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1. INTRODUCCION.

Hasta ahora, la mayoria de los conceptos basicos involucrados en la
absorcion intestinal de farmacos estan fundamentados en experimentos en

ratas en modelos in vitro e in situ.

Brodie y col,, usando la técnica de perfusién intestinal in situ,
determinaron en el equilibrio, 1a concentracion de farmaco en sangre y
lumen intestinal inyectando simultaneamente éste en el torrente
sanguineo y perfundiéndolo en solucion en el intestino, (4!

En ésta técnica es muy util la informacién ya que se elimina la
posibilidad de considerar procesos como metabolismo, excrecion y
distribucion tisular, pero no trata directamente con el proceso de

absorcion,

También se han descrito®? técnicas de perfusién in situ en
segmentos intestinales de rata para estudiar la cinética de absorcion de
algunos farmacos, como la de perfusiéon de paso simple, recirculativa,
oscilativa y el método del orificio cerrado, en donde se ha encontrado que
el flujo afecta la velocidad de absorcion y la reproducibilidad del método.

A la técnica de intestino invertida®! modelo in vitro introducida por
primera vez desde 1954, se le ha encontrado amplia aplicacion,
particularmente para estudiar la influencia de varios factores en la
absorcién de fdrmacos. Aunque ésta técnica controla muchas de las
variables del proceso de absorcion, tiene la desventaja de que no existe
suministro sanguineo y se obtienen velocidades de absorcion mas lentas, y
el tiempo de depdsito del firmaco en la membrana es mayor que el real.®)



1. INTRODUCCION.

Uno de los métodos “in situ® utilizado para determinar velocidades
de absorcion de farmacos en un segmento gastrointestinal de ratas, es el
reportado por Doluisio y col. . La ventaja que ofrece con respecto a los
otros e¢s que nos permite obtener velocidades de absorcion comparables
con las reales, la técnica experimental es simple, los aparatos no son
costosos y estan disponibles en el laboratorio, ademas de que con un sélo
animal se pueden qbtener datos experimentales apropiados para
complementar el analisis cinético cuantitativo, y el tiempo experimental

utilizado es moderado.

El objetivo de este trabajo es desarrollar la técnica incorporada por
Doluisio para su evaluacion y determinar la viabilidad del intestino asi

como el proceso de absorcion de dos firmacos.

Con base en lo anterior, se desarrolld el presente trabajo con los

siguientes objetivos.
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2. OBJETIVOS,

A) Montar y validar la técnica fn Situ en intestino de rata para evaluar la absorcién de

farmacos.

B) Determinar el grado de absorcion de Acetaminofén y &cide acetilsalicilico en el

intestino delgado (Duodenc) en una solucién de Krebs-Ringer aun pH = 6.0,
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3. GENERALIDADES.

PARACETAMOL.

3.1.Monografia.

Von Mering usé por primera vez en medicina el acetaminofenc (paracetamol; N-acetil-p-
aminofenol) en 1893, sin embargo, sblo después de 1949 se hizo popular, después de haber
sido reconocido bien el principal metabolito activo de la acetanilida y la fenacetina.

La actividad antipirética de los compuestos reside en la estructura aminobenzeno. La
introduccion de otros radicales en el grupo hidroxilo del p-aminofenol y en los grupes amino

libres de la anilina reduce la toxicidad sin pérdida de la accién antipirética.ts

3.1.1.Descripcion:

Nombre quimico 133,

4-Hidroxiacetanilida, p-Hidroxiacetanilida, p-Acetamidofenol, p-Acetaminofenol, p-

Acetilaminofenol, N-(4-Hidroxifenil) acetamida, N-p-Hidroxifenilacetamida.

Sinonimos 3,
Acetaminofén, Acetofenum, Paracetamol.
Nombres comerciales (23,

Abesanil, Acamol, Acetalgin, Amadil, Anaflon, Apamide, APAP, Bickie-mol, Calpol,
Cetadol, Datril, Dial-a-gésico, Dirox, Dymadon, Eneril, Febrilix, Finimal, Gelocatil, Hedex,
Homoolan, Korum, Lyteca, Naprinol, Nobedon, Pacemo, Panadol, Panets, Paraspen, Parmol,
Tabalgin, Tapar, Temlo, Tempra, Tralgon, Tylenol, Valadol.

Formula condensada 33,

C:s Ho NO;



3. GENERALIDADES,

Férmula desarrollada 23,

H

NHCOCH;

Peso molecular 33,
15t.t

Solubilidad (.33,

Una parte en 70 de agua, | en 20 de agua hirviendo, 1 en 7 de alcohol, 1 en 13 de
acetona, | en 50 de cloroformo, 1 en 40 de glicerol, 1 en 10 de alcohol metilicoy | en 9 de
propilen glicol; insoluble en éter, soluble en soluciones de hidréxidos alcalinos. Una solucion
saturada tiene un pH alrededor de 6.0.

pKa 4= 9.5
Farmacocinética 16,

El Acetaminofén y la Fenacetina se metabolizan principalmente por las enzimas
microsomales hepaticas.

El Acetaminofén es rapidamente absorbido casi por completo después de su
administracion oral, en el tracto gastrointestinal. Su volumen de distribucién ha sido
reportado en el rango de 0.83-1.36 L/kg.

Lag variaciones en la cantidad de acetaminofén absorbido dependen del vehiculo usado
as{ como de la via de administracién,

Su distribucién es bastante uniforme en la mayoria de los liquidos orgéanicos. La union
del farmaco con proteinas plasmaticas es variable, sélo un 20-50 % puede unirse en las
concentraciones encontradas durante la Intoxicacidn aguda. Después de dosis terapéuticas,
puede recuperarse un 90 a 100 % del firmaco en la orina en el primer dia, principalmente
después de la conjugacion hepatica con écido glucurénico (cerca det 60 %), acido sulfiirico
(alrededor del 35 %) o cisteina (cerca del 3 %); también se detectaron pequefias cantidades de
metabolitos hidroxilados y desacetilados. Una pequeiia proporcion de acetaminofeno sufre N-



3. GENERALIDADES.

A dosis equivalentes, la formulacién oral produce niveles séricos mas grandes y
absorcion total comparandolo con respecto a Ia formulacién de supositorios de propilen glicol,
ambas son las preparaciones comerciales. Se ha reportado que cruza la placenta.

El Acetaminofén y sus metabolitos son excretados por el rindn. Después de dosis
terapéuticas del farmaco, séle del 1-4% se excreta inalterado.

La vida media del Acetaminofén es entre 2-4 hrs. en gente sana. El tijz y el Vd. son
comparables en adultoes asi como en niftos.

La vida media del Acetaminofén en plasma es cunsiderada como el mejor indicador de
toxicidad seria (ejem. dafio hepatico).

En adultos puede producirse hepatotoxicidad después de la ingestion de una sola
dosis de 10 a 15 g {150 a 250 mg/kg) de acetaniinofeno; dosis de 20 a 25 g o mdas son
potencialmente fatales,

El dafio hepatico grave (con niveles de actividad de aspartato aminotransferasa
mayores de 1.000 Ul por litro de plasma) se presenta en un 90 % de los pacientes con
concentraciones plasmaticas de acetaminofeno superiores a 300 pg/mL 4 horus después de la
ingestion del farmaca o de 45 pg/mL 15 horas después de ella,

El principal tratamiento antidote consiste en la administracion de compuestos
sulfhidrilo, que tal vez actien, en parte, reponiendo los depésitos hepédticos de glutatién. La N-
acetilcisteina por via oral es particularmente efectiva.

Con dosis terapéuticas, apreximadamente el 25 % del finmaco es metaholizado por el
efecto del primer paso a través del higado; es excretado por orina como varios conjugados: 44-
55 % como conjugados glucurénidos, 20-30 % como sulfato y 15-55 % como conjugados
acidos de cisteina y mercaptirico. Aproximadamente el 2 % de la dosis se elimina en forma
inalterada.

La dosis oral convencional de scetaminofeno es de 325 a 1.000 mg {650 mg por via
rectal); la dosis total diaria no debe exceder 4.000 mg. Para nifios, dosis individual 40 a 480
mg, segun edad y peso, no mds de S dosis en 24 horas, No debe administrarse durante mas

de 10 dias ni a nifios muy pequerios, excepto por prescripeién médica.

ACIDO ACETIL SALICILICO.

3.2.Monografia,

La corteza del sauce (Salix alba), cuya virtud antipirética conoclan los antiguos,

contiene un glucésido llamado salidna, descubierto por Leroux en 1827, Por hidrélisis, la



3. GENERALIDADES,

salicina libera glucosa y alcohal salicilico { saligenina). Piria, en 1838, elaboré dddo salictlico
de la salicina. Seis afos mas tarde, cahorus preparé acide salicilico del aceite voldtil de
gaulteria {esencia de Wintergreen). En 1860, Keolbe y Lautemann realizaron la sintesis de este
acido partiendas del fenal. El salicilato de sodia fue usado por primera vez como antipirético en
la fiebre reumatica par Buss en 1875 y al afio siguiente Stricker y MacLagan, cada unae por su
parte, descubrieran el valor de esta sustancia en la fiebre reumdtica. En 1886 Nencki intredujo
en la medicina el saliclato de fenilo y Dreser en 1899 hize lo misme con la aspirina (dcido
acetil salicilico). Los salicilatos sintéticos pranto desplazaron totalmente a los compuestos més

caras que se obtenlan de las fuentes naturales,

3.2.1.Descripcidn:

Nombre quimico 33,

Acetato de dcido salicilico; acido 2 - (acetiloxi)- benzoico; acido o-acetil salicilico, acido

2 acetoxibenzoico.

Nombres Comerciales 33,

El nombre aspirina esta limitado, otros nombres bajo los cuales se le conocen son:
Acido acetil salicilico; A.S.A.; Aciben; Adiro; A.S.A 500; Asawin; Asawin Pediatrico; Acetiben,
Acetiben 500; Acetiben S; Dolmex; Ecotrin 650; Labysal; Rhonal..

Formula condensada 43,
CoHaO4

Foérmula desarrollada 33,

9
C—0H
] —-("3 —~CHj,
¢]
Peso molecular 133,
180.15
Solubilidad 23,



3. GENERALIDADES,

En agua a 25 °C, 0.0033 g/mL; en agua a 37 °C, 0.01 g/mL; en agua a 100 °C, 0.03
g/ml; etanol de 0.2-0.4 g/ml; cloroformo, 0.025-0.06 g/ml; tetracloruro de carbono, 0.0004
g/mL; éter, 0.1-0.2 g/mlL; benceno, 00033 g/mL; éter de petréleo, insoluble; menos soluble
en éter absoluto; se disuelve con descomposicion en las soluciones acuosas de hidréxidos

alcalinos y carbonatos.

pKa 34 = 3,5,
Farmacocinética @3,

Los salicilatos ingeridos oralmente son absorbidos rapidamente, parte por el estomago
y en mayor cantidad en el intestino delgado. La velocidad de absorcion es determinada por
muchos factores, particularmente las velocidades de desintegracion y disolucion, el pH en la

superficie mucosal y el tiempo de vaciamiento gastrico; si son tabletas.

Después de la absorcidn, los salicilatos se distribuyen en los tejidos y fluidos
transcelulares por medio de procesos principalmente pasivos dependientes del pH. Atraviesa
barrera placentaria con facilidad.

Después de su administracién intravenosa, su vida media en el organismo humano es
de sélo 15 minutos, y se estima que el 20 % de su hidrélisis in vivo se leva a cabo en la
sangre .

La biotransformaciin del salicilato tiene lugar en muchos tejidos, pero particularmente
en el reticulo endoplasmico hepatico y mitocondrias. Los tres principales metabolitos son:
4cido saliciltirico ( el conjugado de glicina), el éter o glucurénido fenélico, y el éster o acil
glucurdnido. Ademds, una pequefia fraccién es oxidada a dcido gentistico (dcido 2,5-
dihidrobenzoico) y a acidos 2,3-dihidrebenzoico y 2,3,5-trihidrobenzoico; acido gentisarico, el
conjugado de glicina dcido gentistico también se forma.

Las principales rutas metabélicas utilizadas (glucurénido saliciltirico y salicil fenol) se
saturan con las dosis para el tratamiento de la inflamacion.

Los salicilatos son excretados en la orina como acido salicilico (10 %), acido saliciliirico
(75 %), glucurénido salicil fenélico (10 %) y acil glucurdnido (5 %), Acido gentistico (< | %).
La excrecion renal involucra filtracién glomerular, secrecion renal tubular activa y reabsorcion
tubular pasiva.

La dosis letal varia con la preparacion del salicilato, De 10 a 30 g. de salicilato de sodio
o aspirina ha causado la muerte en adultos, pero cantidades mucho mas grandes (130 g de

aspirina, en un caso} han sido ingeridas sin resultados fatales,
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3.3.ABSORCION DE FARMACOS.

La absorcion de los farmacos se define como el paso del firmaco de su sitio de

administracion a la circulacion.(

Un farmaco debe atravesar varias membranas bioldgicas antes de que alcance su sitio
de accidon independientemente de la ruta de administracion. En la cavidad oral existen dos
regiones, bucal y sublingual, donde las membranas son muy delgadas y tienen un suministro

de sangre abundante. ©

El transporte o paso del firmaco a través de 1as membranas en varias partes del cuerpo
depende del amplio intervalo en lu selectividad y las caracteristicas de las membranas. El
tamafio del poro, la composicion de la membranas y la presencia de acarreadores
dependientes de energia pueden afectar la absorcion del farmaco, sin embargo, la mayoria de

los farmacos pasan a través de las membranas biolégicas por difusion simple o pasiva.©

La velocidad de absorcién a pastir de los diferentes sitios de absorcion estd
determinada por las propiedades fisicoquimijcas del farmaco, la forma de dosificacién, y por

un gran numero de factores anatdmicos y fisiologicos.®

Los farmacos pueden ser administrados oralmente en una variedad de formas de
dosificacidn, las cuales incluyen cépsulas, tabletas, soluciones, emulsiones y suspensiones;
también son administrados por otras vias, por ejemplo: sublingualmente como tabletas,
rectalmente como supositorios o soluciones, tépicas como ungtientos, linimentos, soluciones,
cremas o soluciones por inhalacién como gases, vapores, aerosoles o polvos, y por inyeccién;

como soluciones o suspensiones.

3.3.1. Difusion pasiva a través de membranas.

La difusién ocurre cuando las moléculas del firmaco existen en una alta concentracion
a un lado de la membrana y una concentracion pequeria en el otro lado de ésta. La difusidn se
desarrolla a determinada velocidad para igualar la concentracién del firmaco en ambos lados
de la membrana, en donde la velocidad de transporte es proporcional al gradiente de
concentracién a través de la membrana. La Ley de Fick establece que la velocidad de difusion
0 transporte a través de la membrana es directamente proporcional al area superficial de la
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membrana y al gradiente de concentracién, y es indirectamente proporcional a la adherencia

de la membrana.t

Un cambio en cualquicra de estas variables puede alterar la velocidad de transporte del
farmaco a la sangre. El valor del coeficiente de difusién es dependiente de la naturaleza
quimica del firmaco y, en particular, de su grado de lipofilicidad, el cual puede ser evaluado a
partir del coeficiente de particién en disolvente acuoso-organico. La difusion también puede
estar influenciada por la temperatura, la presion, y por la naturaleza del disolvente. En el
intestino delgado la absorcién es mis rapida que en el estomago ya que su gran érea

superficial estd provista por vellos y microvellost?

3.3.2.Transporte activo en las membranas.®

Los farmacos también se absorben por un mecanismo de transporte activo, pueden
pasar de areas de menor concentracién a areas de alta concentracion. Se piensa que la
transferencia es medida via un “acarreador”, éste puede consistir de una enzima o de otra
sustancia en la pared gastrointestinal. El acarreador se combina con el farmaco y lo acompana
a través de la membrana para ser descargado en el otro lado de ésta. El complejo acarreador-
farmaco se considera que tiene una alta permeabilidad a través de la membrana del intestino,
no asi el farmaco solo. El transporte activo de los farmacos es especifico de un sitio, y la mayor
absorcién ocurre en lugares del tracto gastrointestinal, donde la concentracion del acarveador

es mayor,

A bajas concentraciones, la velocidad de absorcion del farmaco por transporte activo es
proporcional & 1a concentracién del firmaco en el intestino. A niveles altos de farmaco el
sistema de acarreadores eventualmente se satura y los niveles de absorcion alcanzan una

velocidad maxima determinada,

Por lo tanto la velocidad de absorcidn de las sustancias que se absorben via transporte
activo no se incrementan a medida que la dosis se aumenta, una vez que el mecanismo de

acarreadores se satura.

La difusion facilitada es una forma especial de transporte por acarreadores la cual tiene
varias caracteristicas del transporte activo, pero el sustrato no se mueve contra un gradiente
de concentracién. La glucosa que las células toman es un ejemplo de la difusion facilitada, La

difusién facilitada es mediada por una molécula de acarreador en la mucosa, la cual es
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selectiva, saturable, y que puede ger inhibida por ciertos electrolitos, pero la difusion facilitada

no necesita de la energia liberada por el cuerpo para que este proceso ocurra,

Otros mecanismos de absorcién incluyen la pinocitosis y 1a absorcion par iénico. La
pinocitasis literalmente significa *célula bebiendo® y es un proceso en el cual la superficie de

la célula se invagina y toma la pequena vacuola de liquido que contiene el soluto o el farmaco.

3.3.3 Métodos de estudio.

Por muchos aiios, la absorcion del tracto gastrointestinal fue analizada simplemente
tomando como base si el fArmaco era efectivo o no cuando era administrado por via oral.
Posteriormente se desarrollé comparando la respuesta farmacolégica vista después de

la administracion oral, con la obtenida después de una inyeccion intravenosa.”

Con el advenimiento de métodos quimicos especificos para la estimacién de farmacos
en fluidos biolégicos, se utilizaron bases cuantitativas para ¢l eatudio de los firmacos de
manera que se puede estimar la velacidad de absorcion asi como a los mecanismos de
absorcién para obtener datos cinéticos detallados. Con base en estos estudios se puede
establecer si las moléculas del firmaco penetran la membrana gastrointestinal o si el farmaco

es destrufdo por las enzimas intestinales o el dcido gastrico.?

Manteniendo la definicién de la absorcion de un farmaco, el camino mas directo para
demostrar que la absorcion se ha llevado a cabo, debe ser por la deteccion del farmaco en la
sangre o en orina después de la administracién oral. Desafortunadamente, excepto bajo

circunstancias especiales, ésta forma de deteccion no es cuantitativa.?

Para eliminar variables, los investigadores han buscada condiciones experimentales
menos fisiolégicas, por ejemplo, para estudios de absorcion existen los métodos de intestino
ligado y los de perfusién con los que se disminuye grandemente la variabilidad biologica y

proveen un alto grado de reproducibilidad. @

En el intestino, los firmacos se colocan en un segmento de intestino o parcién de éste
ligado (loop), preparado quirirgicamente, el cual abre al exterior del animal para facilitar la
introduccion repetida y obtencién de solucién del farmaco. Adicionalmente para reducir la

variabilidad, 1as soluciones de firmaco pueden ser adicionadas a una velocidad constante a
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través de los segmentos intestinales o de las porciones de intestino ligadas (loops). Con estos
métodos de perfusion, es posible reducir la variabilidad de la motilidad y mantener una
presion hidrostatica constante y un volumen de fluido constante a través del lumen del
segmento. Las técnicas de perfusién proveen un alto grado de reproducibilidad de todos los

métodos de absorcion.?

Una aproximacion radicalmente diferente para el estudio de la absorcién involucra la
medicién del paso de una sustancia a través de la pared del intestino in vitro, esto cs,
movimiento de la regién mucosal hacia la regién scrosal (Wilson). Por definicion dicho
movimiento no constituye la absorcién, tomando en cuenta que no hay un suministro

sanguineo en el tejido.?!

3.4.Métodos In Vitro, In Situ e In Vivo para el estudio de los factores
fisiologicos que afectan la absorcién de farmacos.

Los estudios de absorcién incluyen el examen de la region maxima de absorcién en el
tracto gastrointestinal, la investigacién del proceso por la cual los farmacos son absorbidos
(ejemplo; difusién pasiva y transporte activo}, y 1a elucidacion de factores fisicoquimicos que
afectan el comportamiento de la forma de dosificacion (ejemplo: ingrediente activo/ relacion de
exciplentes, tabletas recubiertas contra tabletas recubiertas por capa entérica, y parametros
de solubilidad).®

Los métodas In Vitro ¢ In Situ son simples, reproducibles y de gran valor, ya que son
estudios mas directos y econdmicos de la absorcion y acciéon de los farmacos. La
experimentacion /n Vivo con humanos provee la infurmacién mas atil, pero el trabajo es mas
caro, dificil de interpretar y limitado por restricciones severas, tales como el consentimiento

del paciente, particularmente en ¢l caso de estudios pediatricos y geridtricos.®

Los estudios preclinicos de bindisponibilidad basados en la comparacion de perfiles de
administracién intravenosa con perfiles que resultan de otras rutas de administracién proveen
un indice de la biodisponibilidad absoluta del compuesto administrado. Comparaciones
similares sin un estindar, usualmente permiten silo una evaluacién de la biodisponibilidad

relativa.?y

Existe una variedad de factores fisicoquimicos que afectan la biodisponibilidad del
firmaco, incluyendo la establidad, el tamario de particula, el tamario de cristal y polimorfismo,

12
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Los parametros primarios de absorcién del firmaco son sus caracteristicas de
solubilidad y de disolucién. Un farmaco sélido administrado oralmente se debe disolver en el

tracto gastrointestinal antes de su absorcion a través de la mucosa gastrointestinal.21

Se ha encontrado que en ¢l intestino se tienen gradientes osmaticos, hidrostaticos y
eléctricos los cuales pueden inducir movimiento de agua en estudios in vitro, Esto sugiere una
variabilidad en el transporte de agua que contribuye a una variabilidad en la absorcion
intestinal de los firmacos administrados, particularmente cuando son administrados con
nutrientes, El impacto del transporte de agua en el intestino en la absorcién de varios
farmacos in vivo, es significativo sélo en el caso de ser una funcién de las propiedades
fisicoquimicas del fairmaco y de los nutrientes que influyan en los pardmetros fisiolégicos

gastrointestinales. (19

Se debe tener cuidado con aquellos firmacos que pueden ejercer un efecto inductor de
el paso de agua ya que si c¢ati ademas combinado con una solucién fisiolégica que contenga
glucosa, el efecto del paso de agua no sélo va a ser atribuido a la glucosa sino que un firmaco
presente en el estudio de otro de interés, puede estar afectando o puede ser que el mismo

farmaco que se esta analizando induzca el paso de agua a través de las membranas.(to

3.4.1.Modelos In Vitro para probar la absorcién de nuevos firmacos.

En los iltimos 60 afios se han desarrollado un niumero de métodos in vitro para el
estudio de la absorcién intestinal. En 1899 Reid describio experimentos con intestino aislado
¢l cual separaba dos fluidos. Posteriormente Auchinachie, MacLeod y Magee usaron porciones

de intestino de conejo y los suspendian en un baio de solucién salina oxigenada.09

E! primer método para ascgurar una oxigenacion adecuada del tejido fue descrita en |

1949 por Fisher y Parsons, y subsecuentemente modificada por otros, En este método una
porcion de intestino de rata, se monté de tal manera que la solucién salina oxigenada podfa
circular en ambos lados del tejido. Un Gltimo desarrollo fue el uso de sacos de intestino
invertido, los cuales eran incubados con agitacién en pequerios matraces gasificados con
oxigeno.!!9 Posteriormente Wilson y Wiseman describieron un método con el uso de segmentos
alslados de intestino invertido. En su método, el fluido serosal puede ser muestreado
solamente al final del procedimiento de experimentacion. Crane y Wilson posteriormente
legaron un sistema de sacos invertidos el cual permitia un muestreo en serie del fluido en el
lado serosal del intestino.(22



3. GENERALIDADES,

Tomando en cuenta que la administracion oral es la ruta de eleccion para la
administracion de los farmacos, los procesos in vitro que simulan a los procesos in vivo, son
utiles en la identificacion de los problemas potenciales de biodisponibilidad durante el
desarrollo de un farmaco, Uno de los principales fuctores que afectan la absorcion del farmaco

es la permeabilidad del mismo a través de la mucosa gastrointestinal.2y

Para estudios de permeacion, un procedimiento in vitro el cual utiliza sacos de
intestino invertido fue de valor para la prediccion de las caracteristicas de permeacion de
diferentes tipos de firmacos. Una aplicacién interesante de esta técnica, fué el estudio de las
variables de dosificacién y los efectos de los excipientes y aditivos en la permeacién de los
farmacos. Este modelo fué empleado para estudiar el efecto de la formacion de complejos en la
absorcion de farmacos y el efecto de los agentes tensouctivos fisiolégicos y no fisiolégicos en el

transporte de los firmacos.@

Existen varios mecanismos para explicar los efectos de los cationes y los azicares en el
transporte de firmacos. Uno de estos considera la concentracidn efectiva de firmaco en el
tejido intestinal (ejemplo: el compartimento epitelial celular). Existe indudablemente un
incremento en €l volumen compartamental celular d+l tejido del intestino, en la presencia de
varios inhibidores. Si este incremento en el volumen celular resulta en una disminucién enla
concentracién del firmaco en la célula, uno esperaria que disminuyera el gradiente de
concentracion entre este compartimento y la solucién serosal. Si la transferencia del tejido al
compartimento serosal es limitante de la velocidad, existiria una disminucién en la velocidad

de aparicion del firmaco en el compartimento serosal (e

Con farmacos relativamente insolubles, la velocidad de disolucién generalmente es el
paso determinante en la velocidad de absorcion que sigue a una administracion oral.
Considerando firmacos relativamente solubles, la permeabilidad puede ser un paso

determinante.

Se debe determinar cudl parametro asociado con el proceso de absorcién es el paso
limitante de la velocidad. Una prueba de absorcion o de permeacion puede reducir el tiempo

de desarrollo de un nuevo firmaco si es realizado antes de los estudios clinicos.?2

3.4.2.Estudios In Vitro.®
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En el analisis de la absorcion potencial de los firmacos, ademas de la determinacion de
pardmetros fisicos, los experimentos in vitro usando membranas bioldgicas estin ganando
mayor aceptacién dentro de los cientificos preformuladores, Estas técnicas miden la velocidad
de permeacin de los farmacos en solucion a través del intestino de ratén o de rata y proveen

una informacioén perteneciente a las caracteristicas de absorcion de los farmacos.

Dentro de los sistemas intestinales In Vitro se encuentran los siguientes:
a) Técnica del saco invertido 00,
b} Técnica de circulacion 1,
c) Técnica del anillo invertido o de rebanada®ah,
d) Técnica del saco invertido con sistema de flujo®,

3.4.3.Estudios In Situ (sistemas).B!

En muchos casos, las predicciones y/o conclusiones basadas en los estudios de
absorcion de firmacos requieren de mas informacion. Los sistemas in situ, los cuales simulan
mejor los procesos fisiologicos, pueden proveer condiciones experimentales mas realistas.
Entre ellos se encuentran:

Segmentos gastrointestinales ligados.a!

Técnica de perfusion.®

Técnica del intestino de rata

Técnica del asa intestinal de intestino de rata,

Técnica del estémago de rata.

3.4.4.Estudios In Vivo.8.9

En algunos casos las pruebas in vive de las formulaciones de tabletas involucran
estudios en animales antes de los estudios en humanos, en otros casoes las formulaciones de
tabletas son estudiadas directamente en humaros, Los estudios en animales a menudo se
llevan a cabo en nuevas formas de dosificacién antes de llevar a cabo estudios mas costosos
en humanos, por una o mas de las siguientes razones: para establecer al menos la factibitidad
preliminar de la forma, de acuerdo con la funcién que se propone o el modo de operacion,
verificacidon o establecimiento preliminar de la seguridad, estudios de toxicidad
(particularmente irritacién), o estudios farmacocinéticos en un modelo animal,

15
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Cuando se realizan estudios en humanos, especialmente para un nuevo farmaco del
cual no existe un producto estindar o para un farmaco con problemas obvios de
biedisponibilidad, es descable o esencial conducir tales estudios con mas de una formulacion.
Esto es especialmente verdadero si la meta del diseiio del producto es una optimizacién y ¢l
objetivo primario es maximizar la biodisponibilidad o lograr un nivel sanguineo dado o un

perfil de respuesta contra el tiempo.

Los métodos in vivo han sido empleados con éxito en el descubrimiento de las
caracteristicas de absorcién de los firmacos. Los métodos directos einplean datos urinarios o
sanguineos para calcular las velocidades de absorcién. Los métodos indirectos utilizan datos
de la respuesta farmacologica con el propésito de examinar factores fisiologicos y

fisicoquimicos que influyen en la absorcion de tos farmacos.

3.5.ELECCION DE UN MODELO ANIMAL.134

{dealmente, se elige la especie animal que mejor simufe al hombre en la absorcién y
disposicién de un farmaco. Sin embargo en tos estadas preclinicos del desarrollo del farmaco,
uno no puede administrar ¢l farmaco al hombre, La eleccién del animal va a depender d la
experiencia previa con compuestos relacionados, y la naturaleza del disefio del estudio.

El perro parece ser adecuado para los estudioa biofarmacéuticos tomando en cuenta de
que es capaz de ingerir varios tipos de formas de dosificacion. Pueden ser dosificados
repetidamente, ademas de que hay similitudes fisioldgicas del tracto gastrointestinal en el
perro y el hombre en que ambos no secretan continuamente cido clorhidrico en el lumen
gastrico o bilis en el intestino delgado. El mono puede ser adecuado para estudios
biofarmacéuticos, pero es dificil de manipular. El puerco puede ser una excelente eleccién
para un modelo animal por su dieta, morfologia gastrointestinal y fisiolégica, y su fisiologia
cardiovascular y renal simula muy estrechamente al hombre. El puerco miniatura es un
modelo animal porque es adecuado para un muestreo repetido de sangre y su estructura
anatémica y su funcién fisioldgica de la mayoria de sus sistemas biolégicos se parecen a los
del hombre.

Los animales pequeiios, tales como el ratén, la rata y el hamster, son elecciones muy
pobres para estudios de biodisponibilidad in vive, tomando en cuenta que no pueden ingerir la
mayoria de lus formas farmacéuticas intactas, y que no se pueden obtener varios especimenes

bioldgices de un mismo animal. En algunos casos donde se designa un protocolo para evaluar
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la excrecion urinaria solamente, estos animales pueden usarse en estudios preliminares. El
conejo es una eleccién pobre para estudios de absorcion debido al tiempo de vaciado tan
grande de su estdmago, y la dificultad para obtener un estémago limpio por métodos
convencionales de alimentacion.

En muchos casos, las diferencias observadas entre los animales y el hombre son una
funcién de las velocidades a las cuales ocurren los eventos fisiologicos y no en si las vias
metabdlicas. La inclusién de tales sistemas minimiza mucho el error de los experimentos
usualmente encontrados en las fases preclinicas y en el inicio de la fase clinica del desarrollo

de un farmaco.
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4.1, MATERIAL Y EQUIPO:

-~ Potenciémetro
- Espectrofotometro DU6S Beckman
- Centrifuga
-1 Termémetro
-1 Vaso de pp de 2000 mL
-2 Vasos de pp de 600 mL
<30 Tubos de 13*100
-1 Parrilla
-3 Gradillas
-2 Jeringas hipodérmicas de 30 mL
-2 Llaves de 3 vias
-1 Equipae de cirugia
-2 Vasos de pp de 100 mL
-3 Vasos de pp de 250 mL
-1 Probeta graduada de 100 mL
-1 Probeta graduada de 500 mL
-2 Matraces volumétricos de 1000 m{
-5 Matraces volumétricos de 50 mi,
-7 Matraces volumétricos de 25 ml,
-1 Cronémetro
- Suturade seda
-2 Catéteres de vidrio en forma de L
-1 Probeta graduada de 10 mL
-3 Micropipetas { 5-50,50-200,200- 1600 micralitros)
- Puntas para micropipetas
-1 Celda de cuarzo para el espectrofotémetro.
- Papel fisiologico y papel limpia celdas.
-2 Tablas como mesas de cirugia,

4.2. MATERIAS PRIMAS.

4.2.1. Estindares:

18
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Estandar secundario de Acido acetil salicilico (AAS), pureza 100.13%, proporcionado

Estandar de acetaminofén, pureza 99.4%, proporcionado por la Sociedad
Industrial.

4.2.2. REACTIVOS:

Cloruro de sodio. R.A.

Cloruro de potasio.R.A.
Cloruro de calcio. R.A.

Fosfato monobasico de potasio.

Sulfato de magnesio heptahidratado. R A

Bicarbonato de sodio. RA.
Glucosa. RA.

Nitrato férrico cristales, R.A.
Cloruro mercurico. R.A.
O-toluidina. R.A.

Tiourea. RA.

Eter o cloroformo. R.A.
Etanol. RA.

Acido clorhidrico. R.A.
Acido acético glacial. RA,

4.2.3. Animales de laboratorio,

por los Laboratorios Shering Ploug, S.A. de C.V. México.

Quimica

J. T. Baker.
Mallinckrodt.
J. T. Baker.
Mallinckrodt.
Productos quimicos Monterrey.
J.T. Baker.

J. T. Balcer,
Merck,

J. T. Baker.
Merck.
Merck.
Mallinckrodt.
Mallinckrodt.
Mallinckrodt.
Mallinckrodt.

60 Ratas Wistar Macho de 300-400 gramos.

4,3.PREPARACION DE SOLUCIONES,

4,3.1. Solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 6.0.

Preparar las siguientes soluciones y mezclarlas en las proporciones que se indican y en

e} mismo orden manteniendo agitacion constante:
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Tabla Na. I .Soluciones para la Solucién amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=6.0.

SALES CONC. (%0} CONC. (M) PROPORCIONES

(ml)

NaCl 0.90 0.154 100
KCI 115 0.154 4
CaCly 1.22 0.110 3
KHzPO, 2.11 0.154 I
MgS0,7H;0 | 3,82 0.154 I
NaHCO;, | 1.3 0.15¢__ | 21

-Gasificar la solucién por 10 min. con COz thielo seco), sin agitacion,
-Adicionar 2g de glucosa per litro de solucién.
-Ajustar el pH a 6.0 con HCLO.IN,

4.3.2. Soluclén de glucosa en solucién amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=6.0 {1 mg/mL)}.

Pesar 100 mg de glucosa, disolver y llevar con solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
pH=6.,0 a 100 mL.

4.3.3, Soluciéon de dcido acetil salicilico en solucion amortiguadora
de Krebs-Ringer pH=6.0 {1 mg/mL}.

Pesar 100 mg de AAS y llevar a 100 mL con solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
pH=6.0,

4.3.4. Soluclén de scetaminofén en soluclén amortiguadora de
Krebs-Ringer pH=6.0 (1 mg/mL)}.

Pesar 25 mg de acetaminofén, disolver y levar a 25 ml con solucién amortiguadora de
Krebs-Ringer pH=6.0.

4.3.5. Soluciones estindar.

4.3,5.1. Solucién estindar de glucosa en solucién nmortiguidom de
Krebs-Ringer pH=6.0 {1 mg/mL).
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4. PARTE EXPERIMENTAL,

Pesar 25 mg de glucosa previamente desecada a 80-90° C durante dos horas cuando
menos, disolver y levar a 25 mL con solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH=6.0.

4.3,5.2. 8Soluciéon estindar de dcido salicilico en solucion
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=6.0. (1 mg/mL).

Pesar 25 mg de AS, disolver y levar a 25 mL con solucion amortiguadora de Krebs-
Ringer pH=6.0.

4.3.6. Reactivos para desarrollar color.

4.3.6.1. Reactivo de o-toluidina,.tt

En un matraz aforado de 100 ml colocar aproximadamente 90 mL de acido acétice
glacial, adicionar 0.15 g. de tiourea y agitar hasta disoiver. Adicionar 6 mL de o-toluidina,

ajustar el volumen con acido acético glacial.

4.3.6.2. Reactivo de Trindes, 017

Tranaferir 4 g de Cloruro merctrico a un matraz volumétrico de 100 mL y adicionar 12
mL de HC1 0.1 N, disolver y adicionar 4 g de Nitrato férrico, agitar hasta disolucién (calentar
un poco), llevar a volumen con agua destilada y mezclar.

Las soluciones se prepararon cada dia de analisis con el fin de evitar problemas de

degradacion.

Con el propodsito de implementar ésta técnica se consideré importante realizariaen las

siguientes etapas:

aj Integridad detl intestino.

Teniendo en cuenta que la glucosa atraviesa Jas membranas biolégicas por medio del
transporte activo, el cual involucra acarreadores proteinicos en ¢ proceso, nas permite saber
si el intestino ha sufrido algin dario durante el intervalo de tiempo que usamos en Ja cirugia.

b) Absorcién de Acido Acetil Salicilico.
En estudios anteriores™, se trabajo la técnica del intestino en la absorcion de Acido

Acetil Salicilico, con buenos resultados. Este estudio se compara con Ja técnica anterior,

¢} Absorcién de Acetaminofén,
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

Se sabe que el Acetaminofén casi no se absorbe® en via intestinal, 1o que se

comprobara con ésta técnica.

4.4, ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO DE
LA RATA EN LA TECNICA “IN SITU”,

4.4.1. Método analitico.

El métode analitico utilizado para fn cuantificaciéon de glucesa en solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer pH=6.0 ea el reportado por Huitman y Dubowsky. Modificado
por Hyvirinen y Nildala.t.u

En la tabla No.l se presenta fa forma de preparar las diluciones del estandar de
glucosa (preparada de acuerdo a fa seccidn 4.3.4.1.), para Ia curva de calibracién de glucosa

en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH«6.0.

TABLA No. II.
Preparacion de la curva estindar para la determinacién de glucosa por
espectrofotometria (A = 630 nm),

DILUCION |GLUCOSA VOL.AFORO CONC.GLUCOSA
(Img/mlL) (mL) (ug/mt}

1 1.25 25 50

2 2.5 25 100

3 3.75 25 150

4 5.0 25 200

) 6.25 25 250
ANALISIS DE MUESTRAS.
Cuantificadién de glucosa.

e las soluciones de la tabla No. Il tomar | mL de cada una y colocarlas en un tubo de
ensaye por separado, Adicionar a cada tubo 5 mL de reactivo de o-toluidina. (Preparado de
acuerdo a la seccidn 4.3.5.1.). Tapar los tubas con tapones de plastico con rosca, Agitar en
vortex por 10 segundos. Colocar en baiio marin a ebullicién por 10 min. cada una de las
muestras contenidas en los tubos. Enfriar las muestras contenidas en fos tuhos en un hario
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

de agua fria. Determinar la absorbancia de cada una de las soluciones de la curva estandar a
630 nm, tomando como blanco una solucién que contiene 1 mL de solucién amortiguadora
Krebs-Ringer (pH=6.0) y 5 mlL de solucién reactivo de o-toluidina contenido en un tubo de

ensayo.

4.4.2. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para
Ia cuantificacién de glucosa en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer
{pH=6.0).

4.4.2.1. Lincaridad,

Se determiné la linearidad trabajando 3 curvas en un dia en un intervalo de
concentracién de 50 - 250 pg/ml, de acuerdo a la Tabla il y se realizd el andlisis de las
muestras mencionadas en la parte anterior.

Se calculé el coeficiente de correlacion, pendiente ¢ intercepto para cada una de las

curvas.,

4.4.2.2. Repetibilidad (intra-dias).

Se determiné la concentracién obtenida entre mediciones independientes realizadas
bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempo y laboratorios), se prepararon tres
curvas estindar de glucosa en soluciéon amortiguadora Krebs-Ringer (pH=6.0) en el intervalo
de 50-250 pg/ml en 2 diferentes dias, se calculd la media, la desviacion estindar y el

coeficiente de variacidn para cada una de las concentraciones estudiadas.

4.4.3. Técnica “in situ” en intestino de rata para la
determinacion de permeacién de glucosa.

Se utilizaron ratas Wistar mache con un peso de 350 - 400 gramos, las cuales fueron
mantenidas sin alimento con acceso libre al agua en forma de *ad libitum” las 24 horas previas
al experimento. La rata se anestesid con éter etilico (se debe tener mucho cuidado en este
punto ya que si no estd bien sedado el animal puede llegar a levantarse, es por esto que se le
amairan suavemente pero con firmeza sin cortarle la circulacién las cuatro extremidades y se
sujetan a un clavo que esta en la tabla de cirugia), se expuso el intestino haciendo una
incisién abdominal y a través de dos pequerios cortes tanto del duodeno come de la porcién

final del mismo, se insertaron dos catéteres de plistico. (Se debe tener mucho cuidado con la
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

manipulacidon del intestino ya que debe ser muy suave y reducir al minimo la cirugia con ¢l

objeto de mantener el suministro de sangre como si estuviera en condiciones normales).

Los catéteres se aseguraron ligandoloa con sutura de seda y el intestino se devolvid ala
cavidad abdominal para ayudar a mantener su integridad. En el esquema No. 4.1 se

representa ¢l método utilizado, en el cual se ha canulade todo ¢l intestino delgado.

<

RATA ANESTESIADA

SOk, PERFUSION

Esquema No. 4.1. Técnica de perfusién del intestino de rata.

Con el fin de limpiar el intestino, el fluido de perfusién se pasdé a través de éste
lentamente y se retird por el catéter del fleon; esto se realizd hasta que la solucion salié clara,

La solucién de perfusion se mantuvo a una temperatura de 37 ©C,
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

La solucion de perfusion remanente, se¢ retiré del intestino metiendo un poco de aire
con la jeringa cuidadosamente e inmediatamente después se introdujeron 10 ml de solucion

de glucosa con una concentracion de 200pg/ml.

Vot . - - ey

7

Esquema No. 4.2. Cateterizacién y posicién de la llave de 3 vias
utilizada en el experimento de perfusion del intestino,

Para asegurarse de la uniformidad en la concentracién del farmaco a través del
segmento de intestino, las alicuotas se obtuvieron de las dos jeringas alternativamente.

De cada muestreo, se obtuvo el maximo volumen posible sin daiar las paredes del
intestino (esto es, cuidando que los catéteres no se taponen, ya que ¢l tapon lo forma el tejido
de la pared intestinal). El muestreo se realizé a los siguientes tiempos: 1, 5, 10, 15, 20, 30 y 45
minutos. Después de cada tiempo, las muestras se centrifugaron por un lapso de 10 minutos
para obtener una solucién transparente, sin restos de tejido 6 sangre (de éstas se tomé 1.0 mL
para el andlisis posterior correspondiente). En el interior del intestino, se restituyé con un
volumen de 3 mL con solucion de perfusion (200 pg/ml). De la muestra centrifugada, se tomé
1.0 mL y se le adicioné 5 mL de reactivo de o-toluidina, se taparon los tubos con tapones de
plastico con rosca, se agitaron en vértex por 10 segundos, se colocaron en bafio maria a
ebullicién por 10 minutos, se enfriaron en un baiio de agua fria y por Gltimo se determiné su
absorbancia a 630 nm, utilizando como blanco la muestra de solucién Krebs-Ringer (pH= 6.0)

sin glucosa.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

Se efectud una curva de calibracién de glucosa (de acuerdo al procedimiento descrito
en la seccién 4.4.1.), en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer (pH= 6.0), con reactivo de o-
toluidina, y se determinaron las concentraciones (pg/ml} de glucosa que se absorbié por

interpolacién de cada una de las muestras obtenidas a cada tiempo.

NOTA:
Al preparar la solucion amortiguadora de Krebs-Ringer (pli=6.0) no se adicioné

glucosa, ya que por medio de ésta se valoré la integridad del intestino.

Introducir 3 mL solue. de per- Determinar shsorbancias
Rata Wistar macho 350-400¢. Sin fusién37° C, de los muestres a la

alimento con sgua "o ibitum”. longitud de anda ¢o-
mespondiente a la téc-

(Huestmr I mL a fos Hempos: A nica,
(Anestesiar con eter etilico. ) 1,5, 10, 15,20, 30 y 45 min.
restituyendo con la solucidn de
perfusién y alternando las je-
ringes para obbener las raues- sar como blanco la
tenzar ls porcion de in- \ bres. / soluién Krebs-Ringer
testino que nos interesa [uo- 1 pH=6.0.
deno]. Conectar les lieves de 3 fUever las muestras & { mi cuan-\
vias an cada extremo wislado. do es necesario. Adicioner S mlJ
de reactivo pare desarraller color
\Hde scverds e la técnica a uswj, J
Lavar con solucién Krebs-Ringer l
pi=6.0437°C4 1°C, (Agitar 10 sey.en Vortex. )

@nln’fuw 20 min. & 2500 mm)--i

Diagrama 1. Procedimiento experimental para la prueha de permeacién de
glucosa,
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.5. ESTUDIO DE LA ABSORCION DEL ACIDO ACETIL
SALICILICO EN INTESTINO DE RATA IN SITU.

4.5.1. Método analitico.

El método analitico utilizado para la cuantificacion de salicilatos en solucién

amortiguadora de Krebs-Ringer {pH 6.0}, es el reportado por Trinder. (1%

En la Tabla No. Il se presenta la forma de preparar las diluciones de la solucién
estandar de Acido Salicilico, para la curva de calibracién en solucién amortiguadora de Krebs -
Ringer pH = 6.0.

Tabla No. III. Preparacion de la curva e¢stindar para la determinacion de
Acido Acetil Salicilico (A = 540 nm).

DILUCION  |ACIDO SALICILICO| VOL. KREBS- | CONC. ACIDO
(1 mg/mL) RINGER (mL) | SALICILICO
(ug/mL)
1 0.025 25 1
2 0.075 25 3
3 0.125 25 5
4 0.25 25 10
5 0.5 25 20
6 0.75 25 30
ANALISIS DE MUESTRAS.

Cuantificacidn de salivilatos,

Tomar 1 mL de muestra de cada una de las diluciones de la curva y colocarfas en un

tubo de ensayo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

Adicionar & cada tubo § mL de solucién reactivo de Trinder, (preparado de acuerdo al

procedimiento de la seccidn 4.3.5.2.), agitar en vértex por 10 segundosy.

Determinar la absorbancia de cada una de las soluciones de la curva estandar a 540
nm, tomando como blanco una solucién que contiene 1 mL de solucién amortiguadora Krebs-

Ringer (pH= 6.0), y 5 mL de solucién reactivo de Trinder contenido en un tubo de ensayo.

4.5.2. Validaciéon del método analitico por Espectrofotometria para
la cuantificacién de salicilatos en soluclén amortiguadora Krebs-Ringer
(pH 6.0}.

4.5.2.1, Linearidad.

Se prepararon en un dia tres curvas estindar en solucién amortiguadora Krebs-Ringer
(pH 6.0) segin la Tabla Ill, en 2 diferentes dias en un intervalo de 1 a 30 pg/mL, se calculé el

coeficiente de correlacion, Ia pendiente y el intercepto para cada una de ellas,

4.5.2.2. Repetibilidad.

Se determiné la concentracion obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempo y laboratorios), se
prepararon el mismo dia tres curvas estandar de acido salicilico en solucién amortiguadora
Krebs-Ringer (pH 6.0) en el intervalo de 1 a 30 pug/mL, se calculé la media, la desviacién
estindar y el coeficiente de variacion para cada una de las concentraciones estudiadas. El

experimento se repitié por 2 dias.

4.5.3. TECNICA “IN SITU” EN INTESTINO DE RATA.

Se pracedié como se indica en la seccién 4.4.3. en lo que se refiere a las condiciones

de los animales previas a la cirugia asi como al método usado para su sedacion.

Se hizo la incisién abdominal, se expuso el intestino del animal, se localizé la porcién a

utilizar y se hicieron las incisiones correspondientes para poder insertar los catéteres.

Los catéteres se aseguraron ligindolos con sutura de seda y el intestino se devolvié a la
cavidad abdominal para ayudar a mantener su integridad.
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4. PARTE EXPERIMENTAL,

Como medio para limpiar el intestino, el fluido de perfusién se pasé a través de éste
lentamente alternando las jeringas para extraer e introducir la solucién; esto se realizé hasta
que ésta salio clara. La solucién de perfusion debe mantenerse a una temperature. de 370C.

La solucién de perfusion remanente, se retir del intestino metiendo aire con la jeringa
cuidadosamente e inmediatamente después se introdujeron 10 mL de solucién con el
farmaco.

Para asegurarse de la uniformidad en la concentracién del farmaco a través del
segmento de intesting, las alicuotas se obtienen de las dos jeringas alternativamente,

De cada muestreo, se obtuvo el maximo volumen posible sin dafiar las paredes del
intestino (esto es, cuidando que los catéteres no se taponen, ya que el tapén lo forma el tejido
de la pared intestinal). El muestreo se realizé a los siguientes tiempos: 1, 5, 10, 15, 20, 30y 45
minutos. Después de cada tiempo, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm por un lapso de
10 minutoes para obtener una solucion transparente, sin restos de tejido & sangre (de éstas se
tomé 1.0 mL para el analisis posterior correspondiente). En el interior del intestino, se
restituyé con un volumen de 3 mL con solucién de perfusion (30 pg/mlL). De la muestra
centrifugada, se tomd 1.0 mL y se le adiciond 5 mL de reactivo de Trinder, se agitaron en
virtex por 10 segundos, se determinéd su absorbancia a 540 nm, utilizando como blance { mL
de solucion Kreba-Ringer (phi= 6.0) con 5 mL de reactivo de Trinder.

Se realizdé una curva de calibracion estindar de acido salicilico (de acuerdo al
procedimiento de la seccién 4.5.1.), en solucion de Krebs-Ringer pH = 6.0, y se determinaron
las concentraciones de farmaco que se absorbid en pug/ml por interpolacion de cada una de

las muestras obtenidas a cada tiempo.

4.6. ESTUDIO DE LA ABSORCION DEL ACETAMINOFEN EN
INTESTINO DE RATA IN SITU.

4.6.1. Método analitico.

El método analitico utilizado para la cuantificacion de acetaminofén en solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer (pH 6.0), se implementd de acuerdo con las caracteristicas del
farmaco segin Florey (6,
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En la Tabla No. IV se presenta la forma de preparar las diluciones de la solucion

estandar de Acetaminofén, para la curva de calibracidn en solucion amortiguadora de Krebs-

Ringer pH = 6.0,

Tabla No. IV. Preparacién de la curva estindar para la determinacién de
Acetaminofén (A =241 nm).

DILUCION |ACETAMINOFEN| VOL, KREBS- CONC,
{1 mg/mL) RINGER (mL) | ACETAMINOFEN
{ug/mL)
1 0.025 25 1
2 0.075 25 3
3 0.125 25 5
4 0.25 25 10
0.5 25 20
6 0.75 25 30

ANALISIS DE MUESTRAS.
Cada una de las muestras se {eyeron a 241 nm utilizando como blanco solucién de
Krebs-Ringer pH = 6.0.

4.6.2. Validacion del método analitico por Espectrofotometria paxa(
Is cuentificacién de acetaminofén en solucién amortiguadora Krebs-Ringer

{pH 6.0},
4.6.2.1. Linearidad.

Se prepararon en un dia tres curvas estandar en solucion amortiguadora Krebs-Ringer
{pH 6.0) en diferentes dias en un intervalo de 1 a 30 pg/mi, se calculé el coeficiente de

correlacién, fa pendiente y el intercepto para cada una de ellas.

4,6.2.2, Repetibilidad.
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Se determiné la concentracion obtenida entre determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analista, aparatos, tiempoe y laboratorios), se
prepararon el mismo dia tres curvas estandar de acetaminofén en solucion amortiguadora
Krebs-Ringer (pH 6.0) en el intervalo de | a 30 pg/ml en 2 dias diferentes, se calculd la media,
la desviacién estandar y el coeficiente de variacién para cada una de las concentraciones
estudiadas.

4.6.3. TECNICA “IN SITU” EN INTESTINO DE RATA.

Se procedié como se indica en la seccién 4.4.3. en lo que se refiere a las condiciones
de los animales previas a la cirugia as{ como al método usado para su sedacién,
Se hizo la incisién abdominal, se expuso ¢l intestino del animal, se localizé la porcién a

utilizar y se hicieron las incisiones correspondientes para poder insertar los catéteres.

Los catéteres se aseguraron ligandolos con sutura de seda y el intestino se devolvié a la

cavidad abdominal para ayudar a mantener su integridad.

Como medio para limpiar el intestino, el fluido de perfusién se paso a través de éste
lentamente con las jeringas alternando una y otra para introducir y extraer la solucién, esto
se realizd hasta que ésta salid clara. La solucion de perfusion debe mantenerse a una

temperatura de 37 ©C.

La solucién de perfusion remanente, se retird del intestino metiendo un poco de aire
con la jeringa cuidadosamente e inmediatamente después se introducen 10 mL de solucién

con el farmaco.

Para asegurarse de la uniformidad en la concentracion del firmaco a través del

segmento de intestino, las alicuotas se obtuvieron de las dos jeringas alternativamente.

De cada muestreo, se obtuvo ¢l maximo volumen posible sin dafiar las paredes del
intestino {esto es, cuidande que las catéteres no se taponen, ya que cl tapén lo forma el tejido
de la pared intestinal). El mucstreo se realizé a los siguientes tiempos: 1, 5, 10, 15, 20, 30y 45
minutos. Después de cada tiempo, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm por un lapso de
10 minutes para obtener una solucién transparente, sin restos de tejido 6 sangre (de éstas se
tomé 1.0 mL para el andlisis posterior correspondiente), En el interior del intestino, se
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restituy6é con un volumen de 3 mL con solucién de perfusion (30 pug/ml). De la muestra
centrifugada, se tomd 1.0 mL y se deterininé su absorbancia a 241 nm, utilizando como blanco
1 mL de solucion Krebs-Ringer (pil= 6.0).

Se prepard una curva de calibracién estindar de acetaminofén (de acuerdo al
procedimiento de la seccién 4.6.1.), y se determinaron las concentraciones de farmaco que se

absorbié en pg/ml por interpolacién de cada una de las muestras obtenidas a cada tiempo.

La cantidad absorbida se calculé por diferencia de concentraciones, esto es; la
concentracion de la solucién de perfusién que se introdujo al intestino fué de 30 pg/mL, de
ésta se tomaron las muestras a los tiempos correapondientes; por lo tanto, cuantificamos la
cantidad remanente en el intestino y por diferencia de concentraciones ohtenemos la cantidad

que se absorbié del firmaco.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

5.1. ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO
POR MEDIO DE LA TECNICA IN SITU.

5.1.1, Validacién del método analitico por Espectrofotometria para
lIa cuantificacién de glucosa en zolucién amortiguadora de Krebs-Ringer
(pH 6.0).

5.1.1.1. Linearidad.

En la Tabla No. V se presentan los resultados de absorcion obtenidos al analizar las
tres curvas estandar de glucosa en solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 6.0 asi como
el coeliciente de correlacion, la pendiente, el intercepto de cada una de éstas y el coeficiente
de variacion a cada una de las concentracionies. En la Fig. No. 5.1 se presenta la grifica en la
que 3¢ observa la linearidad del método en el intervalo de 50 a 250 pg/ml coeficiente de

carrefacion de 0.999.

Tabla No. V. Linearidad del método analitico.
Cuantificacién de glucosa.

DiA 1.
ug/mL CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 PROMEDIO
0 0 0 0 0
50 0.094 0.087 0.092 0.091
100 0.165 0.159 0.176 0.166
150 0.242 0.238 0.253 0.244
200 0.329 0.316 0.343 0.329
250 0.385 0.380 0.400 0.388
r= 0.9998 0.9994 0.9997 0.9996
= 0.0192 0.0131 0.0179 0.0167
m= 1.49x 103 | 1,48 x 107 1.56 x 10+ 1.51 x 109
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FIGURA 5.1 Linearidad del método analitico. Cuantificacion de glucosa.

5.1.1.2, Repetibilidad.

En la Tabla No.V1 se presentan los resultados de las tres curvas estandar de glucosa en
solucién amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 6.0.

Tabla No, VI. Repetibilidad del método analitico.
Cuantificacién de glucosa,

DIA 2.
pg/mL | Curva | Curva?2 | Curva 3 Prom. Std. Dev, | C.V.
(%)
0 0 0 0 0 0 0
50 0.013 0.016 0.014 0.0143 | 1.53x10° | 107
100 0.024 0.025 0.026 0.025 110 4.0
150 0.039 0.04 0.038 0.039 1x10° 2.5
200 0.049 0.051 0.048 -0.049 1.5x10* 3.0
250 0.068 0.07 0.068 0.068 1.15x10° | 1.7
r= 0.997 0.993 0.995 0.995
b = -9x 10+ 2x10* ] -9.5x10%| -9.5x105
m= |265x10* | 1,48x10° | 2.6x10* | 6.68x10*

5.1.2, Técnica In Situ en intestino de rata.

Enla figura 5.2 se muestra la absorcién de la glucosa en el intestino perfundido,
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Fig. 5.2. Grafica Ln Conc. Glucosa vs Tiempo (2 ratas}.

Caracteristicas fisicas que presentd el intestine en los diferentes tiempos:
-Coloracién rosada en los primeros 25 minutos, vasos sanguineos cercanos sin
sobresaltarse, tejido cercano con buena oxigenacién y por consiguiente buena coloracion,
-Coloracidn roja después de los 25 minutos, vasos sanguineos comienzan a abultarse,
tejidos cercanos empiezan a tomar coloracion mas clara por la falta de irrigacién sanguinea,
-Coloracién amoratada a los 45 minutes indicando necrosis, venas sobresaltadas

totalmente, tejidos cercanos muy palidos.

Durante el ticmpo de muestreo se observd, que el intestine se mantuve integro
funcionalmente durante aproximadamente 45 - S0 minutos desde el momente de su
presentacidn fuera del animal hasta su muestres. Se tomé como minimo 15 minutes de
preparacion del intestino [cateterizacién), observandose que el intestino es viable
(aproximadamente 20 minutos), después de ese tiempo la coloracion rosada se¢ tornd rojiza y
los vasos sanguineos se sobresaltaron.

La absorcién de glucosa se observa en la fig 5.2 y se aprecia claramente cémo decrece
hasta los 20 minutos, como se esperaba, pero a los 25 minutos la absorcién se vuelve lenta y

¢n menor concentracién,
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

5.2. ESTUDIO DE LA ABSORCION DEL ACIDO ACETIL
SALICILICO EN INTESTINO DE RATA (IN SITU).

5.2.1. Validacién del método Espectrofotométrico para la
cuantificacién de salicilatos en solucién amortiguadora Krebs-Ringer (pH=
6.0).

5.2.1.1. Linearidad.

En la Tabla No. VII se puede observan los coeficientes de correlacion de las tres curvas

estandar en el intervalo de 1 a 30 pg/ml, pendiente e intercepto.

Tabla No. VII. Linearidad del método analitico.
Cuantificacién de Salicilatos.

DA 1.
ug/mL Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio
0 0 0 0 0
1 0.002 0.0018 0.002 0.0019
3 0.006 0.005 0.006 0.0056
5 0.011 0.009 0.012 0.011
10 0.02 0.018 0.019 0.019
20 0.039 0.038 0.039 0.038
30 0.058 0.057 0.059 0.058
= 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
b= 5.3x104 -1.7x103 7.2x104 -1.5x104
m= 1.94x10° 1.97x10? 1.95x10°? 1.95x103
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES,

15

Concantracién (pganl).

Figura 5.3. Lincaridad del método analitico. Cuantificacion de salicilatos.

5.2.1.2, Repetibilidad.

En la Tabla No. VIII se muestran los resultados del Dia 2, de 3 curvas a
una concentracion de 1 a 30 uyg/ml, con su coeficiente de variacién para cada
una de las concentraciones.

Tabla No. VIII. Repetibilidud del método analitico.
Cuantificacién de Salicllatos.

DIA 2.
yg/mL | Curval | Curva2 | Curvald Prom. | Std.Dev. | C,V.(%)}
0 0 0 0 0 0 0
1 0.001 0.0009 0.001 0.0009 | 5.7x10% 5.9
3 0.005 0.0048 0.005 0.0049 | 1.1x10* 2.3
5 0.01 0.009 0.009 0.0093 | 5.7x10+ 6.2
10 0.019 0.018 0.019 0.0183 | L.1x109 6.3
20 0.039 0.038 0.039 0.0386 [ 5,7x10 1,5
30 0.06 0.058 0.06 0.059 | 1.7x109 2.9
r= 0.9998 0.9999 0.9999 0.9998
= -8.8x10+4 | -1.1x10 | -1.2x10 | -1,6x103
m = 2x10-3 1.9x103 | 2.0x10° | 1.9x10-3

5.2.2. Técnica In Situ en Intestino de rata de la absorcién de Acido
Acetil S8alicilico.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

El intestino presenta las mismas caracteristicas descritas en la seccién 5.1.2 a los

diferentes tiempos de muestreo.

En la fig. 5.4 se observan los resultados de la permeacion del Acido Acetil Salicilico a

través de la membrana intestinal.

0 5 10 15 20 3 0 k5] 40 45
Tismpo gmin).

Fig. 5.4. Grafica Ln Conc, Acido Acetil Salicilico vs Tiempo.

5.3. ESTUDIO DE LA ABSORCION DEL ACETAMINOFEN EN
INTESTINO DE RATA (IN SITU).

6.3.1. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para
1a cuantificacién de acetaminofén en solucion amortiguadora Krebs-Ringer
{pH= 6.0).

5.3.1.1. Linearidad.

En la Tabla No.IX se presentan los resultados de 3 curvas en el Dia 1 con
su coeficiente de correlacion, pendiente e intercepto.
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$. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla No, 2L Linesridad del método analitico,
Cuantificecion de Acetaminofén,

pg/mlL Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio
0 0 0 0 0
1 0.069 0.065 0.06 0.0646
3 0.194 0.197 0.192 0.1943
N 5 0.325 0.316 0.325 0.322
10 0.636 0.645 0.643 0.641
20 1.286 1.279 1.285 1.283
30 1.93 1,943 1,935 1.936
r= 0.99998 0.99995 0.99999 0.99997
b= 1.5x10-3 -2x10° -1.2x107 -5.6x10+
m = 0.0642 0.0645 0.0645 0.0644
2
184
2 18
12
1
08
E 08
04
02
0 + + + + + 4
0 5 10 15 2 b 2
Concentracién {ug/ml),

Fig. 5.5. Linearidad del método analitico. Cuantificacién de Acetaminofén,

§.3.1.2. Repetibilidad,

En la Tabla No.X se muestran los resultados del Dia 2 con sus coeficientes de variacién
para cada concentracién.

k1]



8. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla No. X, Repetibilidad del métode suslitico,
Cuantificacién de Acetaninefén.,

DiA 2.
pyg/mL | Curval | Curva2 | Curval Prom, Std.Dev, | C.V.(%)

0 0 0 0 0 0 0
] 0.043 0.037 0.035 0.0383 | 4.2x103 10.8
3 0.166 0.174 0.162 0.1673 | 6.1x1038 3.6
5 0.315 0.325 0.286 0.3086 0.0202 6.5
10 0.563 0.619 0.581 0.5876 0.0285 4.8
20 1,22 1.303 1.192 1.238 0.0577 4.6
30 1.938 1.99 1,702 1.876 0.1534 8.1
r= 0.9989 | 0.9998 0.9993 0.9993

b = -0.0358 | -0.0292 | -6.2x103 [ -0.0237

m = 0.0646 | -0.0292 | 0.0579 0.0311

5.3.2. Técnica In Situ en intestino de rata.

En la Figura 5.6. se muestra la concentracion de Acetaminofén absorbida vs tiempo en

2 ratas trabajadas en diferentes djas.

Las caracteristicas del intestino fueron las mismas sefialadas en la seccién 5.1.2.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES.
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Figura 5.6. Grafica de Ln Conc. Acetaminofén vs Tiempo.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1. ESTUDIO DE PERMEACION DE LA GLUCOSA PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD FUNCIONAL DEL INTESTINO DE
RATA POR MEDIO DE LA TECNICA IN SITU.

6.1.1. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para
la cuantificacién de glucosa en solucién amortigunadora Krebs-Ringer
(pH=6.0).

6.1.1.1. Linearidad.

En la Tabla No. V se observa que el método cumple con los lincamientoes de lincaridad

con un coeficiente de correlacién de 0.999 y una pendiente cercana a cero.

6.1.1,.2, Repetibilidad.

En la Tabla No. VI se presentan los resultados de repetibilidad al analizar las tres
curvas patrén de glucosa en solucion amortiguadora de Krebs-Ringer pH= 6.0, en donde se
observa que el coeficiente de variacion mas alto fue de 10.7 % ala concentracién mas baja. En

los demas casos, oscilé entre 1.7 y 4 %.

6.1.2, Técnlca In Situ en Intestino de rata.

Teniendo en cuenta que la glucosa atraviesa las membranas biolégicas por medio del
transporte activo, el cual involucra acarreadores proteinicos en el proceso, su determinacién
permite establecer si el intestine ha sufrido algin dafie durante el intervalo de tiempo
utilizado en la cirugia .

Durante el tiempe de muestreo se observd, que el intestino se mantuvo integro durante
aproximadamente 20 minutos después de ser cateterizado, ya que es visible su color rosado,
después de ese tiempo se empiezan a-apreciar zonas de necrosis en el tejido, lo que se puede

confirmar con el paso de glucosa a través del intestino en la Fig. No. 5.2.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS,

6.2. Estudio de la absorcion del dcido acetil salicilico en
intestino de rata (in situ).

6.2.1. Validacién del método analitico por Espectrofotometria para
l1a cuantificacion de salicilatos en solucién amortiguadora Krebs-Ringer
(pH= 6.0},

6.2.1.1, Linearidad.

En la Tabla No. VIl se puede observar que los coeficientes de correlacion de las tres
curvas estandar en el intervalo de 1 a 30 pg/mL son de 0.9999 por lo que el método cumple
con el criterio de linearidad en el intervalo de concentraciones estudiadas, presentando una

pendiente de 1.95 x 10 y un intercepto promedio de -1.5 x 104,

6.2.1.2. Repetibilidad.

En la Tabla No. VIII se puede observar que el coeficiente de variacion mads alto fue de
6.3 % para la concentracién de 10 pg/ml , por lo que el método se considerd repetible en el
intervalo de concentraciones estudiadas, ademas se toma en consideracion que cae dentro del

intervalo permitido para un estudio en fluido bioldgicoe, el cual debe ser menor del 15%.429

6.2.2. Técnica In Situ en intestino de rata.

Los resultados mostraron que el Acido Acetil Salicilico si se absorbe en el intestino
durante los primeros 20 minutos, y conforme pasa ese tiempo se absorbe en menor cantidad.
Segun la Fig. No. 5.3 se puede observar que muestra en los primeros 15 minutos una

cinética de 1¢rorden.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS,

Comparando ésta técnica con la de intestino invertido, se observa que el tiempo de
viabilidad en la técnica In Situ es menor que el reportado en la referencia 1 en la que se

encontrd (ue con la técnica de intestino invertido éste permanece viable durante 60 minutos.

6.3. Estudio de la absorcidon del acetaminofén en intestino
de rata (in situ).

6.3.1. Validacién del método analitico por Espectrofotometrin para
la cuantificacién de acetaminofén en solucién amortiguadora Krebs-Ringer
{pH= 6.0).

6.3.1,1. Linearidad.

En la Tabla No. IX se puede observar que los coeficientes de correlacion de las tres
curvas estandar en el intervalo de 1 a 30 pg/mL son de 0.9999 por lo que el método cumple
con el criterio de linearidad en el intervalo de concentraciones estudiadas, presentando una

pendiente de 0.0644 y un intercepto promedio de -5.6 x 104

6.3.1.2, Repetibilidad.

En la Tabla No. X se puede observar que el coeficlente de variacion mas alto fue de 10.8
% para la concentracion de 1 pg/mL , por lo que el método se consideré repetible en el
intervalo de concentraciones estudiadas, considerando que cae dentro del rango permitido
para un estudio en fluido bioldgico, el cual debe ser menor del 15%.120

6.3.2. Técnica In Situ en intestino de rata.

A partir de los resultados experimentales, se pudo establecer que la absorcién de este
farmaco no fué detectable por medio de la técnica utilizada ya que la concentracitn del mismo
se mantuvo constante durante el tiempo de muestreo. Es importante mencionar de que en la
bibliografia® se reporta que el 40 % de una dosis oral ‘se absorbe a lo largo de todo el
intestino y ¢l 60 % lo hace en el estémago.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS,

Para poder contar con un mayor tiempo de muestro, se sugiere disminuir el tiempo en
el montaje de la técnica, (incisiones en el intestino, limpieza e insercién del catéter para

muestrear).
La técnica experimental desarrollada resulté ser mas sencilla que la de intestino

invertido, los aparatos se encuentran disponibles ficilmente en cualquier laboratorio y la

variabilidad entre rata y rata es minima.
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7. CONCLUSIONES.

Los métodos analiticos utilizados en el desarrollo de este trabajo, fueron validados de
acuerdo con las especificaciones reportadas en la literatura, obteniéndose buenos resultados

en los parametros medidos.

Se montd la técnica In Situ para determinar la absorcion intestinal de firmacos,
empleando para ello intestino de rata. Se observé que el intestino es viable durante los

primeros 40 minutos manteniendo a la rata en condiciones de sedaciéon normal.

Con la técnica de glucosa se observé que la integridad del intestino fue adecuada

durante los 20 minutos del montaje de la técnica y 20 minutos de muestreo.

Al comparer los resultados del Acido acetil salicilico, se observé que la cinética de
absorcién es similar a la obtenida con la técnica de intestino invertido, por lo que es factible

utilizar ambos métodos para evaluar su absorcion,

En el caso del Acetaminofén, dada su lenta absorcién, la técnica presenté la limitacion
del tiempo de viabilidad del misma, por lo que para este tipo de firmacos seria recomendable

utilizar la técnica del intestino invertido.

Considerando que los estudios de absorcidn de firmacos son de gran importancia en el
area de la biofarmacia, ya que con ellas se puede establecer el sitio, cinética y mecanismo de
absorcién de farmacos nuevos as{ como evaluar la influencia de tos exciplentes en la absorcién
de firmacos ya conocidos, el implementar este tipo de técnicas apoyara las investigaciones a

realizar en ésta area.
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