad de un fármaco puede determinarse en humanos empleando 

métodos como balance de masa, biodisponibilidad absoluta o técnicas de perfusión 

intestinal. Los métodos que no involucran humanos incluyen a la perfusión intestinal 

in vivo o in situ en un modelo animal adecuado (por ejemplo, ratas) y/o métodos in 

vitro utilizando tejidos intestinales extirpados de humano o animal, o estudios a través 

de monocapas de cultivos celulares (CDER, 2000). Para evaluar la permeabilidad de 

una molécula, la guía de la FDA recomienda el uso de dos estándares internos (un 

fármaco de alta permeabilidad y uno de baja) que deben ser incluidos en el líquido de 

perfusión o fluido donador junto con el fármaco en estudio, además de la adición de 

un compuesto de permeabilidad cero (polietilenglicol 4000 o rojo de fenol) como 

marcador del volumen del fluido, incluido en ciertos tipos de técnicas de perfusión 

(por ejemplo, Perfusión intestinal de un solo paso)( CDER, 2000). La tabla 6 lista 

algunos estándares internos sugeridos por la FDA para caracterizar la permeabilidad  

de fármacos. 

 

Tabla 5. Sistema de Clasificación Biofarmacéutica (BCS).  
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Tabla 6. Fármacos sugeridos para clasificar la permeabilidad de nuevas moléculas. Modificada de 

Löbenberg y Amidon, 2000. 

  

2.7. METODOLOGÍAS UTILIZADAS PARA EVALUAR LA PERMEABILIDAD 

INTESTINAL Y LA ABSORCIÓN  

      Existen diferentes métodos para evaluar la permeabilidad, los cuales se dividen en: 

métodos in silico, métodos fisicoquímicos y métodos in vitro, métodos in vivo y 

métodos in situ. A continuación se presentan las técnicas que han sido más utilizadas, 

así como sus ventajas y desventajas. 

2.7.1. MÉTODOS IN SILICO 

       Los modelos in silico pueden predecir la permeabilidad de los fármacos con base 

en su lipofilia, capacidad para formar enlaces de hidrógeno, tamaño molecular, área de 

superficie polar (PSA) y propiedades cuánticas. Un modelo in silico predictivo puede 

reducir el tiempo requerido para la síntesis, así como estudios experimentales de 

miles de moléculas. La relación estructura- propiedad cuantitativa (QSPR) predice la 

absorción intestinal humana sin la síntesis real del compuesto. En 1999, Stenberg y 

col. demostraron que los descriptores de superficie molecular y descriptores 
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mecanocuánticos son más útiles que la simple “regla de cinco” (Lipinski y col., 1997) 

como predictor de la absorción intestinal. El principal impedimento para el modelado 

in silico es la falta de una base de datos suficientemente grande con información 

segura. Estos métodos no son tan confiables como los datos experimentales reales en 

la predicción de la permeabilidad y las características de absorción de los compuestos. 

Sin embargo, a pesar de las limitaciones, existen paquetes de software disponibles 

comercialmente (QMPRplus y Oraspotter) que incorporan la metodología in silico para 

la predicción in vivo de números de absorción. 

2.7.2. MÉTODOS FISICOQUÍMICOS 

        En la administración oral, la exposición sistémica del fármaco depende de 

diferentes factores. Las propiedades fisicoquímicas del compuesto son determinantes 

de la permeabilidad intestinal. Esto incluye: el peso molecular, pka, lipofilia                  

(log P/log D), carga/ ionización, solublidad, pH gastrointestinal y tamaño molecular 

(Figura 5). A pesar de que los parámetros fisicoquímicos pueden ser usados  para 

predecir las características de permeabilidad de los compuestos, su alcance está 

limitado ya que no se toman en cuenta las interacciones fármaco-membrana u otros 

factores que pueden alterar las propiedades fisicoquímicas. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Principales parámetros fisicoquímicos considerados para la predicción de la absorción de fármacos. 
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2.7.2.1. Lipofilia (log P/log D) 

      La lipofilia es uno de los parámetros fisicoquímicos más importantes en la 

predicción e interpretación de la permeabilidad de la membrana. El coeficiente de 

partición octanol-agua (log P) ha sido aceptado como referencia para predecir la 

absorción en sistemas biológicos. Este parámetro proporciona información indirecta 

de la cantidad de transporte pasivo transcelular. En la actualidad se sabe que el uso 

del log P para predecir la absorción es una simplificación excesiva de un proceso 

complejo, y no es exacta, dado que se sabe que el transporte a través de las 

membranas biológicas implica varios mecanismos (Balimane et al., 2000).  

2.7.2.2. Ensayo de Permeabilidad en Membranas Artificiales Paralelas (PAMPA) 

      En 1998, Kansy y colaboradores mostraron la utilidad y predicción del ensayo de 

permeabilidad en membranas artificiales paralelas (PAMPA, parallel artificial 

membrane permeability assay) como una herramienta de alto rendimiento para la 

determinación de la permeabilidad en el descubrimiento de fármacos. Consiste en 

placas de microtitulación de 96 pocillos que contienen filtros hidrofóbicos que son 

revestidos con una mezcla de lecitina y un disolvente orgánico inerte, el cual forma 

una membrana lipídica artificial (Buckley y col., 2012). El grado de permeación a 

través de la membrana se mide y compara con la cantidad conocida de la absorción 

del fármaco en humanos. La limitación de este modelo es que PAMPA subestima la 

absorción de compuestos que son transportados a través de transporte activo, o 

compuestos hidrofílicos con bajo peso molecular (Avdeef, 2005).  
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2.7.3. MÉTODOS IN VITRO 

2.7.3.1. Modelos empleando tejidos animales 

   Los modelos de tejidos animales se han utilizado desde los años 50s para explorar 

el mecanismo de absorción de los nutrientes del intestino. Algunos de los métodos 

utilizados para los estudios de absorción y permeabilidad son: la técnica del intestino 

invertido (Balimane y col., 2000), el transporte in vitro a través del segmento 

intestinal (Cámara de Ussing) (Ungell y col., 1998) y las vesículas de membrana 

aisladas. Sin embargo, es difícil de mantener la viabilidad de los tejidos extirpados ya 

que carecen del suministro directo de sangre y necesitan constante oxigenación.  

2.7.3.2. Métodos in vitro empleando cultivos celulares 

      Se han empleado numerosos modelos de cultivo celular para estudiar la 

permeabilidad y propiedades de absorción de fármacos a través de la barrera 

intestinal (Tabla 7). Estos modelos muestran características estructurales y biológicas 

del epitelio intestinal diferenciado (por ejemplo, microvellos y uniones estrechas), 

además de expresar diferentes transportadores de fármacos y enzimas metabólicas. 

Sin embargo, debido a su naturaleza biológica, presentan un alto grado de 

variabilidad, además de un tiempo de cultivo prolongado previo a los experimentos, 

son laboriosos y costosos (Le Ferrec y col., 2001; Buckley y col., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Algunos modelos celulares utilizados en estudios in vitro para evaluar la 

permeabilidad de fármacos. Modificada de Buckley y col., 2012.   
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2.7.3.2.1. Células Caco-2 

     Las células Caco-2 (adenocarcinoma de colon humano) son el modelo celular más 

utilizado y extensamente caracterizado en el campo de la permeabilidad y absorción 

de fármacos (Borchardt, 1995; Rubas et al., 1996), una vez que alcanza la confluencia 

en un filtro poroso semipermeable, la polaridad celular, y las uniones estrechas están 

bien establecidas (Van Breemen y Li, 2005). Se ha demostrado la predicción y utilidad 

de este modelo para clasificar un gran número de compuestos en términos del  

potencial de absorción (Chong et al., 1997). Este modelo mide el transporte pasivo de 

fármacos (transcelular y paracelular). Se ha reportado que los transportadores 

importantes se encuentran subexpresados en las células Caco-2, al compararlos con 

resultados de estudios in vivo. El uso de cantidades apreciables de cosolventes 

orgánicos está limitado porque compromete la integridad de las uniones estrechas 

entre las células. Por ello, un número significativo de fármacos con pobre solubilidad 

acuosa no son evaluados con este modelo. La preparación de una monocapa celular 

funcional generalmente requiere un periodo de cultivo de 3 semanas (Da violante y 

col., 2004). 

2.7.3.2.2. Células MDCK 

Las células MDCK (epitelio renal canino Madin-Darby) se diferencian en células 

epiteliales columnares y forman uniones estrechas cuando se cultivan sobre 

membranas semipermeables. El uso de la línea celular MDCK como modelo para 

evaluar las características de transporte intestinal de los compuestos se discutió por 

primera vez en 1989 (Cho y colaboradores). Existe buena correlación entre los valores 

de permeabilidad obtenidos en células MDCK y Caco-2 (Putnam y col., 2002). Una de 

las principales ventajas de las células MDCK sobre las células Caco-2 es su periodo de 

cultivo, el cual es más corto (3 días contra 3 semanas) (Irvine y col., 1999). 
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2.7.4. MÉTODOS IN VIVO  

Basado en la similitud de la composición de las membranas celulares epiteliales de 

los mamíferos, y el hecho de que la absorción es básicamente una interacción entre el 

fármaco y la membrana biológica, la permeabilidad a través del tracto gastrointestinal 

debe ser similar entre las especies. Sin embargo, existen factores fisiológicos como el 

pH, motilidad gastrointestinal, tiempo de tránsito y diferente distribución de las 

enzimas y transportadores que pueden afectar la absorción originando variabilidad 

entre las especies. A pesar de ser un método costoso, la evaluación in vivo de la 

absorción de fármacos en animales de laboratorio es un método comúnmente 

utilizado para predecir la cantidad absorbida de un fármaco en humanos. La 

comparación de los valores de ABC (área bajo la curva) de la administración 

intravenosa y la oral, permiten determinar la cantidad absoluta absorbida in vivo. Este 

método es capaz de diferenciar los compuestos bien absorbidos de los compuestos 

pobremente biodisponibles (Kararli, 1995; Lin, 1995). 
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2.7.5. MÉTODO IN SITU 

      La perfusión intestinal de un solo paso (SPIP, single-pass intestinal perfusion) en 

ratas ha demostrado ser un método preciso para predecir la absorción oral en el 

humano (Kim y col., 2006; Lennernas, 2007). Por tanto, la FDA incluye al modelo SIPP 

como una herramienta para la evaluación de la permeabilidad y la caracterización de 

un fármaco de acuerdo al BCS (CDER, 2000).  

 La SPIP se refiere a la perfusión a velocidad constante de un fármaco en solución, a 

través de un segmento intestinal aislado y canulado, desde la porción proximal. Las 

muestras son recolectadas en la porción distal a intervalos de tiempo definidos 

(Figura 6a). La absorción se evalúa con respecto a la desaparición del fármaco en el 

segmento intestinal perfundido (Volpe, 2010; Reis y col., 2013) (Figura 6b). Este 

método proporciona condiciones experimentales similares a las que se encuentran 

después de la administración oral, con baja sensibilidad a variaciones de pH. La 

presencia de un flujo sanguíneo intacto al intestino, nervios, y la capacidad de 

depuración en el sitio de absorción corroboran que éste es un excelente sistema 

experimental que imita las condiciones in vivo. Además, la entrada de los compuestos 

puede ser controlada de acuerdo a la concentración, pH, velocidad de flujo, región 

intestinal, etc. Esta técnica también permite estimar el impacto de las enzimas y 

transportadores que están presentes en el intestino, y requiere también un menor 

tiempo de experimentación. Por ello, la perfusión intestinal en ratas proporciona una 

mejor predicción de la fracción de dosis oral absorbida en el humano que los modelos 

in vitro  (Salphati y col., 2001). 
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Figura 6a. Técnica de perfusión intestinal in situ. 

Modificada de  Salphati y col., 2001. 

Figura 6b. Transporte de fármacos a través del epitelio intestinal durante la perfusión 

intestinal de un solo paso (SIPP). Cin, concentración del fármaco a la entrada; Cout, 

concentración del fármaco a la salida; Q, velocidad de perfusión en el lumen. Modificada 

de Dressman y Lennernäs, 2000. 
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En la perfusión de un solo paso, la permeabilidad efectiva neta (Peff) se calcula: 

 

Donde Q es la velocidad de flujo de la solución de perfusión, C’out/C’in es la relación de 

la concentración de salida y la concentración de entrada o inicial del compuesto 

evaluado que ha sido ajustado por el transporte de agua, R es el radio del segmento 

intestinal  y L es la longitud del segmento intestinal.  

Al utilizar técnicas in situ se debe tener en cuenta que, la alteración del volumen de la 

solución del fármaco en el lumen (debido a la absorción y secreción de agua durante la 

perfusión), puede introducir errores en las concentraciones luminales, y por tanto, en 

el coeficiente de permeabilidad efectiva calculado. Para subsanar este problema, se 

han publicado varios métodos para la corrección del flujo de agua, los cuales incluyen 

la coperfusión de un marcador “no absorbible” como el rojo de fenol, la inulina o 14C 

PEG 4000 (Ecuación 1). Como alternativa, puede aplicarse también un método 

gravimétrico usando la ecuación 2 (Sutton y Rinaldi., 2001), el cual involucra la 

determinación del peso de las muestras de perfusión a intervalos de tiempo definidos 

y su conversión a un parámetro volumétrico. 

 

        

 

 

 

 

Donde Qin es la velocidad de flujo medida a la entrada y Qout 

la velocidad de flujo medida a la salida del segmento 

intestinal (peso neto de la muestra ÷ el intervalo de tiempo 

de muestreo), asumiendo una densidad de la solución de 

perfusión de 1.0 g/mL. 

(1) 

(2) 
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Entre las desventajas del método in situ se encuentran: a) El número de animales 

requerido para obtener datos de absorción estadísticamente significativos. b) La 

manipulación quirúrgica del intestino combinado con la anestesia puede producir un 

cambio significativo en el flujo sanguíneo al intestino y ocasionar un efecto notable 

sobre la velocidad de absorción (Uhing y Kimura, 1995). c) Si el fármaco en estudio es 

metabolizado por los enterocitos, entonces su desaparición del lumen intestinal no 

reflejaría la aparición del fármaco en la sangre (Watkins y col., 1987).  

A pesar de estas desventajas, la técnica de perfusión intestinal en rata es una poderosa 

herramienta de investigación, que ha demostrado tener muy buena correlación con 

datos in vivo (Chiou y Barve, 1998). 

2.8. VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS Y BIOANALÍTICOS 

La validación es la evidencia experimental documentada de que un procedimiento 

cumple con el propósito para el que fue diseñado. En estudios de permeabilidad in 

situ, es necesario contar con métodos analíticos confiables para la cuantificación de los 

fármacos en las muestras de perfusión. De acuerdo con la NORMA OFICIAL MEXICANA 

NOM-177-SSA1-2013, los parámetros para validar una metodología analítica son los 

siguientes (Tabla 8): 

 

 

Tabla 8. Parámetros y criterios de aceptación requeridos para validar un método 

analítico de acuerdo a lo establecido en la NOM- 177- SSA1- 2013. 

 

r: coeficiente de correlación; r
2
: coeficiente de determinación; %ERR: error relativo debido a la 

regresión (%); %CV: coeficiente de variación (%); %DEA: desviación estándar absoluta (%).  
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RANGO. Es el intervalo de un método analítico definido por las concentraciones 

comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se ha 

demostrado que el método es preciso, exacto y lineal. 

SELECTIVIDAD. Es la capacidad de un método analítico para cuantificar exacta y 

específicamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que 

pudieran estar presentes en la muestra.  

RECUPERACIÓN ABSOLUTA. Es la eficiencia de un método analítico para cuantificar 

el o los compuestos por analizar en la muestra.   

LINEALIDAD. Es la capacidad de un método analítico, en un intervalo de trabajo, para 

obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentración del 

compuesto en la muestra. También se le conoce como Función Respuesta.  

PRECISIÓN. Es el grado de concordancia entre resultados analíticos individuales 

cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una 

muestra homogénea del producto, se evalúa como repetibilidad y reproducibilidad. 

 Repetibilidad: Precisión de un método analítico que expresa la variación 

dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas en las mismas condiciones. 

 Reproducibilidad: Precisión de un método analítico que expresa la variación 

obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo 

laboratorio, pero en diferentes condiciones de análisis, tales como días, equipo, 

columnas o analistas.  
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EXACTITUD. Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor 

de referencia (como valor verdadero o de aceptación).    

LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN. Es la concentración más baja del compuesto que puede 

cuantificarse cumpliendo con la precisión y exactitud establecidas en el método. 

ESTABILIDAD. Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus 

características, desde el momento del muestreo hasta su análisis. 
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3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Implementar un método in situ para evaluar la permeabilidad de moléculas, utilizando 

íleon de rata. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Validar el método analítico para la cuantificación de clorhidrato de propranolol y el 

método analítico para la cuantificación de clorhidrato de ranitidina. 

2.- Desarrollar la técnica quirúrgica en la rata y encontrar la tubería adecuada a 

utilizar en los experimentos. 

3.- Evaluar la permeabilidad de clorhidrato de propranolol (control de alta 

permeabilidad) y clorhidrato de ranitidina (control de baja permeabilidad), expresado 

en términos de coeficiente de permeabilidad efectiva (Peff) en la sección ileal de la 

rata. 
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4. HIPÓTESIS  

El método in situ en modelo de rata, será simple, rápido, confiable y exacto para 

evaluar la permeabilidad de fármacos.  
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

5.1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS 

5.1.1. REACTIVOS:  

 Estándar de clorhidrato de propranolol (USP).  

 Estándar de clorhidrato de ranitidina (USP). 

 Cloruro de sodio (NaCl), J.T. Baker. 

 Cloruro de potasio (KCl),  J.T. Baker. 

 Fosfato monobásico de potasio (KH2PO4), J.T. Baker. 

 Fosfato dibásico de sodio (Na2HPO4), J.T. Baker. 

 Rojo de fenol, Golden Bell. 

 Solución de perfusión: 160 µg/mL de clorhidrato de propranolol, 80 µg/mL de 

clorhidrato de ranitidina y 12.5 µg/mL de rojo de fenol.  

 Buffer de fosfatos salino pH 7.4 

 Buffer de fosfatos 10mM pH 7.6 

 Metanol grado HPLC, J.T. Baker.  

 Fase móvil. 

 Metanol grado HPLC: Buffer de fosfatos 10 mM pH 7.6 (80:20). 

 Metanol grado HPLC: Buffer de fosfatos 10 mM pH 7.6 (50:50). 

 Agua desionizada. 

 Solución de hidróxido de sodio (NaOH) 0.1 N. 

 Solución salina 0.9 %, Pisa. 

 Solución inyectable de clorhidrato de ketamina. Pisa. 

 Solución inyectable de clorhidrato de xilacina, Pisa. 
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5.1.2. MATERIALES Y EQUIPOS 

 Tubo de plástico de 2 mm de diámetro interno. 

 Llaves de 3 pasos. 

 Hilo de seda para sutura 3-0. 

 Jeringas de 1 mL. 

 Jeringas de 30 mL HSW. 

 Gasas estériles. 

 Herramientas para cirugía:  

 Mango de bisturí No. 4 

 Hoja de bisturí No. 10 

 Pinzas de disección de acero inoxidable. 

 Máquina rasuradora eléctrica, Oster. 

 Lámpara de 60 watts.  

 Almohadilla térmica (43 X 32 cm) FH100, Microlife.   

 Baño de agua Imperial IV, Lab line. 

 Bomba de Jeringa New Era (NE-1000), Multi-Phaser TM 

 Tubos Eppendorf. 

 Balanza analítica A210P, Sartorius. 

 Micropipeta Eppendorf de 100-1000 µL. 

 Micropipeta Eppendorf de 500-5000 µL. 

 Potenciómetro 410 A+, Thermo Orion. 

 Filtros de membrana de 0.45 µm. 

 Baño de ultrasonido FS60, Fisher Scientific. 

 Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución, Shimadzu LC-10AD vp. 

 

5.1.3.- MATERIAL BIOLÓGICO 

 Ratas Wistar albino macho (260- 300 grs.). 
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5.2. VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS ANALÍTICOS PARA LA 

CUANTIFICACIÓN DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL Y 

CLORHIDRATO DE RANITIDINA 

 

5.2.1. PREPARACIÓN DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO Y FASE MÓVIL 

 

5.2.1.1. SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS SALINO pH 7.4 

       Se pesaron por separado, 8.064 g de cloruro de sodio (NaCl) , 0.201 g de cloruro de 

potasio (KCl), 1.149 g de fosfato dibásico de sodio (Na2HPO4) y 0.204 g de fosfato 

monobásico de potasio (KH2PO4); se transfirieron a un vaso de precipitados de un 

litro, se disolvieron en aproximadamente 250 mL de agua desionizada y bajo agitación 

magnética se llevó con el mismo disolvente hasta un volumen de 900 mL, 

inmediatamente se ajustó cuidadosamente el pH por adición de hidróxido de sodio 

(NaOH) 0.1 N, una vez efectuado esto, el contenido se transfirió a un matraz 

volumétrico de un litro y se llevó al aforo con agua desionizada. La solución se filtró a 

través de un filtro membrana con tamaño de poro de 0.45 µm. 

 

5.2.1.2. SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 10 mM pH 7.6 

        Se pesaron por separado 0.387 g de KH2PO4 y 1.015 g Na2HPO4; se transfirieron a 

un vaso de precipitados de un litro, se disolvieron en 250 mL de agua desionizada y 

bajo agitación magnética se llevó a un volumen de 900 mL aproximadamente con el 

mismo disolvente, inmediatamente se ajustó cuidadosamente el pH por adición de 

hidróxido de sodio (NaOH) 0.1 N; una vez efectuado esto, el contenido se transfirió a 

un matraz volumétrico de un litro y se llevó al aforo con agua desionizada. La solución 

se filtró a través de un filtro membrana con tamaño de poro de 0.45 µm. 
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5.2.1.3. SOLUCIÓN STOCK DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL (1000 µg/mL) 

        Se pesaron con exactitud 10 mg de clorhidrato de propranolol (propranolol) y se 

transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron en aproximadamente 4 

mL de solución buffer de fosfatos salino pH 7.4 y se llevó al punto de aforo con la 

misma solución. 

 

5.2.1.4. SOLUCIÓN STOCK DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL (100 µg/mL) 

        Se tomó una alícuota de 2.5 mL de la solución stock de clorhidrato de propranolol 

de 1000 µg/mL y se transfirió a un matraz volumétrico de 25 mL, se llevó al aforo con 

la solución buffer de fosfatos salino. 

 

5.2.1.5. SOLUCIÓN STOCK DE CLORHIDRATO DE RANITIDINA (1000 µg/mL)  

       Se pesaron con exactitud 10 mg de clorhidrato de ranitidina (ranitidina) y se 

transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron en aproximadamente  

4 mL de solución buffer de fosfatos salino pH 7.4 y se llevó al punto de aforo con la 

misma solución. 

 

5.2.1.6. SOLUCIÓN STOCK DE CLORHIDRATO DE RANITIDINA (100 µg/mL)  

       Se tomó una alícuota de 2.5 mL de la solución stock de clorhidrato de ranitidina de 

1000 µg/mL y se transfirió a un matraz volumétrico de 25 mL, se llevó al aforo con la 

solución buffer de fosfatos salino. 

 

5.2.1.7. SOLUCIÓN STOCK DE ROJO DE FENOL (50µg/mL) 

       Se pesaron 12.5 mg de rojo de fenol, se transfirieron a un matraz volumétrico de 

250 mL, se disolvieron en aproximadamente 80 mL de solución buffer de fosfatos 

salino y se llevó al aforo con la misma solución. 
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5.2.1.8. SOLUCIÓN STOCK DE ROJO DE FENOL (5µg/mL) 

       Se tomó una alícuota de 2.5 mL del stock de rojo de fenol de 50 µg/mL, se 

transfirió a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevó al punto de aforo con la 

solución buffer de fosfatos salino. 

 

5.2.1.9. SOLUCIÓN DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL (16 µg/mL) Y 

CLORHIDRATO DE RANITIDINA  (8 µg/ mL) 

     A partir del stock de 100 µg/mL de clorhidrato de propranolol, se tomó una 

alícuota de 1600 µL y se transfirió a un matraz volumétrico de 10 mL. Posteriormente, 

se tomó una alícuota de 800 µL del stock de 100 µg/mL de clorhidrato de ranitidina, 

se transfirió al mismo matraz y se llevó al aforo con solución amortiguadora de 

fosfatos salino. 

 

5.2.1.10. FASES MÓVILES 

      La fase móvil empleada para la cuantificación de propranolol fue:                  

metanol- solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.6 (80:20), la cual se preparó 

de la siguiente manera: Se filtraron 400 mL de metanol grado HPLC empleando un 

filtro de membrana con tamaño de poro de 0.45 µm y se transfirieron a un frasco de 

vidrio de 0.5 L, se le agregaron 100 mL de la solución amortiguadora de fosfatos         

10 mM pH 7.6 y se mezclaron. La mezcla se desgasificó con ultrasonido durante 20 

minutos. 

La fase móvil empleada para la cuantificación de ranitidina y rojo de fenol fue: 

metanol- solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.6 (50:50) y se preparó de la 

siguiente manera: Se filtraron 250 mL de metanol grado HPLC empleando un filtro de 

membrana con tamaño de poro de 0.45 µm y se transfirieron a un frasco de vidrio de      

0.5 L, se le agregaron 250 mL de la solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.6 

y se mezclaron. La mezcla se desgasificó con ultrasonido durante 20 minutos. 
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5.2.1.11. SOLUCIÓN DE PERFUSIÓN 

         La solución de perfusión contenía 160 µg/mL de clorhidrato de propranolol,           

80 µg/mL de clorhidrato de ranitidina y 12.5 µg/mL de rojo de fenol. 

Para ello se pesaron por separado 40.0 mg de clorhidrato de propranol, 20.0 mg de 

clorhidrato de ranitidina, se transfirieron a un matraz volumétrico de 250 mL y se 

disolvieron en aproximadamente 70 mL de solución amortiguadora de fosfatos salino. 

Posteriormente se adicionaron 62.5 mL de rojo de fenol del stock de 50 µg/ mL y se 

llevó al aforo con la solución buffer. 

 

5.2.2. PREPARACIÓN DE LAS CURVAS DE CALIBRACIÓN 

5.2.2.1. Curvas de calibración de clorhidrato de propranolol y clorhidrato de 

ranitidina 

El rango de trabajo utilizado para los dos fármacos fue el siguiente: 

Clorhidrato de propranolol: 1.0- 20 µg/mL. 

Clorhidrato de ranitidina: 2-36 µg/mL. 

La preparación de las curvas se llevó a cabo de la siguiente manera: 

A partir de la solución stock de 100 µg/mL de propranolol y de ranitidina, se tomaron 

las alícuotas correspondientes para cada nivel de concentración, se transfirieron a 

matraces de 10 mL, de manera que ambos fármacos se mezclaron,  y se aforaron con 

la solución buffer de fosfatos salino. En la tabla 9 se muestran las alícuotas 

correspondientes para la preparación de cada punto de las curvas. 

 

Tabla 9. Preparación de las curvas de calibración de propranolol y ranitidina. 

 

Alícuota de la solución Stock de 100 
µg/mL correspondiente (µl) 

Volumen final 
(mL) 

Concentración final (µg/mL) 

Propranolol Ranitidina Propranolol Ranitidina 
100 
200 
300 
500 

1000 
2000 

200 
400 
600 

1000 
1800 
3600 

10 
10 
10 
10 
10 
10 

1.0 
2.0 
3.0 
5.0 

10.0 
20.0 

2.0 
4.0 
6.0 

10.0 
18.0 
36.0 
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5.2.2.2. CURVA DE CALIBRACIÓN DE ROJO DE FENOL 

Rango de trabajo: 0.5- 2.0 µg/mL. 

La curva de rojo de fenol se preparó a partir del stock de 5.0 µg/mL, se tomaron las 

alícuotas correspondientes, se transfirieron a matraces volumétricos de 5 mL y se 

llevaron al punto de aforo con la solución amortiguadora de fosfatos salino. La tabla 

10 muestra las alícuotas tomadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2.3. PREPARACIÓN DE LOS PUNTOS CONTROL 

      Los puntos control (bajo, medio y alto) utilizados en la validación del método de 

cuantificación de clorhidrato de ranitidina (3.0, 17.0 y 33.0 µg/mL) y para clorhidrato 

de propranolol (1.5, 9.0 y 18.0 µg/mL) se prepararon a partir del stock de 100 µg/mL 

respectivo. Se tomaron las alícuotas correspondientes (Tabla 11), se transfirieron a 

matraces de 10 mL a manera que cada punto control contuviera ambos fármacos, y 

finalmente se llevó al punto de aforo con solución buffer de fosfatos salino.  

 

 

Alícuota del stock de 

5.0 µg/mL (µL) 

Volumen final 

(mL) 

Concentración de rojo 

de fenol (µg/mL) 

500 

1000 

1250 

1500 

2000 

5 

5 

5 

5 

5 

0.5 

1.0 

1.25 

1.5 

2.0 

Puntos control 
Alícuota de la solución stock de 

100 µg/mL correspondiente (µL) 
Volumen final 

(mL) 

Concentración final (µg/mL) 

Propranolol Ranitidina Propranolol Ranitidina 

Bajo 

Medio 

Alto 

150 

900 

1800 

300 

1700 

3300 

10 

10 

10 

1.5 

9 

18 

3 

17 

33 

Tabla 10. Preparación de la curva de calibración de rojo de fenol. 

 

Tabla 11. Preparación de los puntos control. 
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5.2.3. MÉTODO ANALÍTICO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE CLORHIDRATO DE 
PROPRANOLOL Y CLORHIDRATO DE RANITIDINA 
 

5.2.3.1. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

      Se realizó un barrido en la región del ultravioleta a los estándares (190- 390 nm), 

para encontrar la longitud de máxima absorción de cada compuesto. Para ello se 

prepararon por separado soluciones de los estándares a una concentración de            

10 µg/ mL, y 12.5 µg/mL para rojo de fenol, en solución amortiguadora de fosfatos 

salino pH 7.4. Una vez identificadas las longitudes de máxima absorción respectivas, 

se preparó una solución conteniendo los dos estándares y el rojo de fenol en las 

mismas concentraciones empleadas para hacer el barrido, y se evaluaron diferentes 

condiciones cromatográficas, como, velocidad de flujo y proporción de fase móvil. En 

la tabla 12 se muestran las mejores condiciones encontradas para cada uno de los 

compuestos bajo estudio.  

 

 

            * Todos los compuestos fueron analizados a temperatura ambiente. 
 

 

Para la cuantificación se utilizó el área de los picos de los compuestos, los cuales se 

graficaron contra la concentración. Para calcular la concentración de propranolol y 

ranitidina en cada una de las muestras, se interpoló el área del pico obtenido de cada 

compuesto en la curva de calibración correspondiente a cada fármaco, las cuales se 

prepararon por duplicado previamente al análisis de las muestras (sección 5.2.2.1). 

Tabla 12. Condiciones cromatográficas utilizadas para la cuantificación de propranolol, 

ranitidina y rojo de fenol. 
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5.2.3.2. VALIDACIÓN 

         Con el fin de contar con métodos analíticos confiables para la cuantificación de 

los fármacos durante los estudios de permeabilidad, éstos se validaron de acuerdo con 

lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013. Para los dos fármacos se evaluaron los 

siguientes parámetros: Selectividad, linealidad, precisión, exactitud, límite de 

cuantificación, estabilidad en el automuestrador durante 24 horas y efecto de la 

dilución.  

5.2.3.2.1. Selectividad 

         La Selectividad se evaluó demostrando que no hay interferencia entre los 

componentes de las muestras en la cuantificación de cada uno de los compuestos. 

Para ello se analizaron por quintuplicado blancos de solución de perfusión y muestras 

de solución de perfusión, que se sometieron a las condiciones cromatográficas de 

propranolol, ranitidina y rojo de fenol. 

Criterio de aceptación: No debe existir interferencia de los componentes de la solución 

de perfusión blanco en los tiempos de retención de propranolol, ranitidina y rojo de 

fenol.  

5.2.3.2.2. Linealidad 

        Para la linealidad del método se prepararon 3 curvas de calibración en los 

intervalos de concentración especificado en la sección 5.2.2.1. 

A cada curva se le calculó el coeficiente de determinación (r2), la pendiente (m) y 

ordenada al origen (b). También se calculó el error relativo debido a la regresión 

(%ERR) para cada una de las curvas y para la curva promedio, de acuerdo a la 

siguiente ecuación: 

 

Donde: 
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 Sy/x: Desviación estándar (error estándar) de la regresión. 

     : Promedio de la respuesta (área del pico). 

   x: Concentración. 

   y: Respuesta (área del pico) 

   n-2: Grados de libertad. 

Criterio de aceptación: Un coeficiente de correlación (r) mayor a 0.99 y un %E.R.R. 

menor o igual al 3%. 

5.2.3.2.3. Precisión y exactitud 

        La precisión se evaluó de acuerdo a lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013. La 

metodología fue la siguiente: De los datos de linealidad obtenidos, se calculó el 

coeficiente de variación del factor de respuesta por curva y para la curva promedio. El 

factor respuesta se calculó dividiendo la respuesta obtenida (área del pico) para cada 

uno de los puntos de la curva entre su concentración correspondiente. A partir de 

estos resultados, se calculó el coeficiente de variación (%) para todos los puntos de la 

curva.   

Criterio de Aceptación: El Coeficiente de variación del factor de respuesta deberá ser 

menor o igual al 3%. 

 La Exactitud se expresó en términos de porcentaje de Desviación Estándar Absoluta 

(%DEA) para cada uno de los niveles de concentración de la curva promedio, de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

 

 

Criterio de aceptación: El valor de la desviación absoluta debe ser menor del 3%. 

5.2.3.2.4. Límite de cuantificación 

        El límite de cuantificación se evaluó analizando en fresco, por quintuplicado la 

concentración más baja de la curva de calibración correspondiente a cada fármaco.  

De las áreas obtenidas se calcularon las concentraciones experimentales, se 

promediaron y se calculó el coeficiente de variación (%). 

Criterio de aceptación: El coeficiente de variación no debe ser mayor al 3%. 



PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

40 

5.2.3.2.5. Estabilidad en el automuestrador durante 24 horas 

        Este parámetro se evaluó preparando en fresco, por triplicado, los puntos control 

bajo, medio y alto (sección 5.2.2.3). Las muestras permanecieron en el 

automuestreador por un periodo de 24 horas, al término de este tiempo fueron 

analizadas y se compararon contra puntos control frescos. Se calculó la desviación 

estándar absoluta (%) y el coeficiente de variación (%) para cada nivel de 

concentración. 

Criterio de aceptación: La desviación estándar absoluta y el coeficiente de variación en 

cada nivel de concentración no deben ser mayor al 3%. 

 

5.2.3.2.6. Efecto de la dilución 

        Se evaluó este parámetro, con el fin de asegurar que la dilución de las muestras no 

afecta la precisión y exactitud. A partir de la solución stock de propranolol (sección 

5.2.1.4) y de ranitidina (sección 5.2.1.6), se prepararon por cuadruplicado soluciones 

conteniendo a ambos fármacos en una concentración de 16 µg/mL para propranolol y 

8 µg/mL para ranitidina (la preparación de las soluciones se detalla en la sección 

5.2.1.9). Así mismo, se prepararon por cuadruplicado diluciones 1/10 en solución 

amortiguadora de fosfatos salino pH 7.4, a partir de la solución de perfusión                  

(160 µg/mL de propranolol y 80 µg/mL de ranitidina). Una vez que se analizaron las 

muestras, se determinó la concentración experimental de cada una de ellas y se 

promediaron, se calculó el coeficiente de variación (%) y la desviación estándar 

absoluta (%). 

Criterio de aceptación: El coeficiente de variación y la desviación estándar absoluta 

deben ser menores o iguales al 3%. 
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5.3. MODELO DE PERFUSIÓN IN SITU EN RATA 

      Los experimentos se llevaron a cabo en la Unidad de Experimentación Animal 

(UNEXA) del conjunto E de la facultad de Química. El protocolo fue aceptado por el 

Comité para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL). Se emplearon 

ratas Wistar albino macho, de 8 semanas de edad y un rango de peso de 260-300 g. 

 

5.3.1. SOLUCIÓN DE PERFUSIÓN 

      De acuerdo con el BCS (Amidon y col., 1995), para estudios de permeabilidad in 

situ, la concentración de los fármacos en el líquido de perfusión se calcula dividiendo 

la dosis más alta administrada por vía oral entre un volumen convencional de 250 mL 

para representar la concentración máxima de los fármacos presentes en el segmento 

intestinal. En México, las dosis de propranolol y ranitidina son 160 y 150 mg, 

respectivamente, sin embargo, para nuestros objetivos se eligieron dosis más bajas 

para cada compuesto (40 mg para propranolol y 20 mg para ranitidina), para evitar 

que la columna cromatográfica pudiera saturarse. Esto es permitido cuando las 

concentraciones empleadas son clínicamente relevantes (Berggren y col., 2004).  

 

5.3.2. RETENCIÓN DE LOS FÁRMACOS EN LA TUBERÍA 

     Se realizó un ensayo de perfusión de los fármacos con tiempos de muestreo 

seleccionados, sin la rata. Las muestras se recolectaron en intervalos de 10 minutos a 

los siguientes tiempos: 40, 50, 60, 70,  80 y 90 min, se diluyeron 1/10 en solución 

amortiguadora de fosfatos salino pH 7.4 y se analizaron empleando la metodología 

analítica descrita en la sección 5.2.3.1. Se calculó un porcentaje de recobro de los 

fármacos empleando la siguiente ecuación:  

 

 

 

Criterio de aceptación: El promedio de porcentaje de recobro de los fármacos debe 

estar entre 97-103%. 
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Con esto se asegura que las permeabilidades obtenidas en los experimentos, 

correspondan únicamente el paso de los fármacos a través de la mucosa intestinal.   

 

5.3.3. ANESTESIA Y DOSIS 

     Durante todo el experimento de perfusión, la rata debe estar perfectamente 

anestesiada. Para el estudio se eligió como agente anestésico, una solución de 

clorhidrato de ketamina-clorhidrato de xilacina (9:1) a una dosis de 1.6 mL /kg de 

peso, administrada por vía intraperitoneal. En caso necesario se aplicó una cuarta 

parte de la dosis inicial a mitad del experimento. 

 

5.3.4. CIRUGÍA Y PERFUSIÓN 

5.3.4.1. CIRUGÍA 

      Una vez que se instalaron las ratas en el bioterio, se mantuvieron durante tres días 

en observación y aclimatación, y bajo condiciones de 12 horas luz-oscuridad.  

Previo al experimento, permanecieron en ayuno 16 horas, con libre acceso al agua. 

Cada rata se anestesió mediante una inyección intraperitoneal (1.6 mL/kg) de la 

solución de ketamina- xilacina (9: 1, respectivamente) y se colocó sobre una 

almohadilla térmica para mantener la temperatura corporal normal. También se 

utilizó una lámpara con foco de 60 watts para proporcionar calor. Se rasuró el área del 

abdomen donde se haría la incisión. Se realizó una incisión de línea media en el 

abdomen (3-4 cm). 

Se aisló un segmento ileal de 8.5-13.5 cm. Se identificó la  unión ileocecal como 

marcador distal. Se hicieron incisiones semicirculares en cada extremo.  

Los  extremos  se canularon con un tubo de plástico (2.0 mm de diámetro interno) y 

ligaron con sutura de seda. 

 El segmento se cubrió con una gasa que fue humedecida constantemente con solución 

salina isotónica a 37°C. 
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5.3.4.2. PERFUSIÓN 

Una vez aislado el segmento intestinal, el procedimiento a seguir fue el siguiente: 

     Se infundió blanco de perfusión pH 7.4 de la entrada (In) a la salida (Out), durante 

un tiempo de 10 min a una velocidad de flujo de 1.5 mL/ min para limpiar el segmento 

intestinal. Posteriormente se infundió la solución de perfusión a una velocidad de            

0.2 mL/ min durante un periodo aproximado de 100 min, manteniendo la solución a 

37 °C. Transcurridos 40 minutos del inicio de la perfusión (Figura 7 y Esquema 1), se 

colectó el líquido de perfusión en el extremo distal, a los siguientes tiempos: 40, 50, 

60, 70,  80 y 90 min. Las  muestras fueron diluidas 1/10 en solución  de fosfatos salino 

y se analizaron empleando el método analítico descrito en la sección 5.2.3.1., por 

HPLC. Al finalizar la perfusión, la rata fue sacrificada inmediatamente en la cámara de 

CO2. Se cortó el segmento intestinal y se midió cuidadosamente el diámetro y longitud. 

 

 

 

 
 

 

 

 

Tapete térmico (37°C) 

Baño de agua 

Recolección de la muestra 

Jeringa conteniendo la 
solución de perfusión 

Bomba de Jeringa 

Figura 7. Técnica de perfusión intestinal implementada.  
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Mantener a la rata en ayuno 16 horas previo al 

experimento, con libre acceso al agua 

Inyección I.P. de ketamina- xilacina (9:1) a una dosis 

de 1.6 mL/ kg 

Rasurar el área del abdomen y realizar una incisión 

de línea media de 3-4 cm 

Aislar un segmento ileal de 8.5- 13.5 cm, hacer 

incisiones semicirculares en cada extremo, 

canular con tubo de plástico y ligar con sutura de 

seda 

Infundir buffer blanco de perfusión por 10 minutos 

a 1.5 mL/ min 

Cubrir el segmento con 

una gasa humedecida 

 Colocar a la rata sobre 

una almohadilla térmica y 

con una lámpara  

Perfundir la solución de perfusión a 0.2 mL/ min 

durante 100 min 

Mantener la 

temperatura a 37°C 

Colectar las muestras cada 10 minutos pasados 40 

minutos de haber iniciado la perfusión 

Terminado el  experimento, sacrificar a la rata en la 

cámara de CO2. Cortar el segmento, medir el 

diámetro y su longitud 

Esquema 1. Procedimiento de cirugía y perfusión desarrollado en el modelo 

permeabilidad. 
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5.3.5. CÁLCULOS DE PERMEABILIDAD 

      Los coeficientes de permeabilidad efectiva (Peff) para cada fármaco se calcularon de 

acuerdo a la siguiente ecuación (Dahan y col., 2009): 

      

Q: Velocidad de flujo de la solución de perfusión. 

C’out/C’in: Relación de la concentración de salida y de entrada (inicial) del compuesto 

evaluado que ha sido ajustado por el transporte de agua.  

R: Radio del segmento intestinal.  

L: Longitud del segmento intestinal.   

 

5.3.5.1. Medición del flujo neto de agua 

      El flujo neto del agua (absorción y eflujo en el segmento intestinal) se determinó 

por medición del rojo de fenol, el cual se incluyó en la solución de perfusión                 

(12.5 µg/mL). La relación C’out/C’in  se corrigió de acuerdo a la siguiente ecuación 

(Dahan y col., 2009): 

  

Cin rojo de fenol: Concentración inicial de rojo de fenol. 

Cout rojo de fenol: Concentración de rojo de fenol a la salida del segmento intestinal.

 

El valor promedio del coeficiente de permeabilidad efectiva (Peff) de clorhidrato de 

propranolol (Clase I, control de alta permeabilidad) y clorhidrato de ranitidina (Clase 

III, control de baja permeabilidad) se calculó a partir del valor de permeabilidad de 6 

experimentos independientes, calculando el Peff en cada muestra, así como el 

porcentaje de recobro de rojo de fenol.  

 

Dónde: 

Dónde: 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

6.1. Validación de los métodos analíticos para la cuantificación de 

Clorhidrato de Propranolol y Clorhidrato de Ranitidina 

6.1.1. SELECTIVIDAD 

      La figura 8 muestra los blancos y cromatogramas típicos de propranolol, ranitidina 

y rojo de fenol. Se puede observar que no existe interferencia de los componentes de 

la muestra en los tiempos de retención de los compuestos, lo que indica que los 

métodos fueron selectivos. 

                                                         

 

 

 

 

             

          

             

 

A B 

C D 

E F 

Figura 8. Cromatogramas representativos: (A) Blanco c. propranolol, (B) blanco c. ranitidina, (C) muestra de 

perfusión conteniendo c. propranolol, (D) muestra de perfusión conteniendo c. ranitidina, (E) muestra de 

perfusión conteniendo rojo de fenol, (F) blanco rojo de fenol. 
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6.1.2. LINEALIDAD Y PRECISIÓN (REPETIBILIDAD) 

   La figura 9a muestra la curva promedio de propranolol y la ecuación de regresión 

correspondiente. La tabla 13 presenta los datos de linealidad y precisión obtenidos. Se 

puede observar que las tres curvas, así como la curva promedio presentan un 

coeficiente de correlación (r) mayor a 0.99 y un %ERR menor al 3%. Esto indica que el 

método fue lineal en el rango de trabajo empleado. Respecto a la precisión intradía, el 

coeficiente de variación (%) para cada nivel de concentración fue 0.47- 1.61 en el 

rango empleado. También se puede observar que el coeficiente de variación (%) para 

el factor respuesta fue de 1.22- 1.38 con un valor de  1.06 para la curva promedio, 

confirmando que el método fue repetible. Con respecto a ranitidina, la figura 9b 

muestra la curva promedio y la ecuación de regresión representativa. En la tabla 14 se 

presentan los datos de las tres curvas, así como la curva promedio. Se puede observar 

que el coeficiente de correlación fue mayor a 0.99, un %ERR menor a 3%, un 

coeficiente de variación por nivel de concentración de 0.36-1.80 en el rango utilizado, 

y un coeficiente de variación del factor respuesta de 0.93- 1.51 con un valor de 0.87 

para la curva promedio, indicando que este método también fue lineal y repetible en 

el intervalo de trabajo empleado.  

 

     

5 
Figura 9. Linealidad del método para la cuantificación de propranolol (a), linealidad del método para la 

cuantificación de ranitidina (b).  

(a) (b) 
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Tabla 13. Linealidad y precisión (repetibilidad) del método analítico para la 

cuantificación de propranolol. 

 

Tabla 14. Linealidad y precisión (repetibilidad) del método analítico para la 
cuantificación de ranitidina. 
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6.1.3. PRECISIÓN INTERDÍA 

    Las tablas 15 y 16 presentan los datos de precisión interdía correspondientes al 

método de cuantificación de propranolol y al método de cuantificación de ranitidina. 

El promedio de 6 concentraciones experimentales para cada nivel de concentración 

equivalente a dos días de trabajo muestra un %CV de 0.14- 2.25 y de 0.26-2.65 para 

propranolol y ranitidina, respectivamente, a lo largo del rango de trabajo establecido 

para cada fármaco. Esto confirma que ambos métodos fueron precisos, ya que todos 

los valores de %CV fueron menores al 3% establecido en la NOM-177-SSA1-2013.  

Tabla 15. Precisión interdía del método analítico para la cuantificación de clorhidrato de 
propranolol. 

 
*  D.E: Desviación estándar. 

Tabla 16. Precisión interdía del método analítico para la cuantificación de clorhidrato de 
ranitidina. 

 
*  D.E: Desviación estándar. 
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6.1.4. EXACTITUD 

         La exactitud para cada nivel de concentración se expresó en términos de la 

desviación estándar absoluta (DEA). Las tablas 17 y 18 muestran los resultados de 

exactitud de los métodos de cuantificación para dos días de trabajo. En ellas se 

observa que el método de propranolol muestra un %DEA de 0.05- 1.86 en el día 1, 

mientras que el día 2 presentó un %DEA de 0.19-1.37.  El método de ranitidina 

muestra un %DEA de 0.14- 1.34 para el día 1, y en el día 2 presenta un %DEA de    

0.16- 0.99. Dado que todos los valores fueron menores a 3%, se demuestra que los 

métodos fueron exactos. 

 

Tabla 17. Exactitud del método analítico para la cuantificación de propranolol.  

Concentración 
nominal 
(µg/mL) 

Concentración experimental de clorhidrato de 
propranolol (µg/mL) 

Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio %DEA* 

Día 1 
 
 

1 
2 
3 
5 

10 
20 

1.0195 
2.0093 
3.0308 
4.9866 
9.9136 

20.0399 

1.0223 
1.9683 
2.977 

5.0059 
10.0445 
19.9817 

1.0139 
2.0118 
3.0127 
4.9659 
9.9814 

20.0139 

1.0186 
1.9965 
3.0068 
4.9862 
9.9798 

20.0119 

    1.86 
    0.17 
    0.22 
    0.27 
    0.2 
    0.05 

 
Día 2 

 
 
 
 

1 
2 
3 
5 

10 
20 

1.0314 
1.9947 
3.0387 
4.9867 
9.9036 

20.0446 

1.0371 
2.0358 
2.9753 
5.0295 
9.8625 

20.0596 

0.9727 
2.0113 
3.0163 
5.0293 
9.9595 

20.0139 

1.0137 
2.0139 
3.0101 
5.0152 
9.9085 

20.0382 

1.37 
0.69 
0.33 

    0.3 
 0.91 
 0.19 

*  %DEA: Porcentaje de desviación estándar absoluta.  
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Tabla 18. Exactitud del método analítico para la cuantificación de ranitidina. 

Concentración 
nominal 
(µg/mL) 

Concentración experimental de clorhidrato de 
ranitidina (µg/mL) 

Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio %DEA* 

 
 

Día 1 
 
 
 

2 
4 
6 

10 
18 
36 

1.9198 
3.9565 
5.9007 

10.0175 
18.3686 
35.8366 

2.0502 
3.987 

6.0398 
9.7384 

18.2394 
35.9449 

1.9556 
4.0389 
5.9268 
10.012 

18.1191 
35.9474 

1.9752 
3.9941 
5.9558 
9.9226 

18.2423 
35.9096 

1.23 
0.14 
0.73 
0.77 
1.34 
0.25 

 
 

Día 2 
 
 
 

2 
4 
6 

10 
18 
36 

2.0003 
4.0456 
6.0198 

10.0709 
17.7825 
36.0806 

2.0559 
3.9997 
6.026 

10.0665 
17.7553 
36.0964 

2.0031 
4.0403 
5.9872 
9.9343 

17.9268 
35.9965 

2.01981 
4.0285 
6.011 

10.0239 
17.8215 
36.0578 

0.99 
0.71 
0.18 
0.23 
0.99 
0.16 

 
 
 
 

 
 

*  %DEA: Porcentaje de desviación estándar absoluta.  

 

6.1.5. LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN 

       En las tablas 19 y 20 se pueden observar los valores de coeficiente de variación en 

por ciento al analizar por quintuplicado, la concentración más baja de la curva. Dado 

que los valores fueron: 1.48 y 0.87%, se demuestra que el método analítico de 

propranolol es capaz de cuantificar con precisión la concentración de 1 µg/mL, así 

mismo, el método analítico de ranitidina es capaz de cuantificar con precisión                       

2 µg/mL.        

 

                            Tabla 19. Clorhidrato de propranolol. Resultados de límite de cuantificación. 

  Área 
Concentración 
experimental 

  
  

Concentración nominal 
(1µg/mL) 

  

42671 
42548 
41243 
41484 
42893 

1.0200 
1.0176 
0.9914 
0.9962 
1.0245 

  

Media 42167.8 1.0100 

Desviación Estándar 749.419 0.0150 

%CV 1.77 1.48 
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                             Tabla 20. Clorhidrato de ranitidina. Resultados de límite de cuantificación. 

  
Área 

Concentración 
experimental 

  
 Concentración 

nominal (2µg/mL) 
  
  

241490 
236516 
237373 
235992 
236918 

2.0773 
2.0369 
2.0439 
2.0327 
2.0402 

Media 237657.8 2.0462 
Desviación Estándar 2201.861 0.0178 

%CV 0.92 0.87 

 

6.1.6. ESTABILIDAD A 24 HORAS EN EL AUTOMUESTREADOR 

      Las tablas 21 y 22 presentan los valores obtenidos al analizar los puntos control 

frescos y los que permanecieron 24 horas en el automuestreador, para los tres niveles 

de concentración. En ellas se puede observar que los valores de CV%  para 

propranolol fueron de 1.01. 0.83 y 0.37, mientras que para la ranitidina los valores 

fueron, 1.22, 0.59 y 0.32. Dado que todos los valores de %CV fueron menores al 3%, se 

demuestra que los fármacos bajo estudio, fueron estables en la solución 

amortiguadora de fosfatos salino pH 7.4, durante 24 horas en el  automuestreador. 

 
                  Tabla 21. Estabilidad de propranolol en el automuestreador.  

 
 

 
  
 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 
Condiciones 

Concentración recuperada (µg/mL) 
Control Bajo 
(1.5 µg/mL) 

Control Medio 
(9 µg/mL) 

Control Alto 
(18 µg/mL) 

Frescos 
1.4991 
1.4798 
1.4656 

9.0234 
8.8487 
9.0617 

17.7445 
17.6656 
17.7211 

Temperatura en el 
automuestreador por 
24 horas 

1.5079 
1.4821 
1.4924 

8.9070 
8.9051 
8.9112 

17.6988 
17.6595 
17.8426 

Promedio 1.4878 8.9429 17.7220 
Desviación estándar 0.0151 0.0743 0.0673 
%CV 1.01 0.83 0.37  
%DEA 0.80 0.63 1.54 
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                  Tabla 22. Estabilidad de ranitidina en el automuestrador. 

 
Condiciones 

Concentración recuperada (µg/mL) 
Control Bajo 
(3 µg/mL) 

Control Medio 
(17 µg/mL) 

Control Alto 
(33 µg/mL) 

Frescos 
3.0161 
2.9308 
3.0079 

16.8962 
17.0319 
17.0389 

33.1562 
33.2722 
33.1877 

Temperatura en el 
automuestreador por 
24 horas 

2.9926 
2.9886 
3.0391 

16.9315 
17.1829 
17.0569 

33.3943 
33.3547 
33.4157 

Promedio 2.9959 17.0231 33.2968 

Desviación estándar 0.0366 0.1014 0.10 

%CV 1.22 0.59 0.32 

%DEA 0.13 0.13 0.89 

 

6.1.7. EFECTO DE LA DILUCIÓN 

     Dado que las muestras de perfusión fueron diluidas 1/10 para su análisis, se evaluó 

el efecto de la dilución sobre la precisión y exactitud (sección 5.2.3.2.6). El propranolol 

presentó un %CV de 1.15 y un %DEA de 0.39 (tabla 23), mientras que ranitidina 

mostró un %CV de 0.87 y un %DEA de 0.41 (tabla 24). Dado que los valores de %CV y 

%DEA fueron menores al 3% se demostró que la dilución no afecta la precisión y 

exactitud.  

Tabla 23. Efecto de dilución en la cuantificación de propranolol. 

Concentración inicial 
Concentración 

final 
Área del pico 

Concentración 
experimental (µg/mL) 

 Solución de perfusión              

(160 µg/mL) 

 

 

 

16 µg/mL 

796777 

804151 

802602 

800386 

         816370 

         819299 

         803750 

         791209 
 

15.7897 

15.9340 

15.9037 

15.8603 

16.1731 

16.2304 

15.9261 

15.6807 

16 µg/mL 

                                                             Promedio 

                             D.E.* 

                            %CV 

                               %DEA 

  15.9373 

0.1837 

                 1.15 

                 0.39 

 * D.E: Desviación estándar. 
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Tabla 24. Efecto de dilución en la cuantificación de ranitidina. 

Concentración inicial Concentración final Área del pico 
Concentración 

experimental (µg/mL) 

Solución de perfusión              

(80 µg/mL) 

 

 

 

8 µg/mL 

960577 

974136 

963095 

      978061 
957506 

956921 

       955363 

      957516 

7.9480 

8.0585 

7.9685 

8.0904 

             7.9230 

             7.9182 

             7.9056 

             7.9231 

8 µg/mL 

                                                              Promedio 

                       D.E.* 

                      %CV 

                         %DEA 

                 7.9669 

               0.0696 

               0.87 

               0.41 

*D.E: Desviación estándar. 
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6.2. IMPLEMENTACIÓN DEL MODELO DE PERMEABILIDAD 

6.2.1. ENSAYO DE RETENCIÓN DE LOS FÁRMACOS EN LA TUBERÍA 

     Diferentes estudios han recomendado tuberías de distintos tamaños y materiales, 

entre las que se encuentran tubos de plástico de 4 mm de diámetro externo (Jain y 

col., 2007), de 1 mm de diámetro interno (Song y col., 2013), tubos de PVC de 2.29 mm 

de diámetro interno (Dahan y col., 2009; Incecayir y col., 2013), de 4 mm de diámetro 

externo (Cao y col., 2013), o bien tubos de polietileno de 3.1 mm de diámetro interno 

(Neerati y col., 2011) y 2.08 mm de diámetro externo (Salphati y col., 2001). Dada la 

gran variedad en tamaños y la dificultad para conseguirlos, se seleccionaron las 

sondas de plástico para secreciones tamaño infantil, de 2 mm de diámetro interno, las 

cuales se cortaron y ajustaron a la longitud requerida. Posteriormente se evaluó la 

posible adherencia de los fármacos, ya que, si éstos se adhieren a las paredes, se 

puede  sobreestimar el valor del coeficiente de permeabilidad efectiva (Peff) de un 

fármaco (Fagerholm y col., 1996; Jain y col., 2007; Neerati y col., 2011).

Los resultados de las tablas 25 y 26 muestran un recobro promedio de 98.28 % para 

clorhidrato de propranolol y 100.85 % para clorhidrato de ranitidina, lo que 

demuestra que ambos fármacos no se adhieren a las paredes de la tubería empleada. 

Con esta evidencia se pudo concluir que utilizar el tubo de plástico de 2.0 mm de 

diámetro interno era adecuado.  

Así mismo, estos porcentajes de recobro obtenidos indican que no hubo degradación 

de los fármacos, confirmando su estabilidad en la solución de perfusión durante los 

experimentos. 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

56 

Tabla 25. Retención de propranolol en la tubería utilizada. 

Concentración inicial de 

propranolol en la solución de 

perfusión diluida 1/10                                     

(16 µg/mL)  

Área del pico Recobro (%) 

800979* 

 

 

 

98.28 

 

 

Muestras diluidas 1/10 

 

 

 

Promedio 

780845 

778520 

790787 

802310 

778028 

792738 

         787204.66 

 

  

 

 

Tabla 26. Retención de ranitidina en la tubería utilizada. 

Concentración inicial de 

ranitidina en la solución de 

perfusión diluida 1/10                                     

(8 µg/mL) 

Área del pico Recobro (%) 

968967.25* 

  

 

 

 

100.85 

 

 

Muestras diluidas 1/10 

 

 

 

Promedio 

977799 

973294 

991344 

975307 

962298 

983491 

         977255.5 

 

 

 

  

 

 

 

 

*Área promedio del pico (cuadruplicado) de la concentración inicial en la solución 

de perfusión diluida 1/10. 

 

 

*Área promedio del pico de la concentración inicial en la solución de perfusión 

diluida 1/10. 
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6.2.2. CONDICIONES QUIRÚRGICAS Y DE PERFUSIÓN 

       Los estudios de perfusión se realizaron en la región del íleon, dado que es el 

segmento del intestino delgado que posee mayor longitud y área de superficie de 

absorción. Con respecto al pH de la solución de perfusión, se decidió ajustar a 7.4 con 

el objetivo de relacionarla al pH fisiológico del íleon, el cual se encuentra entre 7.0-7.5 

(Balimane y col., 2000; Incecayir y col., 2013). 

Se sabe que la cirugía y los agentes anestésicos pueden causar anoxia, disminución del 

flujo sanguíneo intestinal y de la motilidad, provocando la disminución del transporte 

pasivo y activo (Fagerholm y col., 1996). Se ha recomendado el uso de algunos agentes 

anestésicos, entre los que se encuentran los barbitúricos, uretano y una combinación 

de ketamina- xilacina (9:1), dado que han mostrado mínimos efectos sobre la 

absorción intestinal (Fagerholm y col., 1996;  Reis y col., 2013; Song y col., 2013), se 

eligió la inyección intraperitoneal de ketamina- xilacina (9:1), que se ajustó a dosis de 

1.6 mL/kg, resultando adecuada para la anestesia general de las ratas, las cuales 

mostraron un plano de anestesia profunda durante un periodo de 2.1 horas.  

Los extremos canulados se ligaron correctamente, ya que no se observó fuga de la 

solución de perfusión en los sitios donde se realizaron las incisiones y los amarres.  

Con respecto a la velocidad perfusión, existen diferentes reportes en los que se han  

empleado velocidades entre 0.1 y 0.3 mL/min. Se encontró que la más utilizada era           

0.2 mL/min (Shalphati y col., 2001; Dahan y col., 2009; Reis y col., 2013). En 1996, 

Fagerholm y colaboradores encontraron que una velocidad de 0.2 mL/min era 

adecuada para este tipo de estudios, tomando como base que en estudios de perfusión 

en humanos la velocidad empleada es de 2-3 mL/min y el radio del intestino de rata es 

aproximadamente 10 veces menor que el del humano. Por tales motivos, se eligió una 

velocidad de 0.2 mL/min.  
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La velocidad de flujo es determinante del tiempo requerido para alcanzar el estado de 

equilibrio en la membrana (absorción y excreción de agua), y por tanto para la toma 

de muestras. Distintos estudios han reportado tiempos de perfusión de 20 min a 1 h 

necesarios para alcanzar el equilibrio (Reis y col., 2013; Eedara y col., 2013; Cao y col., 

2013), hecho que se demuestra con una relación de entrada y salida de rojo de fenol 

(marcador del flujo de agua)  muy cercana a 1 en todas las muestras. Los resultados 

que se presentan en la tabla 25, muestran que un tiempo de perfusión de 40 minutos a 

una velocidad de flujo de 0.2 mL/min es suficiente para alcanzar el estado de 

equilibrio hidrodinámico en la membrana, lo cual también confirma, que el muestreo a 

partir del minuto 40 fue apropiado.   

6.2.3. RECOBRO DE ROJO DE FENOL Y ESTADO DE EQUILIBRIO EN LA MEMBRANA 

           Se han reportado varios métodos para la corrección del flujo de agua (secreción 

y/o absorción de agua en la membrana), estos incluyen la coperfusión de marcadores 

no absorbibles, tales como rojo de fenol o 14C PEG 4000, y métodos gravimétricos. 

Tanto el método gravimétrico como los basados en marcadores no absorbibles han 

mostrado ser exactos (Sutton y Rinaldi, 2001). Sin embargo, con el método 

gravimétrico, la posibilidad de desgaste de la superficie de la mucosa intestinal 

ocasionada por la canulación y/o el flujo de la solución de perfusión puede dar lugar a 

la entrada de ciertos componentes solubles e insolubles en el líquido de perfusión 

alterando la densidad de la solución de perfusión e introduciendo errores a los valores 

de permeabilidad. El uso de radiomarcadores como el 14C PEG 4000 resulta más 

costoso y dada su naturaleza, agregan a los estudios otro tipo de regulaciones y 

aspectos de seguridad (Issa y col., 2003; Sutton y Rinaldi, 2001). Dado que el rojo de 

fenol es barato y fácil de conseguir, se eligió como marcador.  
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Los valores calculados de la relación entre la concentración de rojo de fenol inicial   

(Cin rojo de fenol) y a la salida (Cout rojo de fenol) se presentan en la tabla 27, en ella se 

muestran valores muy cercanos a 1 (0.9493 - 1.0473)  en todas las muestras 

analizadas, lo cual indica que se mantuvo un estado de equilibrio de flujo de agua en la 

membrana durante los experimentos. Por otra parte, en la figura 10 y tabla 28 se 

muestran los resultados del recobro de rojo de fenol de cada una de las muestras, así 

como el promedio por rata, que presentan valores de 100.77 - 102.63%, con un valor 

medio de 101.47 ± 0.87 % (media ± D.E.) para las 6 ratas. Este recobro fue constante y 

prácticamente del 100%, por lo tanto, indica que no hubo daño a la mucosa intestinal 

y que se mantuvo su integridad durante los procedimientos de perfusión. Estas 

condiciones sugieren el funcionamiento correcto del modelo. 

 
       Tabla 27. Relación de concentración de entrada y salida de rojo de fenol. 

 

 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tiempo de 
perfusión (min) 

Muestra 
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6 

Cin rojo de fenol/ Cout rojo de fenol* 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.9958 
1.0028 
0.9895 
0.9960 
0.9864 
0.9829 

0.9934 
1.0096 
1.0077 
0.9827 
0.9668 
0.9843 

0.9493 
0.9539 
1.0473 
0.9693 
0.9668 
0.9651 

0.9973 
0.9923 
0.9903 
0.9927 
0.9968 
0.9814 

1.0037 
0.9830 
0.9845 
0.9925 
0.9843 
0.9845 

0.9872 
0.9834 
0.9614 
0.9646 
0.9878 
0.9654 

* El Cociente de la concentración de entrada y salida de rojo de fenol cercano a 1 indica el 

equilibrio de flujo de agua en la membrana. 

Figura 10. Recobro de rojo de fenol. 
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   Tabla 28. Valores de recobro de rojo de fenol. 

 

6.2.4. RESULTADOS DE PERMEABILIDAD 

         El propranolol (fármaco de Clase I) se eligió como control de alta permeabilidad 

ya que es recomendado para su uso como potencial estándar interno (CDER, 2000). 

También se ha utilizado como marcador de difusión pasiva y como indicador de 

cambios significativos en el flujo sanguíneo mesentérico (Varma y Panchagnua, 2005; 

Neerati y col., 2011).  

Los valores de los coeficientes de permeabilidad efectiva (Peff) calculados para 

propranolol se presentan en la tabla 29, en la cual se observa que el valor promedio 

fue de 0.6478x10-4 ± 0.0745x10-4 cm/s (media ± D.E.) para 6 ratas. Este valor es 

similar al reportado por Salphati y colaboradores (0.66x10-4 ± 0.29x10-4 cm/s), y 

ligeramente más alto al calculado por Kim y colaboradores                                                 

(0.49 x10-4 ± 0.07x10-4 cm/s). También se muestra que los valores de Peff fueron 

semejantes durante las perfusiones y además se determinó un coeficiente de variación 

de 11.50% entre los experimentos (Figura 11). Estos resultados muestran baja 

variabilidad intra e interindividual, indicando que el modelo implementado mantuvo 

sus propiedades y no hubo cambios grandes en el flujo sanguíneo mesentérico 

durante los experimentos.  

 

 

Muestras 
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6 

Recobro (%) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

100.41 
99.71 

101.05 
100.39 
101.37 
101.73 

100.66 
99.04 
99.23 

101.75 
103.42 
101.58 

105.33 
104.83 
95.47 

103.15 
103.42 
103.60 

100.26 
100.76 
100.96 
100.72 
100.31 
101.88 

99.62 
101.72 
101.57 
100.74 
101.59 
101.56 

101.29 
101.67 
104.01 
103.66 
101.22 
103.58 

Promedio por rata 100.77 100.94 102.63 100.81 101.13 102.57 
Promedio ( n= 6 ratas) 101.47 
D.E. 0.87 
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Con respecto a ranitidina (clase III), ésta se empleó como control de baja 

permeabilidad, ya que, al igual que propranolol se recomienda como estándar interno 

(CDER, 2000). La ranitidina se coperfundió con el propranolol y el rojo de fenol. La 

tabla 30 presenta los resultados obtenidos, en donde se muestra un valor promedio de                                

permeabilidad de 0.0592x10-4 ± 0.0227x10-4 cm/s (media ± D.E.). Este valor es 

ligeramente menor al reportado por Kim y colaboradores (0.073x10-4 ± 0.06x10-4   

cm/s) pero con menor variabilidad, sugiriendo que el método es preciso. 

Cabe mencionar también, que los valores de permeabilidad calculados para 

propranolol y ranitidina podrán ser usados para comparar valores entre laboratorios 

que lleven a cabo este tipo de estudios.  

 

 

Tiempo de 
perfusión (min) Muestras 

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6 
Peff  (10-4 cm/s) 

40 
50 
60 
70 
80 
90 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.55 
0.52 
0.52 
0.55 
0.54 
0.54 

0.63 
0.63 
0.60 
0.62 
0.65 
0.65 

0.77 
0.77 
0.52 
0.59 
0.51 
0.59 

0.75 
0.73 
0.75 
0.67 
0.69 
0.64 

0.69 
0.70 
0.63 
0.56 
0.58 
0.53 

0.84 
0.81 
0.78 
0.74 
0.61 
0.71 

Promedio por rata 0.54 0.63 0.63 0.71 0.61 0.75 
Promedio ( n= 6 ratas) 
D.E. 
%CV 

0.64 
0.07 

                                                     11.50 

 

 
          Figura 11. Variabilidad entre los valores de Peff de propranolol. 

 

        Tabla 29. Valores de permeabilidad de clorhidrato de propranolol. 
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Tiempo de 
perfusión (min) 

Muestras Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6 
Peff  (10-4 cm/s) 

40 
50 
60 
70 
80 
90 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.04 
0.04 
0.04 
0.05 
0.08 
0.06 

0.02 
0.05 
0.03 
0.06 
0.09 
0.07 

0.03 
0.08 
0* 

0.02 
0.02 
0.04 

0.06 
0.07 
0.07 
0.09 
0.07 
0.05 

0.09 
0.08 
0.09 
0.07 
0.10 
0.10 

0.03 
0.02 
0.03 
0.02 
0* 

0.03 

Promedio por rata 0.0564 0.0580 0.0399 0.0720 0.0962 0.0332 
Promedio ( n= 6 ratas) 
D.E. 

0.0592 
0.0227 

*  Los valores negativos se reportaron como cero y no fueron considerados en los cálculos. 

 

Al comparar los valores de Peff calculados para el estándar interno de alta 

permeabilidad contra los valores obtenidos para el de baja permeabilidad, se encontró 

que el Peff de propranolol fue aproximadamente 10.9 veces mayor que el calculado 

para ranitidina (figura 12). Este resultado también sugiere que el modelo funcionó 

correctamente.   

Valores experimentales de Peff
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Figura 12. Valores de permeabilidad de 

propranolol y ranitidina. El Peff medio de 

propranolol es 10.9 veces mayor al de 

ranitidina. 

 

 

Tabla 30. Valores de permeabilidad de clorhidrato de ranitidina. 
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     Los parámetros evaluados y los resultados obtenidos indican que el segmento 

intestinal mantuvo de manera normal el transporte pasivo (transcelular y 

paracelular) y la integridad de la mucosa intestinal, documentando la confiabilidad del 

método para su uso en la evaluación de la permeabilidad de fármacos.   
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7. CONCLUSIONES 

1.- Los métodos analíticos para la cuantificación de clorhidrato de propranolol y 

clorhidrato de ranitidina cumplieron con los criterios de aceptación para 

especificidad, linealidad, precisión y exactitud en los rangos de 1- 20 µg/ mL y 2- 36 

µg/ mL, respectivamente.  

2.- Las sondas de plástico para secreciones tamaño infantil, de 2 mm de diámetro 

interno fueron adecuadas para los estudios, además de ser más económicas que las 

tuberías recomendadas. 

3.- El método in situ implementado es simple, preciso, exacto, confiable, requiere de 

menor tiempo de experimentación que los métodos in vitro basado en líneas celulares 

y podrá ser utilizado  para evaluar la permeabilidad de fármacos nuevos y aquellos 

cuya permeabilidad no ha sido reportada.  

4.- Este método podría ser utilizado también para estudios de mecanismos de 

transporte involucrados en la absorción de fármacos. 
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9. APÉNDICE 

 

1. Apéndice A. Datos obtenidos de un experimento de perfusión, utilizados para calcular el coeficiente de permeabilidad 

efectiva (Peff) de clorhidrato de propranolol para una rata.  

 

Rata 
Tiempo de 
perfusión 

(min) 

 
Muestra 

Cin nom 
(µg/mL) 

Cin exp 

(µg/mL) 

Concentración 
de salida 

(Cout, µg/mL) 

Cin r.f. 
(µg/mL) 

Cin exp r.f. 
(µg/mL) 

Cout r.f. 
(µg/mL) 

Longitud del 
segmento 

intestinal (cm) 

Radio 
(cm) 

Velocidad de 
flujo 

(mL/min) 

1 

40 1  
 

160 

 

158.2568 

 

130.1375  
 

12.5 

 
 

12.4 

12.4519  
 

9.5 

 
 

0.2 

 
 

0.2 
50 2 130.6367 12.3647 

60 3 132.6788 12.5303 

70 4 130.4061 12.4488 

80 5 132.2464 12.5701 

90 6 132.4388 12.6151 

Cin nom: Concentración nominal inicial (entrada), Cin exp: Concentración experimental inicial (entrada), Cin r.f: Concentración nominal inicial de rojo de fenol, 

Cin exp r.f: Concentración experimental inicial de rojo de fenol, Cout r.f: Concentración de rojo de fenol a la salida 
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2. Apéndice B. Datos obtenidos de un experimento de perfusión, utilizados para calcular el coeficiente de permeabilidad 

efectiva (Peff) de clorhidrato de ranitidina para una rata.  

Rata Tiempo de 
perfusión 

(min) 

 
Muestra 

Cin nom 

(µg/mL) 
Cin exp 

(µg/mL) 

Concentración 
de salida 

(Cout, µg/mL) 

Cin r.f. 
(µg/mL) 

Cin exp r.f. 
(µg/mL) 

Cout r.f. 
(µg/mL) 

Longitud del 
segmento 

intestinal (cm) 

Radio 
(cm) 

Velocidad de 
flujo 

(mL/min) 

 
 

1 

40 1  
 

80 

 

80.8867 

 

79.8767  
 

12.5 

 
 

12.4 

12.4519  
 

9.5 

 
 

0.2 

 
 

0.2 
50 2 79.4958 12.3647 

60 3 80.3030 12.5303 

70 4 79.5598 12.4488 

80 5 79.6736 12.5701 

90 6 80.4142 12.6151 

 
Cin nom: Concentración nominal inicial (entrada), Cin exp: Concentración experimental inicial (entrada), Cin r.f: Concentración nominal inicial de rojo de fenol, 

Cin exp r.f: Concentración experimental inicial de rojo de fenol, Cout r.f: Concentración de rojo de fenol a la salida 
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