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1._Introduccion

En la preparacion de tabletas y grageas un niimero de ingredientes inertes son
usados como excipientes. Estos excipientes son usados como agentes aglutinantes,
desintegrantes, lubricantes, diluentes, o materiales para recubrir. Los excipientes
constituyen una porcién considerable de Ia tableta (en algunos casos tanto como un 30% o
mis), lo cual es una buena razon para creer que estos puedan influir en la disponibilidad
del farmaco y en la absorcion en aquellos casos en donde ocurren interacciones entre el
farmaco y el excipiente, ¢!

La btisqueda de la formulacién éptima de un principio activo precisa de un estudio
de absorcion "in vivo" largo y costoso. Con la finalidad de simplificar dicha biisqueda
mediante una solucion previa de las formulaciones propuestas, se han disefiado modelos
que permiten estudiar simultdneamente la disolucion de! principio activo y su paso a través
de la membrana, un ejemplo de estos modelos "inn vitre” es el que utiliza porciones de
intestino invertido de rata en forma de sacos que son evaluados para probar la absorcién
de sustt::ll::)ias andlogas de firmacos antes del trabajo de formulacion y de investigacion
clinica.

Este modelo no es solo una herramienta cualitativa usada para medir la absorcién
de compuestos estructuralmente relacionados, sino que también da una idea acerca dei
proceso involucrado en la absorcion del farmaco, ¢

Una aplicacién interesante de esta técnica es el estudio de las variables enla
forma de dosificacion y el efecto de los excipientes y aditivos en la permeacién del
fémam‘(ll)






2.0bjetivos.

Determiinar el grado de absorcion delf dcido acetil salicllico en Ia porcién del
duodeno utilizando fa técnica de intestino invertido ("in vitro”),

Determinar la influencia def tipo y concentracion de polietilenglicoles en Ia
absorcidn del Acido acetil salicilico.






3. Generglidades.

ACIDO ACETIL SALICILICO,

3.1. Monografia.

3.1.1 Descripeldn:

Nombre qufmico, “**?
acetato de 4cido  salicilico; dcido 2 - (acetiloxi)- benzoico; dcido o-acetil
salicilico, dcido 2 acetoxy benzoico,

Sinéuimos, ©**?

Bl uso del nombre aspirina ¢s limitado, en algunas ciudades es uma marca
registrada, otros nombres bajo los cuales se le conocen son: acido acetil salicilico; &cido
acetil salicilid; dcido acetil salicilicum, polopirina, Acetilum, Acidulatum, Acenterine,
Aceticil, Acetofen, Acetosal, Acido acetosalico, Acetosalin, Acetilin, Acetil-SAL,
Acimetten, Acilpirin, A.S.A.; Asatard; Aspro; Asteric; Caprin; Colfarit; Contrheuma
retard; Delgesic, Duramax; Beotrin; Bmpirin; BCM; Endidol; Entrofen; Enterosarine;
Helicon, Neuronika, Rkodins, Salacetin, Salcetogen, Satetin, Solpiron Xaxa.

Férmula condensada, ™"’

CoHigOy
Féromula semidesarrollada, <™

O0H

COCH
Esquema.3.1,

Peso molecatar. >’

180.15



3. Generalidades,

3.1.2.Propledades.

Apariencla,**
Polvo blanco cristaline ¢ sin color , comunmente rectangulares o como agujas, sin
olor o casi sin olor pero puede tener un débil olor 2 dcido acético.

3.1.3. Propiedades de los sélidos.

Intervalo de fustén, ™

L3 aspirina funde a 1359C pero la temmperatura de fusitit varia ea las condiciones
de fusién de 1a priteba, aimque su punto de fusién no es muy definido teniendo varios,
siendo 105 que se hian dado entre 118 - 144°C,

La Farmacopea Buropea da wn punto de fusidn de 141°C a 144°C como una
determinacitn del método instanmténeo,

Andlisis térmico diferencial, **?

Cuando 13 aspirina (estindar de referencia USP) se calienta a una velocidad de
15"/min en presencia de aire, s6lo se observa una endoterma con un Temp. inicial=134°y
Temp. pico=139"

3.1.4. Propledades en solucién.

Solubilidad.*™"

En agua 2 25°C » 0.0033 g/mi; en agua a 379C 0,01 g/mi; en agua a 100°C, 0,03
g/mi; etanol de 0.2 - 0.4 g/ml; cloroformo, 0.025 - 0.06 g/ml; tetracloruro de carbono,
0.0004 g/mi; éter, 0.1 - 0.2 g/mi; benceno, 0.0033 g/mi; bter de petrGleo, insoluble;
menos soluble en éter absoluto; se disuclve con descomposicibn en las soluciones
acuosas de hidréxides alealinos y carbonatos.

Constante de disoclacién (pka).(***’
A 25°C Kd=2.8x10 % (pka~ 3.55). Bl Merck Index daun valorde 3.27x
10 4 (pka = 3.49).

Coeficlente de particién,™

Cuando se hace la particién de 1a aspirina enwe el buffer pH 1-7 y alcohol
octilico, se obtienen coeficientes de particién que van de K= 17.7 (pH=1) a K= 0,025
(pH=T). Se determind el coeficiente de particidn en tolueno : agua K= 0.35 y en
cloroformo ¢ agua, K= 1.8t



3. Generalidades.

Dosls letal 50.9°"
DL ,, oral en ratas yratones: 1.1, 1.5 g/Kg.

3.1.5. Categoria terapéutica. **’
Anslgésico, antipirético, antiinflamatorio.
En veterinaria: Analgésico, antipirético, antirreumitico, anticoaguiante.

. 3.1.6. Incompatibilidades Farmacéuticas, ™’

La aspirina forma una masa pastosa cuando es titrada con acetanilida,
fenaceting, antipirina, aminopirina, metenamina, fenol o salicilato de fenilo. Los polvos
que contienen aspirina cox uma sal alcating tal como el bicarbonato de sodio ilegan a ser
gomosas con el contacto de 1a mumedad ammosférica. La hidrdlisis ocwre en una mezela
con sales que contienen agua de cristalizacién. Soluciones de acetatos y citratos
alcalinos, asi como 4lcalis por si solos disuelven a la aspirina, pero las soluciones
resultantes hidrolizan ripidamente para formar sales de 4cido salicilico y 4cido acético.
La glucosa y el glicerol se ha mostrado que iropiden esta descomposicidn. La aspirina
libera muy lentamente 4cido yodhidrico del yoduro de potasio o de sodio. Una oxidacién
subsecuente por aire procizee yodo libre,

3.1.7. Establlidad. **

Es estable en aire seco, pero en aire himedo se hidroliza gradualmente a 4cido
salicilico y 4cido acético siendo el olor del Wltimo notorio; su hidrolisis depende del pH;
tiene una constarte de hidrélisis en agua a 100°C de 0.17 la cual depende de las
condiciones experimentales.

Se encontré que la descomposicién es en parte debida a la trans esterificacién y
esta substitucin incrementa la estabilidad. Se han realizado estudios de la estabilidad de

la aspirina en PEGs (substituidos, no substituidos y esterificados) asi como con otros
alcoholes polihidricos.

3.1.8. Almacenamiento, '™’
En contenedores herméticos
3.2, POLIETILENGLICOLES.

3,21, Nembre comiin,
NF: Polietilenglicol.
BP: Macrogol.



3. Generalidad,

3.2.2 Categorfa funcional.’’

De acuerdo a la United States Pharmacopeiz (USP) como base para supesitorio,
disolvente, lubricante en tabletas y/o cipsulas, base para ungliento. La British
Pharmacopeia (BP) le da categoria de coadyuvante farmacéutico.

3,2.3. Nombre quimico.’"’
-a-Hydro @- hidroxipoli- (oxi - 1, 2 - etanodyil).

3.2.4. Sin6nimes. ™"

Maciogol; PEG; Carbowax; Jeffox; Nicoline; Phiracol E; Poli G; Poliglicol B;
Sol base, Polioxietilen glicol.

3.2.5. Férmula Empirlca y Peso molecular. ™
HOCH,«(CH,0CH,)-, CH,OH
En donde n es mayor o igual a 4 y representa el promedio del mimero de grupos

oxietileno. Bl mimero ¢! cual sigue al nombre indicz el promedio del peso molecular del
compuesto,

3.2.6. Férmuta Estructaral y Promedio de Peso molecalar,”

Tabla No, L.
Grado n Promedio de Peso
molecalar
1500 30-36 1400 - 1600
4000 69 - 84 3000 - 4800
6000 - 5400 - 6600

3.2.7. Método de manufactura, '

Son progresivamente formados por condensacién de polimeros de éxido de
etileno y agua, bajo presion (cerca de 4 atmi), a temperaturas en el intervalo de 120 a
135°C y en 1a presencia de un catalizador, o de hidréxido de sodio,

3.2.8, Descripcién, """
Polietilenplicoles (PEGS) liquidos. (grades 200 - 600).
Son claros, sin color o ligeramente amarillentos, lquidos viscosos. Bl olor es

ligero pero caracteristico, y €l sabor es amargo. Bl PEG 600 puede ser sblido a
temperatura ambiente.



3. Generalidades.

PEGs soélidos. (grados 1000 - 2000),

Los grados sélido son blancos o de color 1o blanco (transparente), y tienen un
rango de consistencia entre pasta y cera en forma de hojuelas Su olor ¢s suave y dulce.
Los grado 6000 y ariba se encuentran como mezclas de polvos de fluidez libre,

Se disuelven en agua formando soluciones transparentes. No sufzen hidrélisis o se
deterioran en condiciones normales.

3.2.9. Especificaciones Farmacopeicas."’

National Formulary, (NF),

Tabla No. IL
Prueba Polietilenglicol.
Apariencia /o color de solucion. +
Viscosidad. De acuerdo a1 grado de PEG.
___pH (5% en solucidn). 4,5-17.5,
Acidez o alcalinidad. -
Residuo de ignicién. $0.1%.
Arsénico. <3 ppm.
Metales pesados. <5 ppm.
Lirnite de etilénglicol y $0.25% (combinado).
dietilénglicol.
Oxido de etileno. <0.02%.
Promedio de peso molecular (MM), 95,0 - 105% de valor nominal
' (cuando MM< 1000).
90,0 - 110.0% del valor nominal.
(cuando MM = 1000 - 7000).
87.5 - 112,5% del valor nominal,
(cuando MM > 7000).
Valor de hidroxilo. -
Tndice de refraccion. -
Densidad. -
Cenizas sulfatadas. -
Agua. -
Punto de enfriamiento. -
Color de solucidn, -




3. Geperalidades.

3.2.10, Especificacién para Viscosidad NF (a 98.9 +-0.30C).

Tabla Ne. 111,
Promedlo nominal. Peso Rango de viscosidad (cSt).
molecular.
1500 26233
4000 1102158
6000 25023390

3.2.11, Propledades tipicas.

Densidad. "’
PEGs liquidos 1.11 - 1.14 g/ml (25°C); PEGs sélidos 1,15 - 1.21 g/ml.

Punto de fosién. ‘"’

PEG 1500;: 44 -48°C
PEG 4000;: 50 - 580C
PEG 6000;: 55 -630C

Contenldo de humedad.*?
< 1.0% (Karl Fisher).

Higroscoplcldad.™?

PEGs liquidos son muy higroscopicos, pero la higroscopicidad decrece con
incremento en ¢l peso molecular. Grados s6lidos de 4000 y arriba de este tienen baja
higroscopicidad.

Solublidad/Miscibilidad. *?

Todos los grados son solubles en agua y miscibles en todas las proporciones con
otros PEGs (después de fundirse, si es necesario). Soluciones acuosas de grados de PEG
de afto peso molecular pueden formar geles.

PEGs liquidos son solubles en alcohol, glicoles, acetona, glicerol y benceno.

PEGs sblidos son solubles en metanol, etanol, acetona y cloruro de metileno.
BEstos son ligeramente solubles en éter y en hidrocarburos alifiticos, pero insolubles en
parafina liquida, grasas y aceites compuestos.



3. Generalidades,

Tensi6n superficial.!"’
PEGs liquidos: aprox 44 mN/m; PEGs sélidos aprox 55 mN/m (10% en solucién
acuosa).

Viseosidad.‘"?

Medido con un viscosimetro capilar (mm’/s).

A 25°C el PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000 s¢ encuentran en forma s6lida,

A 99°C el PEG 1500: 15(mm’/s); PEG 4000: 180(mm'/s); PEG 6000: 580
(mm'/s).

Conforme el peso molecular de los PEGs incrementa, su solubilidad en agua,
presién de vapor, higroscopicidad y solubitidad en disolventes orginicos dismimiye, al
mismo tiempo, su rango de fusidn o enfriamiento, densidad, punto de ignicién y
viscosidad aumenta,

3.2.12. Estabilidad y Condiclones de Almacenamlento, "

Quimicamente estables en aire y “en solucién. Los PEGs no soportan el
crecimiento microbiano, no se hacen rancios. El acero inoxidable, aluminio y vidrio son
preferidos para el almacenamiento de productos liquidos de bajo peso molecular.

Pueden absorber humedad, especialmente los grados de peso molecular menor de
2000. Estos deben ser almacenados en contenedores bien cerrados. Soluciones acuosas de
PEGs pueden ser esterilizados por filracion o en autoclave y la esterilizacion de los
grados solidos, por calor seco a 150 ©C por 1 hora pueden inducir a oxidacién,
obscurecimiento y & 1a formacidn de productos de degradacion icida.

Idealmente 1a esterilizacién debe ser llevada a cabo en una atmésfera inerte, o la
oxidacién puede ser inhibida por la inclusién de un anti-oxidante adecuado.

Si se usan tanques de calentamiento para mantener los PEGs sélidos en un estado
fundido, se debe tener cuidado para evitar la contaminacifn con fierro, €l cual puede
causar decoloracién. La temperatura debe ser mantenida al minimo necesario para
asegurar la fluidez. Puede ocurrir oxidacion si los PEGs son expuestos por periodos
largos a temnperaturas que exceden los 509C. Bl almacenamiento con nitrégeno reduce la
posibilidad de oxidacién.



3. Generalidades.

3,2.13. Incompatibitidades."

La reactividad quimica de los PEGs es principaimente confinada a Ios grupos
hidroxilo terminales, los cuales pueden ser esterificados. Sin embarge, todos los grados
pueden exhibir una actividad oxidante debido a la presencia de impurezas de peréxidos y
de productos secundarios formados por autooxidacion.

Incompatibilidades quimicas pueden ocurrir con aspirina, 4cido carbénico,
bismuto, sales de mercurio y de plata, yodo, yoduro de potasic y derivados de teofilina.

Los PEGs grados sélidos sen incompatibles con el 1ojo No. 3 y el amarillo No. 5
de 1a FD&C. Adicionalmente, los grados solidos interactuan con el azul No. 1y los rojos
No. 1,2 y 4 de 1a FD&C, No ocure reaccion con las lacas de los colorantes antes
mencionados.

La actividad antibacteriana de ciertos antibidticos, particularmente la penicilina y
1a bacitracina, es reducida con las bases de PEG. La actividad conservadora de los ésteres
de hidroxibenzoato puede ser afectada debido a su unién con los PEGs.

El sorbitol puede precipitar a partir de mezclas. Pidsticos tales como el
polietileno, fenol, formaldehido, cloruro de polivinilo y membranas de ésteres de
celulosa pueden ser reblandecidos o disueltos por PEGs.

Puede ocumrir migracién del PEG de tabletas recubiertas por capa delgada,
permitiendo 1a interaccién con los componentes de 1a cubijerta,

3.2.14. Segaridad.**”

La toxicidad es baja. E1 PEG es permitido para alimentos de animales y en agua
para beber. La irritacién en 2 piel es minima, pero los PEGs pueden causar un efecto
local d¢ comezén cuando es uwsado como base para supesitorios debido a su
hipertonicidad.

La actividad de los fArmacos disueltos en PEGs puede ser potenciada.

PEG 4000: DLsg oral enratas 59 g/Kg (dosis divididas).

PEG 6000: DLsg oral en ratas menor de 50 g/Kg.

Pruebas realizadas en placa han mostrzdo que €505 cOMpUEstos son iNocuos y su
uSO continue ha confirmado su disminucion en Ja irritacion.

3.2.15. Precauciones de manejo. ™"’

Incendia ligeramente, evitar calentamiento y substancias de oxidacién. Si estos
compiestos se encienden, los pequefios fuegos deben ser extinguidos con didxido de
carbono o extinguidores guimicos secos y los fuegos grandes con extingnidores de
espuma tipo “alcohol™.
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3. Generalidades.

3.2.16. Aplicaciones en Tecnologia y Formulaclones Farmacéuticas. *!

Agente aglutinante,

Los PEGs s6lidos son titiles como bases solubles en agua en los ungilentos, La
consistenciz puede ser ajustada por una mezcla con PEGs de bajo peso molecular (ej:
MacTogol para unguentos BP). Como base para supositorios, mezclas de PEG ofrecen las
ventajas siguientes sobre fas grasas.

a) Bl punto de fusion es alto, asi estos pueden soporiar la exposicién a climas
templados.

b) La liberacion del firmaco no es dependiente del punto de fusién

¢} La estabilidad fisica en almacenamiento es mejor.

d) Estos son ficilmente miscibles con fluidos rectales,

La desventaja es que los PEGs son mds reactivos quimicamente que las grasas, Bs
necesario tener un mayor cuidado en el proceso para evitar Ja formacion de agujeros en
los supositorios, La velocidad de liberacién de los medicamentos sclubles en agua
disminuye con el incremento en el peso molecular del PEG.

Los PEG también tienden a ser mas irritantes para las membranas mucosas que
[as grasas.

Agente suspensor.

En veliicutos acuosos, los PEGs han sido usados para ajustar 12 viscosidad y la
consistencia, Cuando son usados en conjunto con otros emulsificantes los PEGs pueden
actuar como estabilizantes de las emulsiones,

Disolvente.
Los PEGs liquidos son usados como vehiculos miscibles en agua para los
contenedores de las cépsulas de gelatina blanda. Sin embargo pueden causar

endurecimiento de la cubierta por absorcién preferencial de la humedad a partir de Ia
cubierta de gelatina,

En concentraciones arriba del 30 %, los PEG 300 y 400 han sido uszdos como
vehiculos en formas de dosificacidn parenterat.

La solubilidad en agua de los vehiculos de PEG no asegura la disponibilidad de
los f&rmacos contenidos en 1os vehiculos.

1



3. Generalidades.

Solubilizante. ¥

La solubilidad acuosa y las caracteristicas de disolucién de los compuestos poco
solubles puede ser incrementada haciendo dispersiones sélidas con un PEG adecuzdo.
También se han realizado estudios en animales sobre el uso de los PEG como disolventes
de esteroides en bombas osmoticas.

Aglatinante. ¥

Los PEG de alto peso molecular pueden aumentar la efectividad de los
aglutinantes para tabletas e imparten plasticidad a los grdmilos. Sin embargo estos tienen
una accién aglutinante limitada, y pueden prolongar Ia desintegracidn, si se encuentran
presentes en concentraciones mayores de 5%.

Cuando son usados para granulaciones termoplés’icas una tnezcla en polvo de los
constituyentes con 10 a 15% de PEG 6000 se calienta 2 70 75°C. La masa llega a ser
como una pasta y se forman granulos cuando es agitada mientras se enfria. La técnica es
Wtil para formas de dosificacidn tales como las tabletas cuando se requiere tma
desintegracién prolongada.

Plastificantes en coblerta de pelicola,

Los PEGs grados sdlidos pueden ser usados solo para tabletas con recubrimiento
de cubierta de pelfcula. Bstos son ampliamente usados como plastificantes en conjunto
con polimeros formadores de pelfculas. La presencia de PEGs en cubiertas de pelicula
especialmente los grados liquidos tienden a incrementar la permeabilidad al agua y
pieden reducir 1a proteccion de Ja cubierta de pelicula entérica contra los pHs bajos,

Los PEGs son (itiles como plastificantes en los productos microencapsulados para
evitar 13 ruptura de la cubierta de pelicula cuando [as microcdpsulas son comnprimidas en
tabletas,

Lubricaate.

Los PEGs grado 6000 y los que estdn arriba de este peso molecular pueden ser
usados como lubricantes, particularmente solubles. La accidn tubricante no es tan buena
como la del estearato de magnesio y puede desarrollar adherencia, si el material llega a
calentarse durante 1a compresién. Un efecto antiadherente es también ejercido para evitar
n sobre calentamiento.

3.2.17, Sustancias relaclonadas. "
Esteres de polioxietileno, alquil éteres de polioxietileno, ésteres de los 4cidos
grasos de polioxietileno de sorbitan.
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3. Generalidades.

3.2.18. Usos, "

Debido al amplio rango de solubilidad y compatibilidad, lo cual los hace usuales
en preparaciones farmacéuticas y cosméticas, su suavidad los hace altamente aceptables
en preparaciones para el amreglo del cabello, en cosméticos en general y en cremas para
bronceado, lociones para las piernas, cremas para afeitar, y cremas para Ia piel. Commo
lubricantes solubles en agua para moldes de goma, fibras textiles y en operaciones para la
formacién de metales. En alimentos y empaques para alimentos. También en pintwras de
agua, recubrimientos de pape], pulidores y en la industria cermica.

En tabletas como lubricante.

Los lubricantes son usados para reducir I friccién durante la eyeccidn y la
compresién de entre Ias paredes de la tableta y Ias paredes de la cavidad de 13 matriz en
la cual Ia tableta es fonmada. Los lubricantes también poseen propiedades antiadherentes
y deslizantes. ¢

La lubricacién se considera que puede ocurrir por dos mecanismos, La primera se
nombra lubricacion fluida ( o hidrodinimica). porque las dos superficies e movimienté
¢ ven como si estuvieran separadas por una capa fina y continua de lubricante fluido. E1
segundo mecanismo, una lubricacién de recubrimiento, resulta de Iz adherencia de las
porciones polares de la molécula con cadenas largas de carbén a las superficies de metal
de 1a pared de Ia matriz.*”

Lubricantes del tipo de recubrimiento son mejores que los lubricantes de tipo
fluido a partir de que Ia adherencia del lubricante de recubrimiento a 13 pared de 1a matriz
es mayor que Ia del tipo fluido, '

Conforme el tamafio de particula de la granulacién disminuye, las férmulas
Tequieren un mayor porcentaje de lubricante.'*

El lubricante mis ampliamente usade ha sido el 4cido estedrico y varias sales de
4cido estedrico y derivados. El estearato de calcio y de magpesio son las sales mis
comimmente empleadas. B icido estedrico es un lubricante menos efectivo que esas sales
y también tiene un bajo punto de fusidn, El talco es probablemente el segundo mis
cominmente usado como Jubricante de tabletas.™

Los Polietilenglicoles de alto peso molecular y ciertos surfactantes poliméricos
han sido usados como lubricantes solubles en agua. Estos materiales son mucho menos
efectivos como lubricantes, que los materiales previamente citados, "’
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3. Generalidades.

Como se anotd previamente, la mayoria de los materiales listades como
Iubricantes, con 1a posible excepcidn de aquellos que son solubles en agua, también
funcionan como antiadherentes, ¢

La lubricacién es bisicamente un proceso de cobertwa y entre mis fino es el
tamafio de particula del lubricante, la accién del lubricante se  espera que sea més
efectiva.*?

Los lubricantes sor divididos en dos categorias: 1) los lubricantes de tipo
hidrofSbico tales como las grasa y aceites, los cuales son mis ampliamente usados y 2)
los lubricantes solubles, los cuales son grandemente usados para tabletas que se van a
disolver por efervescencia. La eleccién del Iubricante depende en parte del modo de
administracién y el tipo de tableta que se esta produciendo.

El tipo de lubricante, su concentracién y el método de incorporacién debe ser
optimizado durante el desarrotlo de la formulacién,'

Muchos Jubricantes de tabletas eficientes son hidrofébicos pero pueden retardar la
desintegracién y Ia disolucién del fimaco. E1 método de incorporacién del lubricante
puede influenciar Ia penetracién en la tableta por el medio disolvente.

El efecto del lubricante en Ia velocidad de disolucion del firmaco de las tabletas
depende de las propiedades de los granulos y del lubricante y adems4s de la cantidad de
[ubricante usado. Si los granulos de las particulas son hidrofilicas y de desintegracién
ripida, un agente activo de la superficic puiede tener um pequefio cfecto. Sin embarge
cuando los grémilos son menos hidrofilicos y lentos para desintegrarse, un lubricante
activo de la superficie tal como el lauril sulfato de magnesio puede incrementar la
disolucién . %

Lubricantes solubles en agua,

Usados s6lo cuando la tableta debe ser completamente soluble en agua o cuando
son deseadas uma desintegracidn tmica o més comminmente unas caracteristicas de
disolucién. En situaciones en donde lubricantes solubles en agua son requeridos, se ha
encontrado aplicacion del Polietilenglicol 4000 y Polietilenglicol 6000,

Estos deben ser usados con ingredientes activos como dcido ascérbico, aspirina,
clorhidrato de tiamina y otras vitaminas solubles en agua; asf como con otros lubricantes
entre mis pequefio es el tamafio de particula, mayor es la distribucién de los gramulos y
mis eficiente es el efecto del lubricante,'”
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3. Generalidades.

Sin embargo, Polietilenglicoles sdlidos de un tamafio de particula
extrernadamente pequefio no son disponibles comercialmente, Tamafios de particula de
50 pm o menos pueden ser obtenidos solo por micronizacién de Polietilenglicoles que
han sido enfriados.™

Se ha encontrado que las tabletas solubles en agua pueden ser preparadas por
compresién directa empleando como lubricante polvo de Polietilenglicol de un pequefio
tamaio de particula (menos de 50 um) y preferentements de 1 a 5 pt como Iubricante, !

Los principales ingredientes selubles en agua que son usados pueden ser, por
ejemplo, medicinas sofubles en agua tales como ¢l 4cido ascorbico, clorhidrato de
tiamina, amino4cidos, cafeina, maleato de clorofenilamina, y los aditives solubles en
agua para comida tales como los endulzantes, por ejemplo dextrosa, sucrosa y los dcidos
orgdnicos tales como el 4cido citrico, dcido mélico, dcido tartdrico y los colorantes,
saborizantes y conservadores tales como el perborato de sodio, cloruro de potasio, y los
quimicos solubles en agua para agricultura tales como ¢l pentacloro fenilamato de sodio,
kasugamicina y el gel glasticidina S.*"!

El polvo de PEG de super particula que tiene un tamafio de particula menor de 50
micras pueds ser solamente obtenido por pulverizacién del PEG con tm mezclador de
aire supersdnico con corriente a chomo o impactando la corriente de la particula
mezclada empleando una corriente de aire supersénico. "'

Usando un molino convencional tal como el molino de pelota, pulverizador, o el
micro molino es dificil de obtener polve de PEG de super micro particulas, y es igual si
es usado un método especial para pulverizar, el PEG obtenido es en su mayoria solo en
un nivel cerca de un No. de malla 100 (cerca de 140 micras). "

Bl excelente efecto lubricante del polvo de PEG en super micro particula tiene un
tamafio de particula menor de 50 micras comparando con €l polvo grueso de PEG. ™!

Usando PEG el cual tiene un tamafio de particula de 1 a 10 micrones, ¥
preferentemente de 1 a 5 micrones, como lubricante, pueden prepararse unas tabletas
solubles en agua excelentes sobre periodos largos de tiempo usando sélo pequefias
cantidades de PEG."""!

Los polvos de PEG de super microparticula (tamafio de particula menor de 50
micras), son particularmente excelentes en su efecto lubricante en métodos de
compresion directa comparades con el polvo de PEG.*"*
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__ 3. Generalidades,

3.3. ABSORCION DE FARMACOS.

La absorcion de los fArmacos estd usualmente definida como el paso del farmaco
de su sitio de administracién a la circulacion, !

Un fdrmaco debe atravesar varias membranas bioldgicas antes de que alcance su
sitio de accidn independientemente de la ruta de administracién. En 13 cavidad oral
existen dos regiones, bucal y sublingual, donde 1as membranas son muy delgadas tienen
un sumninistro de sangre abundante, La administracién sublingual del fammaco involucra
colocar ¢l farmaco en su forma de dosificacion debajo de 1a lengua para que 5¢ lleve a
cabo 1a absorcién en el sistema circulatorio, La administracién bucal del firmaco es
ordinarjamente llevada a cabo colocando el fArmaco entre lamejilla y las encfas.* ™

Los firmacos administrados oralmente y probablemente rectalmente, pasan
directamente a través del higado a la circulacién. Si el firmaco es ficilmente
biotransformado en el higado, este paso inicial por via de la ruta hepdtica puede resultar
en un metabolismo considerable del firmaco antes de que este llegue a la circulacion
periférica. Esta pérdida de firmaco en su primer paso por el higado es llamada el efecto
de primer paso. Los firmacos administrados intravenosamente, iniramuscularmente,
subcutineamene, sublingualmente y bucalmente, por otro lado, entraz a la circulacion
directamente y son llevados a los tejidos del cuerpo antes dé supaso por ¢l higado donde
probablemente sean descompuestos, Las tabletas sublinguales y bucales son por lo tanto
ideales para farmacos potentes en dosis pequeias. "

La irrigacion venosa de 1a cavided oral vz directamente al corazén, 1a cual 1a hace
1na excelente ruta para €l tratamiento de cicrtos padecimientos del corazén,

El transporte o paso del firmaco a través de las membranas en varias partes del
cuerpo depende del amplio intervalo en la selectividad y las caracteristicas de las
membranas, El tamafio del poro, la composicién de la membrana y 13 presencia de
acarreadores dependientes de energia pueden afectar la absorcién del firrmaco, sin
embargo, la mayoria de los finmacos pasana través de las membranas biologicas por
difusién simple o pasiva, ™ .

Los fdrmacos pueden ser administrados oralmente en una variedad de formas de
dosificacion, las cuales incluyen cfpsulas, tabletas, soluciones, emuisiomes y
suspensiones, estas son administradas sublingualmente ¢omo tabletas, reclalmente como
supositorios o soluciones, topicamente corno unggentos, linimentos, soluciones, cremas o
soluciones por inhalacién como gases, vapores, aerosoles o polvas, y per inyeccion;
como soluciones o suspensiones. La velocidad de absorcién a partir de estos sitios es
determinada por las propiedades fisicoquimicas del farmaco, la forma de dosificacion del
firmaco, y por un nimero de factores anatdmicos y fisiclégicos."
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J_Generalidades.

Ordinariamente cuando un firmaco se administra por accion sistémica, se desea
una velocidad de absorcién rpida. Por otro lado, una velocidad de absercién lenta puede
ser de gran ventaja cuando ¢€s necesaria una accidn farmacologica prolongada a partir de
una sola dosificacién del firmaco. Ademds una velocidad de absorcién lenta es un
requerimiento definido para las medicinas aplicadas a Ia piel o las membranas mucosas
para una accién local, !

3.3.1.Dlfusién pasiva de membranas.

La difusibn ocurre cuando las moléculas del firmaco existen a unz alta
concentracién en w lado de la membrana y una concentracién pequefia en el otro iado de
esta. La difusién ocurre en wna fuerza para igualar la concentracién del firmaco en
ambos lados de la membrana, en donde la velocidad de transporte es proporcional al
gradiente de concentracion a través de la membrana. La Primera Ley de Fick's establece
que la velocidad de difusién o transporte & través de la membrana es directamente
proporcional al érea supetficial de 1a membrana y al gradiente de concentracion, y es
indirectamente proporcional a 1 adherencia de la membrana. ‘"

Un cambio en cualquiera de estas variables puede alterar la velocidad de
transporte del farmaco a la sangre. Bl valor del coeficiente de difusién es dependiente de
la naturaleza quimica del firmaco y, en particular, de su grado de lipofilicidad, el cull
puede ser evaluado aproximadamente a partir del coeficiente de particién en disolvente
acuoso-disolvente orgdnico. La difusién puede ser también influenciada por la
temperatura, 13 presidn, y por 1a naturaleza del disolvente. Una absorcién més ripida
ocurre ¢n el intestino delgado mas que en el estdmago debido al 4rea superficial alta
provista por vellos y microvellos encontrades ¢n ¢l intestine delgado. ™

3.3.2. Transporte activo de las membranas.

Los firmacos que se absorben via un mecanismo de transporte activo pueden
pasar de 4reas de menor concentracidn a 4reas de alta concentracién. Se piensa que 13
transferencia es mediada via un "acarreador”, en contraste con la difusién pasiva, en
donde 1a energia quimica expedida por el cuerpo es requerida para que el transporte
activo ocurra. Bl sistema de acarreador puede consistir de una enzima o de otra sustancia
en la pared gastrointestinal, Bl acarreador se combina con el fArmaco y lo acompaiia a
través de 1a membrana para ser descargado en el otro lado de la membrana. E1 complejo
acarreador- firmaco se considera que contiene una alta permeabilidad 2 través de 13
membrana del intestinio mas que el firmaco solo, Bl transporte activo de los farmacos es
especifico de wm sitio, y la mayor absorcién ocurre en lugares del tracto gastrointestinal,
donde 1a concentracion de! acarreador es mayor.'”
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A bajas concentraciones, 1a velocidad de absorcién del firmaco por transporte
activo es proporcional a 1a concentracién del farmaco en el intestino. A niveles altos de
farmaco el sistema de acarreadores eventualmente s¢ vuelve saturado y los niveles de¢
absorcién se detienen a 1ma velocidad maxima determinada.*”

Por lo tanto 1a velocidad de absorcidn de 1as sustancizs que se absorben via
tranisporte activo no se incrementan a medida que 1a dosis s¢ aumenta, una vez que el
necanismo de acarreadores se satura. '

La difusion facilitada es una forma especial de transporte por acarreadores 1a cual
tiene varias caracteristicas del transporte activo, pero €l sustrato no se mueve contra un
gradiente de concentracion. Lz glucosa que las células toman es un ejemplo de la
difisi6n facilitada. La difusién facilitada es mediada por wna molécula de acarreador en
la mucosa, Ia cual es selectiva, saturable, y la cudl puede ser inhibida por ciertos
electrolitos., pero la difisidn facilitada no necesita de 1a energfa liberada por el cuerpo
para que este proceso ocura.t”

Otros mecanismos de absorcion incluyen 12 pinocitesis y 1a absorcidn par i6nico.
{a pinocitosis literalmente significa “célula bebiendo" y es un proceso en el cual fa
superficie de Ia céluia se invagina y toma la pequeiia vacuola de liquido que contiene el
sohuto o el firmaco, "

3.3.3.Métodos de estudio,

Por muchos afios, la absorcién del tracto gastrointestinal fie amalizada
simplemente sobre las bases de como un firmaco era efectivo o no cuando era
administrado por via oral. Posteriormente este método fue desarrollado por comparacién
de 1a respuesta farmacoldgica vista después de la administracidn oral con la obtenida
después de una inyeccién intravenosa. Con el advenimiento de métodos quimicos
especificos para 1a estimacién de firmacos en material bioldgico, el estudio de los
firmacos fue puesto en bases cuantitativas. Las velocidades de absorcién pueden ser
medidas exactamente, y los mecanismos de absorcién pueden ser investigados para
obtener datos cinéticos detallados, Puede ser posible determinar como una absorcién
pobre es debida a la inhabilidad de las moléculas del farmazco para penetrar las
membranas gastrointestinales o por destruccién del farmaco por las enzimtas intestinales o
el 4cido ghstrico. "
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Manteniendo la definicién de la absorcién de un férmaco, el camino mas directo
para demostrar que la absorcion ha ocurrido debe ser por 1a deteccidn del firmaco en la
sangre o en la orina después de la adminisracion en el tracto alimentario.
Desafortunadamente, excepto bajo circunstancias especiales,.fa forma de deteccitn que
nos da una idea de 12 veloridad o completa absorcidn, en tal método no es cuantitativo.

Ademis, Ias velocidades relativas de absorcidn de dos o mds fArmacos no pueden
ser probadas debido a diferencias en el metsbolismo, distribucién y excrecién de los
firmacos. Algunas veces ¢s posible hacer ¢l método cuantitativa obteniendo uma
comparacidn detallada de la cinética en sangre o de niveles winarios det farmaco después
de una administracién intravenosa y oral Sin embargo si un fArmaco es ripidamente
metabolizado por el higado, sus niveles sanguineos pueden diferir después de wna
administracién intravenosa y oral, porque ¢! firmaco absorbido del intestino va
directamente al higado antes de ser distribuido en el cuerpo. Las principales aplicaciones
del método son en estudios realizados en el humano y en estudios en los cuales es
importante conocer los miveles sanguineos del firmaco a varias dosis y formas de
dosificacién, *?

Owo método directo para proveer ia absorcitn involucra la medicién de la
cantidad de f&rmaco en todo el cuerpo y recolectar las excreciones después de remover
el tracto gastrointestinal. Bste métado ¢s limitado a animales pequefios, aquellos que se
pueden introducir en un homogeneizador. Ademis, el método puede ser cuantitative sélo
€n, instancias raras de un fénmaco que no es metabolizado, Por owra parte usando un
fArmaco marcado radicactivamente y midieudo el isétopo en ¢l aire expirado tambida en
¢l cuerpo como en la excrecidn, es posible sobrellevar ¢l problema de los firmacos que
son metabolizados. ¢!

El método cuantitativo mas usual para medir 1a absorcin es indirecto en el cudl
se involucra una estimacion de la cantidad de farmace que ha desaparecido del canal
gastrointestinal. Por supuesto atites de desaparecer para ser igualado con 1a absorcién,
debe ser probado que el fArmaco no &5 destruido ¢l lumen del canal, Numerosas
variaciones de este método han sido aplicadas en estudios de absorcion de FArmacos,
anicares, aminodcidos, lipidos, e iones inorgénicos. Este tipo de experimento es mas
fisioldgico, un farmaco se¢ administra oralmente a animales sin anestesiar, los animales
no se sacrifican hasta después de un tiempo determinado después del cual todo ¢l tracto
gastrointestinal y su contenido se semueven y se analiza el firmaco remanente. Si s6lo el
contenido luminal y los favados son analizados, debe ser probado que €l firmaco mo
desaparecié por wnidn o adsorcién al tejido gastrointestinal. Sin embargo este tipo de
experimento es altamente {isiolégico, tiene 1a desventaja de una alta variabilidad. Debido
a las variaciones en 1a velocidad de vaciado gastrointestinal, un fimmaco puede
permanecer en el estdmago por periodos indefinidos de tiempo. Diferentes grados de
motilidad intestinal resultan en varias velocidades de movimiento del firmaco a lo fargo
de! canal intestinal 1ambién como en diferentes grados de mezciado del firmaco y de
exposicién a la superficie de absarcion. '
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3. Generalidades.

Ademds, a menos que los animales hayan sido alimentados, la cantidad y el tipo
de alimento y su estado de digestion pueden influir 1a absorcién del farmaco, en vista de
que muchos firmacos se unen 2 componentes de los alimentos y el bolo alimenticio
interfiere con el mezclado del farmaco,

Para eliminar muchas de las variables descritas anteriormente, muchos
investigadores han buscado condicicnes experimentales menos fisiolégicas. Para estudiar
1a absorci6n gastrica, los firmacos se introducen en el estémago, el cual s ligado al finat
del piloro y Ia region cardiaca,

En el intestino, los farmacos se colocan en un segmento de intestino aislado por
ligamentos, o en una porcién d¢ intestino ligado (loop) preparado quinirgicamente, el
cual abre al exterior del animal para facilitar la introduceidn repetida y obtencidn de
solucion del firmaco. Adicionalmente para reducir Ia variabilidad, las soluciones de
firmaco pueden ser adicionadas a una velocidad constante a través de los segmentos
intestinales o de las porciones d¢ intestino ligadas (loops). Con estos métodos de
perfusion, es posible reducir la variabilidad de la motilidad y mantener una presién
hidrostética constante y un volumen de fluido constante a través del lumen de!l segmento.
Las técnicas de perfusidn proveen un zlto grado de reproducibilidad de todes los métodos
de absorcitn, "

Una aproximacién radicalmente diferente para el estudio de la absorcién
involucra 1a medicién del paso de una substancia a través de la totalidad de 1a pared del
intestino in vitro, esto es, movimiento de la regién mucosal hacia 1a regidn serosal.
(Wilson). Por definicién dicho movimiento no constituye la absorcién, tomando en
cuenta que no hay un suministro sanguineo en el igjido.

En wmn tipo de experimento, un segmento de intestino es perfundido con solucién
amortiguadora salina oxigenada conteniendo la substancia a ser estudiada, y la superficie
exterior del segmento es colocada en un bafio en una solucién similar que no contiene la
sustancia 2 estudiar, La velocidad de paso de la substancia de uma solucion a la otra es
fcilmente medible, Hasta aqui el método més popular de las preparaciones i vitro es el
saco invertido de intestino de rata o de himster, en el cual un segmento corto de
intestino se llena con una solucién, se liga en ambos extremos y se suspende en un bafio
que contiene una solucién similar, (Wilson y Wiseman). Una importante desventaja del
uso de intestino en las preparaciones in vitro es Ia disminucién de la vida del tejido,
Debido al inusual grado de permeabilidad, la velocidad de absorcién del firmaco
determinada a partir de estudios con intestino in vitro no tienen una relacién significativa
con Ias velocidades de absorcién medidas in vivo. ¢
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El valor principal de las preparaciones in vitro del intestino es su utilidad en el
estudio de los mecanismos de transporte activo de las sustancias tales como
monosacéridos, aminodcidos y pirimidinas. La difusién de las sustancias es exagerada
debido a 1a disminucidn de vida del tejido (leakiness), esto es posible de demostrar con el
aumento de 1a solucién serosal a una concentracién mayor. Ademds, el intestino se puede
exponer en una preparacion in vitro a venenos del metabolismo, condicjones anaerébicas
0 inhibidores competitivos del transporte para determinar la naturaleza cuantitativa del
proceso de transporte.

3.4. METODOS In Vitro, In Sitir, e In Vivo PARA EL ESTUDIO DE LOS
FACTORES FISIOLOGICOS QUE AFECTAN LA ABSORCION DE
FARMACOS,

La caracterizacion del comportamiento de 1a absorcién de un firmaco permite el
desatrollo y/o mejoramiento de 1as formas de dosificacion. Las téenicas In Vitro, In Situ,
y las més nuevas y recientes téenicas In Vivo han ayudado al investigador en ei examen
de las caracteristicas de absorcidn de los firmacos ya que varios factores fisiologicos
pueden afectar la absorcién de los fArmacos a través del tracto gastrointestinal. "

Los estudios de absorcién incluyen el examen de la regién méixima de absorcién
en ¢l tracto gastrointestinal, la investigacién del proceso por la cual los fArmacos son
absorbidos (ejem: difusién pasiva y transporte activo), y la elucidacion de factores
fisicoquimicos que afectan el comportamiento de la forma de dosificacidn (ejem:
ingrediente activo/ relacion de excipientes, tabletas recubiertas contra tabletas recubiertas
por capa fina, y parimetros de solubilidad, !

Los métodos In Vitro e In Situ son simples y reproducibles. Los modelos In Vivo
con animales usnalmente consisten de animales de experimentacién pequefios, tales como
ratas, hamsters, conejos, y en algunas ocasiones perros y monos, Esto provee una guia en
1a absorcién y accién: de los fArmacos, pero debe ser usada con precaucién cuando se ha
realizado uma comparacién con estudios clinicos, La experimentacién In Vivo con
humanos provee la informacién més Wtil, pero el trabajo es més caro, dificil de
interpretar, y limitado por restricciones severas, tales como el consentimiento del
paciente, particularmente en el caso de procesos pedidtricos y geridtricos. Los estudios In
Vitro e In Situ son por lo tanto de gran valor, asi como son estudios més directos y
econémicos de Ia absorcién y accién de los farmacos "y recientemente normalizado, ™
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Los estudios preclinicos de biodisponibilidad basados en la comparacién de
perfiles de administracién intravenosa con perfiles que resultan de otras rutas de
administracién proveen un indice de Ia biodisponibilidad absoluta del compuesto
administrado, Compataciones similares sin un estdndar usualmente pertnite solo una
evaluacion relativa de Ia biodisponibilidad, ©*.

Existen wna variedad de factores fisicoquimicos que afectan toda la
biodisponibilidad del farmaco, incluyendo la estabilidad, ¢l tamafio de particula, el
tamafio de cristal, polimorfismo, el pka y el coeficiente de particion, Estos factores
permiten la prediccién de los problemas potenciales de biodisponibilidad como tma
funcién de las propiedades fisicoquimicas del firmaco en si. “*

Los pardmetros primarios de absorcién del firmaco son sus caracteristicas de
solubilidad y de disolucién. Un firmaco solido administrado oralmente se debe disolver
en el tracto gastrointestinal antes de su absorcin a través de la mucosa gastrointestinal.
B

Otros factores que deben considerarse son la solubilidad y !a velocidad de
disolucién intrinseca como una fimcién del pH entre el intervalo de pH fisiolégico de 1 a
8. Si la solubilidad disminuye con un incremento en el pH, el potencial por una
incompleta absorcién es mayor, especialmente si Ia disolucién no se lleva a cabo
répidamente en el medio ambiente 4icido del estémago. La solubilidad y 1a velocidad de
disoluctén deben ser consideradas también como una funcién del tamafio que se piensa
de la dosis terapéutica. El nso de los modelos de animales in vitro, in situ, € in vivo para
evaluar la absorcion de los firmacos a través del mucosa gastrointestinal y su relacién
con la biodisponibilidad, son de gran utilidad, aunque se enfatiza més sobre los
pardmetros fisiolégicos mis que los fisicoquimicos asociados con la evaluacién de la
biodisponibilidad, ¥,

En la Tabla No. IV se mencionan las principales técnicas empleadas para el
estudio de Ia absorcitn de formas fartnacéuticas y de firmacos.
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Tabla No. IV.

In Vitro In Sit In Vivo
Técnica de saco invertido Técnica de perfusién Métodos directos: niveles
(Weisman and Wilson), {Schanker et al.) de sangye, niveles urinarios.
Modificacidn de la técnica | Técnica de intestino de rata Métodos indirectos:
de saco invertido (Crane y (Doluisio et al) respuesta farmacolégica
Wilson). (ewin et. al. De Catoet.
al,, Levy).
Técnica de recirculacion Técnica de intestinoen | Métodos con isdtopos de
(Fisher y Parsons, cireuito cerrado (Levine y | vida corta, (Digenis et. al.)
Wiseman, Darlington y Pelikan).
Quastel).

Técnica del anillo invertido | Técnica del estémago de
0 de larodaja ( Crane y rata (Schanker et. al,,
Mandelstam) Doluisio et. al.)
Técnica del flio a través
del saco invertido
(Newburger y
Stavehansky).

3.4.1, Meodelos In Vitro para probar Ia absorelén de nuevos firmacos.

Un nimnero de métodos in vitro para e estudio de [a absorcion intestinal han sido
legados en los pasados 60 afios. En 1899 Reid describid experimentos con pedazos de
intestino aislado €l cual separaba dos fluidos compartamentales, Posteriormente
Auchinachie, MacLeod y Magee usaron porciones de intestino de conejo y Ios
suspendian en um bafio de solucién salina oxigenada, ¢™?

Bl primer método para asegurar una oxigenacion adecuada del tejido fue descrita
en 1949 por Fisher y Parsons y subsecuentemente modificada por otros. En este método
una porcién de intestino de rata, fue montado de tal manera que la solucién salina
oxigenada podia ser ¢irculada en ambos lados del tejido. Un tiltimo desarrollo fue el uso
de sacos de intestino invertido amarrados, los cuales eran incubados con agitacién en
pequefios matraces gasificados con oxigeno. ¢**? Posteriormente un método en donde el
uso de segmentos aislados de intestino invertido fue descrito por Wilson y Wisemnan. En
su método el fluido serosal podia ser solo muestreado al final de! procedimiento de
experimentacion Crane y Wilson posteriormente legaron un sistema de sacos invertidos
el cual permitia un muestreo en serie del fluido en el Jado serosal del intestino.



3. Generalidades.

En el desarrollo de formas de dosificacion y regimenes de dosificacién para
nuevos farmacos antes del trabajo de formmulacién y de la investigacion clinica, es muy
importante evaluar la absorcién de varios andlogos de substancias potenciales de
firmacos, Para este ensayo, se han usado varios métodos de prueba simples,
relativamente rapidos, baratos y reproducibles. A partir de que el firmaco se debe
disolver y después permear a través de las membranas del tracto gastrointestinal, ambos
parimetros deben ser evaluados. '™’

Asi también tomando en cuenta que la administracién oral es la ruta de eleccién
para 1a administracién de los farmacos los procesos in vitro que simulan a los procesos in
vivo son ttiles en la identificacién de los problemas potenciales de biodisponibilidad
durante el desarrollo de un firmaco, En dond¢ uno de los principales factores que afectan
Ia absorcidn del firmaco es la permeabilidad del farmaco a través de la mucosa
gastrointestinal,  **?

Para estudios de permeacitn, un procedimiento in vitro el cual utiliza sacos de
intestino invertido fue de valor para la prediccién de las caracteristicas de permeacion de
varias clases de firmacos. Una aplicacion interesante de esta técnica fue el estudio de las
variables de dosificacién y los efectos de los excipientes y aditivos en Ia permeacién de
los firmacos.. Este modelo fue empleado para estudiar el efecto de la formacién de
complejos en la absorcién de farmacos y el efecto de los surfactantes fisiolgicos y no,
fisiologicos en el transporte de tos firmacos.™™’

Con este mismo método fue establecida 1a existencia de varios sistemas de
enzimas que metabolizan los fdrmacos, los cuales juegan un papel muy importante en la
absorcion de los fannacos, La transferencia de dcido salicilico a través de los sacos de
intestino invertido de rata disminuye por 1a presencia de potasio y varios electrolitos y
anicares tales como la glucosa.

Usando una preparacién de intestino aislado (imtestino invertido de rata),
Mayersohn y Gibaldi mostraron que la transferencia pasiva de varios firmacos puede
estar influsnciada significativamente por el contenido idnico de la solucién
amortiguadora que contiene ¢l famaco disuelto. . La transferencia de varios farmacos
disminuye cuando et cation principal de la solucién amortiguadora es K o NH4t
Parece existir una relacion entre el grado en el cual estos cationes inhiben la
transfer::ll;.)cia y la babilidad para incrementar la cantidad de agua retenida por el
tejido.
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Asi también dependiendo del azicar (moncsacirido) presente en la solucidn
amortiguadora de (Krebs bicarbonato isoténica pH 7.4), se puede alterar efectivamente 1a
transferencia de varios farmacos a través del intestino invertido de rata. Se encontrd
estudio donde la transferencia de riboflavina, salicilato y sulfanilamida disminuye
significativamente coit Ia presencia de glucosa, y en 1a presencia de Phlorizin sustancia
de 1a cual se conoce que inhibe el transporte activo de 1a glucosa, elimina la inhibicién
estimuiada de Ia glucosa en 13 transferencia de riboflavinz, Una inhibicion similar de la
transferencia de riboflavina se encontré en la presencia de xilosa, El manitol por otra
parte, un azicar que no penetra, no fuvo efecto en la transferencia acumulada de estos
compuestos en donde parece existir unz buepa correlacién ente el grado de fluido
tomado por €} tejido bajo varias condiciones experimentales y en Ia inhibicién de la
transferencia de ribofiavina. De esta forma existen materiales que causan que el tejido
tame fluido como la glucosa y xilosa, los cuales inhiben Ia transferencia y materiales que
1o causan que el tejido tome fluido como el manitol y glucosa + phlorizin que no tienen
efecto en la transferencia del firmaco,

Existen varios mecanismos sugeridos para explicar los efectos de los cationes y
los azicares en el transporte de farmacos. Uno de estos considera la concentracién
efectiva de firmaco en el tejido intestinal {ejem el compartimento epitelial celulas).
Existe indudablemente un incrernento en el volumen compartamental ceular del tejido
del intestino en Ja presencia de varios inhibidores. Si este incremento en el volumen
celular resulta en una disminucién en la concentracidn del fArmaco en la célula, uno
esperaria que el gradiente de concenracidn existente entre este compartimento y la
solucién serosal fuera disminuido. Si 1a transferencia del tejido al compartimento serosal
€3 lirnitante de la velocidad, existiria una disminucion en la fuerza que conduce y vma
disminucidn en Ia velocidad de aparicion del firmaco en el compartimiento serosal, ¢*?

El movimiento del azicar de 13 regién mucosal al lado serosal siempre ocurre
contra un gradiente de concentracitn, y 1a velocidad de transporte se incrementa con
incremento en la concentracion del azicar y disminuye a una velocidad original cuando
la concentracidn original es restablecida. Asi se obtuvieron velocidades reproducibles de
transporte por un periodo de 80 minutos a 309C. A 379C este tiempo fue reducido a 40

minutos, sin embargo 1a velocidad de transporte de? azicar fue aproximadamente el
doble. '™

Se disponen de dos vias para la difusién de firmacos a través del intestino
invertido, una ruta celular ta cual es asociada con una barrera lipoidal y una extracelular
o ruta de poros [a cual existe entre las células y el tejido. Si este es el caso, por lo tanto el
grado de inhibicion de la transferencia causada per la hinchazdn de las células es
dependiente de 1a via de absorcién. ¢



3. Generqlidades.

El método del saco de intestine invertido de rata ha sido usado para entender 1os
mecanismos de absorcion. La introduccién de la hipdtesis de la teoria del pH particién
estimuld el interés en el mecanismo de absorcidn de los firmacos. Varios estudios
consideran la pregunta de un transporte activo o pasive. Las interrelaciones acerca de la
velocidad de absorcién de los firmacos, la constante de disociacién (pka), ¥ el pH del
sitio de absorcidn es conocido como la hipbtesis del pH-particién, Esta hipotesis
establece que el paso de los farmacos a través de 12 barrera gastrointestinal (GI) esta
restringida a Ia forma sin disociar del fArmaco, por lo tanto, 1a velocidad de absorcibn
depende de la proporcién de firmaco presente en esta forma. Bn otras palabras, la
velocidad de absorcién depende no sélo de 1a solubilidad a los lipidos del farmaco sino
también de su grado de ionizacion, que es una funcién del pka y del pH de la superficie
de absorcién. La validez de la hipétesis del pH-particion fue probada usando el métedo
del saco de intestino invertido de rata. El no cumplimiento con [a teoria del pH particién
fue descrita en términos de la teoria general de! efecto del pH. ™"

La investigacion encontrada analizd la utilidad y limitaciones del método del
saco de intestino invertido de rata como un método para probar la absorcién de andlogos
de firmacos mevos, "

Se consideran varios factores que afectan tales como el metabolismo antes y
durante Ia absorcion, acumulacién en las membranas dei intestino, y 1a influencia del pH

en la solucién de perfusién en la permeacién del firmaco, el metabolismo y la
acumulacion ™

Este modelo ¢s una herramienta cualitativa para probar la absorcion a través de
}e's’ membranas GI durante las fases tempranas del programa de desarrollo de tun farnmaco.

Con farmacos relativamente insolubles, la velocidad de disolucidn generalmente
€5 un paso determinante en la velocidad de todos los procesos de absorcin que siguen a
1ma administracién oral. Considerando firmacos relativamente solubles, la permeabilidad
puede ser un paso determinante. La velocidad de absorcion también depende de wn
mimero de factores fisicoquimicos tales como la solubilidad, Ia velocidad de disolucién,
¢l tarnafic de partfcula, estabilidad en medio acuocso, pka, coeficiente de particidn, y
permeabilidad del fimaco. La evaluacién de estos pardmetros pueden proveer
in[ormz‘;::&()m vital en la parte final del desarrollo de un compuesto para su aplicacién
clinica.

Se ha puesto énfasis en la evaluacion de las propiedades de disolucién pero muy
poco trabajo se ha realizado en la evaluacion de las caracteristicas de permeabilidad, !
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3. Generglidades.

Obviamente este tipo de procedimiento debe estar disponible en los estados
iniciales del desarrollo de un firmaco y usado en conjunto con una prueba de disolucién
para escoger 1a forma del compuesto que muestre el mayor potencial de absorcién Por
consiguiente, se debe de determinar cual parmetro asociado con el proceso de absorcién
es ¢l paso limitante de 1a velocidad. Asi también, de una indicacién de como un problema
de absorcion puede sobrevenir. Una prueba de absorcién o de permeacién puede reducir
el tiempo de desarrollo de un nugvo fArmaco si es realizado antes del desarrollo de los
estados de formulacitn y clinicos,® "

3.4.2. Estudlos In Vitro. "

En el anilisis de la absorcién potencial de los firmacos, ademis de la
determinacién de parémetros fisicos, los experimentos in vitro usando membranas
bioldgicas estdn ganando mayor aceptacion dentro de los cientificos preformuladores.
Estas técnicas miden la velocidad de permeacion de los farmacos en solucidn a través del
intestino de ratén o de rata y proveen una informacién perteneciente a las caracteristicas
de absorci6n de los firmacos.

La técnica del saco de intestino imvertido puede proveer informacion Wtil
concemiente con las caracteristicas de permeacion de un farmaco, Basado en los datos
de] estudio in vitro e in vivo obtenidos con compuestos que exhiben ya sea buena o mala
permeacion del compuesto. '

Ademds de su utilidad en 12 prueba de permeacion, la técnica del saco invertido
puede ser de valor ¢n ¢l estudio de Ia velocidad de desaparicidn del firmaco del lumen
intestinal, la acumulacién del firmaco en la pared intestinal, absorcién de un firmaco a
partic de diferentes regiones del tracto gastrointestinal, efecto de otras sustancias
adicionadas y la posible biotransformacién del firmaco por el intestitto,

3.4.2.1. Técnlea del saco lnvertido.

El método de saco invertido involucra el aislamiento de un segmetito de intestino
de rata o de hamster, invertir el intestino y llenar el saco con solucién amortiguadora
libre de fArmaco. Ambos extremos del segmento se amarran y los sacos se Swmergen en
un matraz Erlenmeyer que contienen un volumen de solucién amortiguadora que
contiene el fanmaco, después son oxigenados y agitados a 37°C por un periodo especifico
de tiempo y los fluidos son analizados para conocer su contenido de firmaco, "

La principal desventaja de este método es la dificultad de obtener mis de una
muestra por segmento intestinai. "’
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3. Generalidades.

Una modificacion principal de 1a técnica original del saco invertido introducida
por Crane y Wilson y posteriormente modificada por Kaplan y Cotler, para permitir ¢l
andlisis de diferentes soluciones con un sélo segmento intestinal ** ) fue la wmitn del
intestino a una cénula a partir de Ia cual se obtienen muestras frecuentes, La técnica
utiliza un segmento aislado de intestino de v anirnal d¢ laboratorio tal como la rata o el
ratén, El animal no se alimenta 1a noche anterior al estudio pero se le deja acceso para
tomar agua,se anestesia usando éter o cloroformo, y s¢ remueve el intestino delgado
mediante una incisién en la linea media del abdomen. Después de descartar
aproximadamente una porcion de 10 a 15 ¢ a partir del final del piloro, todo el intestino
es invertido, usando una varilla de vidrio o de acero con punta redonda. El intestino se
1ava con solucién salina fria. Un segmento preparado de esta forma se liga en la porcién
final distal y se une la porcidn final proximal a 1a porcién final del tubo de vidrio. Un
contrapeso s¢ une en la ligadura final distal del intestino para mantener el saco en
posicién vertical. Bl segmento se suspende dentro de 80 mi de solucién de firmaco
disuelto en un solucién amortiguadora  fisiologica aceptable, tal como la solucitn
amortiguadora de Krebs-bicarbonato,

La soluci6n que contiene el firmaco se preequilibra a 37°C y se mantiene a esa
temperatura durante el experimento, La solucién que contiene el firmaco se refiere como
1a solucién serosal, y es introducida al saco por un tubo de vidrio, Una mezeola de 95:5 de
02/CO2 se burbujea continuamente a través de Ia solucién mucosal a una velocidad
constante. La solucién serosal se muestrea a intervalos predeterminados y se reemplaza
con solucién amortiguadora fresca libre de firmaco, La concentracion de fArmaco en las
mmestras de fluido serosal se determina usando un ensayo adecuado,

Una cantidad transferida por unidad de tiempo por unidad de concentracion
constante en un amplio intervalo de concentraciones de solucién mucosal, es indicativo
de uma transferencia pasiva del fimaco. La transferencia pasiva se refiere a una difusién
libre a través de 1a barrera la cudl esta compuesta de cantales de varios tamaifios, en donde
no s¢ ¢ncuentra involucrado procesos activos bioldgicos y/o electroquimicos. A medida
qus ¢l gradiente de concentracién se incrementa a través de 1a barrera, el flujo a través de
1a barrera también incrementa en proporeitn directa. (1a ley de Fick). !

Aplicaciones de este tipo de técnica:
Usialmente estos experimentos se Hevan a cabo a diferentes concentraciones
mucosales de farmaco.

La técnica de intestino invertido de rata también es (til en la investigacién del
sitio de absorcion del intestino y en la determinacién de los mecanismos de fransporte.!

Precauciones en 1a técnica:
No obstante !a utilidad de la técnica del intestino invertido de rata, se debe tener
cuidado en Ia interpretacion de los datos derivados de ésta,?
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3. Qenerglidades.

La inversién del intestino permite que las células epiteliales de I3 superficie
mucosal sean expuestas directamente al fluido mucosal oxigenado. Bsta precaucién de
acuerdo con Wiseman es necesaria por el alto requerimiento de oxigeno de las células
epiteliales. De aqui que se sugiere la inversi6n con el propésito de prolongar la viabilidad
y la integridad de la preparacién después de removerla del animal. Tidball y
colaboradores encontraron que el uso de oxigeno en los segmentos orientados
normalmente del intestino de rata no diferfan significativamente de los segmentos
invertidos, "

Ventajas de Ia téenica:

El volumen serosal pequefio resulta en grandes cambios en-1a concentracién atm
cuando una pequefia cantidad de finmaco es transporiado de Ja solucién mucosal a Ia
'serosal lo cual permite un anAlisis mis ficil de los procesos de absorcién debido a la
pequefia porcin anatizada, "'

Ventajas de Iz técnica del saco invertido modificada por Crane y Wilson : 1) la
técnica es relativamente simple y reproducible y es particularmente adecuada para cl
trabajo de exploracién y de evaluacién. 2) distingue ficilmente entre un proceso de
absorcifn pasiva y activa. 3) puede ser empleada para determinar la regién donde la
absorcitn es dptima en el intestino, particularmente en el caso del transporte activo. '

Desventajas de I3 técnica:

La técnica también presenta problemas cuando se trabaja con compuestos polares,
los cuales aparentemente causan que el intestino vaya incrementando su permeabilidad
con el tiempo, La técnica se debe usar juiciosamente,

La principal es que Ia preparmén intestinal es removida del animal al igual que
de su suministro sanguineo normal. ¢

Las criticas al procedimiento dicen que bajo esas condiciones las caracteristicas
de permeabilidad de Ia membrana han sido alteradas significativamente. Adem4s en la
preparacion del intestino invertido de rata, €l firmaco debe atravesar la total adherencia
de la pared intestinal, mientras que en el animal intacto ¢sto no es cierto, a partir de que
los vasos que suministran [a sangre a todo el intestino estin esparcidas entre las células
epiteliales y Ia rmisculatura, ‘™

Como resuitado, Ia velocidad de transporte del farmaco, corno una determinacién
de Ia técnica del saco invertido debe ser mas lenta que en el animal intacto, Un segundo
nivel mayor critico de 1a técnica del saco invertido, es concemniente a los efectos de la
permeabilidad en la inversidén. Feldman y colaboradores (1970) reportaron que el
intestino invertido de rata es anormalmente permeable. Por consiguiente parece ser que 1a
inversién tenfa una influencia significativa en la permeacién del intestino a los solutos
transportados pasivamente. Esta anormalidad debe ser considerada en 1a interpretacién de
los datos obtenidos con Ia técnica del saco invertido. ™’
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3. Generalidades.

Si la velocidad del transporte del firmaco a través de los segmentos intestinales
obtenidos de diferentes animales de la misma especie muestra alguna variacién, es
importante que las graficas acumulativas, se construyan por cada preparacién de saco
intestinal y que la velocidad de transporte sea determinada individualmente antes de que
sea aplicado cualquier procedimiente para promediar a las diferentes comidas
experimentales. '’

Se han realizado estudios de Ias caracteristicas de penmeacién de firmacos a
través de las preparaciones del saco invertido en donde los pardmetros de permeabilidad
in vitro que se deterrninaron para cada farmaco fueron: a) el tiempo lag en minutos, b) su
depuracién, la cantidad acumulada de firmaco transferido en 60 min/unidad de
concentracion del firmaco en la solucién mucosal reducida a sus unidades de mililitros
por minuto. En 1a magnitud del parimetro de depuracién se enconir6 una relacion directa
con el grado de no disociacién del compuesto en ¢l pH 7.4 del sistema de solucién
amortiguadora in vitro. Algunos compuestos mostraron tiempos “lag” grande y uma
depuracién pequefia o no medible. =

Al realizar Ja comparacion con perros al administrarles el firmaco per via oral y
por via intravencsa se mostré que los resultados in vivo muestran que estos compuestos
que in vitro exhibieron unas caracteristicas de permeabilidad consistentes con buena
absorcién, fueron de hecho poco absorbidas.

Asi un compuesto que exhibia caracteristicas de solubilidad consistentes con ina
buena absorcién y por lo tanto su administracién no era limitada por la solubilidad,
después de administracién intravenosa y oral los datos de nivel sanguineo indicaron que
1a administracién oral de! firmaco fue dz absercidn erratica, lenta ¢ incompleta. ©**?

Asiuno de los compuestos que se estudio exhibié caracteristicas de permeacién y
solubilidad consistentes con tma buena absorcion y resultaron en niveles sanguinecs
buenos seguidos de 1a administracion orat e intravenosa, Y un compuesto el cuai exhibia
caracteristicas de disolucion pobres pero caracteristicas de permeabilidad satisfactorias,
seguidas de administraciones intravenosas. La administracién de solidos orales, liquidos
orales simples a perros, los niveles sanguinecs indicaron una absorcién completa cuando
el firmaco s¢ administro por via oral en solucién y una absorcién incompleta cuando se
administré como sélido oral, **

Con lo anterior parece obvio que la inclusién de 1a técnica del saco de intestino
invertido como parte de un programa de evaluacién in vitro de la biodispenibilidad de un
farmaco puede proveer una informacién muy Wtil. La evaluacién de los datos in vivo
solamente 110s permite concluir sobre 1a razén de 1a absorcion limitada de un farmaco, ¢*
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3. Generalidades.

3.4.2.2. Simulador de absorcldn Sartorius.

El simulader de absorcidn consiste en una bemba peristdltica con agitador
magnético, un termostato, dos contenedores para el jugo artificial gistrico o intestinal,,
un cambiader de difusion con una barrera lipidica artificial. La barrera lipidica consiste
de una membrana inerte, los poros de la cual se llenan con una fase liquida, y pueden
wilizarse dos barreras diferentes, una barrera artificial de pared de estomago y uma
barrera artificial de pared intestinal.. El gradiente de pH entre las fases acuosas puede ser
mantenido constante en un periodo grande de tiempo. Se encontrd uma relacién muy
parecida entre las caracteristicas de absorcidn medidas con el simulador de absorcién y
estudios anilogos "in vivo™ en humanos. Toveraud investigd la permeabilidad del
fenobarbital con o sin I3 adicién de PEG 6000 usando ¢l simutador de absorcién. Los
resultados mostraron que 13 velocidad de permeacién no cambio con 12 adicién de PEG
6000, de acuerdo con lo encontrado con Singh y colaboradores y Solvang y Finholt, '

3.4.3. Otros sistemas Intestinales “in vitro™,

Técnica de circalacién,

Ticniea del anillo Invertido o de rebarada, ©**

Téeniea del saco favertido con sistema de flnjo.

3.4.4. Estudlos In Situ, (sisternas). ©*’

En muchos casos , las predicciones yfo conclusiones basadas en los estudios de
absorcin de fdnmacos requieren de mis informacién. Los sistemas in situ, los cuales
simulan mejor los procesos fisiolégicos, pueden proveer condiciones experimentales més
realistas.

Segmentos gastrolntestinales ligados, ¢

Técnlea de perfusion.

Téenlea del Intestivo de rata. "

Técniea del asa intestinal de intestino de rata. *”

Téenica del estémago de rata.
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3. Generglidades.
3.4.5. Estudios In Vivo, *7

En algunos casos 1as pruebas in vivo de ias formulaciones de tabletas involucran
estudios en animales antes de 103 estudios en humanos, en otros casos las formulaciones
de tabletas son estudiadas directamente en humanos, Los ¢studios en animales son a
menudo llevados a ¢abo ¢n nuevas formas de dosificacién antes de llevar a cabo estudios
mis costosos en humanos, por una ¢ més de las siguientes razones: para establecer al
menos la factibilidad preliminar de la forma, de acuerdo con la funcion que se propone o
el modo de operacién, verificacidn o establecimiento preliminar de la seguridad,
estudios de toxicidad (particularmente irritacién), o estudios farmacocindéticos en un
modelo animal,

Cuando estudios er humanos son realizados, ¢specialmente para tm huevo
firmaco del cuat no existe un producto estindar o para un farmaco con problemas obvios
de biodisponibilidad, es deseable 0 esencial conducir tales estudios con mis de una
formulacion. Esto es particularmente verdadero si la meta del disefio del producto s una
optimizacién y el objetivo primario es maximizar la biodisponibilidad o lograr un nivel
sanguineo dado o un perfil de respuesta contra el ticmpo.

Los métodos in vivo han sido empleados con éxito en 1a caracterizacién de las
caracterlsticas de absorcién de los firmacos. Los métodos directos emplean datos
urinarios o sanguineos para calcular las velocidades de absorci6n. Los métodos indirectos
utilizan datos de la respuesta farmacoldgica con el propésito de examinar factores
fisioldgicos y fisico quimicos que influyen en la absorcién de los firmacos.

E,;ﬂmadén de la sbsorclén del fdrmaco por comparacién con los valores de
DbL,.*®

Procedimiento del asa Thiry-Vella,

3.5, INFLUENCIA DE LOS COADYUVANTES FARMACEUTICOS EN LA
PERMEABILIDAD DE L0OS FARMACOS.

En aflos recientes ha crecido ¢l interés en el 4rea de Ia investigacién farmacéutica
la cual involucra factores que influyen en la absorcién de los farmacos. Ciertas teorfas o
conceptos concernientes con 1a absorcion tambidn han avanzado,®?

Los coadyuvantes pueden influenciar la efectividad terapéutica del medicamento

en la tableta modificando sus caracteristicas de absorci6n, y pueden causar cambios en el
color de la tableta y afectar otras propiedades fisicas tales como la friabilidad.!”
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3. Generalidades.

En Ia preparacidn de tabletas y grageas se usa un nimero de ingredientes inertes
como excipientes. Estos excipientes se usar como agentes aglutinantes, desintegrantes,
lubricantes, diluentes, o materiales para recubrir, y estos son necesarios para la
preparacién de un producto con farmaco de buena calidad.

A partir de que los excipientes constituyen una porcién considerable de 1a tableta
(en algunos casos tanto como un 30% o mis), Ia posibilidad de que exista interacciones
entre el fArmaco y el excipiente las cuales pueden influenciar la disponibilidad del
farmaco, la velocidad de disclucién y en la absorcidn del finmaco, pero uma interaccién
fisica © quimica entre €] firmaco y el coadyuvante puede resultar en una modificacion
del estado fisico, del tamaiio de particula y/o del irea superficial del firmaco disponible
para el sitjo de absorcién. Ademds, la formacién de un complejo superficial o cambios en
)La estabilidad quimica del constituyent activo pueden originar manifestaciones téxicas. &

La biisqueda de 13 formulacién 6ptima de un principio activo precisa de un
estudio de absorcién "in vive" largo y costeso. Con la finatidad de simplificar dicha
biisqueda mediante una solucién previa de las formulaciones propuestas, se han disefiado
modelos que permiten estudiar simultdneamente Ia disolucién del principio activo y su
paso a través de 1a membrana,

En Ia determinacion de 1a absorcién de firmacos se puede utiltzar el modelo de
intestino invertido de rata siendo una aplicacién interesante de esta técnica es el estudio
de las variables en la forma de dosificacién y el efecto de los excipientes y aditivos en 1a
permneacion del firmaco, ™

La técnica del saco de intestino invertido puede ser usada para identificar
problemas de penmeabilidad de los farmacos asociados con variables de formmlacion. En
un estudio realizado con cloranfenicol, se observaron diferencias in vitro en la
permeabilidad del cloranfenicol a través del saco de intestino invertido causado por los
excipientes en las cipsulas ¥y fueron consistentes con los datos de niveles sanguineos
obtenidos de voluntarios humanos. *!

Esta técnica también se ha usado exitosamente para demostrar los efectos de los
surfactantes no fisioldgicos en la permeabilidad de los corticosteroides con poca
solubilidad, los efectos de los agentes fisiolégicos de actividad superficial en la
permeabilidad del salicilato, y los efectos de la formacién de complejos en la
permeabilidad de la salicilamida, *’

En otro estudio se determind la influencia de 8 coadyuvantes seleccionados y tm
grupo de firmacos seleccionados con respecto a i) I ocurrencia de interacciones entre
los coadyuvantes y los farmacos, ii) el efecto de las interaccidn en las velocidades de
disolucién de los firmacos, y iii) el efecto de la interacciones en la velocidad de
absorcidn de los farmacos,
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3. Generalidades.

Los coadyuvantes se Seleccionaron por su wso frecuente en la manufactura de
tabletas, y por que como grupo estas proveen un amplio intervalo de propiedades fisicas
Vtiles para este estudio, incluyendo solubilidad, coeficiente de particidn y pka. En este
reporte describen los métodos, procedimientos y e} estudio del efecto del coadynvante:
PEG 4000, en la absorcién y disolucién de 4 barbiniricos: barbital, fenobarbital,
pentobarbital y dcido barbitirico, en donde se encontrd que la absorcién del fenobarbital
en la presencia del PEG se disminuye marcadamente y dque esa disminucion es
probablemente funcion de la formacién del complejo PEG-FENOBARBITAL(PB), el
cual disminuye la eficacia terapéutica del fenobarbital en ambos niveles de velocidad de
disponibilidad (disolucion) y al nivel de maxima disponibilidad alcanzable (solubilidad),
Io cual no sucede con el pentobarbital, barbital y el dcido barbititico que no
interactuaron con el PEG 4000, Asi este trabajo soporta lejanamente la validez de la
hipotesis que los coadyuvantes en fas tabletas quizds no son tan inertes en st efecto como
se ha asumido tradicionalmente. "*

Ademids se demostré que en el caso del fenobarbital , y la disolucién y las
velocidades de absorcién no se vieron afectadas. ¢

El fenobarbital fue absorbido a través del intestino ain cuando se formaba el
complejo -PEG-PB, y la velocidad de absorcidn fue independiente del grado de
disociacién del complejo en el fluide mucosal, al parecer 12 membrana tiene un efecto
disociante sobre el complejo, permitiendo que el fenobarbital sea absorbido, pero
previniendo 13 absorcién del PEG, esto es, que el PEG 4000 no atraviesa la membrana
biolégica.

3.6. ESTUDIOS REALIZADOS PARA DETERMINAR LA INTEGRIDAD
FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DEL INTESTINO INVERTIDO DE RATA.

La técnica de intestino invertido para estudiar Ja absorcion intestinal se comenzd
en 1954 y desde ese tiempo S¢ le ha encontrado una armplia aplicacién, particularmente
en la elucidacién de los mecanismos de transporte de varios nutrientes y substratos
fisiolégicos. Recientemente esta téenica s¢ ha empleado par estudiar la influencia de
varios factores en la absorcidn de los firmacos, A pesar del continuo y extenso interés en
esta preparacién de aislamiento, existe poca informacidn comparativa en relacion con su
integridad estrucrural y funcional, *?

Bxiste fuerte evidencia de que la preparacion intestinal es "viable" con respecto a
ciertos procesos metabdlicos y mecanismos de transporte activo por varias koras después
de removerlo de un suministro sangutneo intacto. **!
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3. Generalidades.

Bramford encontrd que la velocidad de consumo de oxigeno de segmentos
aislados de yeyuno y de ileon de ratas de 18 dias de edad fue esencialments invariable
después de 3 hr. Jordan y Ponz encontraron resultados similares usandoe segmentos
intestinales utilizando ratas sdultas. Bstos investigadores observaron uma actividad
substancial respiratoria por més de 7 brs. después de la excision del intesting, ™

A pesar de 1a contraversia acerca de la "viabilidad" de 1a preparacidn de intestino
invertido, !a wutilidad de esta técnica en los estudios de absorcitn de fdrmacos (en donde
los mecanismos pasivos parecen predominar) probablemente se comsidera mis
dependiente de su integridad estictural que ds su integridad metablica. '™’

Ningin esmudio sistemitico o evidencia de la integridad estructural de la
preparacién del saco invertido de rata bajo estas condiciones de uso ha sido reportado. En
1970, Levine y colaboradores observaron que 1os sacos intestinales de rata son
morfoldgicamente intactos después de la inversidn, en donde se indica que I
manipulacién mecdnica no produce cambios morfolégicos en el tejido. Las células
epiteliales y la vellosidad intestinal en los especimenes al tiempo cero, mostraban 1na
arquitectura normal sin importar de donde se tomaba el tejido. ****?

Cambios en e} tejido epitelial de animales sacrificados por decapitacitn fueron
aparentes en 1os 15 min de su incubacion a 37°C en solucion amortiguadora oxigenada.
Al tiempo “0" el espécimen tenia una consistencia normal, a 10s de 5 min de incubacién
¢l espécimen era de consistenciz suave y pdlida, a los 10 min el tejido aparecia todavia
suave y las Mneas epiteliales eran menos evidentes, a 1os 15 min el especimen estaba muy
pilido y lamoso. A los 30 min el 50-75% del epitelio normal habia desaparecido, a 1 br
existe una total ruptira del borde epitelial. EI dafio al tejido fise menor en tejides de
animales sacrificados bajo anestesia. Avn después de 60 min de incwbacion, s¢ encontrd
solo el 10-15% de la destruccin y ruptiza de las cétulas epiteliales. Y a los 90 min,
habjan partes del epitelio todavia intactos, pero las porciomes interiores estaban
extremadamente edematosas, y mostraban mucha vacuolizacién y destruccién. Es
importante notar que cuando se realizan los estudios a una temperatura de 23°C también

¢l dafio al tejido es menor o igual que el caso de los  animales saerificados con
anestesia, 44!

En im estudio para probar 12 integridad funcional del intestino invertido de rata
con 1especto a Ia transferencia pasiva se anafizaron algunos compuestos, dentro de los
cuales algunos tuvieron una depuracion igual 8 una velocidad substancizlmente lents, tal
como la pralidoxima, 1a riboflavina, el anaranjado de metilo, 12 eosina azul y el azl de
bromo timol, Su depuracién fue incrementando marcadamente y continuamente
durante el experimento. ¢
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3. Generalidades,

Sin embargoe se enconrd que la velocidad de transferencia de un nimero de otros
compusstos aumentaba con ¢l tismpo, y fue necesario determinar si esos cambios eran
debidos a un tiempo lag en consecuencia de un estado estacionario o pérdida de la

integridad, antes de que una conclusién general pudiera ser hecha con respecto 2 una
limitante de velocidad. ¢!

El incremento marcado en la depuracida de la riboflavim, el anaranjado de
metilo, 1a ecsina azul y el azul de bromo timol como una funcidn del tiempo pueds ser
explicado considerando: 3) la acumulacidn del fArmaco en el tejido requiere de tiempo
finito antes de llegar al estado estacionario &, b) pérdida de la integridad funcicnal de la
preparacion con respecto al transporte de eses compuestos, § ¢) una combinacidn de estos
mecanismos. De estos compuestos, se seleccionaron 1a riboflavina y ¢l aparanjado de
metilo y se llevaron 2 cabo estudios de incubacidn en solucidn amontiguadora para
gvaluar e! mecanismo. *

Los dates muestran que Ia permeabilidad del intestino invertide con respecto a
estas sustancias sumentaba en m factor de dos después de solo 30 min de incubacién en
wma solucién amortiguadora libre de firmaco, Posteriores incrementos en la
permeabilidad fueron aparentes después de 60 min de incubacién. *’

Bl incremento en la velocidad de transferencia de) naramja de metilo con el
tiernpo fue debido a 1a acumulacién en €l tejido, y la pérdida en la integridad funcional
contribuyd significativamente con estos cambios. También se encontrd que 1a incubacidn
en solucién amortiguadora de iones K incrementaba la permeabilidad del tejido al
naranja de metilo en la misma medida que al incubarlo en solucién amortiguadora de
iones Na. El efecto inhibidor del K en la transferencia del naranja de metilo a través del
imestino invertido fue evidente ¢n ambos tejidos incubado y no incubado, ¥*?

En conclsién los cambios en la integridzd funcional del intestino invertido
aparecen con respeeto a la transferencia mucosal-serosel de la riboflavina y del naranja
de metilo en paraleo con los cambios en Ia integridad estructural del epitelio mucosal del
intestino aislado como reporta Levine y colaboradores. )

La aparente falta de efecto en Ia velocidad de transferencia en 13 pérdida de Ia
integridad estructural de compuestes no polares, solubles en lipidos sugiere de acuerdo
con Benet y col, que €l borde epitelial no es Ia bamrera limitante de 13 velocidad a Ia
transferencia de estos compuestos 2 través del intestino invertido de rata, ¢!

Bn un estudio realizado con glucosa ¥ metionina ¢n donde se utilizan condiciones
anaerdbicas y aerdbicas se estudié como la transferencia de 1a glucosa y Ia metionina se
realiza en contra de un gradiente do concentracion y fa transferencia cuantitativa es del
mismo orden en magnitud que ¢n otras preparaciones de intestino aisiado, ¢*
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3. Generalidades.

Lo apterior permite analizar, como al disminuir Ia actividad fisiolégica del
intestino af inciuir condiciones de anaerobiosis, Ia transfesencia de estas sustancias se ve
disminuida (no ocurre una tansferencia activa) y  en condiciones aerdbicas la
concentracion de glucosa en el lado serosal incrementa al doble de la concentracion
inicial y se encontrd que esta transferencia ocurria con una pequeiio movimiento de agua,
mientras que anaerobicamente el fluido se perdia del tejido. ©**?

Una condicién escencial para una completa actividad del tejido es wna
oxigenacitn adecuada, pero Ia alta glicolisis acrobica del intestino de rata hace surgir Ia
pregunta si 12 oxigenacién es de hecho satisfactoria, ¢

En ofros estudios se ha encontrado que en el intestino se tienen gradientes
osmdticos, hidrostaticos y eléctricos los cuales pueden inducir movimiento de agua en
estudios in vitro, Esto sugiere wna variabilidad en el transporte de agua que contribuye 2
una variabifidad en la absorcion intestinal de los farmacos administrados, particularmente
cuando sou administrados con nutrientes. El impacto del transporte de agua en el
intestino en la absorcidn de varios firmacos in vivo, es significativo sdlo en ef caso de ser
una funcién de fas propiedades fisicoquimicas del firmaco y de los mutrientes que
infiuyan en los parimetros fisiol6gicos gastrointestinales.

Se debe tener cuidado cnando al analizar un fimaco o varios farmacos uno de
ellos puede ejercer un efecto para inducir ¢l paso de agua ya que si esta ademés
combinado ¢on ima solucién fisiolégica que contenga glucosa, o efecto del paso de agua
no sblo va ser atribuido a 12 glucosa sino que un firmaco presente en el estudio de otro
farmace de interés puede estar afectando o puede ser que el mismo firmaco que se estd
analizando induzca e} paso de agua a través de las membranas, *?

3.7. METABOLISMO NO MICROBIANO DE LOS FARMACOS EN EL
TRACTO GASTROINTESTINAL.

Si un farmaco es metabolizado en los finidos 0 mucosa gastrointestinal, toda la
biodisponibilidad del firmaco se ve reducida. El saco de intestino invertido de rata ha
sido usado con €xito como wn modelo in vitro para indicar Ia potencialidad del
metabolismo gastrointestinal de “primer paso" de un firmaco antes de legar a la
circulacién sistémica. Aunque algunas conversiones metabdlicas gastrointestinales son
atribuidas a [a accién bacteriana, Ias células de la mucosa gastroifttestinal poseen en si
mrichos sisternas enzimaticos, ©**)
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3. Generalidades,

Levi y Angelino han demostrado que I hidrélisis de 1a aspirina se realiza por un
proceso emzimitico usando sacos de intestine invertido de ratas y sugieren que Ia
hidrolisis ocurre en la pared intestinal. Evidencia posterior sugiere que 1a hidrélisis de 1a

aspxtrinz: ocune &n 12 pared gastrointestinal de acuerdo con lo reporiado por Rowland y
col.t*

3.3. ELECCION DE UN MODELOQ ANIMAL.

Idealmente, \mo espera elegir um especie animal que mejor simule al homixe en
1a absorcitn y disposicién de un firmaco. Sin embargo en los estados precinicos del
desarrollo del fimnaco, umo no puede administrar ¢l farmaco al hombre. La eleccion del
animal va a depender de ! experiencia previa con compuestos relaciomades, ¥ 1a
naturateza del disefio del estudio, ***? ’

El perro parece ser adecuade para Jos estudios biofarmacéuticos tomandd en
cuenta de que es capaz de ingerir varios tipos de formas de dosificacién, Pueden ser
dosificados repetidamente, ademdis de que hay similitudes fisiolégicas del tracte
gastrointestinal en el perro y el hombre en que ambos no secretan contimumente dcido
clochidrico en ¢! Juren gistrico o bilis en el infestino delgado. E! mono puede ser
adecuado para estudios biofanmacéuticos, pero es dificil de maniputar, Bl puerce puede
ser una excelente eleccidn para un modelo animal por su dieta, morfologia
gastrointestinal y fisioldgica, y su fisiologla cardiovascular y renal simmla muy
estrechamente al hombre. El puerco miniatra s un modelo de animal porque es
adecuado para un muestreo repetido de sangre y su estructura anatéraica y su fimcidn
fisiolégica de 1a mayoria de sus sisternas biolégicos 5¢ parecen a los del hombre, ¢!

Los animales pequefios , tales como el ratén, 1a rata, y el hamster, son elecciones
muy pobres para estidios de biodisponibilidad in vivo, tomando ¢n cuenta que no pueden
ingerir Ia mayoria de las formas farmacéuticas intactas, y que no se pueden obtener
varios especimenes bioldgicos de un mismo animal. Ba algumos casos donde se designa
un protocalo para evaluar 1a excrecidn wrinaria solamente, estos animales pueden usarse
en estudios preliminares. Bl congje es una eleccidn pobre para estudios de absorcién
debido al tiempo de vaciado tan grande de su estdmago, y 1a dificultad para obtener 1m
estdmago limpio por métodos convencionales de alimentacién. @'

En muchos casos, las diferencias observadas eatre los animales y el hombre son
una funcifn de las velocidades a las cuales ocurren los eventos fisiolégicos yno ensilas
vias metabllicas.La inclusién de tales sistemas minimiza mmcho el emror  de los
experimentos usualmente encontrados en las fases preclinicas y en el inicio de 1a fase
clinica de! desarrallo de un firmaco, ¢}
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4, PARTE EXPERIMENTAL.




4. Parte_experimental.

Debido a que se cuenta con poca informacion relacionada sobre el efecto de los
excipientes en la permeacién de los farmacos se decidié como paso inicial validar los
métodos para la cuantificaciSn de las sustancias de interds y posteriormente realizar Jas
pruebas de permeacidn para determinar el perfil de permeacion y el efecto de los
excipientes en la permeacién del firmaco en cuestién.

La parte experimental se dividio en cuatro etapas siendo estas:

Primera etapa: Control de Calidad de excipientes,

Segunda etapa: Estudic de permeacion de Ia glucosa para determinar Ia integridad
funcional del intestino invertido de rata.

Tercera etapa: Estudio de permeacion del naranja de metilo para determinar la

integridad estructural del intestino invertido de rata,

Cuarta etapa: Estudio del efecto de Polietilenglicoles sobre 1a absorcién del 4cido
acetil salicllico en intestino invertido de rata (1 vitro)

4.1.MATERIAL Y EQUIPO.

~Espectrofotémetro Beckman Du-68.

-Balanza analitica. Sartorius analytic,

-Agitador Vortex. Thermolyne Sybrone.

-Centrifuga Damor/EC Division. IEC HN - SII Centrifuge,

-Parzilla de calentamiento Thermotyne. (miova Il stir plate).

-Potenciometro Conductronic pH 10, (digital pHmeter).

-Agitador magnético Pyro - magnestir No. 1266, Lab Line Instrumnents, Inc.

-Equipos oxigenadores, Elite 801. Air pumnp. (tensile flex).

-Balanza gramataria OHAUS. Harvard Trip Balance.

-Estufa Felisa. Mod. 293 A. Serie 179.

-Estufa, Lab. Line. Instruments [nc. Cat. No. 3620. Serie 0175,

-Equipo para determinar punto de fusién, BOCHI 530 Meltig Point.

-Bquipo para tamizar.
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4. Parte_experimental.

4.2. MATERIAS PRIMAS.

4.2.1. Estindares:

-Bstdndar seamdario de Acido acetil salicilico (AAS), pureza 100.13%,
proporcionado por los Laboratorios Schering Ploug S.A. de C.V. México.

-Estindar secundario de Acido salicilico (AS), proporcionado por el Laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica de 1a Facultad de Quimica,

4.2.2. Exciplentes:

-Polietilenglicol 1500 (PEG 1500), Polietilenglicol 4000 (PEG 4000) y
Polictilenglicol 6000 (PEG 6000); proporcionados por el Laboratorio de Tecnologia
Fannacéutica de 1a Facultad de Quimica.

4.2.3. Reactivos.

-Cloruro do sodio cristales. RA.
-Cloruro de potasio, RA.

-Cloruro ds calcio anhidro, RA.
-Fosfato monobésico de potasio. RA.
-Sulfato de magnesio heptahidratado. RA.
-Bicarbonato de sodio. RA.
«Glucosa. RA.

-Hidrdxido de sodio. RA.

«Nitrato ferrico cristales. RA.
-Cloruro mercirico. RA.

- o-toluidina. RA.

Tiourea. RA,

-Naranja dc metilo, RA.

-Bter etflico, RA.

-Btanol. RA.

-Acido clorhidrico, RA.

-Acido acético glacial, RA.
4,2.4. Animales de laboratorio.

- 100 Ratas Wistar Macho de 300 - 350 gramos,
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4_Parte_experimental.

4.3. PREPARACION DE SOLUCIONES.
4.3.1. Solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.
Preparar Ias siguientes soluciones y mezclarlas en las proporciones que se indican

y en el mismo orden manteniendo agitacidn constante:

Tabla No. V. Solaclones para la Solucién amortiguadora
de Krebs-Ringer pH=7.4.

Sales. Concentracién Concentracién Proporciones

(%), M), (tml).

NaCl 0.90 0.154 100
KCl 115 0,154 4
CaCly 1.22 0.110 3
KHyPO4 2.11 0.154 1
MgS047 H20 3.82 0.154 1
NaHCO3; 1.30 0.154 21

~Gasificar Ia solucién por 10 min con CO; (hielo seco), sin agitacion.
-Adicionar 2g de glucosa por litro de soluciéa.
-Ajustar ¢] pH a 7.4 con NaOH 05N,

4,3.2. Soluclén de plucosa en solucln amortigeadora de Krebs-Ringer
pH=7.4 (1 mg/ml).

Pesar 100 m.g de glucosa, disolver y levar a 100 mi con solucién amortigwadora
de Krebs-Ringer pH=7.4.

4.3.3. Solucién de naranfa de metilo en solucién amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=7.4 (1 mg/mD.

Pesar 100 mg de naranja de metilo, disolver y Levar a 100 ml con solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=74.

4.3.4. Soluci6n de deldo acetd salicflico en soluclén amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=7.4 (1 mg/mi).

Pesar 100 mg de AAS y llevarla 100 mt con solucién amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=74.
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d. Parte experintental,

4.3.5. Soluclones de dcldo acetil salicilico y Polietilenglicol 1500 en solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

Solucién de PEG 1500. (1 mg/mi).

Pesar 25 mg de PEG 1500 y llevar a 25 ml con solucion amortigiuadora de Krebs-
Ringer pH=7.4.

Solucién de AAS (1 mg/ml) y PEG 1500 (8.5% viv).

Pesar 100 mg de AAS y disolver con solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
pH=74, adicionar 0.5 m! de la solucién de PEG 1500. (1 mg/ml) y llevar a 160ml con
solucién amortignadora de Krebs-Ringer pH=74.

Soluclén de AAS (1 mg/mf) y PEG 1500 (1.0% v/v).

Pesar 100 mg de AAS y disolver con solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
pH=74, adicionar 1.0 mi de la solucién de PEG 1500. {1 mg/ml) y llevar a 100m! con
solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

Solucién de AAS (1 mg/ml) y PEG 1500 (2.0% v/v).

Pesar 100 mg de AAS y disolver con solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
pH=7.4, adicionar 2.0 ml de la solucién de PEG 1500. (1 mg/m) y llevar a 100ml ccn
solucién amortiguadora de Krebs-R inger pH=7.4.

4.3.6. Soluciones de dcido acetil saliciiico (1 mg/mI) y Polietilenglicol 4000 al
0.5,1.0 y 2.0 % v/v en solucién amortiguadora de Krebs-Riager pH=7.4.

Solucién de PEG 4000, (1 mg/mi).

Pesar 25 mg de PEG 4000 y llevar a 25 ml con solucién amortiguadorz de Krebs-
Ringer pH=74.

Se preparan las soluciones para este tipo de PEG de igual forma que en el caso del
PEG 1500 en sus tres concentraciones.

4.3.7. Soluciones de dcldo aceti! salicflico(! mg/ml) y Polletllenglicol 6000 al
0.5, 1.0y 2.0 % v/v en solucién amortipuadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

Soluclén de PEG 6000. (I mg/mi).

Pesar 25 mg de PEG 6000 y llevar a 25 mI con solucién amortiguadora de Krebs-
Rintger pH=74.

Se prepatan las soluciones para este tipo de PEG de igual forma que en el caso del
PEG 1500 en sus tres concentraciories,
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4. Parte experimental,
4.3.8 Soluclones estindar.

4.3.8.1 Solucién estindar de glucosa en solacién amortignadora de Krebs-
Ringer pH=7.4. (1 mg/ml).

Pesar 25 mg de glucosa previamente desecada a 80-90°C durante dos horas
cuando menos, disolver y llevar a 25ml con solucidn amortignadora de Krebs-Ringer
pH=74.

4.3.8.2, Solucién estindar de naranfa de metilo en solucién amortiguadora
de Krebs-Ringer pH=7.4. (250 ptg/mI).

Pesar 25 mg de naranja de metilo, disolver y llevar a 100ml con solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

4.3.8.3. Solucién estindar de naranja de metilo en solacién amortignadora
de Krebs-Ringer pH=7.4:(50 pg/ml).

D¢ la solucidn d¢ naranja de metilo 250 pg/ml tomar una alicuota de 5 ml y
1levarlaa 25 ml con solucién arnortiguadora de Krebs-Ringer pH=74,

4.3.8.4 Solucién estindar de dcido salicilico en solucién amortignadora de
Krebs-Ringer pH=7.4. (1 mg/ml).

Pesar 25 mg de AS, disolver y Hevar a 25ml con solucién amortiguadora de
Krebs-Ringer pH=7.4.

4.3.9. Reactivos para desarroliar color.
4.3.9.1.Reactivo de o-toluidina. **’

En un matraz aforado de 100 ml colocar aproximadamente 90 ml. de dcido
acético glacial, adicionar 0.15g. de tiowrea y agitar hasta disolver. Adicionar 6 mi. de o
toluiding, ajustar e] volumen con 4cido acético glacial.

4.3.9.2, Reactivo de Trinder.'”

-Transferir 4g de Cloruro mérourico a un matraz volumétrico de 100 ml y
adicionar 12 ml de HCI 0.IN, disolver y adicionar 4g de Nitrato férrico, agitar hasta
disolncién, Hevar a volumen con agua destilada y mezclar,

Las soluciones se prepararon cada dia de analisis con el fin de evitar problemas de
degradacién.
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4. Parte_experimental

4.4, CONTROL DE CALIDAD DE EXCIPIENTES (PEG 1500, PEG 4040 Y
PEG 6000) Y DEL ESTANDAR DE ACIDO ACETIL SALICILICO.

4.4.1, Apariencla. ™

Colocar en un papel blanco limpio, una pequefia cantidad de 1a materia prima a
amalizar y observar sus carateristicas como color, tamafio, forma, estado fisico, etc.

4.4.2.Fluldez

Pesar aproximadamente 5 g. de Iz materia prima a analizar y colocarla en wn
embudo que tiene un tallo de 6 cm de largo y un difmetro de lcm. Tomar el tiempo
apartir de que |a materia prirna sale por el tallo del embudo y medir el tiempo que tarda
en salir todo el material.

4.4,3, Densldad aparente y real, ¢

En una probeta de 25 ml colocar de 8 2 9 g, de 1a materia prima a analizar y medir
el volumen ocupado. Despites, Hevar a cabo 13 calda libre en forma continua de 13
probeta por 100 veces desde una altura de 1 cm y al finalizar se mide ¢l volumen

ocupado,

4.4.4. Tamaio de particula,

Pesar aproximadamente 10 g de 1a materia prima a analizar y colocarla en 1a
malla superior del equipo para tamizar, al cual se la ha colocado cn orden superior a
inferior los tamices y por tltimo una base, tamizar por 3 minutos, 21 final de los cuales
pesar el contenido de materia prima retenida en cada uno de los tamices y de esta foma
calcular 1a cantidad retenida y el porcentaje retenido. Realizar este procedimiento para
cada tipo de polietilenglicol y 4cido acetil salicilico.

4.4.5. Punto de fusién.

Tomar una pequefia cantidad de muestra de 13 materia pritza a analizar e
introducirla en un tubo capilar de 6 cm aproximadamente, después colocar ¢l capilar en
¢l aceite que contiene 1a cimara del equipo para determinar el punto de fusién, el cual se
puso a un calemtamiento de 20°C por minuto y ademas ¢l cual fue previamente calentado
antes de realizar Ia determinacién, y se observé por el vidrio que tiene 1a cdmara de
aceit¢ el momento del inicio de fimdicién de la materia prima hasta el final de ella,
registrando de esta forma su intervalo de fusién.

44



4. Parte_experimental.

4.4.6, Anilisis térmico diferenclal

Las muestras de las materias primas fueron enviadas al Laboratorio de
Fisicoquimica de la Divisién de Estudios de Posgrado en la Facultad de Quimica en
donde fueron analizadas en un Calorimetro Diferencial de Barido (DSC 7) Perkin Elmer
aum tasa de calentamiento de 20°C/imin bajo atmdsfera de nitrdgeno y para lo cual se
emmplearon nlestras de 2 mg

45 ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA

DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO INVERTIDO
DE RATA.

4.5.1. Metodo analitico.

El método analitico utilizado para la cuantificacién de glucosa en soluciém
amortigmdora de Krebs-Ringer pH=74. es el reportado por Huithan y Dubowski,
Maodificado por Hyvirinen y Nikkila, "

En Ia Tabla No, V1. se presenta 1a forma de preparar las diluciones del estindar de

glucosa (preparada deacuerdo 2 la seccitn 4.3.8.1.), para la cwrva de calibracién en
solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7 4,

Tabla No.VL

Dilucién { Glucosa, Volum de | Concentracién
(! mg/mb) aforo. Glucosa.
: (). @

1 0.5ml 25 20

2 1.0ml 25 40

3 0.5ml 10 50

4 1.0m1 10 100

5 4.0mt_ 25 160
ANALISIS DE MUESTRAS.
Cuantificacion de glucosa.

«De las diluciones anteriores tomar 1 m! de cada una y colocarlas en un tubo de
ensayo por separado.

-Adicionar a cada tubo 5 ml de reactivo de o-toluidina. (Preparado de acuerdo al
procedimiento de 1a seccién 4.3.9.1).

-Tapar los tubos con tapones de pléstico con rosca.

-Agitar en vortex por 10 segundos.
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4. Parte experimental,

-Colocar en bafio maria a ebullicién por 10 min, cada una de las muestras
contenidas en los tubos,

-Enfiiar las muestras contenidas en los tubos en un bafio de agua fria.

-Determinar 1a absorbancia de cada una de a3 soluciones de 1a cusva estndar 3
630 nm, tomando como blanco un solucién que contiene 1 m! de solucion amortiguadora
Krebs-Ringer (pH 7.4). y 5 ml de solucién reactivo de o- toluidina contenido en un tubo
de ensayo.

4.5.2. Validacién del método amalitico por Espectrofotometria para la
cuantificackéa de glucosa en solaclén amortignadora Krebs-Ringer (pH 7.4).

4.5.2.1. Linearidad.

Para determinar si los resultados de absorbancia presentan un comportamiento
Lineal con respecto a 1a concentracidn de la sustancia dentro de un intervalo determinado
se prepararon en um dia tres curvas estindar en solucién amortiguadora Krebs-Ringer
(pH 74) en diferentes dias en un intervalo de 20 a 160 pg/ml, se determind el
coeficiente de correlacién, 12 pendiente y el intercepto para cada una de ellas,

4.5.2.2. Repetibilidsd.

Para determinar ]a concentracién obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempo y laboratorios), se
prepararon tres curvas estindar de glucosa en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH
7.4) en el intervalo de 20 a 160 pg/ml, calculando la media, 1a desviacion estindar, y el
coeficiente de variacién para cada 1ma de las concentraciones estudiadas,

4.5.3. Técnica de Intestino invertido de rata ("in vitro™)

Se utilizaron ratas Wistar macho con wn peso de 300 - 350 gramos, las cuales
fueron mantenidas sin alimento con acceso libre al agua en forma de "ad libism® 1as 24
hotas previas al experimento. La rata se anestesid con éter etilico, y se removid el
intestino delgado via una incisibn en la linea media de! abdomen del animal, se
obtuvieron dos porciones de intestino como sigue: se realiz6 un corte después del piloro
y otro corte en donde cnuza la porcién mesentérica (3.2 a 3.5 cm aprox) para obtener 1a
porcién del duodeno que sirvié como muestra y después se cortaron los siguientes 3.5 cm.
de intestino que sirvieron como control, Ias porciones de intestino se colocaron y se
lavaron con solucion amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) mantenida a una temperatura
de 37°C y con una atmosfera de 95% de oxigeno; los intestinos fueron ligados en la
porcion final distal y se invirtieron con 1a ayuda de una varilla de vidrio,
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Una vez que se tienen los intestinos invertidos se les sujeté un contrapeso en la
porcién final distal del intestino para mantener en posicin vertical el saco y 1a porcién
final proximal se introdujo en €l tubo de plistico que sirvié para muestrear (Esquerma No.
4.1.), y fueron sujetados. Los segmentos fueron suspendidos en 70 ml de solucién
amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) a 379C para ¢l control y en 70 m1 de solucita de
glucosa en solucidn amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) (1 mg/ml) a 37°C para la
porcién del duodeno; temperatura que es mantenida durante el transcurso del
experimento, contenidos en un tubo de 20 a 22.5 ¢m de longitud y 2.5 cm de didmetro.

La solucién mucosal es Ia que se encuentra fuera del saco del intestino. Una
alicuota de 1 ml de solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) a 37°C es
introducida al saco por medio del dispositivo para muestrear (Esquema No, 4,1.), siendo
1a solucion serosal, la que esti dentro del saco, Una atmosfera de 95% de oxigeno es
burbujeada a través de la solucién mucosal a una velocidad constante por medio de wm
tubo de pldstico que sirve como enfrada de aire (Esquema No. 4.1). -

Se tomarén muestras del volumen introducido en el saco, o el contenido que se
pudo extraer, a los 10, 20, 30 40, 60 y 90 minutos, después de cada una de las muestras
se volvié a llenar el saco con 1 ml de solucién amartiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) para
continuar con ¢l proceso de muestreo, las muestras se difuyeron a 1 mi (con solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 7.4) cuando el volumen fue menor a lml; y se les
adicions 5 ml de reactivo de o-toluidina, s¢ taparon los tubos con tapones de plastico
coll rosca, S agitaron en vortex por 10 segunddos, se colocaron en baiio maria a ebullicién
por 10 min. cada una de las muestras contenidas en los tubos, se enfriaron las muestras
cotitenidas en los tubos ¢n un bafio de ¢gua fria y por itimo se determing 1a absorbancia
d¢ las nnestras a 630 nm, utilizando como blanco Ia muestra control correspondiente a
cada tiempo de muestreo.

Se construyd uma curva de calibracién de glucosa de acuerdo al procedimiento
descrito en la seccitn 4.5.1., en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 7.4), y con
reactivo de o-toluidina, y se detenminaron las concentraciones de glucosa que se
absorbié en pg/mi por interpolacién de cada una de las muestras obtenidas a cada tiempo.

NOTA:

Al preparar 1a solucidn amortiguadora de Krebs - Ringer (pH=7 4) bo se adiciona
glucosa, para llevar a cabo este experimento,

Solamente la glucosa se adicion6 para la solucién que se empleo para el tubo

mitestra en la prueba de permeacién y Ia etnpleada en las diluciones esténdar de la curva
de calibracion.
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A
A , 1B ¢ c B |

ann nnan

CONTROL \MUESTRA

Esquena 4.1. Equipo de permeacién.

A. Dispositivo para entrada de oxigeno; B. Dispositive muestreador; C. Dispositivo
para salida de oxigeno; D. Intestino lnvertido E. Pesa de 10g; F. Parriiia de
caleatamiento, G. Tubo de vidrio de 20.0 2 22.5 em de longitud por 2.5 em de
didmetro.
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Diagrama A. Montaje del equipo del modelo de
intestino invertido (in vitro)

Instalar en un bario maria manteniendo una temperelura de 37°C  1°C.

¥

Introducir dos tubos dé ensayo de 20 0 225 cm de longitud y 25 cm de
didmetro (manteniendolos en posicidn verical con ayuda de un soporte.

L
i ' }
Control Mugsti
Contendrd una solucién de AAS 1 mg/mi
Contendré soluckin amortiguadora en sofucidn amontiguadora Krebs Ringer
de Krebs Ringer pH= 7.4 (70 mi) pH=7:4 (70 m)
L ' I

!

Colocar en cada tubo un tapén de hule et cual contiene 3 disostivos
{Muestreador, Entrada de oxigeno, Saida de oxigeno).
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- Dlagrama B. Procedimlento experimental para la

prueba de permeacion
Diagrama de Flujo
Rata Viistar macho Amarer un contiapesd {Levar cadauna d las
. Sin alimento — &n la porcidn final distal del muestras a tm, cuando se
agua "ad ibitm® inslestino [roquiera.
¥
' nsartar la porcida fngl
provimal del instesting reactvo para desamrofiar color
en el dispositivo muestreador {deacuerdo ata técnicaa
Alslar ef intestino delgado Colocar cda GEposing on esarotah.
44 una ncsén en a tnca o mestreador respocivo
media del sbdomen dal o 70 d soluc
animat
{ Origenar 1a soiucon
Cartar 2 porciones de madiante burbujeo de aire
Inlastind despues dal pdoro
y e la rogidn mesentérica y Introduck una aficwora de 1ml
cortar los siguientes 3.5 em. e solucidn de Krebs-Ringet
¥ pH=7483FC = I"Con ol
Colocer los intestinos en $3c0 del infesting, en el o 1
Solucidn pruebay de control Jsor cormo bianco fa muestia
pH=74237:1C ¥ Jdal controt corresponcbente al
Huosirear Imi dol saco dat Imismo Liempo de muestreo
intesting alos: 10, 20,30, 40, Ko la prugoa
60 y 80 min restituyenda con
1 mi d solucidn Krebs Ringer

del duodena e invertio.
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4.6. ESTUBIO DE PERMEACION DE NARANJA DE METILO PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD ESTRUCTURAL DEL INTESTINO
INVERTIDO DE RATA.

4.6.1. Prueba para determloar ¢l miximo de absorcidn del naranja de
metilo,

~Pesar 25 mg de naranja de metito y llevar a Un inatraz volumétrico de 50 ml,
disolver y aforar con solucién amortigusdora de Krebs - Ringer (pH=7.4). Solucidn con
concentracién de 500 pg/ml

Tomar una alicuota de 1 ml con una pipeta volumétrica de 1a solucién de 500
ug/ml. de paranja de metilo, transferiria a un fmatraz volumétrico de 10 ml y levarlo al
aforo con solucién amortiguadora de Krebs - Ringer (pH=7.4). Solucidn con
cotcentracién de SO ug/ml.

Se ajusto el espectrofotdmetro con ia solucidn amortiguadora de Krebs - Ringer
(pH=1.4).

Se hizd el barrido desde una longitud de onda de 380nm a 620 nm ¢on I8 solucidn
de 50 pg/ml de naranja de metilo; esto ¢s, en toda Ia region del visible ya que no se
contaba con algin dato repertado de miximos de absorcién de esta sustancia.

4.6.2. Método analitico,

Se wilizd wm método espectrofotometrico el cual fue desarrollado para la
cuantificacién de naranja de metilo en solucidn amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.,
preparando 1na curva estiudar tomando en cuenta la absorcion de 1a solucién de naranja
de metilo a una concentracién de 50 (j1g/mi), 1a cual se presenta a contintacin:

En Iz Tabla No. VII. se presenta la forma de preparar las diluciones estindar de
paranja de metilo (preparada deacuerdo a ia seccién 4.3.8.3), para la curva de
calibracidn en solucidn amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

Tabla Ne. VIL
Dilucion | Naranjade | Volumen de | Concentracion
metilo (50 aforo Naranja de
pg/ml) (ml). metilo (po/mi),
1 0.5mi 50 0.5
2 0.5ml 25 1.0
3 0.5ml 10 2.5
4 1.0ml 10 5.0
5 2.0m} 10 10
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ANALISIS DE MUESTRAS.

Cumstificacion de naranja de metifo.

-Se determinG la absorbancia de cada una de las soluciones de la curva de
calibracién del estdndar de naranja de metilo a una longitud de onda de 463 nm, méximo
que fue encontrado al hacer el barrido de esta sustancia, tomando come blanco solucién
amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4), contenidos ¢n un tubo de ensayo.

4.6.3. Valtdacién del métedo analitico por Espectrofotometriz para la

cuantificacidn de narasja de metilo en solucidn amortiguadora Krebs-Ringer (pH
4.

4,6.3.1. Linearidad.

Para determinar si los resultados de absorbanicia presentan un comportamiento
lineat con respecto a la concentracién de 1a sustancia dentro de un intervalo determinado
se prepararon tres curvas estindar en solucion amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) en
diferentes dias en un intervalo de 0.5 a 10 pg/ml, se determind el coeficiente de
correlacidn, 1a pendiente y el intercepto para cada wma d¢ clias,

4.6.3.2. Repetibiltdad.

Para determinar la concentracidn obtenida enire determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempo y laboratorios), se
preparason tres curvas estindar de naranja de metilo en solucidn amortiguadora Krebs-
Ringer (pH 7.4) en ¢l intervalo de 0.5 2 10 pg/mi, calculando 1a media, 1a desviacién
estdndar, ¥ el coeficiente de variacién para cada una de las concentraciones estudiadas.

4.6.4. Téenles de lntesiino fnvertido de rata ("in vitro™)

Se procedié como se indica en la seccibn 4.5.3 y los segmentos aislados fueron
suspendidos en 70 mt de sofucién amortignadora Krebs-Ringer (pH 7.4) a 37°C para ¢l
intestino (control) y en 70 mi de solucitn de naranja de metilo en solucién amortiguadora
Krebs-Ringer (pH 7.4 ; 1 mg/mi) a 37°C pars Ia porcitn del duodeno (muestra); la
temperatura se mantuvo dusante e} transcurso del experimento a 37°C.
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La solucién que contiene naranja de metilo es referida como 1a solucién mucosal.
Una alicuota de 1 ml de solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) a 37°C es
introducida al saco por medio del dispositivo pars muestrear {Esquema No. 4,1) ¥ es
referida como la solucion seroszl, y se mantiene una aunogfera de 95% de oxigeno.

Se tomarén muestras del volumen introducido en el saco, o el contenido que se
pudo exiraer, a los 10, 20, 30 40, 60 y 90 minutos, después de cads una de las muestras
se volvid 2 llenar el saco con 1 ml de solucion amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) para
contimuac con el proceso de muestreo, las muestras sé diluyeron a 1 ml (con sohicién
amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 7.4) cuando el volunen fue menor 2 1ml; y se les
adicion6 3 m! de solucidn amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) fria, se agitaron en
vortex por 10 segundos, se centrifugaron a 2500 rpm por 20 minutos y por 1ltimo se
determin la absorbancia de las muestras a 463 nm, utilizando como blanco 1a muestra
control correspondiente 2 cada tiempo de muestreo.

Se construy$d una ‘owrva de calibracidn del estindar de naranja de metilo, de
acuerdo con el procedimienio de 13 seccién 4.6.2,, y se obtuvieron las concentraciones
de naranja de metilo en pg/ml que se absorbid por interpolacidn de cada unz de las
mmuestras obtenidas a cada tiempo.

4.7. ESTUDIO DEL EFECTO DE POLIETILENGLICOLES SOBRE LA
ABSORCION DEL ACIDO ACETIL SALICILICO EN INTESTINO INVERTIDO
DE RATA (in vitro).

4.7.1. Método analitico.

Bl método analitico utilizado para la cuantificacion de salicilatos ¢n solucidn
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.¢s el reportado por Trinder, ™

En la Tabla No V11 se presenta Ia forma de preparar las dituciones del estindar
de AS (preparada de acuerdo a Iz seccidn 4.3.8.4.), para 1a curva de calibracién en
solucidén amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4.

Tabla No. VIl
Dilucién Acido Volumen de Acido Volumen de | Concentracidn

salicilico. aforo salicilico aforo Acido salictlico
(1 mg/ml) (D, (100 pgml) | (mb. {ug/mD).

1 0.5ml 10 5

2 1.0m{ 10 10

3 3.0m} u 30

4 5.0m| 10 50

5 5.0ml 50 100
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ANALISIS DE MUBSTRAS.

Cuantificacién de salicilatos

-Tomar | ml de muestra de cada una de 1as diluciones de 1a curva y colocarlas en
un tubo de ensayo,

-Adicionar 2 cada twbo 5 ml de solucidn reactivo de Trinder.(Preparado
deacuerdo al procedimiento de 1a seccitn 4.3.9.2), agitdr en vortex por 10 seg.

-Determinar 1a absorbancia de cada una de las soluciones de 1a curva estindar a
540 nm, tomando como blanco un solucién que contiene { mi de solucién amortiguadora
Krebs-Ringer (pH 7.4). y 5 ml de solicién reactivo de Trinder contenido en un tubo de
£nsayo,

4.7.2. Valldacion del método analitico por Bspetfrofotomth‘h pars In
enantificacion de sallcilatos ¢n soluctén amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4)

4.7.2.1, Linearidad.

Para determinar si los resuftados de absorbancia presentan un comportamiento
lineal con respecto a 1a concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado
se prepararon en un dia tes curvas estandar en solucién amortiguadora Krebs-Ringer
(pH 7.4) en diferentes dias enun intervalo de 5 a2 100 pg/m, se determind el coeficiente
de correlacidn, 1a pendiente y el intercepto para cada una de elfas,

4.7.2.2, Repetibllidad.

Para determinar la concentracion obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempe y laboratorios), se
prepararon el mismo dia tres curvas del estindar de fcido salicflico ¢n solucion
amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) en el intervalo de § a 100 pg/ml, calculando 1a
media, 13 desviacidn estindar, y el coeficiente de variacion para cada una de las
concentraciones estudiadas,
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4.7.3. Técnica de intestino invertldo de rata (in vitro™)

Se procedié como se indica en 13 seccién 4.5.3 y los segmentos aislados fueron
suspendidos en 70 m} de solucién amostiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4) a 37°C para el
control y en 70 ml de solucidn de 4cido acetil saticilico (1 mg/ml) 6 AAS (1 mg/ml) +
PREG 1500 (0.5, 1.9, 2.0 %, v/¥); AAS (1 mg/ml) + PEG 4000 (0.5, 1.0, 2.0 %, v);
AAS (1 mg/ml) + PEG 6000 (0.5, 1.0, 2.0 %, v/v) en solucién amertiguadora de Krebs-
Ringer (pH 7.4) a 37°C; temperatura que ¢s mantenida durante el transcurso del
experimento.

La solucién que contiene el firmaca ylo finmaco + PEG es referida como fa
solucién mucosal. Una alicuotz de 1 ml de sofucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH
T4) 2379C es introducida al saco por medio del dispositive para muestrear (Bsquema
No..1.) y es referida como {a solucion serosal. Uma atmosfera de 95% de oxigeno.

Se tomarén muestras del volumen introducido en €l saco, o el contenido que se
puda extraer, a 1os 10, 20, 30 40, 60 y 90 minutos, después de cada una de las muestras
s8 volvi6 g Nenar el saco con 1 ml de solucion amortigiadora Krebs-Ringer (pH 7.4) para
contimar con ¢l proceso de muestreo, las muestras se dijuyeron a 1 m! (¢on solucidn
amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 7.4)) cuando el volumen fue menor a 1ml; y se les
adiciond 5 ml de reactivo de Trinder, se agitaron en vortex por 10 seg, 5¢ centrifugaron a
2500 rpm por 20 min y por iltimo se determind la absorbancia de 1as muestras a 540

mm, wtilizando como blanco 3 mmuestra control correspondiente a cada tiempo de
mestreo,

Se construy6 una curva de calibracién estandar de 4cido salicilico, deacuerdo al
procedimiento de 1a seccién 4.7.1.,y s¢ obtuvieron las concentraciones de farmaco en
pg/m} que se absorbi6 de cada ima de 1as muestras obtenidas a cada tiempo.

Para realizar estos estudios s¢ empleo wn disefio de bloques y parcelas para tener
un orden en 1a experimentacion del principio activo y de los excipientes en las diferentes
conicentraciones a analtizar, el disefio que se encuentra representado en 1a Tabla No. (4 y

4.1} del Apendice de Tablas, donde se anotaron los resultados de todos los experimentos
realizados.
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4.8. PROCEDIMIENTO PARA EL SECADO DE LOS INTESTINOS.

Los intestinos una vez terminado el experimento se someten a un secado para
hacer correccién debido a la variabilidad entre individuos y Ia variacién que existe al
realizar el corte de los segmentos de intestino; y el procedimiento que se siguid fue el
siguiente:

-Retirar el segmento de intestino comespondiente a la porcidn del duodeno
(inuestra y control ) de los dispositivos muestreadores quitando el amarre del contrapeso
y de 1a regién para sujetar al intestino al dispositivo muestreador.

-Colocarlo en una charola de aluminjo,

-Secar en el homo a 20-25°C durante toda la noche siguiente al experimento
aproximadamente de 16 3 18 hus,

-Pasado este tiempo transferir ¢l intestino a otra charola de alwminio 1a cual se
debe mantener a peso constante,

-Introducir 1a charola en otra estufa 1a cual se encuentra en condiciones de vasioa
(20-25 pulgadas de Hg) y a una temperatura de (60°C),

-Dejar secar el intestine por cuatro horas, sacarlo de la estufa y colocarlo en un
desecador,

~Pesar el intestino en una balanza analitica.

-8i no existe un cambio muy significativo en el peso (esto es no debe existir
variacién alguna en la tercera cifra despuds del punto en las cifras registradas al pesar), se
registra el peso; de existir cambio,

-Bl intestino se somete a | hora mAs de secado hasta obtener un peso casi
constante ( esto es, amque exista ligera variacidn en la cifra cuarta registrada al pesar).
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5. Resultados experimentales.

§5.1. CONTROL DE CALIDAD DE EXCIPIENTES (PEG 1500, PEG 4000 Y
PEG 6000) Y DEL ESTANDAR DE ACIDO ACETIL SALICILICO,

5.1.1. Apariencia.

Las caracteristicas que presentaron los Polietilenglicoles después de observacioén
visual fue la siguiente:

Tabla No, IX.

Polietilenglicol. Caracteristicas.

" 1500 Hojuelas blancas
medianas,
4000 Grinulos pequefios y
polvo blanco

CTemosa,
6000 Polvo fino blanco
€remoso.
AAS. - | . Cristales blancos
pequefios, en forma

de agujas.

5.1.2. Fluidez.

En la Tabla No. X se muestra la velocidad de flujo en segundos para el
Polietitenglicol 1500, 4000, 6000 y el AAS, deacuerdo con el procedimiento establecido
en la seccion (4.4.2.).

5.1.3. Densidad aparente y real.
En la Tabla No. X se muestran los datos de densidad aparente y de densidad real

obtenidos para cada polietilenglicol estudiado y del AAS, obtenidos de acuerdo al
procedimiento de la seccion (4.4.3.)
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3. Resultados experimentales.

Tabla No, X.
Especificacién POLIETILENGLICOL AAS
1500 4000 6000
masa. (g) 8.4 8.05 8.7 12.0
vol. ocupado.(ml) 20.0 11.5 16.0 16.5
densidad aparente 0.42 0.70 0.5437 0727
ml).
vol. (mI){100 veces). 18.5 10.5 12.0 15.5
densidad real 0.4540 0.766 0.725 0.7742
(g/ml).
veloc. de flujo. 9,6 §.93 6.2 2.93
(seg.).

5.1.4. Tamaiio de particula.

La determinacion del tamafio de particula se realizd de acuerdo al procedimiento
de la seccion (4.4.4.) y los datos de cantidad retenida en cada malla en porciento, se
presentan en la Tabla No. X.1.1 a XI.4.

Tabla No. X.L1.

AAS
Malla No. Didmetro {mm}) %
retenido.
18 >1.0 7.13
20 1.0 8.15
30 0.8 57.07
35 0.59 6.28
60 0.50 6.19
Base. <0.250 15.18
Porciento total. 100
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Tabla No. X.I. 2.

3. Resultados experimentales.

POLIETILENGLICOL
1500
Malla No. Diametro (mm) %
retenido.

6 >3.36 54.17
8 3.36 18.73
10 2.38 10.14

14 1.58 9.43

Base. <i.4l 7.52
Porcentaje total. 99,99

Tabla No. X.1.3.
POLIETILENGLICOL
4000
Malla No. Didmetro (mm) %
retenido.

20 . >08 16.54

35 08 26.46

40 0.5 9.92

Base. 042 47.07

Porcentaje total. ) 99.99

Tabla No, X.14.
POLIETILENGLICOL
6000
Malla No. Didmetro (mm) %

retenido.

60 >0.250 11.39

80 0.250 12,15

100 01717 9.75
150 0.149 18.86
Base. <0.105 47.85
Porcentaje total, 100
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3. Resultados experinientales.

5.1.5. Punto de fusidn.

El punto de fusion se determiné de acuerdo a lo establecido en la seccion (4.4.5.)
y en la Tabla No. XIL se presentan los datos del intervalo de fusion obtenida para cada
Polietilenglicol,

Tabla No. XIT
Polietilenglicol. Intervalo de fusion.
(°C).
1500 43 - 46
4000 57- 60
6000 5962

5.1.6. Anilisis térmico diferencisl.

De la (Fig.No. 1 a la No. 3..) se presentan las grificas del comportamniento de
cada uno de los Polietilenglicoles estudiados; en donde se observan picos endotérmicos
bien definidos de las sustancias estudiadas, siendo de 48.43°C, 58.859C, y 62.29°C para
¢l PEG 1500, PEG 4000 y el PEG 6000 respectivamente.
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5. Resultados experinentales.

52. ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO INVERTIDO

DE RATA.

5.2.1. Validacién de! método analitico por Espectrofotometria para la
cuantificacién de glucosa en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4).

5.2.1.1. Linearidad.

En Ta Tabla No.XIII se presentan los resultados obtenides de las tres curvas del
estandar de glucosa en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH=74 y en la Fig.
No. 4 se presenta la grafica en la que se observa la linearidad del métode en un rango de
20 a 160 pg/ml con un coeficiente de correlacion de 0.9999.

Tabla No, XIII, Linearidad del método analitico,
Cuantificacién de glucosa,

Conc., Absorbancia. Promedio Degy. C.V.(%)
(ug/mi) Curva estdndar
Dial Dia2 Dia3
20 0.061 0.062 0.062 0.061 5.77x10-4 0.94
40 0.117 0.112 0.116 0.115 2.64x10-3 2.3
50 0.148 0.148 9.151 0.142 1.73x10-3 116
100 0.282 0.280 0.285 0.282 2.51x10-3 0.89
160 0.452 0.439 0.449 0.447 6.80x10-3 1,52
b 6.17x10-3 | 8.50x10-3 | 8.35x10.3
m 2.78x10-3 | 2,70x10-3 | 2.16x10-3
r 0.9999 0.9997 0.9998
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5. Resultados experimentales.
Linearidad del método analitico]
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Fig.No. 4.

§.2.1.2. Repetibilidad.

En la Tabla No, XIV sc presentan los resultados de las tres curvas de estindar de
glucosa en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4, en donde sc puede
observar que ¢l coeficiente de variacién mis alto fue de 9.44% el cual cae dentro de las
especificaciones para fluidos biolégicas con un coeficiente menor al 15%.

Tabla No. XIV. Repetibilidad del método analitico.
Cuantificaclén de glucosa,

Cone Absorbancia Curva, Promedio Desv. C.V.(%)
(g/ml) estandar .
Dia 1 Dia2 Dia3
20 0.052 0.061 0.052 0.055 5.19x10-3 9.44
40 0.104 0.106 0.106 0,1053 1,15x10-3 1.10
50 0.148 0.147 0,140 0.145 4.35x10-3 3.00
100 0.235 0.279 0.269 0.261 2.3x10-2 8.83
160 0.37% 0.438 0406 0.4076 2.95x10-2 7.24
b 1.6x 10-2 5.51x10-3 | 7.63x10-5
m 2.26x 10-3 | 2.71x10-3 | 2.53x10-3
r 0.9961 0.9994 0.9988
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3. Resultados experimentales.

5.2.2. Técnica de intestino invertido de rata ("in vitro").

Para determinar si el intestino unz vez invertido era integro funcionalmente
durante el tiempo de permeacion del firmaco en cuestion, se llevaron a cabo 4
determinacicnes individuales de l2 permeacién de Ia glucosa. En €] Apéndice de Tablas
en la Tabla (a.) se presentan los perfiles de permeacitn individuales de la glucosa y el

promedio de estos; y en el Apendice de Figuras en la Fig, No. I. s¢ muestran los perfiles
de permeacion individuales para la glucosa.

En Ia Fig. No.5. se presentan los promedios de los perfiles de permeacion para
las 4 repeticiones efectuadas en pg de glucosa acumulada/ g de intestino.
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3. Resultadlos experituentales.

53, ESTUDIO DE PERMEACION DE NARANJA DE METILO PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD ESTRUCTURAL DEL INTESTINO
INVERTIDO DE RATA.

53.1. Prueba para determinar el mdximo de absorcién del naranja de
metilo.

En la Fig. No. 6. se presenta el pico miximo de absorcién del naranja de metilo,
el cual se localiza a una longitud de onda de 463 nm con una absorbancia de 1.723 a In
concentracion de 50 pg/m] en celdilla de | cm.
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Fig. No. 6. Miximo de absorcidn del Naranja de Metilo.
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3. Resuliados experimentales.

5.3.2. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para la

cuantificacién de naranja de metilo en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH

74).

5.3.2.1. Linearidad.

En ia Tabla No. XV. se presentan los resultados obtenidos de las tres curvas de

estindar de naranja de metilo en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4y en
1a Fig. No. 7 se presenta la grifica en la que se observa la linearidad del método en un
intervalo de 0.5 a 10 pg/ml con un coeficiente de correlacidn de 0.9998.

Tabla No. XV, Linearidad del método analitico.
Cuantificaciénde naranja de metilo,

Conc.

Absorbancia. Promedio Desv. C.V.(%)
(ug/mi) Curva estindar
Dial Dia2 Dia 3
0.5 0.031 0.031 0.029 0.030 1.15x10-3 3.80
1.0 0.061 0.063 0.061 0,062 1.15x10-3 1.87
25 0.156 0.159 0.152 0.156 3.51x10-3 2.25
5.0 0.293 0.301 0.287 0.294 7.02x10-3 2.39
10.0 0.573 0.589 0.561 0.574 0.0140 2.44
b 6.75x10-3 | 6.29x10-3 | 6.35x10-3
m 5.68x10-2 5.85x10-2 | 5.56x10-2
r 0.9997 0.9998 0.9997
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3. Resuitados experimentales.

Pnearidau dal método analitico.

Qanfcin de Naranja 03 muth.

(2]
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°3 : P . . w .,
Cone. i)
Fig. No. 7.
§.3.2.2. Repetibilidad.

En la Tabla No, XVL. s¢ presentan los resultados de las tres curvas de estindar, de
naranja de metilo en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4, ¢n donde se
puede observar que el coeficiente de variacion mis alto fue de 1.82% el cual cae dentro
de las especificaciones antes mencionadas pata fluidos biolégicos, *?

Tabls No, XVL. Repetibilidad del método analitico.
Cuantificacién de naranja de metilo.

Conc Absorbancia Curva, Promedio Desv, C.V.(%)
(ug/ml) estdndar
Diat Dia2 Dia3
0.5 0.031 0.032 0,032 0.0316 | 5.77x104 182
1.0 0.062 0.063 0.063 0.0626 | 5.77x10-4 0.92
2.5 0.159 0.163 0.163 0.1616 | 2.30x16-3 1.42
5.0 0.301 0.308 0.305 0.3046 | 3.51x10-3 1.15
10.0 0.593 0.611 0.602 0.602 9.0110-3 1.49
b 5.16110-3 | 4.5x10-3 5.85x10-3
m 5.89x10-2 | 6.07x10-2 | 5.97x10-2
r 0.9996 09997 0.9996

69




3. Resultados experimentales,

5.3.3. Técnica de intestino invertido de rata ("in vitro").

Para determinar si el intestino una vez invertido era integro estructuralmente
durante el tiempo de permeaciin  del firmaco en cuestion, s llevaron a cabo 4
detetminaciones individuales de 1a permeacion del naranja de metilo. En el Apéndice de
Tablas en 1a Tabla (8) se presentan los perfiles de permeacion individuales del naranja de
metilo y ¢l promedio de estos; y en el Apéndice de Figuras en la Fig. No. ii se muestran
los perfiles de permeacin individuales para el naranfa de meetilo y en la Fig, No. 8. s¢
presentan los promedios de los perfiles de permeacion para las 4 repeticiones efectuadas

en pg de naranja de metilo acumulado / g de intestino, encontrindose una buena relacion
entre ¢éstos pardmetros.
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3. Resultados experimentales.

5.4, ESTUDIO DEL EFECTO DE POLIETILENGLICOLES SOBRE LA
ABSORCION DEL ACIDO ACETIL SALICILICO EN INTESTINO INVERTIDO

DE RATA ( in vitro).

5.4.1. Validacién del miétodo analitico por Espectrofotometria para la
cuantificacién de salicilatos en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4).

$.4.1.1. Linearidad.

En la Tabla No. XVII se presentan los resultados obtenidos de las tres curvas de
estandar de acido salicilico en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH=74 yen la
Fig. No. 9 se presenta la grifica en la que se observa la linearidad del métoda en un

rango de 5 a 100 pg/ml con un coeficiente de correlacion de 0.9999,

Tabla No, XVII Linearidad de! método analitico.
Cuantificacién de salicilatos,

Conc. Absorbancia. Promedio Desv. C.V.(%)
(ug/m1) Curva estAndar
Dia 1 Dia2 Dia3
5 0.011 0.009 0.012 0.011 1.52x10-3 | 14.32
10 0.020 0018 0.019 0.019 1x10-3 5.26
30 0,058 0,057 0.059 0,058 1x10-3 1712
50 0.097 0.096 0.098 0.097 1x10-3 1.03
100 0.195 0.196 0.196 0.196 5.77x10-4 0.29
b 1.31x10-3 | -1.68x10-3 | 7.5x10-4
m 1.93x10-3 | 1.97x10-3 | 1.95x10-3
r 0.9998 0.99%9 1.9999
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3. Resultados experimentales.

Linearidad del método analitico.
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Fig. No. 9.
5.4.1.2. Repetibilidad,

En 1a Tabla No. XVHI se presentan los resultados de las tres curvas estindar de
seido salicilico en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4, en donde s¢ puede
observar que ¢l coeficiente de variacion mis alto fue de 6.29% el cual cae dentro de las
especificaciones antes mencionadas para fluidos bicldgicos.

Tabla No. XVIIL Repetibilidad del método analitico.
Cusntificacion de saiicilatos.

Cone

Absorbancia Curva, Promedio Desv. C.V.(%)
{g/ml) estindar
Dial Dia2 Dial

S 0.009 0.009 0.010 0.0093 | 5.77x104 6.18
10 0.019 8,017 0.019 0.0183 1.15110-3 6,29
300 0.060 0,057 0.060 0,059 1.73x18-3 2.93
50 0.09% 0.087 0.100 .0986 1.52x10-3 1.54
100 0.198 0.196 0.198 0.1973 | 1.15x10-3 0,58

b -5.38x 10-4 | -1.95x10-3 | 1.26x10-5

m 1,98 x10-3 { 1.97x10-3 | 1.98x10-3

r 0.9999 0.999% 0.9999
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S. Resultados experimentales.

5.4.2. Técnica de intestino invertido de rata (“in vitro"),

Para conocer como influye la presencia de Polietilenglicoles en la Permeacién del
AAS se realizaron 6 determinaciones individuales de la permeacion del AAS, asi también
s realizaron 5 determinaciones para el AAS con PEG 1500, PEG 4000 y ¢l PEG 6000
cada uno de los cuales se analizd a tres diferentes concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0
(%,v/v), de acuerdo con ¢l procedimiento descrito en la seccion (4.7.3.).

En el apéndice de Tablas se encuentra la Tabla (4 y 4.1) donde sc presentan los
resultados de los perfiles de permeacion individuales en pg de firmaco acumulado/g de
intestino y en el Apendice de Figuras de la Fig. (/. a la xii) se observan los
comportamientos de la permeacion del AAS y del AAS en presencia de los diferentes
tipos de Polictilenglicoles en pg de firmaco acumulado /g de intestino, a las
concentraciones ya mencionadas; asi también se presentan en el Apéndice de Tablas en la
Tabla (¢) y en la Fig. (10 a la 13.) los resultados de los promedios de los perfiles de
permeacion en pg de firmaco acumulado /g de intestino de los 5 experimentos realizados
para cada tratamiento.
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3. Resuitados experimentales.

Promedio del perfil de permeacién
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5. Resultados experimentales.

Promedio del perfil de permeacién. -
Ac, aceti saliclico ¥ AAS + PEG{20%).
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Fig. No.13,

Bl modelo estadistico que se utilizd para analizac los datos obtenidos de fos
experimentos fue ¢l siguiente:

Yijk=p + Ci+ CPij + RKk(1]))-
=123 C= Concentracin,
=123 P=Tipe d¢ PEG.
k=1,23,4,5,6 R= Repetictén.

Los datos que se analizaron se encuentran en la Tabla (d y &1), a partir de los
cuales s¢ obtuve 1a Tabla No, XIX y las gréficas representadas en la Fig No. 14, No, 15 y
No. 16 de los resultados del andlisis de varianza efectuado a los datos obtenidos de los
experimentos realizados, en donde se encontrd diferencia significativa para ¢l tipo de
polietilenglicol y Ia interaccién emtre el tipo de PEG y la concentracién de los PEGs
estudiados, y no existid tal diferencia significativa en el caso de las concentraciones de
PEGs empleadas,
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3. Resultados experimentales.

Tabla No. XIX. Andllsls de varianza de
los PEG's (1500, 4000 y 6000), y del AAS.

EV. S.C. gL M.C. Fexp. Ftablas. "
Ci. 1132748 2 566374.23 1.5948 323
Pj. 15381908 2 7690954,03 | 21.6566 3.23
CPij 4309286 4 1077321.62 3.0335 2.61
Rk(ij). 12784722 36 35513118
TOTAL 33608664 44
Absorcion de AAS
Tpode ARG
200
1500 - \ /
w0 N
50
/.q:hwg qgmles&w . \
150 0 exn

[--Tmmm ...le

Fig, No. 14. Comparacién de la absorcién de 4¢ldo acetil salicflico con 1z absoreién
promedio de las tres concentraciones 0.5, 1.0, 2.0 (%, v/v) estudiadas
para cada dpo de PEG.
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3. Resultados experimentales.

Absorcién de AAS
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Fig. No. 15, Comparacién de Ia absorcion del dcido acetil salicflico
<on [a absoreién de cada tipo de PEG ¢n las concentraciones
analizadas,
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Fig. No, 16, Comparacién de Ia absorclon del dcido acetl] sallcllico
con el promedio de los tres tipos de PEG a cada una
de las concentraclones analizadas.
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3. Resnltados experimentales.

5.5. PROCEDIMIENTO PARA CALCULAR EL PESO DE LOS
INTESTINOS SECOS.

Para conocer el peso seco en gramos del intestino empleado en el experimento se
procedid de acuerdo con lo establecido en la seccién (4.8.), y se cbtuvo el valor como
sigue:

Peso del intestino seco= Peso en gramos de Ia charola con el intestino seco - Peso
de la charola de aluminio a peso constante.
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6, DISCUSION DE RESULTADOS,




6. Discusidn de resultados.

6.1, CONTROL DE CALIDAD DE EXCIPIENTES (PEG 1500, PEG 4000 Y
PEG 6000) Y EL ESTANDAR DE ACIDO ACETIL SALICILICO.

6.1.1. Apariencia.

De acuerdo con lo reportado en la literatura encontramos que el PEG 1500 que se
estudié fue el tinico que presentd una apariencia diferente, el PEG 4000 y el PEG 6000 y
el AAS presentan una apariencia que va de acuerdo con lo que se reporta en la literatura.

6.1,2, Fluidez.

De acuerdo con los datos de la Tabla No. X se encontrd que la velocidad de flujo
en arden de mayor a menor la preseata el PEG 1500, el PEG 6000, ¢l PEG 4000 y el
AAS, esto debido a la apariencia que presentaban cada tipo de Polietilenglicol y el AAS.

6.1.3. Densidad aparente y real.

A partir de los datos presentados en la Tabla No. X se encontré que el volumen
ocupado inicial y el volumen ocupado final fue en orden de mayor a menor, primero el
PEG 1500, AAS, PEG 6000 y el PEG 4000 respectivamente y en el caso de la densidad
aparente y real el orden fue del AAS, PEG 4000, PEG 6000 al PEG 1500
respectivamente, lo cual es atribuido a la apariencia que presentan estas materias primas.

6.1.4. Tamaito de particula,

De acuerdo con los datos de fa Tabla No. XI. se encontré que el PEG 1500
presenta en mayor proporcion un tamafio de particula arriba de un didmetro de 3.36 y le
sigue en cantidad un didmetro de particula igual a 3.36(mm), para el PEG 4000 la mayor
proporcion de particulas es menor ¢ igual a un didmetro de 0.42(mm) y le sigue en
proporcion un tamafio de particula con un dizmetro de 0.8 (mm). El PEG 6000 el cual
presenta en mayor cantidad un tamailo de particula de didmetro menor € igual a 0.105
(mm) siguiendole en cantidad un didmetro de particula mayor a los 0.149 (mm) y menor a
los 0.177 (mm) y por tltimo el AAS tiene una mayor cantidad de tamafio de particula de
dizmetro menor de 1.0 (mm) y mayor de 0.8 (mm) y e sigue en cantidad un tamafio de
particula con didmetro menor e igual 2 0.250 (mm).

ESTR TESIS MO Dgsg
SAUR BE LA BiBLIBTECA
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6. Discusidn de resultados.

6.1.5. Punto de fusién.

Los datos de punto de fusion obtenidos se encuentran dentro de los intervalos
reportados en I literatura.

6.1.6. Analisis térmico diferencial.

De acuerdo con las grificas que se muestran de la Fig. No. (1 a la 3), se
encontraron los valores para [a transicion de fusion de estos excipientes, dando un valor
definido de temperatura a fa cual Ia molécula de Ia sustancia sufre un cambio en debido a
la cantidad de calor aplicado, siendo de 48.43°C, 58.85°C y 62.29°C para el PEG 1500,
PEG 4000 y el PEG 6000 respectivamente.

Ademas suponemos que son sustancias que no presentan impurezas y degradacion
ya que sus picos son definidos, debido a que estos excipientes se fundicron y no existieron
picos coleados, encimados o varios picos que estuvieran mostrando el comportamiento de
otras sustancias, y en cuanto al primer pico pequefio que aparece es debido al comienzo de
la corrida de la sustancia que se esta analizando. Aunque no se puede dar un resultado en
cuanto a la pureza y a la caracterizacién real de los excipientes debido a que no contamos
con la informacion si el andlisis se realizd haciendo las pesadas de las muestras en una
balanza microanalitica, y ademas el analisis se deberia de haber hecho a una tasa de
calentamiento de 1 °C/min de acuerdo a la literatura, para que nosotros pudieramos decir
algo en cuanto a la pureza y ademés no podemos decir nada en cuanto a la estabilizacion
de la linea base ya que al parecer no se logré su completa estabilizacion y por lo tanto no
tendriamos un buen resultado en cuanto a la caracterizacion por que ademés no sabemos
de esta forma si realmente el pico se debe a la materia prima unicamente o si quizas existe
alguna otra sustancia que interfiera, debido a que la tasa a la que se corrio la muestra no
fue la més adecuada.

62, ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO INVERTIDO
DE RATA,

6.2,1. Validacién de]l método analitico por Espectrofotometria para la
cuantificacién de glucosa en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH 7.4).

© 62,1.1, Linearidad,
En la Tabla No. XIIL se presentan los resultados obtenidos de las tres curvas de
estandar de glucosa en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH=7.4 y en la Fig. No.

4 se presenta la grafica en la que se observa !a linearidad del método en un intervalo de 20
a 160 pg/ml con un coeficiente de correlacidn de 0.9999.
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6 Discusidn de resultados.

6.2.1.2, Repetibilidad.

En la Tabla No. XIV se¢ presentan los resultados de las tres curvas de estandar de
glucosa en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4, en donde se puede observar
que el coeficiente de variacion mis alto fue de 9.44% el cual cze dentro de las
especificaciones para fluidos biologicos, el cual debe ser menor de 15%. %

6.2.2, Técnica de intestino invertido de rata ("'in vitro").

Se encontro que el intestino después de ser invertido y durante tiempo del proceso
de permeacion de la glucosa se encuentra integro funcionalmente hasta los 90 minutes y
existiendo una buena correlacidn entre la cantidad permeada y el tiempo, lo cual se
observa en los resultados en el Apéndice de Tablas en la Tabla (a.) donde se presentan los
perfiles de permeacion individuales de la glucosa y el promedio de estos; y en el Apéndice
de Figuras en la Fig. No. i muestra los perfiles de permeacion individuales para la glucosa
y en la Fig. No. 5 presenta los promedios de los perfiles de permeacion para las 4
repeticiones efectuadas en pg de glucosa acumulada / g de intestino,

Por otra parte se encontré que los perfiles de permeacion muestran un proceso con
una cinética de orden cero,

6.3. ESTUDIO DE PERMEACION DE NARANJA DE METILO PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD ESTRUCTURAL DEL INTESTINO
INVERTIDO DE RATA.

6.3.1. Prueba para determinar el maximo de absorcion del naranja de metilo,

De acuerdo cen los resultados ¢l pico maximo de absorcion del naranja de metilo el
cual se localiza a una longitud de onda de 463 nm con una absorbancia de 1.723 a la
concentracion de 50 pg/ml, en celdillas de 1 em; esto permitid realizar la cuantificacion de
esta sustancia para las curvas estandar y en las muestras de permeacion empleando
concentraciones con una absorcion menor a 0.7,
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6. Discusion de resultados.

6.3.2. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para la
cuantificacion de naranja de metilo en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH
74).

6,3.2.1, Linearidad,

En la Tabla No. XV se presentan los resultados obtenidos de las tres curvas
estandar de naranja de metilo en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH=74yen
la Fig. No. 7 se presenta la grafica en la que se observa la linearidad del método en un
intervalo de 0.5 a 10 ug/ml con un coeficiente de correlacion de 0.9998.

6.3.2,2, Repetibilidnd.

Ena Tabla No. XV1 se presentan los resultados de las tres curvas de estindar. de
naranja de metilo en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 7.4, en donde se
puede observar que ¢l coeficiente de variacion mas alto fue de 1.82% el cual cae dentro de
las especificaciones para fluidos biolégicos, el cual debe ser menor de 15%. %

6.3.3. Técnica de intestino invertido de rata ("in vitro").

Teniendo en consideracion que el naranja de metilo es una sustancia que se absorbe
muy poco debido a sus caracteristicas hidrofilicas nos permite saber si el intestino ha
sufrido algun dafio al llevar a cabo el proceso de inversién de este, y durante el tiempo del
proceso de permeacion del farmaco, esto es, para determinar si el intestino es integro
estructuralmente.

De acuerda con los datos del Apéndice de Tablas en !a Tabla (b) y en el Apéndice
de Figuras en la Fig. No, ii se encontrd que el intestino no sufre daiio durante el proceso
de inversion y no sufre ninguna alteracion hasta los 60 minutos de estudio ya que los
perfiles de permeacion del naranja de metilo muestran patrones semejantes y existe una
correlacion entre la cantidad acumulada de sustancia y el tiempo hasta los 60 minutos.
Después de los 60 minutos existe un cambio de pendiente que sugiere un cambio en la
velocidad de transferencia del anaranjado de metilo.
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&, Discusidn de resnltados.

A partir de los perfiles de permeacion individuales de la cantidad acumulada de
naranja de metilo contra el tiempo se encontrd que este proceso de permeacion presenta
una cinética de orden cero hasta antes de los 60 minutos.

6.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE POLIETILENGLICOLES SOBRE LA
ABSORCION DEL ACIDO ACETIL SALICILICO EN INTESTINO INVERTIDO
DE RATA (in vitro),

6.4.1. Validacion del método analitico per Espectrofotometria para la
cuantificacion de salicilatos en solucién amortiguadors Krebs-Ringer (pH 7.4).

6.4.1,1, Linearidad.

En fa Tabla No. XVII. se puede observar que los coeficiente de correlacion de las
tres curvas estindar en el intervalo de 5 a 100 pg/ml se encuentran entre 0.9998 y 0.9999
por lo que el método cumple con €l criteric de linearidad en el intervalo de
concentsaciones estudiadas.

6.4.1.2. Repetibitidad.

En la Tabla No. XVII se puede observar que el coeficiente de variacion mas alto
fue de 6.29% para la concentracion de 10 pg/ml , por lo que el método se considerd
repetible en el intervalo de concentraciones estudiadas, ademas tomando en consideracion
que cae dentro del intervalo permitido para un estudio con una sustancia que simula un
fluido biologico, f cual debe ser menor del 15 %, ©**!

6.4.2. Técnica de intestino invertido de rata ("in vitro™).

Apartir de los perfiles de permeacion individules para el AAS, el PEG 1500, PEG
4000 y PEG 6000 encontramos que todos presentan una cinética de permeacion de orden
cero.



6. Discusidn de resultados.

De acuerdo con el anilisis estadistico realizado y de los resultados que se
derivaron de este, Tabla No. XIX, se encontrd que la permeacion del acido acetil salicilico
en presencia de cada tipo de PEG tiene un orden de mayor a menor cantidad permeada
del PEG 1500, al PEG 6000 y por Ultimo el PEG 4000, lo cual se encuentra representado
en la Fig No. 14, y la permeacién del control (fairmaco de AAS) es menor comparada con
la de los tres PEGs analizados,

En Ia Fig. No. 15 se observa como si hay iateraccion entre el tipo de PEG y la
concentracion sobre todo por el PEG 4000 ya que se encontré que el PEG 4000 al
aumentar Ja concentracion, disminuye la permeacion y puede ser menor que la permeacion
del control (firmaco AAS) obsevandose claramente en la mas alta concentracion estudiada
para este tipo de PEG, lo cual no se observa con el PEG 1500 y el PEG 6000.

En cuanto al incremento de la concentracion de PEG adicionado no se encontraron
diferencias significativas, 1o cual se encontrd tanto en el resultado del anélisis estadistico y
se observa claramente al esquematizar los resultados que se muestran en Iz Fig. No. 16 en
donde se comparé con la permeacion del contro! (firmaco AAS} y se encontrd casi una
linea recta que nos indica que ¢l promedio de los resultados de cada tipo de PEG a una
misma concentracion no muestran diferencias grandes en cuanto a la cantidad de farmaco
permeado al aumentar la concentracién de PEG adicionado.

6.5. PROCEDIMIENTO PARA CALCULAR EL PESO DE LOS
INTESTINOS SECOS. ‘

Los valores que se obtuvieron se emplearon para corregir fa cantidad de sustancia
o farmaco permeado en cantidad acumulada con respecto al tiempo, para que de esta
forma se eliminara la variable del tamafio de intestino empleado y de la variabilidad entre
individuo.
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7. CONCLUSIONES,




7. Conclusiones.

El Control de Calidad realizado a los excipientes en apariencia, fluidez, densidad
aparente y densidad real, tamafio de particula, son pardmetros que nos permiten conocer
sus caracteristicas reologicas, y el analisis por calorimetria no nos puede dar un resultado
en cuanto a la caracterizacién de las materias primas y su pureza debido al
desconocimiento de) control efectuado durante el analisis, por lo cual se sugiere que el
analisis de materias primas para caracterizarlas se realice siguiendo los lineamientos ya
mencionados, ya que de esta forma Ia caracterizacion y los estudios de compatibilidad de
materias primas que s¢ pueden realizar por medio de la calorimetria diferencial de barrido
son técnicas que permiten un andlisis mis eficiente y menos costoso para la industria
farmacéutica.

Los métodos fueron validados de acuerdo con las especificaciones reportadas en la
literatura para estudios con fluidos biologicos, obteniendo buenos resultados en los
pardmetros medidos.

Las pruebas realizadas de permeacion con glucosa nos demuestran que el intestino
invertido de rata es viable metabolicamente hasta los 90 minutos.

Las pruebas de permeacion realizadas con naranja de metilo nos indican que el
intestino invertide de rata es integro estructuralmente hasta los 60 minutos, yz que
después de este tiempo existe un cambio en la pendiente que es indicativo de un cambio en
la velocidad de transferencia de esta sustancia, y posible pérdida de la viabilidad
estructural y metébolica del intestino.

Se encontrd que el PEG 1500, 4000 y 6000 influyen en la permeacion del 4cido
acetil salicilico.

No existe influencia en 12 permeacion del AAS por parte de los PEG’s al atmentar
st concentracion, de acuerdo con el modelo estadistico empleado para ¢l anilisis de los
datos de los estudios de permeacion.

Los factores analizados que fueron el tipo y concentracion de PEG, estos en ¢l
estudio ejercen una influencia en conjunto en ¢l comportamiento de la permeacion del
AAS, por lo que se recomienda hacer un estudio para conocer realmente cual de estos
factores es que estd influyendo realmente en la permeacion del farmaco.

Se encontrd que los tipos de PEGs que se estudiaron tiene una influencia sobre la
permeacion del AAS.Se recomienda el uso def PEG 1500 y el 6000 si se quiere lograr una
mayor permeacion del AAS, pero es importante notar que se requiere de un uso cuidadoso
de estas materias primas debido a su bajo punto de fusién, sobre todo del PEG 1500 esto
al momento de mezclar y de comprimir para lo cual se tendrian que usar sistemas de
enfriamiento. El PEG 4000, es recomendable también su uso ya que se encontré que
influye en la permeacion del AAS en un menor grado que los otros PEGs, pero se
recomienda también un manejo adecuado de esta materia prima.
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68

Tabla (»). Perflles de permeacién y Promedio del

perfH de permeacién de Glucosa.

Tiempo. Gluacosa.
(min). Concentractén acumulada
de glucosa/n de Intestino).
Exp. 1 Exp.Z _Exp.3_ Expd. Promedio
0 0 0 0 [i] [
10 1325.77 940.48 983.60 616.97 966.715
20 2116.20 2115.95 2077.53 1139.05 1862.18
30 2793.52 5080.93 3201.60 1814.40 3222.61
40 3440.68 6075.64 4415.85 2497.06 4107.31
60 5211.32 7992.21 6583.03 4289.08 6018.91
90 __8195.92 10478.20 9452.35 7460.53 8896.75
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Tabla (b). Perfiles de permeacitn y Promedio del
perfll de permeacién de Naran]a de Medlo.

06

Tiempo. Naranja de metilo.
(min). C tracién Iad
{ng de paranja de metilo/g de # ino).
Exp. 1 Exp. 2. Exp. 3 Exp 4. Promedlo
(1] (1] 0 0 0 [}
10 13.2035 6.8052 13.1533 12.3644 11.38
20 21.3499 17.0202 25.7687 19.7059 20.96
30 33.5902 28.3720 37.0394 29.5588 32.14
40 51.3692 50.4073 54.2269 44.9370 50.24
68 93.2294 94.2654 51.0473 83.9225 90.62
% 165.4319 162.4470 171.7057 165.6030 166.30
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Tabla (c) Promedios del Perfil de permeacién del AAS y del AAS+ PEGs (1500, 4000 y 6000).
n=5 ratas Wistar.

Tiempo. AAS. AAS + PEG 1500 AAS +PEG 4000 AAS +PEG 6000
(min)- (Control) ng de AAS/g de pg de AAS/g de pgde AAS/g de
ng de intestino intestino intestino
AAS/g de
intestino, :
0.5%. 1.0% 2.0% 0.5% 1.0% 2.0% 0.5% 1.0% 2.0%
0 0 [1] 0 [ 0 0 g 0 [} [
10 329.01 367.78 426.12 334.08 299.64 213.86 207.43 40845 355.94 300.64
20 626.18 760.23 695.14 716.10 596.85 374.25 441.08 523.19 674.97 604,08
30 89032 112.86 987.81 1042.79 911.23 564.99 630.81 77265 - 944.01 904.67
40 1128.83 1486.25 1331.52 1410.15 1230.56 830.60 833.49 1033.31 1206.73 1179.49
60 1537.92 2121.67 1958.16 2114.47 1805.89 1260.77 1158.56 1548.61 1410.51 1689.3%
990 2379.85 3120,35 3024.06 3124.82 2561.75 1942.04 1534.17 2405.66 2534.36 2473.41
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Tabla (). Perfiles de permeacién del AAS y AAS + PEGs (1500, 4000 y 6009).

Exp. Tiempo AAS. PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
No. @Gmin) | (Coutrol) ne de AAS/z de pgde AAS/gde pp de AAS/g de
ppde intestine intestino intestino
AAS/z de
intestino,
0.5% 1.0% 2.0% 0.5% 1.0% 2.0% 0.5% 1.0% 2.0%
1] 1] 0 1] 0 9 0 0 0 ] 0
10 31490 5134 590.2 380.8 333.9 2134 99.8 260.2 354.1 349.0
20 785.7% 980.3 1020.3 739.0 622.2 4357 304.5 494.2 668.6 705.3
1 30 1169.68 1470.4 1541.8 11273 1001.7 B 421.9 T45.7 1032.7 1083.0
40 1547.57 1995.4 1937.6 1553.3 1362.9 1004.6 626.5 327.5 1297.6 1446.5
&0 2177.44 29159 2630.7 2325.6 2161.9 1677.1 796.3 1431.6 1802.% 198%.5
99 3383.22 4197.1 3964.5 3391.5 31340 1093.8 1167.¢ 2397.6 2603.0 3222.1
0 ] 1] 1] ] ¢ 0 Q 0 0 0
10 211.26 347.79 539.0 391.2 2555 2925 178.6 182.6 528.0 199.7
20 388.20 1106.7 937.3 934.2 613.0 453.4 3744 625.4 869.7 525.5
2 30 479.31 1554.6 1284.9 1306.4 1007.7 553.0 553.0 953.5 1090.3 763.6
40 682.00 2124.6 1615.8 1782.9 1458.1 1020.9 6973 1324.8 1301.6 1067.4
50 £93.26 2783.4 | 22973 2677.1 1973.5 1506.2 1681.9 1950.8 | 1727.1 1552.1
90 160228 4152.4 3354.5 3970.0 2460.% 23073 1397.8 3284.3 24913 2316.2
0 0 0 0 0 9 0 1] 0 0 i)
10 452.0% 510.% 586.6 366.6 473.6 350.7 220.7 3954 367.6 316.1
20 804,56 1083.0 726.6 7258 973.2 648.2 4058 823.1 759.0 667.2
3 30 1057.41 1512.2 919.1 1099.8 1403.5 919.2 559.7 1210.5 1126.7 9833
40 1201.59 1900.6 1418.1 1415.6 17817 1252.2 784.8 1573.6 1494.3 1366.6
60 1454.44 2595.3 2185 2058.1 2593.4 158.2 1085.7 22433 22263 2061.6
30 2268.79 3964.0 3423.2 3165.3 3890.6 2697.4 1395.4 3122.7 3085.3 2806.4




£6

Tabia (d.1). Pesfiles de permeacién del AAS y AAS + PEGs (1500, 4000 y 6000).

Exp. | Tiempo AAS. PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
No. (miny | (Control) g de AAS/g de pgde AAS/pde ppde AAS/nde
ppde intestino intestino intestine
AAS/g de .
intestino.
0.5% 1.0% 2.0% 0.5% 1.0% 20% 0.5% 1.0% 20%
0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 0
10 39836 2857 465.24 5380 366.1 128% 390.8 261.4 3987 423.7
20 751.53 693.6 861.2 1020.0 687.7 1489 826.2 547.2 788.5 797.0
4 30 1041.46 1136.3 1257.1 1436.6 1027.0 359.4 1181.3 767.9 1097.4 12543
40 1331.38 | 1561.7 1752.0 1996.8 1393.2 597.1 1464.8 1045.6 1487.2 1535.2
60 1973.72 | 2711 2542.8 2989.6 | .2027.0 1243.0 1855.6 1616.5 2218.4 2169.0
90 2715.46 3433.6 4030.2 4270.8 2981.9 342.3 2049.9 24%8.7 3623.5 32713.0
[} 0 0 ] 0 0 0 0 Q 0 ]
10 298,57 3489 3751 327.9 368.7 297.7 354.7 351.1 487.1 5153
20 554.00 697.9 625.5 1.5 685.0 559.2 735.6 645.2 963.9 929.5
£l 30 800.81 1003.6 923.9 1286.6 1027.5 820.8 1029.0 958.3 1317.0 1343.8
40 1021.74 1335.2 1264.7 1712.2 13874 1109.4 14274 13283 1659.7 1667.2
60 1458.34 2064.4 2124.6 2636.4 2079.7 1615.2 2131.9 2049.5 2291.2 2364.2
90 2438.44 | 2975.0 3371.9 3951.5 2903.1 2211.5 3195.0 3140.6 3397.3 3222.8
0 0
16 298.88
20 502.95
6 30 793.22
40 988.67
60 1270.31
90 1870.82
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Apendice de Figuras.
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Apendice de Figuras.
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Apendice de Figuras.
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Apendice de Figuras.

Perfil de Permeacion.
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119.da AASI g da Inteatino,
5
Ak
3p
s 2|
NS
° L s N
[ 0 40 60 10
Tiampo (min).
9RI +R2 «R3 8R4 RS |
Fig. No. (vii).
Perfil de Permeacién.
o AAS/ gda astin, | ACKS Soo sali o + PEG 4000 (1.0%)
, -
2
mires
1
0 . L
° » “ LY 10
Tierpo (min).
[8rt +R2 +R3 8R4 o R3]

Fig. No. (viii).
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Apendice de Figuras.

Perfil de Permeacion.
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Apendice de Figuras.

Perfil de Permeacion.
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