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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion consiste en una simulacion in vitro de la unién
de farmacos a la proteina plasmatica. Su objetivo principal es determinar los pardmetros por
considerar para la optimizacion de condiciones para el desarrollo de procedimientos de
ensayos in vitro que evidencien la union de farmaco a proteina plasmatica, mediante la

determinacion de la constante de afinidad del ibuprofeno a la albumina humana.

Lo anterior con la intencion de contestar la pregunta de investigacion. ;Qué
parametros se deben considerar en la optimizacion de las condiciones para el desarrollo de
procedimientos que evidencien la unidon de farmacos a proteina plasmatica a nivel de ensayos

in vitro?

La investigacion se realizard a nivel de laboratorio, con un enfoque cuantitativo. La
estrategia para obtener la informacioén necesaria para la resolver el problema planteado,
dando seguimiento a los objetivos es por medio de un método experimental. Se inicia con la
recopilacion de datos importantes para el desarrollo del tema y realizando pruebas
experimentales para obtener los resultados. Estos resultados experimentales obtenidos
ilustran los conceptos estudiados tedricamente, referentes a la unién de farmacos a las

proteinas plasmaticas.

Se recomienda a estudiantes y profesores, la utilizaciéon de dichos sistemas como
método de enseflanza en areas farmacéuticas, para comprender la importancia de la

formacion de complejos farmaco-proteina.

II



AGRADECIMIENTOS

Primero, quiero agradecer a Dios por permitirme estar aqui en este momento y darme

la fortaleza en este proceso educativo y de vida.

Me gustaria expresar mi mas sincero agradecimiento a todos los profesores que han
sido parte de mi formacion educativa durante todo este proceso; en especial a mi tutor Adam
Amey y la doctora Lexi Chavez, por siempre estar pendientes de proporcionarme toda la
ayuda necesaria con tiempo y conocimiento durante el transcurso de este proyecto. También
a la doctora Melissa Martinez, quien siempre me apoyd con un abrazo cuando mas lo

necesitaba.

Deseo reconocer mi mas sincero agradecimiento al doctor Ricardo Sancho, director
de la carrera de Farmacia; a don José Roberto Vega, director del Laboratorio Nacional de
Nanotecnologia (LANOTEC), por permitirme realizar mi investigacion en sus instalaciones

y a todo el personal porque siempre estan pendientes de ofrecer su ayuda.

Estoy infinitamente agradecida con mis padres, Randall y Gabriela, mi abuela Lidia,
y tio Luis ya que sin ellos no podria haber tenido la oportunidad de estar donde estoy hoy;
por su lucha constante de querer verme crecer como persona de bien y como profesional dia
tras dia. También a todos aquellos familiares y amigos que me han apoyado siempre y me

han visto crecer como persona.

Por ultimo, pero no menos importante, agradezco a todos esos compafieros con los
que me he topado desde el inicio de mis estudios. Estoy particularmente agradecida con José
Angel, Edgar, Nico, Andres y Yara, quienes a través de los afios se volvieron en grandes

amigos para mi.

III



DEDICATORIA

Al concluir una gran etapa de mi vida, quiero dedicar este trabajo a todos aquellos
que caminaron en todo momento junto a mi en este proceso y siempre fueron inspiracion,
apoyo y fortaleza. Esta mencion en especial para Dios, mis padres y mi abuela Lidia, ya que
ella fue la primera persona que me inspird a querer ser farmacéutica desde que era una nifa;

y, por ultimo, a mis abuelos que en paz descansen, Maria, Rosalia y Chango.

v



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN L.ttt b ettt ettt e bt e b e ekt e e ab e e ebe e enbeeabe e e nneennee e I
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt et e e I
DEDICATORIA ...ttt e e e n e e s nneene e v
TABLA DE CONTENIDO ..ottt \Y
LISTA DE TABLAS ..ot ne e IX
LISTA DE FIGURAS ..ot X
LISTA DE GRAFICOS. .....coivirriiririieiisiiesissies s X1
CAPITULO I INTRODUCCION .....coooouiiimiiimniiriiesisesiessssssiesssse s 1
L1, TEFOAUCCION ..ttt ettt ettt sb e st e et eenbe e sateebeennee s 2
1.2. Planteamiento del problema............ccoiveiiiiiiiiiiiiicc e 2
1.3, ODJEEIVOS .ttt b et b et 5
1.3.1. ObJEtiVO ZENETAL ....c.viiiiiiiiiiciieiieee e 5

1.3.2. ODbJetivos €SPECIIICOS ... .viiuriirieiiiiiie s 5

L4, JUSHTICACTON. ...ttt ettt e e ne e e enneas 5
1.5, ANEECEACTIEES ...ouveieiiiie ittt ettt e st e st e e st e e e s neeeenneas 8
1.5.1. Antecedentes RISTOTICOS .....vuivieiiieiieiiii et 8

1.5.2. Antecedentes INtErNACIONALES ........ceereiriiieiiieiiieiie e 9

1.5.3. Antecedentes NACIONALES ..........coiueeieiiiieiie et 10
CAPITULO II. MARCO TEORICO .....covvomiviriirirerisrisssiessiessssssssssssses s 12
2.1 FATIMACO ...tttk 13
2.2. Proceso LADME ........oooiiiiiii it 15
2.2, 1. LADCIACION ...ttt ettt ettt e e 15
2.2.2. ADSOTCION. ...cciiiiiiiiie ettt sttt ettt ab e sbb e e bb e e e eeanbe e e s bneeennes 15
2.2.2.1. DifUSION PASIVA ..ecviviiiiieieiiieesiee e 15



2.2.2.2. Difusion TACIIHEAAA «oocvveeeeee et e e e e 16

2.2.3. DISIIIDUCION ...ttt sttt et ebe e sb e e bt e nne e sneeenns 17
2.2.4, MEtaDOLISINIO ... ittt ettt 17
B Tl = o1 (<103 [0 ) | WO TP U TP OP PP PR 18
2.2.6. ACLATAMICIILO ....eeiviiiieiiie ettt ettt b e sae e et e nb e seeeenes 19
2.2.6.1. Aclaramiento REPALICO ....ocvviiiiiiiiiiii e 20
2.2.6.2. Aclaramiento renal..........cccccvviiiiiiiiiiic 20
2.3. Plasma SANGUINEO ......cccueeiuiieiieiieeiee sttt b e s e b e ne e e e nne e nns 20
2.3.1. pPH SANGUINEO ....cciiiiiiiiic it 21
2.3.1.1. Importancia del mantenimiento de pH .........ccoccevviiiiiiiiiiiiiiiie e 22
2.3.2. Proteinas plaSmAtICAS ......cuveirivieiiirieiiiiesiieesieeesiee s sbe e sire e ssn e eneesses 23
2.3.2.1. Factores que afectan las concentraciones de proteinas en plasma:............ 26
2.3.2.2. A1bUmIna NUMANA........ccuiiiiiiiiiiiie et 28
2.3.2.2.1. Albimina humana €XOZENa..........cccecvvrrreeririeieeireeeesee e 29
2.3.3. Unidn de farmaco a proteina plasmatica ..........ccccoovvvreereiiiicnic i 29
2.3.4. Afinidad del complejo farmaco-proteina plasmatica...........cccoccvveverviiinernnnnne. 30
2.3.5. Afinidad de fIJacion .........cccoiiiiiiiiic s 30
2.3.6. Grado de afinidad ..........coouiiiiiiiii s 31
2.3.7. CINELICA d@ UNMIOM ...ccuviiiiiieiiii ittt 31

2.3.8. Relacion de las concentraciones de farmaco y proteina en la formacion del

complejo fArmaco-proteina.........c.ccoviviiiiiiiiiii s 33
2.3.9. Desplazamiento de fArmacos por competencia en los sitios de union .............. 33
2.4. Metodologias para determinacion de la unidén farmaco—proteina.........cccoeeveevveennne. 34
O B D .1 ) TSRS 34
2.4.2. URFafiraCION ...oeeiiii ettt 34

VI



243, ANALISIS QITECTO . eeeeeeeeee ettt et e e e e e et e e e e e e e e e e e eee e e eeeeeeeennennn s 35

2.4.4. Espectroscopia por radiacion ultravioleta ...........ccceoveereiiiieiiiiiie e 35
2.4.4.1. Mediciones eSPECtIOSCOPICAS ......vevirrirreeressrerieesreeseesieesre e sre e ennens 35
2.4.4.2. Proceso de aDSOTCION .......coiueriieiiiieiiiiaieesieesiee sttt 35

2.4.5. Calorimetria de titulacion 1SOTETMNICA ........eervverieeiiiiieeie e 36

2.5 AINE Lottt 37

2.5. 1. TDUPTOTEIIO ..ottt nes 40
2.5.1.1. MecaniSmO d€ ACCION .......ccueerviiriieiiieitie sttt 42
2.5.1.2. Propiedades farmacoCINEtiCaS. ......ccuuieiueeiiiiiniiiessiieessiee e e ssieeesieeesieeens 42
2.5.1.3. Sitio de unidén del ibuprofeno a la albumina humana................cccoceeinnee. 42
2.5.1.4. Interacciones MEdiCAMENTOSAS .....ccruveeiverrurierieeriiesrieseeesieesreesreesneesneesnnes 43
2.5.1.5. ReaccCiones adVETSAS .........cceivirieriiriisiienieere et 44

2.6. Importancia farmacoCINEtICaA . ........uervirvirieeiiiie et 44

2.6.1. Tiempo de vida MEedia .......ccccvviiiiiiieiieiiere e 46

2.6.2. AT€2 DAJO 18 CUIVA....v.veeveeerecececeeeeeeee e 46

2.6.3. Volumen de diStribDUCION..........ccoiiiiiiiiiiiiiii s 47

CAPITULO III. MARCO METODOLOGICO ......cccoriririmeeiieriseessesssssssssssssssssssssees 49
3oL ENFOQUE .o 50
R B 1< 1 Lo TP PPOPRP 50
3.3. Fuentes de iNfOrmacCiOn ..........cocveiiiiiiieiiieiee e 51
3.4. Criterios de inclusion y criterios de eXClUSION .......c.cveieiiiieiiiiiie e 52
3.5. Variables de 1a INVEStIZACION .......cviiiiiiiiiiiiie s 53
3.6. INStrUMENtOS ¥ LECTIICAS ....uviveiiieiiiiiie et 55
3.7 IMIALRIIALES ..t n e nn e 55
3.8. Procedimiento de recoleccion y andlisis de datos ..........ccccvieeriiiiiiiciiniiiicneee 55

VII



3.9. Diseflo de EXPEIIMENTOS .....veiuveiiiiiiiiiiiteere sttt 56

CAPITULO IV. RESULTADOS.....cootuiieetiieeeiieeseeeieses s ss st ses s senes s ssansssnessensans 58
4.1. Parametros que se deben considerar en el desarrollo de ensayos in vitro................. 59
4.2. Optimizacion de las condiciones de diSOIUCION .........ceeveriiiiiiiiiiiiiie e 61

4.2.1. Determinacion de la longitud de onda méaxima de absorcioén y concentracion,

tanto del ibuprofeno como de la albimina humana, para el analisis de la unidon farmaco

A Proteina PIASINALICA ....icvvviiiiie ittt nrnes 64
4.2.2. Curvas de caliDracion .........cooiuiiiiiiiiee ittt 65
4.2.3. Optimizacion de la concentracion de albumina ...........cocceevveiiinninnieenienienne 67
4.2.4. Optimizacion de la concentracion de ibuprofeno...........ccoevevveiiiiinicieseennenn, 70

4.2.5. Verificacion de la unidn de ibuprofeno a la albumina en un sistema de temperatura

controlada y a temperatura amMbIENE ............ccueiriiieerieieiiee e s 73
4.2.5.1 Determinacion de 1os tiempos de MUESLICO.......ccvvviivieiiiiiiiiee e ssiree s 73
4.2.5.2 Ensayos sometidos a distintas temMperaturas.........cceeverveererrieeereessieesnesnneenns 75

4.3 Desarrollo de ensayos farmaco — proteina para determinacion de constate de

AFINIAA ... 80
CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........c.ccosviiiiririisieresenean. 94
5.1, CONCIUSIONES ...ttt sib e e nsb e e bb e e s e e e nn e e sneeas 95
5.2. RECOMENAACIONES......ceiueiieiiiieiitie ettt ettt ettt e et e e b e s e e eeannnas 95
CAPITULO VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cocoovrvrrerririrererinnrineessseeee 98
CAPITULO VIL ANEXOS ....ooiiiieeiieseeeeee et s st ses s ssnes st snes s nssnensnes 105
Anexo 1. Carta de revision filolOZICa ........ccocveiiiiiie i 106

VIII



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de farmacos segin su método de obtencion.........cccocververveervenennne 13
Tabla 2. Principales funciones que presenta la Sangre..........covvvvveniiieniieesiiee e 21
Tabla 3. Algunas funciones que presentan 1as proteinas.........cccocvvviieiiiiiesniieesniee e e 25

Tabla 4. Factores fisioldgicos y patologicos que afectan las concentraciones de proteinas en

10 F: 1] 10 - I PSPPSR 27
Tabla 5. Clasificacion de AINES segun su selectividad por la ciclooxigenasa.................... 39
Tabla 6. Criterios de biisqueda de 1a informacion...........cccceeveiiiiiiiciicie e 51
Tabla 7. Criterios de Inclusion y Criterios de EXClusion .........c.ccocvvvviiiiiiienieiicc e 52
Tabla 8. Clasificacion de la informacion segiin nivel de evidencia. ..........cocevveiiiicinenene 53
Tabla 9. Variables de 1a INVeStIGACION..........ccviieiiiiiiiciice s 54

Tabla 10. Preparacion de las disoluciones de ibuprofeno empleadas para determinar la
longitud de onda del MAXIMO de abSOTCION. ........eeiveiiiieiiiiiii e 64

Tabla 11. Longitud de onda de maximos de absorcion obtenidas para distintas
concentraciones del ibuprofeno s mediante Espectrofotometria UV-VIS ............cccoeeen 65

Tabla 12. Longitudes de onda de maéaximos de absorcion obtenidas para distintas
concentraciones de la albimina mediante Espectrofotometria UV-VIS...........c..coeiiinn 65

Tabla 13. Curva de Calibracion del Ibuprofeno Obtenida Mediante Analisis de

Espectrofotometria UV-VIS... ... 66
Tabla 14. Valores estadisticos de la cuva de calibracion ...........ccccovviiiiiiiiiiiiiiciee 67
Tabla 15. timizacion de la Concentracion de Albimina humana a emplear...............coceeee. 67

Tabla 16. Optimizacién de la concentracion de ubiprofeno a emplear con base en las
absorbancias de disoluciones a distintas concetraciones del farmaco analizadas a 264 nm.71

Tabla 17. Verificacion de la Union de Ibuprofeno a la albimina humana en un sistema de
temperatura CONtrolada ...........coceviiiiiii s 76

Tabla 18. Verificacion de la Union de Ibuprofeno a la albiumina humana en un sistema de
temperatura ambIENTE..........coveivieiieiiieee e iError! Marcador no definido.

Tabla 19. Miligramos de Ibuprofeno extraido de la solucion con albimina humana.. jError!
Marcador no definido.

Tabla 20. Miligramos de Ibuprofeno libre en la solucioén con albimina humana. ...... iError!
Marcador no definido.

IX






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Refresentacion del proceso de difusion pasiva..........coceovrvenieiiiecneenesieeseens 16
Figura 2. Pasos para el diagnéstico de alteraciones acido-base. .........ccccvevvveriiiieiiieesiinnnns 23

Figura 3. Dimensiones de tamafo y pesos moleculares entre las principales proteinas
PIESENES €N PLASINA L.iiuvviiiiiiiiiiie ittt e et e e e et res 26

Figura 4. Representacion de un proceso de calorimetria de titulacion isotérmica ............... 37

Figura 5. Representacion de los efectos que se desencadenan tras la inhibicion de la COX-1

.............................................................................................................................................. 39
Figura 6. Representacion de los efectos que se desencadenan tras la inhibicion de la COX-2
.............................................................................................................................................. 40
Figura 7. Estructura de la molécula de ibuprofeno protonado y desprotanado .................... 41
Figura 8. Subdominios de union de la albimina humana. ..........cccooeiiiiiiiiiinii, 43

Figura 9. Pardmetros importantes para estudiar la farmacocinética de un firmaco en un

PACIEIIER ...ttt bR R e R e 45
Figura 10. Representacion de distribucion de una droga en el organismo ............c.cccovennee. 47
Figura 11. foto del ibuprofeno en agua...........cceiiiiiiiiiiiiiiic e 62
Figura 12. Foto de buffer de ibuprofeno en buffer de fosfatos apH........................... 63
Figura 13. Albumina humana en solucién inyectable ........ iError! Marcador no definido.8
Figura 14. Soluciones de albumina en distintos pporcentajes ..........ccovvvevvrreeiiniieieenneinenens 70
Figura 15. Solucion de albumina a una concentracion de 0,1% ........cccccvvvviiiiiiiiiiniee, 70
Figura 16. Disolucion de albimina a una concentracion 0,1% .........ccccceeiiiiiiiiiiiinnne, 72
Figura 17.Apariencia de las disoluciones de ibuprofenoa distintas concentraciones........... 72

Figura 18. Espectro de absorcion de las mediciones de ibuprofeno 0,07 mg/mL en disolucion
COMN 12 AIDUMINA. ...t nne e 79

Figura 19. Ensayo in vitro de la unioén de ibuprofeno 0,6 mg/MI a la albimina humana bajo

condiciones de temperatura 37°C y pH 7,5

Figura 19. Ensayo in vitro de la union de ibuprofeno 0,6 mg/MI a la albimina humana en

condiciones de temperatura ambiente y pH 7,5

XI



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Representacion de la Absorbancia en Funcion de la Concentracion de Ibuprofeno

Grafico 2. Espectro de absorcion de las mediciones de ibuprofeno en disolucion con la
AlDUMING......ooiiiiiiiec iError! Marcador no definido.

Grafico 3. Representacion de la afinidad del ibuprofeno en funcion de la Concentracion de
Ibuprofeno con reSpecto al tIEMPO......c.ueiviriiiieiiiie e 87

XII



CAPITULO 1. INTRODUCCION



1.1. Introduccion

La distribucion de los fArmacos en el organismo se produce, principalmente, a través
del sistema circulatorio, el cual consta de una cadena de vasos sanguineos que transportan el
farmaco en la sangre mediante arterias que llevan sangre a los tejidos y venas que la
devuelven al corazéon. La distribucion del farmaco dependera tanto de sus propiedades
fisicoquimicas como de las caracteristicas del paciente, las cuales pueden incluir perfusion

de 6rganos, flujo sanguineo o alguna patologia cardiaca'.

La mayoria de los medicamentos son solubles en el plasma; muchos forman
complejos con otros componentes de la sangre como la albtimina, globulinas, lipoproteinas
y eritrocitos. De esta manera, los medicamentos tienen acceso a los mismos sitios a los que
tiene el componente sanguineo. Por su parte, la alblimina es la macromolécula cuantificada
como mas importante de las proteinas plasmaticas, ya que es a la que frecuentemente se le

une la mayor parte del medicamento.

La union de medicamento a la albumina se ha estudiado in vitro por las técnicas de
dialisis, ultrafiltracion, cromatografia o por métodos espectroscopicos. Estas técnicas han
dado resultados similares, pero no siempre idénticos. Dichos estudios deben establecer no
solo la extension de la unidn, sino, ademas, el nimero de sitios de union y sus afinidades por
¢l. Un farmaco puede unirse a varios sitios de union en la molécula de albtimina; es probable
que una sustancia pueda desplazar a otra de algunos de sus sitios de union en la albumina,

pero no de otros®.

Debido a lo anterior, el presente trabajo se desarrolla con un enfoque cuantitativo, por
lo que se disefia una metodologia de caracter probatoria, con el fin de obtener, mediante
calculos matematicos, el grado de afinidad que presenta el ibuprofeno a la albimina humana.
Lo anterior se desarrolla bajo condiciones controladas, basado en la evidencia que existe

sobre ensayos in vitro.

1.2. Planteamiento del problema
Pereira et al.*, en su estudio de enfoque cuantitativo, sefialaron que los medicamentos
a escala mundial aumentan cada afio y esto se puede relacionar en cierta forma con el aumento

de la poblacion y la esperanza de vida. Los medicamentos han llegado a ser el recurso



sanitario mas empleado y regulado, lo cual permite garantizar que solamente se
comercialicen y se administren aquellos que sean lo suficientemente seguros, efectivos y de
buena calidad. Sin embargo, para que un medicamento logre equivalencia terapéutica, debe

pasar por estudios in vitro o in vivo contra un medicamento de referencia.

Los estudios in vitro corresponden a curvas de disolucion del principio activo en
funcion del tiempo, que se realizan bajo condiciones controladas, fuera de un organismo vivo;
generalmente se utilizan tejidos, organos o células en los que se estudian parametros
farmacocinéticos. Este tipo de estudios funcionan para probar la eficacia de medicamentos y
otro tipo de tratamientos nuevos, como de los que ya se encuentran en el mercado. Muchos
estudios buscan garantizar eficacia de tratamientos ya en mercado para asegurar que

funcionan como dicen que lo hacen.

Nuevas metodologias desarrolladas para determinar y cuantificar el farmaco en la
matriz de estudio deben validarse cumpliendo una serie de requisitos para que el resultado
informado sea el correcto. La monitorizacion terapéutica de farmacos requiere conocer y
manejar varios aspectos que en forma simultanea le dan sustento. Es mas complejo de lo que
se cree, ya que involucra la participacion de varias especialidades. Por lo que es necesario
conocer los conceptos de farmacocinética para una correcta interpretacion de los resultados

y adaptar los esquemas farmacologicos a los requerimientos de los pacientes!’.

La farmacocinética es un aspecto importante de la terapia con medicamentos y el
diagnostico de la funcidn de los drganos, la respuesta de los pacientes en cuanto a como estos
absorben, distribuyen, metabolizan y eliminan los farmacos, varia considerablemente, lo que
puede conducir a una variabilidad clinica relevante en las caracteristicas farmacocinéticas?.
Un estudio farmacocinético es la explicacion de un fenémeno bioldgico complejo, como lo
es la interaccion entre una molécula y un organismo viviente mediante una expresion

matematica’.

Para estudiar la farmacocinética en un paciente, se deberian conocer los parametros
farmacocinéticos que explican el sistema ADME (Absorcion, distribucién, metabolismo y
excresion) de ese farmaco; los pardmetros mas importantes son: El volumen de distribucion

aparente (Vd), Aclaramiento plasmatico (Clp), Area bajo la curva de la grafica concentracion



plasmatica (ABC en 24 horas), Constante de velocidad de eliminacion (ke), Tiempo de vida
media de eliminacion (mas conocido como vida media, t; ;) y Constante de absorcion (Ka)*.

Uno de los principales objetivos de las ciencias farmacéuticas es asegurar la calidad
de los productos farmacéuticos durante todo su ciclo de vida; calidad que se evaliia mediante
estudios de laboratorio, tales como identificacion, potencia, pureza, disolucion, estabilidad
de la forma farmacéutica, entre otros. Adicionalmente, en el caso de medicamentos que para
lograr su distribucion en el organismo requieren una etapa previa de absorcion, se deben
realizar estudios de biodisponibilidad con el fin de garantizar que el farmaco alcanza la

circulacion sistémica a una velocidad y cantidad adecuadas para lograr su efecto terapéutico?.

La mayoria de los medicamentos son solubles en el plasma; muchos forman
complejos con otros componentes de la sangre como la alblimina, globulinas, lipoproteinas
y eritrocitos. De esta manera, los medicamentos tienen acceso a los mismos sitios a los que
tiene el componente sanguineo. La albumina es la macromolécula cuantificada como mas
importante de las proteinas plasmaticas, ya que es a la que frecuentemente se le une la mayor

parte del principio activo'!.

La union de los farmacos a proteinas plasmaticas es cuantificable y, generalmente, se
representa en un porcentaje que es constante, pero puede ser saturable. Si bien la union a las
proteinas evita que el firmaco ejerza su efecto bioldgico, permite su transporte por la sangre
para llegar a los diversos tejidos y es un medio de almacenamiento para cuando se reduzca
su concentracion plasmatica libre. Esta informacion es 1til para el mantenimiento de la dosis
terapéutica en los tratamientos, ya que es posible establecer la fraccion libre que puede tener

accion farmacolégica y calcular una dosis de mantenimiento'®.
Dado lo anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

(Qué parametros se deben considerar en la optimizacion de las condiciones para el
desarrollo de procedimientos que evidencien la union de farmacos a proteina plasmatica a

nivel de ensayos in vitro?



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar los pardmetros por considerar para la optimizacion de condiciones para
el desarrollo de procedimientos de ensayos in vitro que evidencien la union de farmaco a
proteina plasmatica, mediante la determinacion de la constante de afinidad del ibuprofeno a

la albimina humana.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Describir los pardmetros por considerar para el desarrollo de ensayos in vitro en
los que se evidencie la unién de farmaco a proteina plasmatica, mediante la
revision de los estudios indicados en la literatura.

2. Optimizar las condiciones de disolucion para el ensayo in vitro que propicie la
formacion del complejo farmaco-proteina plasmatica.

3. Evidenciar la unién del ibuprofeno a la albimina humana mediante el analisis de
los niveles de farmaco libre en presencia de la proteina y la determinacion in vitro

de la constante de afinidad.

1.4. Justificacion

Uno de los principales objetivos de las ciencias farmacéuticas es asegurar la calidad
de los productos farmacéuticos durante todo su ciclo de vida; calidad que se evalua mediante
estudios de laboratorio, tales como identificacion, potencia, pureza, disolucion, estabilidad
de la forma farmacéutica, entre otros. Adicionalmente, en el caso de medicamentos que para
lograr su distribucion en el organismo requieren una etapa previa de absorcion, se deben
realizar estudios de biodisponibilidad para garantizar que el fArmaco alcanza la circulacién

sistémica a una velocidad y cantidad adecuadas para lograr su efecto terapéutico®.

En Costa Rica, existe una demanda de estudios de equivalencia terapéutica de
medicamentos (estudios in vitro) que requiere ser satisfecha con prontitud, con el fin de
garantizar la calidad, seguridad y eficacia de aquellos que se producen en el pais, no solo
para efectos de su registro sanitario en Costa Rica, sino para aquellos que exportan a otros
paises, dado que también se les exige este tipo de ensayos. Es importante aclarar que, por lo

general, los estudios in vitro son complementarios®.



Predecir la absorcion in vivo del principio activo, mediante el establecimiento de
correlaciones in vitro/in vivo que permiten reducir costos y acelerar el desarrollo de productos
farmacéuticos, ademas de evitar la realizaciéon de estudios de biodisponibilidad o
bioequivalencia en voluntarios humanos®*. Para esto es importante considerar dos factores
importantes: solubilidad y permeabilidad. Ambas caracteristicas son independientes de cada
farmaco y de gran importancia, lo que es importante considerar al momento de analizar la

distribucion de un farmaco'®.

La distribucion de los farmacos en el organismo se produce, principalmente, a través
del sistema circulatorio, el cual consta de una cadena de vasos sanguineos que transportan el
farmaco en la sangre mediante arterias que llevan sangre a los tejidos y venas que la
devuelven al corazén. La distribucion del farmaco dependerd tanto de sus propiedades
fisicoquimicas como de las caracteristicas del paciente, las cuales pueden incluir perfusion
de organos, flujo sanguineo o alguna patologia cardiaca. La mayoria de los medicamentos
son solubles en el plasma; muchos forman complejos con otros componentes de la sangre
como la albumina, globulinas, lipoproteinas y eritrocitos. De esta manera, los medicamentos

tienen acceso a los mismos sitios a los que tiene el componente sanguineo.

Las proteinas son centrales para todos los seres vivos, a estas biomoléculas se les
conoce como las maquinas de la vida porque cumplen diversas funciones cruciales para todos
los organismos vivos. Muchas de ellas realizan una funcién enzimadtica, actuando como
biocatalizadores de las reacciones quimicas del metabolismo celular. Algunos grupos de
proteinas tiene funciones de defensa, por ejemplo, los anticuerpos reconocen moléculas
ajenas, mientras que la trombina y el fibrindgeno contribuyen a la formacion de coagulos
sanguineos para evitar hemorragias, actian como receptores o facilitan la entrada de

sustancias a la célula'®,

La albimina es la macromolécula cuantitativamente mas importante de las proteinas
plasmaticas y, de manera frecuente, es a la que se le une la mayor parte del medicamento.
Como la unién de medicamento a la albumina es facilmente reversible obedeciendo la Ley
de Accion de Masas, los complejos medicamento-proteina sirven como reservorio circulante

de medicamento libre, para asi ser biotransformado o excretados; de este modo, la unién de



albumina decrece la maxima intensidad, pero incrementa la duracion de accion de muchos

medicamentos''.

La afinidad entre un medicamento y sus sitios de union en una macromolécula es
expresada como una constante de equilibrio que establece la relacion de concentracion de
medicamento en forma unida entre el producto de las concentraciones de medicamento no
unido y proteina. El nimero de moléculas de medicamento ligadas depende de la constante
de equilibrio de la unidon, del numero de sitios de unidon, de la concentracion de
macromolécula y de la concentracion del medicamento. Ademas, la temperatura, pH y fuerza

i6nica pueden afectar el niimero de sitios de unién y su constante de afinidad in vitro'!.

La union de medicamento a la albumina se ha estudiado in vitro por las técnicas de
dialisis, ultrafiltracion, cromatografia o por métodos espectroscopicos. Estas técnicas han
dado resultados similares, pero no siempre idénticos. Estos estudios deben establecer no solo
la extension de la unidn, sino, ademas, el nimero de sitios de unién y sus afinidades por él.
Un farmaco puede unirse a varios sitios de union en la molécula de albumina; es probable
que una sustancia pueda desplazar a otra de algunos de sus sitios de union en la albumina,

pero no de otros!!.

Las modificaciones acontecidas en la union del fArmaco a las proteinas plasmaticas
pueden ocasionar cambios en la distribucion farmacologica. Dichas modificaciones pueden
tener relevancia clinica cuando el farmaco se encuentra unido a las proteinas plasmaticas en
una proporcion superior al 90% de la cantidad total de farmaco presente en el plasma y
alcanza un intervalo terapéutico reducido. Ademads, se precisa que tenga un volumen de
distribucion pequeio (inferior a 0.15 L/kg), ya que, si se encuentra ampliamente distribuido
en los tejidos, incrementos (incluso importantes) en la fraccion de farmaco libre pueden

carecer de significacion clinica.

No contar con un sistema bioldgico que represente fenomenos que surgen en el
organismo conlleva a abundar en conceptos abstractos y que pueden ser muy numéricos,
especificamente la parte farmacocinética y biofarmacia, de la formacion profesional. Dado

lo anterior, se ve necesario establecer una forma en la cual se pueda visualizar, a nivel



experimental, lo que se habla en varios cursos a lo largo de la carrera y que ejemplifique los

conceptos especificos.

Para solventar dicha situacion, surge la iniciativa del desarrollo de simulaciones in
vitro que se implementen en el ambito educativo como una practica para reforzar la
formacion profesional. Ya que la construccion de sistemas no bioldgicos permite extrapolar
los resultados a seres humanos y aplicarlos en el momento de tomar decisiones de
caracteristica cientifica y profesional, siguiendo los criterios aprendidos y adquiridos segun

la experiencia.
1.5. Antecedentes

1.5.1. Antecedentes historicos

Martinez et al.!!, en su investigacion de enfoque cuantitativo, sefialaron que los
medicamentos son transportados por el torrente sanguineo desde su sitio de absorcion a su
sitio de accion, por lo que los medicamentos tienen acceso a los mismos sitios a los que tiene
el componente sanguineo. Estudios in vitro han revelado que un sitio en el que se une un
farmaco puede ser diferente de aquellos al que se unen los otros. Un firmaco puede unirse a
varios sitios de unioén en la molécula de alblimina; es probable que una sustancia pueda
desplazar a otra de algunos de sus sitios de union en la albtimina, pero no de otros. Mediante
ensayos in vitro determinaron que no existe competencia por el mismo sitio de union en la

albumina entre la warfarina, fenitoina ¢ indometacina.

Cordero et al.', en su investigacion de enfoque cualitativo, presentan una amplia
descripcion de las caracteristicas bioquimicas y bioldgicas de la albimina humana, asi como
sus acciones fisiologicas en el organismo. Siendo la albumina una proteina con peso
molecular de aproximadamente 66.000 — 69.000 g/mol, es altamente liposoluble; a pesar de
su elevada carga negativa, puede ligarse reversiblemente tanto con cationes como con
aniones, lo que hace posible que su situacion plasmatica sea Optima para poder transportar o
inactivar una serie de sustancias como metales pesados, drogas, tinturas, acidos grasos,
hormonas y enzimas. Mediante una amplia revision bibliografica, presentaron indicaciones
y la dosificacion para cada una de las entidades clinicas en las que se utiliza la albimina

humana en la practica médica general.



1.5.2. Antecedentes internacionales

Menesses et al.?

, en su investigacion de enfoque cuantitativo, estudiaron que entre
los medicamentos mas comunes en el mundo se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE). Cada dia, mas de 30 millones de estadounidenses los usan para tratar
dolores de cabeza, esguinces, sintomas de la artritis y cualquier otro tipo de molestia. La
eleccion del AINE depende, entre otros aspectos, del nivel del dolor y la farmacocinética de

cada uno. Mediante un estudio computacional determinaron la afinidad con la que se enlazan

con el sitio activo de la enzima y calcular la eficiencia de enlace de estos.

Urresta et al.?’

, en su investigacion de enfoque cuantitativo, estudiaron que la
espectrofotometria se ha estado utilizando desde hace algiin tiempo para la cuantificacion e
identificacion de sustancias quimicas que presenta coloracion o que poseen la capacidad de
absorber la luz visible y las radiaciones ultravioletas. Es uno de los métodos de analisis mas
usados, y se basa en la relacion que existe entre la absorcion de luz por parte de un compuesto
y su concentracion. Mediante un ensayo, realizaron diferentes controles de calidad

establecidos en la Farmacopea Americana oficial USP 39, dentro de los cuales estuvieron

analisis fisicoquimicos y microbiologicos.

Por su parte, Subiran et al.'*

, en su investigacion de enfoque cualitativo, definieron
que, cuando un medicamento es administrado, atravesara una serie de procesos en el
organismo, estudiados por la farmacocinética y englobados en el término LADME:
Liberacion, Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion. Realizando una revision
bibliografica de los conceptos, los procedimientos, la legislacion y los tltimos avances en el
campo de las bioexenciones, demuestran que la relacion entre los ensayos de disolucion in
vitro y el comportamiento in vivo de los medicamentos es compleja, y depende de las
caracteristicas del medicamento. Mediante una amplia revision bibliogréafica, determinaron

que un estudio farmacocinético es la explicacion de un fendémeno bioldgico complejo, como

lo es la interaccion entre una molécula y un organismo viviente’.

Robles et al.!, en su investigacion de enfoque cualitativo, mencionan que la
farmacocinética es el estudio de la evolucion temporal de las concentraciones de un farmaco
o metabolitos en un organismo (fluidos, tejidos, compartimentos extracorporales) y de las

relaciones matematicas que permitan interpretar los datos a través de modelos definidos. Es
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el estudio del proceso ADME. Asimismo, constituye un aspecto importante de la terapia con
medicamentos y del diagnéstico de la funcion de los 6rganos. Mediante una amplia revision
bibliografica, concluyeron que, si se realizara una estimacion de los cambios que influyen en
la terapia, con los fArmacos que poseen un amplio rango terapéutico, se observaria que es

muy probable que estos no causen dafio.

Romero et al.', en su investigacion de enfoque cualitativo, describen que las
proteinas llevan a cabo una gran variedad de funciones debido a la estructura que adoptan en
el estado nativo. El estado nativo esta en equilibrio con un gran nimero de conformaciones
inactivas que colectivamente son llamadas estado desnaturalizado. Mediante una amplia
revision bibliografica, determinaron que, a partir de experimentos de calorimetria diferencial
de barrido CDB, es posible obtener la estabilidad termodindmica de la proteina, esto es el
cambio de energia libre de Gibbs (AG) entre el estado nativo y el desnaturalizado, asi como

determinar la curva de estabilidad.

Evoli et al’?, en su investigacion de enfoque cuantitativo, estudiaron y
proporcionaron multiples predicciones que cubren la geometria, la afinidad de la union y el
estado de protonacion de la forma farmacéuticamente mas activa (isdémero S) del ibuprofeno
a la albimina, mediante el uso de calculos de energia libre de union absoluta en combinacién
con la dinamica molecular clasica y acoplamiento molecular. Mediante métodos
computacionales obtuvieron una descripcion detallada de la union del ibuprofeno, lo que
permitid explicar resultados reportados en la literatura en las Gltimas décadas y demostrando

la posibilidad de usar métodos de simulacion para predecir la union del ligando a la albtimina.

1.5.3. Antecedentes nacionales

Pereira et al®, en su investigacion de enfoque cuantitativo, estudiaron que los
medicamentos a escala mundial aumentan cada afio, y esto se puede relacionar en cierta
forma con el aumento de la poblacion y la esperanza de vida. Los medicamentos han llegado
a ser el recurso sanitario mas empleado y regulado, lo cual permite garantizar que solamente
se comercialicen y se administren aquellos que sean lo suficientemente seguros, efectivos y
de buena calidad. Sin embargo, para que un medicamento genérico logre equivalencia
terapéutica, debe pasar por estudios in vitro o in vivo contra un medicamento de referencia.

Mediante una encuesta online durante marzo y abril del 2013, en Costa Rica determinaron
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que 85 medicamentos en el pais requerian de estudios de equivalencia terapéutica no solo
para efectos de su registro sanitario en el pais, sino para aquellos que exportan a otros paises,

dado que también se les exige este tipo de ensayos.

1.2, en su investigacion de enfoque cualitativo, expresan que el concepto

Segura et a
de medicamento genérico muchas veces no queda claro, puesto que se confunde con
medicamentos que son simples copias o son engafios. Debe quedar claro que, para la mayoria
de las agencias regulatorias del mundo, un medicamento genérico es el que ha demostrado
intercambiabilidad por uno de referencia o innovador, siempre y cuando se hayan efectuado
estudios de bioequivalencia. Mediante una amplia revision bibliografica, determinaron que

los estudios in vitro no solo se aplican a genéricos, sino también a productos originales

cuando el sistema de clasificacion biofarmacéutica asi lo indique.

Pérez et al.?®

, en su investigacion de enfoque cualitativo, estudiaron que el ibuprofeno
es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo (AINE), el cual es presentado en forma de
tabletas o suspension oral, consumido para el tratamiento de fiebre, dolor de cabeza de
intensidad leve y moderada (como migrafia), artritis, artrosis, inflamacidon no reumatica y
dismenorrea primaria. Este AINE se categoriza como un analgésico que no requiere de receta
médica para adquirirse, ademés de que, actualmente, es distribuido en supermercados y
farmacias. Incluso se ha contabilizado que se encuentra generalmente entre los dos AINE
mas consumidos. Mediante ensayos in vitro garantizaron el buen funcionamiento realizando

la  verificacion de algunos pardmetros de desempefio analitico en el

espectrofotometro UV-Vis.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO



En este capitulo, se pretende sustentar tedricamente el estudio. Se desarrolla la base
teodrica para la investigacion mediante la definicion de conceptos de importancia, abarcando
temas de plasma humano, afinidad a proteinas plasmaticas, el desplazamiento de farmacos

de su sitio de union, parametros que se deben considerar para desarrollar ensayos in vitro 'y

AINE.

2.1. Farmaco

Un farmaco es una sustancia quimica, la cual puede ser de origen natural, sintético,
semisintético o biotecnologico y cuando interacciona con un organismo vivo, da lugar a una
respuesta bioldgica porque produce efectos medibles. Dentro de la definicion, se encuentran
aquellas sustancias de uso clinico para prevenir, diagnosticar y tratar distintas patologias.
Para poder ubicar una sustancia dentro de la clasificacion de farmaco, debe administrarsele
a un organismo vivo de manera exdgena y solo con fines médicos'. A continuacion, en la
tabla 1, se puede observar una descripcion de la clasificacion de farmacos segiin su método

de obtencion:

Tabla 1. Clasificacion de farmacos segun su método de obtencién

Farmaco Descripcion

Naturales El principio activo es una molécula ya existente en la

naturaleza, cuya férmula se conoce y puede sintetizarse.

Semisintéticos El principio activo se sintetiza en el laboratorio haciendo
modificaciones en la molécula natural con el fin de mejorar
sus propiedades farmacocinéticas, potenciar o prolongar su

efecto, o bien disminuir la aparicion de reacciones adversas.

Sintéticos No derivan de ningin producto natural conocido, es decir, se
fabrican integramente en el laboratorio farmacéutico tras

investigaciones.

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia .

Cuando se administra un fdrmaco, los factores que determinan el tiempo en que este
alcanza el sitio de accion y la cantidad del principio activo que se requerird para lograr el

efecto deseado van de la mano de la presentacion del farmaco, su via de administracion y las
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condiciones fisiopatoldgicas del paciente. Pueden clasificarse las vias de administracion
dependiendo de la manera en que el farmaco llega al sitio de accién. De esta forma, se
encuentran dos grupos: las vias de administracion que atraviesan barreras fisiologicas y las

vias de administracion inmediatas o directas'’.

Para la mayoria de las vias de administracion, es necesario que el fairmaco atraviese
varias membranas bioldgicas para asi llegar a la circulacion general y, posteriormente, a su
sitio de accion. Estas membranas tienen una funcion de barrera, representando cierto grado
de selectividad al momento de permitir el paso de los farmacos a través de ellas, facilitando
el de ciertos farmacos o impidiendo el de otros. Esto dependera de las propiedades

fisicoquimicas y estructurales tanto de la membrana como del farmaco'>.

La administracion de medicamentos por la via oral es la mas frecuentemente utilizada,
ya que se considera la mas efectiva, segura y conveniente para la comodidad del paciente!®.
La absorcion por medio de esta via se lleva a cabo en la mucosa estomacal e intestinal,
determinado por la naturaleza quimica del farmaco, asi como las variables condiciones de
pH que se presenten en el medio'®>. Los procesos por los que los farmacos atraviesan las

membranas capilares hacia el tejido incluyen la difusion pasiva y la presion hidrostatica.

La comprension de los factores que influyen en los procesos cinéticos que ocurren
luego de la administracion, conocidos como LADME (Liberacion Absorcion, Distribucion,
Metabolizacion y Eliminacién), pueden ser un aspecto importante para dirigir el proceso de
desarrollo de fAirmacos, considerando que, una vez es administrado el medicamento por esta
via, los principios activos tienen que ser absorbidos desde el sitio de administracion hasta la
circulacion sistémica, para luego distribuirse a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo con el

fin de producir su efecto farmacoldgico!!.

Los medicamentos son transportados por el torrente sanguineo desde su sitio de
absorcion a su sitio de accion. La mayoria de los medicamentos son solubles en el plasma;
muchos otros se asocian parcialmente a componentes de la sangre, tales como albtimina,
globulinas, lipoproteinas y eritrocitos. De esta manera, los medicamentos tienen acceso a los
mismos sitios a los que tiene el componente sanguineo. Solo la fraccion libre de medicamento

difunde a través de la pared capilar y la membrana celular, alcanzando asi su sitio de accion’.
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2.2. Proceso LADME

2.2.1. Liberacion

La liberacion de un farmaco es el primer paso fundamental en la via de eliminacion
de este. Después de la dosificacion oral, el producto farmacéutico se desintegra, el
ingrediente activo se libera y luego se disuelve en el tracto gastrointestinal (GI). Una vez que
la sustancia farmacologica se disuelva, estard disponible para ser absorbida a través de las

membranas celulares intestinales hacia la circulacion sistémica'?.

2.2.2. Absorcion

La absorcion de un farmaco es un requisito previo para que este ejerza su accion.
Dependiendo de la via de administracion, los fArmacos tienen que ser absorbidos a través de
varias membranas antes de que lleguen a la circulacion general. Una vez en el plasma, la
mayoria de los farmacos tienen afinidad por las proteinas plasmaticas, como la albimina y
la a-1 glicoproteina acida. De las proteinas plasmaticas, la albumina es la de mayor

importancia y es la que se une a los firmacos acidos?.

La absorcion dependera de factores tales como las propiedades fisicoquimicas del
farmaco. Principalmente, su solubilidad acuosa; su constante de ionizacidn; su capacidad de
atravesar, por difusion las barreras bioldgicas (vinculada a la hidrofobicidad) y el peso
molecular y su capacidad para interactuar con sistemas bioldgicos, enzimas y de transporte

que la molécula de principio activo pueda encontrarse durante el proceso de absorcion?.

Existen varios mecanismos de absorcion de farmacos a través de las membranas,

dentro de los més utilizados estan los siguientes:

2.2.2.1. Difusion pasiva

La difusion pasiva es el principal proceso por el cual la mayoria de los farmacos
atraviesan las membranas celulares. Es el proceso por el que las moléculas de un farmaco se
mueven desde un area de alta concentracion a un 4rea de baja concentracion con bajo gasto
energético y de manera espontanea. La velocidad con la que la molécula difunda dependera
de caracteristicas como el gradiente de concentracion, la liposolubilidad, el grado de

ionizacién y el tamafio de la molécula''>.
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Figura 1. Representacion del proceso de difusion pasiva
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Fuente: imagen tomada de la referencia®.

La difusion pasiva puede describirse con base en la Ley de difusion de Fick (ver

ecuacion 1) 1.
Ecuacion 1. Ley de difusion de Fick

d —DKA (C, — C
Rate of drug dif fusion = d_(f = (hp 2

Fuente: ecuacion tomada de la referencia®.

Cpags - Ct es la diferencia entre la concentracion del fairmaco en el plasma (Cpags) y
en el tejido (Ct); A es el area superficial de la membrana; h es el espesor de la membrana; K
es el coeficiente de reparto lipido-agua; y D es la constante de difusion. El signo negativo
denota una transferencia neta de farmaco desde el interior de la luz capilar hacia el tejido y

los espacios extracelulares'.

2.2.2.2. Difusion facilitada

Es un proceso de transporte en el cual las moléculas atraviesan la membrana celular
facilitadas por un portador o proteina transportadora, a favor de un gradiente de
concentracion, sin la necesidad del consumo de energia. Este mecanismo permite el paso de

sustancias demasiado grandes y con una polaridad que dificulta su paso por poros, ademas,
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es caracterizado por su rapidez y selectividad, ya que el transportador solo aceptara moléculas
con una configuracion especifica. Estos transportadores son saturables y pueden sufrir
fenomenos de competicion ante la presencia de otras sustancias que pueden combinarse con

estas proteinas'>.

2.2.3. Distribucion

Tras el proceso de absorcion o aplicacion en el torrente sanguineo, las moléculas de
un farmaco se distribuyen en el plasma y en el liquido intracelular, y su posterior cinética
dependera tanto de las propiedades quimicas del farmaco, asi como de las caracteristicas
intrinsecas del organismo (pH, procesos enzimaticos, velocidad metabdlica, etc.).
Generalmente, los firmacos viajan a través del plasma de manera libre, por medio de la
fijacibn a proteinas plasmaticas (como la albumina) o incorporados en células
(principalmente eritrocitos). Después, comenzara a distribuirse a través de la circulacion y

llegara primero a aquellos 6rganos que tengan mayor aporte sanguineo'.

El tamafo molecular es un factor que afecta la distribucion de moléculas
extremadamente grandes. Por ultimo, la distribucion depende del grado de ionizacion del
farmaco, ya que la fraccion no ionizada puede ir a cualquier parte del cuerpo. Al igual que la
absorcion, se trata de un proceso predominantemente pasivo, con excepcion de algunos
farmacos que son sustrato de sistemas de transporte especializado; de hecho, los mismos
principios y mecanismos generales que rigen la absorcion del principio activo intervienen

luego en su distribucion’.

2.2.4. Metabolismo

El metabolismo de los farmacos es el término utilizado para describir la
biotransformacion de sustancias farmacéuticas en el organismo, para que estas puedan
eliminarse mas facilmente. La mayoria de los procesos metabolicos que involucran a los
farmacos ocurren en el higado, ya que las enzimas que facilitan las reacciones se concentran
alli. El proposito del metabolismo es, generalmente, cambiar la estructura quimica de la

sustancia, para aumentar la facilidad con la que se puede excretar del cuerpo?®.

La velocidad de metabolismo de los farmacos varia entre pacientes. Algunos

metabolizan el farmaco muy rapido, con lo que no se alcanzan concentraciones
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terapéuticamente efectivas a nivel sanguineo o en tejido; en otros, el metabolismo puede ser
tan lento que las dosis normales presentan efectos toxicos. Las velocidades se encuentran
influenciadas por factores genéticos, desordenes coexistentes, particularmente desérdenes
cronicos hepaticos o falla cardiaca avanzada, o interacciones entre fArmacos, especialmente
aquellos que involucran aceleracién o inhibiciéon del metabolismo?. El metabolismo se divide

en procesos de fase [ y II:

e En la fase I, el farmaco va a sufrir reacciones de oxidacion, oxigenacion,
reduccién, hidrolisis, alquilaciones y desalogenaciones, debido a las
modificaciones basadas en la obtencion de grupos funcionales. Los metabolitos
producidos por las reacciones de fase I rara vez tienen la polaridad suficiente para
excretarse, y muchos requieren un metabolismo adicional por parte de las enzimas
de fase II. Los citocromos son la principal familia de enzimas responsables de las
reacciones de fase I presentes, principalmente, en el hepatocito. '2.

e En la fase II, se facilita la conjugacion de los metabolitos generados en las
reacciones de fase I, con moléculas enddgenas, tales como el 4cido glucorénico,
glutation, sulfato o aminodcidos. Para los medicamentos administrados por via
oral, el higado y el intestino son los sitios principales del metabolismo de los
medicamentos donde tienen lugar las reacciones de fase I y fase Il y, por lo tanto,
también son los sitios potenciales para diferentes interacciones, como las

interacciones farmaco-farmaco y alimento-firmaco'?.

2.2.5. Excrecion

Una vez que el farmaco o cualquier sustancia ingresada al organismo ha pasado por
los diferentes procesos metabolicos correspondientes, ya sea cumpliendo con su funcién o
no, el paso final que le corresponde es la excrecion. Se eliminara tanto la sustancia en si como
los metabolitos que haya producido, yendo de la sangre y los tejidos hacia el exterior del
organismo. Dentro de las vias de excrecion, se destaca la eliminacion por medio de los
rifiones, los pulmones y el sistema hepatobiliar. Otras vias para la excrecion del farmaco
pueden incluir la excrecion del farmaco en el sudor, la saliva, la leche (a través de la lactancia)

u otros fluidos corporales ' 14,
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2.2.6. Aclaramiento

El aclaramiento o depuracion es el concepto mas importante por considerar cuando
se disefa un régimen racional para la administracion de medicamentos a largo plazo.
Generalmente, se desea mantener las concentraciones de un farmaco estables dentro de una
ventana terapéutica o rango asociado con la eficacia terapéutica y un minimo de toxicidad

para un agente dado.

Asumiendo una biodisponibilidad completa, la concentracion del farmaco en el
cuerpo en el estado estable se lograra cuando la velocidad de eliminacion del farmaco se

iguale a la velocidad de su administracion (ver ecuacion 2).

Ecuacidn 2. Relacion que existe entre tasa de dosificacion y el aclaramiento del farmaco

Tasa de dosificacion = Cl x Cgg

Fuente: ecuacion realizada a partir de la referencia®.

El CL es el aclaramiento (clearance) del farmaco de la circulacion sistémica, y Css
es la concentracion en estado estable o en equilibrio del farmaco. Cuando se conoce la
concentracion deseada en el estado estable del farmaco en plasma o sangre, la tasa de

aclaramiento del farmaco determinara la velocidad a la que debe ser administrado®.

Con la cinética de primer orden, el aclaramiento C/ variara con la concentracion del
farmaco (C), donde Km representa la concentracion a la que se alcanza la mitad de la
velocidad de eliminacion méaxima (en unidades de masa/volumen), y Vm es igual a la
velocidad maxima de eliminacidn (en unidades de masa/ tiempo). Por tanto, el aclaramiento
se obtiene en unidades de volumen que es limpiado (aclarado) de farmaco a través del tiempo.
La ecuacion 3 es analoga a la ecuacion de Michaelis-Menten empleada para la cinética

enzimatica.

Ecuacion 3. Ecuacion para determinar el aclaramiento del farmaco
segun la cinética de primer orden

(K +0)

Fuente: ecuacion realizada a partir de la referencia®.

Cl
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2.2.6.1. Aclaramiento hepdtico

Para un farmaco que se elimina eficientemente de la sangre por procesos hepaticos
(metabolismo o excrecion del farmaco en la bilis), la concentracion del farmaco en la sangre
que sale del higado sera baja, la razon de extraccion se acercard a la unidad, y el aclaramiento

del farmaco de la sangre quedard limitado por el flujo sanguineo hepatico®*.

Los farmacos que el higado elimina de manera eficiente (p. ¢j., los farmacos con
aclaramientos sistémicos > 6 mL/min/kg, como diltiazem, imipramina, lidocaina, morfina y
propranolol) tienen una tasa de eliminacion restringida no por procesos intrahepaticos, sino

por la velocidad a la que pueden transportarse de la sangre al higado**.

2.2.6.2. Aclaramiento renal

El aclaramiento renal de un farmaco resulta en su aparicion en la orina. En el
aclaramiento de un farmaco por los rifiones debe considerarse la filtracion glomerular, la
secrecion, la reabsorcion y el flujo sanguineo glomerular. La tasa de filtracion de un fArmaco
depende del volumen de liquido que se filtra en el glomérulo y la concentracion de fArmaco
no unido en el plasma (porque el farmaco unido a la proteina no se filtra). La influencia de
los cambios en la unidn a proteinas, el flujo sanguineo y el estado funcional de las nefronas
afectaran el aclaramiento renal**,
2.3. Plasma sanguineo

La sangre es un liquido complejo que, gracias a la funcion circulatoria, permanece en
constante movimiento?’. Consiste en un liquido rico en proteina conocido como plasma, en
el que estan suspendidos los elementos celulares: leucocitos, eritrocitos y plaquetas; mas de
la mitad de su volumen estd compuesto, principalmente, por agua, que contiene sales en

disolucién (electrolitos) y proteinas*.

La proteina que mas abunda en el plasma es la albimina, que ayuda a evitar que el
liquido se filtre fuera de los vasos sanguineos y entre los tejidos; ademés, cumple funciones
de transporte al unirse a sustancias como las hormonas y algunos farmacos. El plasma
contiene otras proteinas, como anticuerpos (inmunoglobulinas), que defienden activamente
al organismo frente a un virus, bacterias, hongos y células cancerosas. También se encuentran

los factores de la coagulacion, que previenen las hemorragias.
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Tabla 2. Principales funciones que presenta la sangre

N.° Descripcion
1 Respiracion: transporte de oxigeno de los pulmones a los tejidos y de CO? de
los tejidos a los pulmones.
2 Nutricion: transporte de materiales alimentarios absorbidos.
3 Excrecion: transporte de desechos metabolicos a los rifiones, los pulmones, la
piel y los intestinos para la eliminacion.
4 Mantenimiento del equilibrio 4dcido-bésico normal en el organismo.
5 Regulacion del equilibrio de agua por medio de los efectos de la sangre sobre
el intercambio de agua entre el liquido circulante y el liquido tisular.
6 Regulacion de la temperatura corporal por medio de la distribucion del calor
corporal.
7 Defensa contra infecciones mediante leucocitos y los anticuerpos circulantes.
8 Transporte de hormonas y regulacion del metabolismo.
9 Transporte de metabolitos.
10 Coagulacion.
Fuente: elaboracion propia con base en la referencia .
2.3.1. pH sanguineo

La concentracion de iones hidrogeno (H+) es uno de los pardmetros més importantes

de equilibrio 4cido base, y esta depende de las interacciones entre la presion arterial de
diéxido de carbono (PaCO2), la concentracion plasmatica del ion bicarbonato (HCO3 —), la
disociacion constante del acido carbonico y la solubilidad del dioxido de carbono, como lo

determind la ecuacion de Henderson y Hasselbalch*.

El ion hidrégeno libre (H+) en sangre arterial se encuentra a una concentracion entre

35 y 45 nmoles/L, lo que equivale a mantener un pH entre 7,45 y 7,55. El pH es definido

como el logaritmo negativo (en base 10) de la concentracion sanguinea de hidrogeno™.
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Ecuacidn 4. Ecuacidn representativa de la determinacién de pH

pH = —Log[H"]

Fuente: ecuacion tomada de la referencia®.

2.3.1.1. Importancia del mantenimiento de pH

Los cambios agudos en el pH sanguineo inducen efectos regulatorios en la estructura
y funcion de las proteinas y enzimas, lo que, a su vez, genera cambios en las funciones
celulares tales como la glucdlisis, la gluconeogénesis, la mitosis, la sintesis de ADN, entre

otras*.

Debido a lo anterior, es fundamental entender la accion de los elementos que
colaboran en el mantenimiento del pH dentro de los limites fisiologicos, como el bicarbonato
(HCO3 —), el hidrégeno, fosfatos, albumina, sodio, potasio, cloro, lactato, uratos, cetoacidos
y otros que permiten que se conserven; en lo que respecta a equilibrio acido-base, las

complejas y eficientes funciones celulares*.

Las alteraciones del equilibrio acido-base pueden ser primarias, pero lo mas frecuente
es que sean secundarias a enfermedades como la diabetes mellitus, falla renal, convulsiones,
sepsis, gastroenteritis, fistulas, pancreaticas, obstruccion intestinal o el uso de medicamentos

como la isoniazida, furosemida o el linezolide*.

Igualmente, durante el curso de una enfermedad con alteraciones del equilibrio acido-
base, se pueden llegar a alterar otros sistemas, como el inmune, con alteraciones en los
mediadores de inflamacién o el 6seo, con alteraciones en la resorcion y la formacion ésea;
sin embargo, los mecanismos fisiopatoldgicos no estan bien dilucidados, por esa razon, para
realizar una aproximacion diagnostica de los trastornos del equilibrio 4cido-base, se puede

tomar en cuenta la figura 2 .
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Figura 2. Pasos para el diagnostico de alteraciones acido-base.
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Fuente: figura tomada de la referencia®.

2.3.2. Proteinas plasmaticas

Las proteinas son centrales para todos los seres vivos, desde las bacterias hasta las
ballenas, pasando por las plantas y los hongos, todos utilizan proteinas. A estas biomoléculas
se les conoce como las maquinas de la vida, porque cumplen diversas funciones cruciales
para todos los organismos vivos. Muchas de ellas realizan una funcién enzimatica, actuando
como biocatalizadores de las reacciones quimicas del metabolismo celular; algunos grupos

de proteinas tienen funciones de defensa®.
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Las proteinas son polimeros naturales lineales formados por L-aminoacidos (aa), los
cuales contienen un 4tomo de carbon unido a tres sustituyentes comunes: un grupo carboxilo,
un grupo amino y un atomo de hidréogeno. El cuarto sustituyente del carbono es llamado
“cadena lateral”. Existen cuatro niveles de estructura que describen a las proteinas: estructura

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria®.

La estructura primaria viene determinada por la secuencia de aminodcidos que
forman parte de la cadena. La estructura secundaria ocurre cuando la secuencia de
aminoacidos adquiere una disposicion espacial estable, que viene dada por el plegamiento de
la cadena polipeptidica debido a enlaces de hidrogeno. Por su parte, la estructura terciaria de
las proteinas da informacion sobre la disposicion espacial de la estructura secundaria de un
polipéptido al plegarse sobre si misma, originando una estructura globular. La estructura
cuaternaria viene dada por la disposicion espacial de las distintas cadenas polipeptidicas de

una proteina multimérica, es decir, compuesta por varios péptidos'®.

Alrededor del 70 a 80% de las proteinas plasmaticas son sintetizadas en el higado,
entre ellas se incluyen alblimina, fibrindgeno, transferrina y casi todos los componentes del
complemento y de la cascada de la coagulacion de la sangre 4. En vista de sus caracteristicas
y funcionalidad, la albiumina ocupa una posicion sustancial entre las proteinas totales del
plasma. En condiciones normales, la concentracion de proteinas plasmaticas varia entre 6.2
y 7.9 g/dl. La albiimina es la proteina de mayor concentracion en este medio liquido, siendo

su concentracion entre 3.6 y 5.2 g/dl, y presenta un pH fisiologico de 7.4 %°.

Las proteinas que circulan en el plasma sanguineo desempefian funciones importantes
en la fisiologia humana. Las albiminas facilitan el transito de acidos grasos, hormonas
esteroides y otros ligandos entre tejidos. Por su parte, la transferrina ayuda a la captacion y
distribucion de hierro, un componente de muchas metaloproteinas de importancia crucial. El
fibrindgeno circulante sirve como un bloque de construccion de la red de fibrina, que se
moviliza facilmente y que proporciona el fundamento de los coagulos que se utilizan para

sellar vasos lesionados*®
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Tabla 3. Algunas funciones que presentan las proteinas

Funcion

Proteinas plasmaticas

Antiproteasas

Antiquimotripsina

al-Antitripsina (al-antiproteinasa)
a2-Macroglobulina

Antitrombina

Coagulacion de la sangre

Diversos factores de la coagulacion, fibrindgeno

Enzimas e Funcién en la sangre, por ejemplo, factores de la
coagulacion, colinesterasa Escape desde células o
tejidos, p. €j., transaminasas

Hormonas e Eritropoyetina®

Defensa inmunitaria

Inmunoglobulinas, proteinas del complemento y
b2-macroglobulina

Participacion en respuestas
inflamatorias

Proteinas de respuesta de fase aguda (p. ej.,
proteina C reactiva, al-glucoproteina 4cida
[orosomucoide])

Oncofetal

al-Fetoproteina (AFP)

Transporte o union de proteinas

Albumina (diversos ligandos, entre ellos
bilirrubina, acidos grasos libres, iones [Ca2l],
metales [p.ej., Cu2l, Zn21], methem, esteroides,
otras hormonas y diversos fairmacos)

Globulina de unioén a corticosteroide (transcortina)
(se une a cortisol)

Haptoglobina (se une a la hemoglobina
extracorpuscular)

Lipoproteinas (quilomicrones, VLDL, LDL, HDL)
Hemopexina (se une a hem)

Proteina de union a retinol (se une a retinol)
Globulina de unién a hormona sexual (se une a
testosterona, estradiol)

Globulina de unién a hormona tiroidea (se une a
T4, T3)

Transferrina (transporta hierro)

Transtiretina (antes prealbumina; se une a T4 y
forma un complejo con la proteina de unién a
retinol)

Fuente: elaboracion propia basada en la referencia *.
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Figura 3. Dimensiones de tamafio y pesos moleculares entre las
principales proteinas presentes en plasma

Escala

[ - .
10nm Na* CI” Glucosa

Albumina Hemoglobina
69 000 64 500

p1-Globulina v-Globulina
90 000 156 000

«-Lipoproteina
200 000

34-Lipoproteina
1 300 000

Fibrinégeno
340 000

Fuente: figura tomada de la referencia®.

2.3.2.1. Factores que afectan las concentraciones de proteinas en plasma:

Varias enfermedades, edad, traumatismos y circunstancias relacionadas pueden
afectar la concentracion de proteinas plasmaticas, ya sea aumentandolas o disminuyéndolas.
Ejemplos de disminucion en las proteinas puede ser la enfermedad hepatica, debido a la
disminucion de la sintesis de proteinas; las quemaduras graves, que pueden causar una mayor
distribucion de albiimina en el liquido extracelular, lo que da como resultado una

concentracion de albumina en plasma mas pequefia’.
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En ciertas enfermedades genéticas, la calidad de la proteina puede verse alterada por

un cambio en la secuencia de aminodcidos. Tanto en la enfermedad hepatica cronica como

en la enfermedad renal y la uremia, pueden producir una alteracion en la calidad de las

proteinas plasmaticas sintetizadas, lo cual puede demostrarse por una alteracion en la

constante de asociacion o afinidad del farmaco por la proteina’.

En el caso de la proteina C reactiva (CRP, asi llamada porque reacciona con el

polisacarido C de los neumococos), al-antiproteinasa, haptoglobina, al-glucoproteina 4cida,

y fibrindgeno, se clasifican como “proteinas de fase aguda”. Las concentraciones de estas

proteinas pueden llegar a aumentar desde 50% hasta 1000 veces (en el caso de la CRP)

durante estados inflamatorios cronicos, cancer, artritis, infarto de miocardio y enfermedad de

Crohn, lo cual puede llevar a un incremento de la union de fAirmacos bésicos.

43,44

Tabla 4. Factores fisiologicos y patoldgicos que afectan las concentraciones
de proteinas en plasma

Factor

Albumina

al1-Glicoproteina

Lipoproteina

Decrecion

Edad (geriatrico,
neonato)
Neumonia bacterial
Quemaduras
Cirrosis Hepatica
Fibrosis quistica
Enfermedad Gastro-
intestinal
Histoplasmosis
Lepra

Absceso hepatico
Neoplasmas
malignos
Desnutricion
(grave)

Mieloma multiple
Sindrome nefrético
Pancreatitis (aguda)
Embarazo
Insuficiencia renal
Cirugia

Trauma

Anticonceptivos
orales

Sindrome
nefrotico
Concentraciones
fetales

Hipertiroidismo
Enfermedad
hepatica
Trauma
Lesiones
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Factor Albumina al-Glicoproteina Lipoproteina
Aumento e Tumores benignos | e Edad (geriatrica) e Diabetes
e Ejercicio e Enfermedad e Hipotiroidismo
e Hipotiroidismo celiaca e Enfermedad
e Enfermedad e Enfermedad de hepatica
neurologica Crohn e Sindrome nefrético
e Neurosis e Infarto de
e Paranoia miocardio
e Phycosis e Lesiones
e Esquizofrenia e Insuficiencia renal
e Artritis reumatoide
e Estrés
e Cirugia
e Trauma

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia’.

2.3.2.2. Albumina humana

Entre sus funciones bioldgicas, se encuentran el control del pH sanguineo actuando
como tampon y el transporte de distintas sustancias actia como transportador de acidos
grasos no esterificados y varios otros compuestos endogenos y exogenos, incluida una gran
variedad de productos farmacéuticos y metabolitos activos. Por todo esto, resulta crucial que

los valores analiticos de albumina se encuentren dentro del rango establecido®.

La albumina humana es una pequeia proteina relativamente simétrica con un peso
molecular aproximado de 66 000 a 69 000, y que siendo la principal proteina del plasma es
una molécula altamente soluble; la cual, a pesar de su elevada carga negativa, puede ligarse
reversiblemente tanto con cationes como con aniones, lo que hace posible que su situacién
plasmatica sea Optima para poder transportar o inactivar una serie de sustancias como metales

pesados, drogas, tinturas, 4cidos grasos, hormonas y enzimas'®.

Debido a la flexibilidad de la albumina y a que esta posee un niimero limitado de
sitios de union de alta afinidad con los sustratos, la unién, por ejemplo, de un farmaco o de
un acido graso a la albumina humana puede generar cambios en su estructura que pueden
influir en la unidon de nuevos fdrmacos. Esta alteracién es importante porque se puede
modificar la distribucién y eliminaciéon de un farmaco, pudiendo modular sus efectos

terapéuticos'¢.
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2.3.2.2.1. Albumina humana exégena

El uso de albumina humana exdgena via intravenosa esta ampliamente extendido y
respaldado por la evidencia cientifica en situaciones clinicas como descompensacion
hidrépica, descompensacion hepatica y para el restablecimiento y mantenimiento del
volumen circulatorio. Sin embargo, resulta comin su uso en muchos otros entornos en los
que no esta justificado, ya que muchas de las indicaciones por las que se utiliza habitualmente

estan en debate o no tienen evidencia cientifica®.

Principalmente, se realiza un uso inapropiado de albumina en situaciones en las que
se intenta corregir un deficiente estado nutricional o un hallazgo analitico de
hipoalbuminemia. Esto ocurre con frecuencia en muchas unidades clinicas, a pesar de la falta
de evidencia clinica de un beneficio real®.

La seleccion de indicaciones clinicas para la utilizacion terapéutica de albumina debe
ser tomada no solo por conceptos arbitrarios o pragmaticos, sino por una adecuada educacion
de los médicos en el conocimiento de la funcidn fisioloégica. Solo unos pocos trastornos

especificos requieren regularmente el uso de albtimina®>!°,

2.3.3. Union de farmaco a proteina plasmatica

La albumina tiene una carga neta negativa al pH del suero, sin embargo, puede
interactuar tanto con las cargas positivas como negativas de los medicamentos. Tedricamente,
todos los sitios cargados en la albumina pueden funcionar como sitios de unién para
medicamentos con la carga apropiada; muchas cargas estan escondidas dentro de la estructura
tridimensional de la albimina'!. Se han reconocido cuatro sitios de unién diferentes para los

farmacos en la albimina. En su mayoria, los 4cidos débiles solo se unen a la albimina'®.

La unién de los farmacos a proteinas plasmaticas es cuantificable y, generalmente, se
representa en un porcentaje que es constante, pero puede ser saturable. Si bien la union a las
proteinas evita que el firmaco ejerza su efecto bioldgico, permite su transporte por la sangre
para llegar a los diversos tejidos y es un medio de almacenamiento para cuando se reduzca
su concentracion plasmatica libre. Esta informacion es util para el mantenimiento de la dosis
terapéutica en los tratamientos, ya que se puede establecer la fraccion libre que puede tener

accion farmacoldgica y calcular una dosis de mantenimiento ',
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La estructura de la proteina abarca tres dominios homdlogos (I-1II), cada uno dividido
en dos subdominios (A-B) conectados a través de espirales aleatorias. Los acidos grasos de
cadena larga, asi como muchos otros ligandos diferentes, se unen a la albimina en siete sitios
de union con los nombres correspondientes FA1 a FA732. En general, las caracteristicas de
unidn de la albumina se deben a tal multiplicidad de sitios de union disponibles, combinados

con su plasticidad estructural intrinseca para acomodar varios tipos de compuestos>2.

2.3.4. Afinidad del complejo farmaco-proteina plasmatica

La afinidad entre un medicamento y sus sitios de unién en una macromolécula son
expresados como una constante de equilibrio que establece la relacién de concentracion de
medicamento en forma unida entre el producto de las concentraciones de medicamento no
unido y proteina. Es frecuentemente expresada en términos de constantes de disociacion Kd,
la cual es dada por la relacion k2/kl, son las constantes de velocidad de reaccion de asociacion

y disociacién respectivamente’.

Ecuacion 5. Ecuacion matemaética que expresa como determinar el comportamiento de
farmacos unidos a proteinas segiin moles

Moles of drug bound

r= -
Total moles of protein
Fuente: ecuacién tomada de la referencia?

Cuando un medicamento se une con distinta afinidad en los diferentes sitios de la
molécula de proteina, se involucran varios equilibrios. Cada uno de estos se caracteriza por
una constante de disociacion. Para la mayoria de los medicamentos, solo hay uno o dos sitios
de unioén primarios en la molécula de alblimina; existen sitios secundarios, pero son menos

especificos.

2.3.5. Afinidad de fijacion

Es importante tener en cuenta que la mayoria de los farmacos son acidos o bases
débiles, por los cuales las proteinas del plasma tienen afinidad. Estos farmacos son
electrolitos que en solucion acuosa se encuentran en forma ionizada y no ionizada. La

fraccion ionizada es hidrosoluble y muy poco difusible (si el tamafio del ion es grande). Por

30



el contrario, la fraccion no ionizada es liposoluble y, por ende, es la unica que difunde bien a

través de la membrana celular®.

2.3.6. Grado de afinidad

La eficiencia de un medicamento puede verse afectada por el grado de union a las
proteinas, también llamada fraccion de farmaco unida (fu). Este relaciona la concentracion
de farmaco unido (Cu) y la concentracion total de farmaco (Ct). Es importante recalcar que,
en los farmacos con alto grado de union, un cambio pequefio en la fraccion de farmaco unido

produce grandes cambios en la fraccion libre (7).

Desde el punto de vista farmacoterapéutico, se tiene mas interés en la concentracion
de farmaco libre (C/) que en la concentracion unida (Cu), ya que el farmaco capaz de

atravesar la mayor cantidad de membranas y ejercer efecto farmacoldgico es el libre®.

2.3.7. Cinética de union

La cinética que presenta la union reversible de un complejo farmaco-proteina para
una proteina con un sitio de unioén simple puede describirse mediante la ley de accién de
masas (ver ecuacion 6), la cual expresa la relacion que existe entre la concentracién molar de
los productos y la concentracion molar de los reactivos, el cual seria la formacion del

complejo farmaco-proteina.

Ecuacion 6. Ecuacion reversible de la unién de fArmacos a proteinas plasmaticas

Proteina + Farmaco < [Farmaco — Proteina]
Fuente: ecuacion tomada de la referencia’.

La mayoria de los estudios cinéticos in vitro utilizan como proteina la albimina
purificada como fuente estandar. El nimero promedio de moléculas de medicamento ligadas
a proteina esta dado por la relacion de la concentracion de medicamento unido [PD], entre la

concentracion de proteina [P] y farmaco libre [D], de acuerdo con la ecuacion 7.
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Ecuacion 7. Ecuacion para determinar la constante de afinidad

Fuente: ecuacién tomada de la referencia’.

Cuando un fArmaco presenta valores de Ka entre 10° y 107 L/mol, significa que cuenta
con una alta capacidad de fijacion, mientras que valores entre 10 y 10* L/mol corresponden

a fArmacos con baja o moderada capacidad de union a proteinas>®.

Seglin Sun et al. 2, la ecuacion anterior describe la situacién mas simple, en la que 1
mol de farmaco se une a 1 mol de proteina en un complejo de 1 a 1. Este caso asume solo un
sitio de unidn para cada molécula de farmaco. Si hay mas de un sitio de union de farmaco

por molécula de proteina, entonces se usa la siguiente ecuacion:

Ecuacidn 8. Ecuacidn para determinar la constante de afinidad cuando la relacion no es 1:1

_ nKy[D]
"T1¥K, D]

Fuente: ecuacion tomada de la referencial.

Debido a que las moléculas de proteina son muy grandes en comparacion con las
moléculas de fairmacos y pueden contener mas de un tipo de sitio de unidn para el farmaco,
y si este se une independientemente a cada sitio de unién con su propia constante de
asociacion, entonces, la ecuacion que se utilizaria seria la siguiente’:

Ecuacion 9. Ecuacion para determinar la constante de afinidad en funcion
de los sitios de unién de un farmaco

_ n, K1 [P] n, K, [P]
"T1+K. D] 1+K,[D]

Fuente: ecuacion tomada de la referencial.
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Cada subindice numérico representa diferentes tipos de sitios de unién, las K
representan las constantes de union y las n representan el numero de sitios de unioén por
molécula de albumina'. La cinética de unién proporciona informacion valiosa sobre el uso
terapéutico adecuado del farmaco y las predicciones de posibles interacciones
farmacoldgicas. Cada método para la investigacion de la unidn in vitro de farmacos y
proteinas tiene ventajas y desventajas en términos de costo, facilidad de medicion, tiempo,

instrumentacidn y otras consideraciones.

2.3.8. Relacion de las concentraciones de farmaco y proteina en la formacion del
complejo farmaco-proteina

La concentraciéon de farmaco, la concentracion de la proteina y la constante de
afinidad influyen en la fraccion de farmaco unido. Con una concentracion constante de
proteina, solo un cierto numero de sitios de unidn estan disponibles para un firmaco. A bajas
concentraciones de fArmaco, la mayor parte del firmaco puede unirse a la proteina, mientras

que, a altas concentraciones de fArmaco, los sitios de unién a proteinas pueden saturarse'.

2.3.9. Desplazamiento de fArmacos por competencia en los sitios de union

En las interacciones que afectan a la distribucion de los farmacos por el organismo,
suelen estar implicados procesos de desplazamiento del compuesto unido a las proteinas
plasmaticas. El desplazamiento ocurre cuando se toma un segundo fArmaco que compite por

el mismo sitio de unién en la proteina que el fArmaco inicial>4!.

La posible competencia entre dos farmacos administrados de manera simultanea es
causa de modificacion de la fraccion libre de uno de ellos, siendo de gran repercusion, puesto
que ciertos farmacos logran desplazar a otros de su uniéon a proteinas plasmaticas,
incrementando la fraccion libre del desplazado y, como consecuencia, aumentaria la
respuesta farmacologica; ademads, probablemente se daria una toxicidad por el agente que es

desplazado’®*!.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que dichos aumentos tienen caracter transitorio,
debido a la accién compensatoria que supone la mayor eliminacidon del farmaco, por lo que
las repercusiones clinicas de este tipo de interacciones en general son de escaso relieve y si

se conocen los mecanismos, se pueden prever sus consecuencias®!.
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2.4. Metodologias para determinacion de la union farmaco—proteina

La union de medicamento a la albumina se ha estudiado in vitro por las técnicas de
dialisis, ultrafiltracion, cromatografia o por métodos espectroscopicos. Estas técnicas han
dado resultados similares, pero no siempre idénticos. Dichos estudios deben establecer no
solo la extension de la unidn, sino, ademas, el nimero de sitios de union y sus afinidades por

él’.

Una correlacion in vitro - in vivo (CIVIV) puede definirse como un modelo
matematico predictivo que describe la relacion entre una caracteristica de la forma
farmacéutica de administracion oral (generalmente la velocidad y cantidad de farmaco
disuelto) y una respuesta relevante in vivo (como la concentracion plasmatica o la cantidad
de farmaco absorbida). El principal objetivo de establecer dicha correlacion es utilizar el

ensayo de disolucion como sustituto de los estudios en humanos!!.

2.4.1. Dialisis

Esta técnica consiste en colocar la proteina y el medicamento en una camara de
dialisis con membranas semipermeables que separan el complejo de un cdmara en la que no
se encuentra la proteina. Tras la union del farmaco a la proteina, solo el farmaco libre
atraviesa la membrana y luego de establecerse el equilibrio, se determina la concentracion
del medicamento en la cdmara libre de proteina. Sin embargo, presenta como desventaja que
lleva mucho tiempo alcanzar el equilibrio, por lo que la proteina puede desnaturalizarse

porque las condiciones en la que se realiza el estudio son muy diferentes a las del organismo’.

2.4.2. Ultrafiltracion

La técnica consiste en colocar una mezcla de titulacion de proteina con el
medicamento en una camara de ultrafiltracion con una membrana adecuada, a la cual se le
aplica presion alta y obliga a las moléculas de medicamento libre a difundir a través de la
membrana; después de establecerse el equilibrio, se determina la concentracion de
medicamento libre. Las desventajas de esta técnica son el efecto osmotico y la posible union

a la membrana utilizada’.
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2.4.3. Analisis directo
Son técnicas analiticas donde no se requiere una separacion previa al analisis, sino
que las propiedades Opticas del complejo proteina-medicamento difieran del medicamento

libre y de la proteina libre’.

2.4.4. Espectroscopia por radiacion ultravioleta

La espectroscopia de absorcion es util para el andlisis cuantitativo, tiene alta
sensibilidad, selectividad moderada a alta y buena precision. Los métodos fluorométricos se
aplican para concentraciones mas bajas y son mas sensibles y especificos que los
espectrofotométricos. Cuando se determina la absorcion (o fluorescencia) de la proteina, se
observa el efecto de agregar varias concentraciones del medicamento y se debe observar una
respuesta lineal al graficar el logaritmo de la absorbancia (o fluorescencia) contra el

logaritmo de la concentracién’.

2.4.4.1. Mediciones espectroscopicas

Los analistas utilizan las interacciones de la radiacion con la materia para obtener
informacion sobre una muestra. La muestra es estimulada de alguna manera mediante la
aplicacion de energia en forma de calor, energia eléctrica, luz, particulas o de una reaccion
quimica. Antes de aplicar el estimulo, el analito se encuentra en su estado de energia mas
bajo o estado basal®’.

Luego de aplicado el estimulo, algunas de las especies del analito experimentaran una
transicion hacia un estado de mayor energia o estado excitado. Los resultados obtenidos son
expresados graficamente por un espectro, que pueden proporcionar informacidon tanto

cualitativa como cuantitativa acerca de la muestra’®.

2.4.4.2. Proceso de absorcion

Laley de la absorcion también conocida como la ley de Beer-Lambert es un indicativo
cuantitativo de la cantidad de atenuacion de la concentracion de las moléculas absorbentes y
de la longitud de la trayectoria donde ocurre la absorcion. Conforme la luz atraviesa un medio
que contiene un analito absorbente, la intensidad disminuye a medida que el analito es

excitado®’.
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De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de las especies absorbentes y a la longitud de la trayectoria del medio
absorbente. Esta ley puede ser utilizada de diferentes maneras, ya sea para calcular
absorbancias molares de las especies, si se conoce la concentracion; si se conoce la
absortividad y la longitud de onda, se puede utilizar para obtener la concentracion de la

muestra’’.

2.4.5. Calorimetria de titulacion isotérmica

Un calorimetro es un instrumento que sirve para medir la cantidad de calor que libera
o0 absorbe una muestra en la que ocurre algiin evento que refleja las interacciones moleculares
presentes entre los componentes de la muestra. Este puede ser la unién de una molécula
pequefia (ligando) a una macromolécula (proteina), una reaccion quimica o el cambio

estructural que sufre una proteina cuando se calienta’®.

Todos los calorimetros constan de los mismos elementos bdasicos en su disefio y
operan con los mismos principios. Las diferencias entre ellos estan en la cantidad de muestra
que requieren y en su precision®. Se utiliza, principalmente, para determinar los pardmetros
termodindmicos de union, tales como la afinidad de enlaces y las constantes de disociacion,
asi como la estequiometria, la entalpia, la entropia y la energia libre de Gibbs de enlace bajo

condiciones isotérmicas.

El funcionamiento de este se basa en dos celdas idénticas, una de referencia (R) que
se llena de agua pura y otra que contiene la muestra (M). Ambas estan colocadas dentro de
una “chaqueta térmica” que las aisla del exterior, evitando asi pérdida o ganancia de energia
desde el entorno. El calorimetro establece una diferencia de temperatura (AT) muy pequeiia,

de tal manera que la medicion se realiza a una temperatura constante’®.

En la celda M se coloca la punta de una jeringa que permite inyectar pequeias
cantidades de su contenido. Tipicamente, en la celda M se situa una solucion de una proteina
(P) y en la jeringa una solucion de una sustancia (L), cuya interaccion con la proteina se desea
estudiar. Al realizar una primera inyeccion o titulacion, L y P entran en contacto dentro de la

celda M e interaccionan entre si, liberando o absorbiendo calor’®.

36



La cantidad de energia que hay que proporcionar para recobrar el AT original es igual
a la cantidad de energia que se liberd o absorbié debido a la interacciéon o unién entre la
proteina y el fArmaco en esa primera inyeccion. Posterior a esa primera toma de muestra, la
cantidad de energia debida a la union va disminuyendo, ya que la cantidad de proteina libre

en la celda es cada vez menor?.

Figura 4. Representacion de un proceso de calorimetria de titulacion isotérmica

Jeringa
Chagueta
] m termica
Celd
EM"“ —3 Celda
P Agua

Fuente: figura tomada de la referencia®.

2.5 AINE

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) se encuentran entre los medicamentos
mas prescriptos en todo el mundo. Se utilizan, principalmente, en el tratamiento de la
inflamacién, dolor y edema, asi como en las osteoartritis, artritis reumatoides y disturbios

musculoesqueléticos?®.
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Los AINE se pueden clasificar seglin su estructura quimica, en acidos o no acidos, lo
cual determinara su distribucion. Los AINE no acidos como el celecoxib se distribuyen en
todos los tejidos corporales; por el contrario, aquellos con grupos acidos como diclofenaco,
ketoprofeno e ibuprofeno tienden a distribuirse y permanecer en los sitios de inflamacion, a
pesar de que sus concentraciones en plasma decaen con rapidez, lo cual podria implicar un

efecto terapéutico a nivel local mas sostenido?’.

El mecanismo de accién general de los AINE es la inhibicion de la sintesis de
prostanglandinas al inhibir en grados variables las ciclooxigenasas. Ademas, en altas
concentraciones, pueden llegar a reducir la produccion de radicales superoxidos en tejidos
inflamados, inducir apoptosis celular, inhibir la expresion de moléculas de adhesion, reducir
la produccion de oxido nitrico (ON), al reducir la expresion de su sintasa; disminuir la
produccion de citoquinas inflamatorias, modificar la actividad linfocitaria y alterar las

funciones de membrana celular?®.

La ciclooxigenasa (COX) es la enzima clave en la sintesis de las prostaglandinas, a
través de la oxidacion del acido araquidonico. Las prostaglandinas realizan tanto funciones
relacionadas con la homeostasis de diversos 6rganos como con el dolor, la inflamacion y el
desarrollo de neoplasias. Esta evidencia llevo al descubrimiento de la existencia de dos
1soformas de la COX, denominadas COX-1 y COX-2. Aunque ambas ciclooxigenasas tienen
similar afinidad por el 4cido araquidonico y son homologas en un 90%, presentan diferente

afinidad por el sustrato y se encuentran en distintos lugares dentro de la célula®’.

Los AINE también se clasifican como no selectivos, los cuales son los mas antiguos,
y designados como tradicionales o convencionales (COX-1), y los selectivos para la COX-2

que se designan como COXIBE (ver tabla 5).

La isoforma COX-1 se encuentra de forma constituida en la mayor parte de los tejidos,
es esencial para el mantenimiento del estado fisiolégico normal de muchos tejidos, incluidos
la proteccion de la mucosa gastrointestinal, el control del flujo sanguineo renal, la
homeostasia, respuestas autoinmunes, funciones pulmonares y del sistema nervioso central,
cardiovasculares y reproductivas®®. En la figura 5 se puede observar una representacion de

los efectos que se desencadenan tras la inhibicion de la COX-1%7,
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Tabla 5. Clasificacién de AINE segun su selectividad por la ciclooxigenasa

Antiinflamatorios no esteroideos Antiinflamatorios no esteroideos
no selectivos (COX-1Y COX-2) selectivos (COX-2)
(Tradicionales, convencionales) (COXIBE)

Aspirina Rofecoxib
Acetaminofén Valdecoxib
Indometacina Parecoxib

Ibuprofeno Celecoxib
NaproxenSulindacoo Etoricoxib
Diclofenaco
Piroxicam . .
B-Piroxi Lumiracoxib
-Piroxicam
Meloxicam
Cetoprofeno

Fuente: tabla tomada de la referencia®®.

Figura 5. Representacion de los efectos que se desencadenan tras la inhibicion de la COX-1
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Fuente: figura tomada de la referencia®.
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La isoforma COX-2 es inducida en las inflamaciones por varios estimulos como
citocinas, endotoxinas y factores de crecimiento, ademas, origina prostaglandinas inductoras,
que contribuyen al desarrollo del edema, rubor, fiebre e hiperalgesia. También se expresa en
las células vasculares endoteliales normales, que secretan prostaciclina en respuesta al estrés

de cizallamiento?®.

Figura 6. Representacion de los efectos que se desencadenan tras la inhibicion de la COX-2
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Fuente: figura tomada de la referencia®.

2.5.1. Ibuprofeno

El ibuprofeno es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo (AINE) derivado del
acido propiodnico; es una mezcla racémica de enantiomeros R y S. Su desarrollo se dio en
1960; mientras se buscaba un medicamento alterno a la aspirina. Se encuentra en forma de
tabletas o suspension oral, presenta propiedades farmacologicas para el tratamiento de fiebre,
dolor de cabeza de intensidad leve y moderada (como migrafia), artritis, artrosis, inflamacién

no reumética y dismenorrea primaria’’.
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En formulaciones comerciales, el fairmaco suele estar disponible en una mezcla
racémica de ambos isémeros. Sin embargo, solo el S-ibuprofeno es farmacologicamente
activo, como se ha demostrado en algunos estudios in vitro ¢ in vivo. Ademas, el isbmero R

se interconvierte en gran medida en S-ibuprofeno como resultado del metabolismo™.

El grupo carboxilo del ibuprofeno tiene un pKa de 4.4, por lo que se espera que sea
desprotonado (—COO) en condiciones fisiologicas normales, como lo es el pH de la sangre
de 7,40 £ 0,05. Sin embargo, dentro del nucleo de una matriz proteica, el pH puede
diferenciarse facilmente hasta en tres unidades dependiendo del solvente en el que se

encuentre disuelto’?.

Figura 7. Estructura de la molécula de ibuprofeno protonado y desprotanado

Fuente: figura tomada de la referencia®.
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2.5.1.1. Mecanismo de accion

El mecanismo de acciéon del ibuprofeno consiste en bloquear la sintesis de
prostaglandinas, a través de la inhibicioén de las isoformas COX-1 y COX-2; sin embargo,
presenta afinidad por la COX-1 y se una de forma reversible. Las prostaglandinas son
sustancias de caracter lipidico que tienen una importante participacion en el surgimiento de
sintomas como el dolor, la fiebre y la inflamacién; este procedimiento se da por medio de la
inhibicién de la enzima ciclooxigenasa, que es la encargada de catalizar la sintesis de

prostaglandinas>’.

2.5.1.2. Propiedades farmacocinéticas

El ibuprofeno se absorbe bien y rapidamente a través de la mucosa gastrointestinal,
alcanzando concentraciones plasmaticas maximas en 1 a 2 horas después de administracion
oral; los alimentos reducen la velocidad de absorcion, pero no la cantidad absorbida.
Alrededor del 99% del farmaco se fija a la albimina y se distribuye en forma amplia en el
organismo, incluso en el espacio sinovial, ademds de que también atraviesa la barrera
placentaria. Se metaboliza a nivel hepatico a derivados hidroxilados y carboxilados, los que
se eliminan conjugados con el 4cido glucurdnico a través de la orina. Su vida media de

eliminacion es de 1.8 a 2 horas 3.

2.5.1.3. Sitio de union del ibuprofeno a la albumina humana

Los principales sitios de union de los 4cidos grasos en la albimina sérica humana se
encuentran en el subdominio IB (FA1), IIA (FA7), IIA-IIB (FA6), IIIA (FA3 y FA4), [lIB y
entre los dominios I y II (FA2). El ibuprofeno que exhibe una alta afinidad por las proteinas

plasmaticas se une a los subdominios ITA, 1IB y IIIA*?,
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Figura 8. Subdominios de unién de la albimina humana.
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Fuente: figura tomada de la referencia®.

2.5.1.4. Interacciones medicamentosas

Se encuentra descrito en la literatura que el ibuprofeno interacciona con diversos
grupos de farmacos. Este medicamento es un acido débil soluble en lipidos, por lo tanto, es
factible que pueda ser capaz de atravesar membranas bioldgicas sin la necesidad de
transportadores especificos. Sin embargo, se han observado interacciones clinicamente
significativas relacionadas con la competencia por los sitios de union de estas proteinas

transportadoras>?.

Una interaccidon farmacocinética en la que los transportadores pueden desempefiar un

papel clave es con el ibuprofeno y el metotrexato. Se ha comprobado que la administracion
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conjunta reduce el aclaramiento de metotrexato, lo cual puede producir un aumento de las

concentraciones plasmaticas del antineoplasico, provocando una mayor toxicidad®*.

Otras interacciones relacionadas con transportadores pueden aumentar la eficacia o
limitar la toxicidad del farmaco con el que interactia. Por ejemplo, el ibuprofeno se ha
estudiado para modular la actividad de la glicoproteina-P, de manera que, en el tratamiento
de sarcomas, la administracion del ibuprofeno invierte el flujo de salida del antineoplasico
doxorrubicina produciendo un aumento de la acumulacion del farmaco intracelular y la

apoptosis*.

2.5.1.5. Reacciones adversas

El tratamiento con ibuprofeno genera un bienestar para el paciente, no obstante, su
inadecuado uso puede producir dafios a la salud. El principal sistema afectado es el digestivo,
generando irritacion del tracto gastrointestinal al inhibir la produccion de prostaglandinas,
las cuales protegen la mucosa, independientemente de la via de administracion (oral,
inyectable, rectal). Segun la literatura, existe una incidencia de los analgésicos que afecta en

mayor grado a los ancianos™’.

Se han realizado investigaciones que contemplan una gran serie de riesgos,
especialmente cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares por el consumo de AINE.
Este tipo de informacion deberia alertar a la poblacion a preocuparse por la cantidad y calidad
del farmaco que ingiere, ya que su exceso, en muchos casos por automedicacion e

inconsistencias en el medicamento, generaria perjuicios a la salud*’.

2.6. Importancia farmacocinética

La farmacocinética es un aspecto importante de la terapia con medicamentos y el
diagnostico de la funcion de los organos. Si se realiza una estimacion aproximada de los
cambios que influyen en la terapia, los medicamentos con un amplio rango terapéutico no
causaran ningtn dafio. Para firmacos con un rango terapéutico estrecho, se recomienda llevar
a cabo un control, a través de la medicidon de concentraciones y, posiblemente, la correccion
del régimen de terapia, particularmente si se producen efectos secundarios cuando se excede

el limite toxico'.
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Para estudiar la farmacocinética en un paciente, se deberian conocer los parametros
farmacocinéticos que explican el proceso ADME de ese farmaco. Los parametros mas

importantes por considerar para el desarrollo de ensayos in vitro se detallan en la figura 9.

Figura 9. Parametros importantes para estudiar la farmacocinética de
un farmaco en un paciente

» Alto Vd: farmaco fuera * Alto CL: eliminacién rapida
del espacio vascular * Bajo Cl: acumulacidn

» Bajo Vd: farmaco
con dificil
ELELER:

' vd [ cl

ABC

_ ¢+ Da cuenta de
fz corta:<5h

termedia:
hasta 12h
*TY: larga:>24h

la disposicién del
farmaco (Vd+Cl)
+ Usado en estudios
de BE

‘Wd: volurmen aparente de distribucion (expresado en L o LK)

Cl: clearance o aclaramienta (expresado en L'h o mLU/min).

T 42: tiempo de vida media de eliminacion (espresado en h).

ABC: drea bajo la curva de concentracion plasmatica del farmaco versus tiempo en 24 h
BE: bioequivalencia.

Fuente: elaboracion propia.

En los ultimos afios, el desarrollo de ensayos in vitro ha logrado demostrar su
incuestionable importancia en la obtencion de metodologias que sirva como sustituto del
estudio in vivo. Se pueden establecer los medios en los que se realizaran los procedimientos,

ademas de ser un fiel control de calidad que predice el comportamiento in vivo de un farmaco.
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Para el desarrollo de estudios de farmacos, se deben considerar diferentes factores

farmacocinéticos y farmacodinamicos, los cuales se listan a continuacion':

e Se debe mantener el equilibrio entre el firmaco unido y libre.

e El método debe ser valido en una amplia gama de concentraciones de fArmacos y
proteinas.

e Debe evitarse o considerarse en el método la unién de farmacos extrafios o la
adsorcion de farmacos en las paredes del aparato, membranas u otros
componentes.

e Debe evitarse la desnaturalizacion de las proteinas o la contaminacion de la
proteina.

e El método debe considerar el pH y las concentraciones ionicas del medio y los
efectos de Donnan debidos a la proteina.

e El método debe ser capaz de detectar la unidon de farmacos tanto reversible como
irreversiblemente, incluidas las asociaciones y disociaciones en fase rapida y lenta
de farmacos y proteinas.

e El método no debe introducir sustancias que interfieran, como disolventes
0rganicos.

e Los resultados in vitro del método deben permitir la extrapolacion a la situacion

in vivo.

2.6.1. Tiempo de vida media

El tiempo de vida media (t12) es un pardmetro farmacocinético del que muchas veces
se habla. Es el tiempo que tarda para que la concentracion del fAirmaco se reduzca a la mitad,
permitiendo asi saber cuando se alcanza el estado estacionario del firmaco (aquel momento
en que, pese a las sucesivas dosis, la concentracion plasmatica sigue aumentando y siempre

se mueve en un rango), asi como predecir cuando se eliminaria el firmaco del organismo'’.

2.6.2. Area bajo la curva
El area bajo la curva de concentracion plasmatica en funcion del tiempo o ABC es la
medida de la cantidad de farmaco absorbido que se estima con los datos experimentales de

concentracion plasmatica en funcion del tiempo y a partir de estos se calcula el area bajo la
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curva. Este parametro farmacocinético es un valor numérico calculado por integracion de las
concentraciones plasmaticas comprendidas desde el tiempo de la administracion del farmaco

(to) hasta el infinito (ABCZ)".

2.6.3. Volumen de distribucion

La concentracion de farmaco en el plasma o los tejidos depende de la cantidad de
farmaco absorbido sistémicamente y del volumen en el que se distribuye este. El volumen
aparente de distribucion en un modelo farmacocinético se utiliza para estimar el grado de
distribucion del farmaco en el organismo. Aunque el volumen de distribucion aparente no
representa un verdadero volumen anatomico o fisico, representa el resultado de la
distribucion dindmica del farmaco entre el plasma y los tejidos, y explica el balance de masa

del formaco en el organismo'.

Figura 10. Representacion de distribucion de una droga en el organismo

TEJIDOS
Respuesta clinicd M=====a== o ==+ Firmaco - Receptor
1 » PLASMA
Receptor Proteina =g Droga - Proteina
+ +
- ———
Drogs  epe— Droga
RINON HiGADO
Partadar + Misdamenic F.'lr mace + Enzimas
Medicamenio - Partadar Metabolitos
Excrecion renal activa Excrecion — Excrecion
en la orina SECrecion en la orina en bilis

Fuente: imagen tomada de la referencia®.
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Diversos factores fisioldgicos y patologicos tales como la edad, el embarazo, la
insuficiencia renal o las interacciones farmacologicas, entre otros, pueden variar la cantidad
distribuida en los diferentes tejidos del organismo y, por lo tanto, modificar la respuesta
terapéutica®. El célculo del Volumen de distribucion en un modelo monocompartimental se

da por medio de la ecuacion 10.

Ecuacién 10. Ecuacion para determinar la constante de afinidad

_ Cantidad total del farmaco que llega al organismo

Cncentracion plasmatica del farmaco
Fuente: ecuacion tomada de la referencia®.

Debe entenderse que este no es un valor preciso, solo refleja un analisis del plasma 'y
la concentracion del firmaco en este, al momento de la medicion. Como ya se habia
mencionado, existen factores que alteraran la distribucion y, por ende, también el volumen
de distribucion. Su afinidad por los receptores, la concentracién y capacidad de uniéon a
proteinas plasmaticas, la cantidad de agua y grasa que tiene el organismo, su acumulacion en
tejidos con poco riego sanguineo y las caracteristicas fisicoquimicas del medicamento por si,

todos seran factores que cambien los valores del volumen de distribucion'.

Los farmacos que se unen en gran medida a las proteinas plasmaticas tienen una
fraccion baja de farmaco libre (Ftu = fraccion de f&rmaco no unida o libre) en el agua del
plasma. El farmaco unido a proteinas plasmaticas no se difunde con facilidad y, por tanto, se
distribuye menos extensamente a los tejidos. Al contrario, los farmacos con baja unién a
proteinas plasmaticas tienen mayor fraccion de farmaco libre, por lo general, se difunden mas

facilmente en los tejidos y tienen un mayor volumen de distribucién’.
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CAPITULO III. MARCO METODOLOGICO



Este capitulo detalla la metodologia en que se fundamenta esta investigacion, la cual
se centra en un tipo de estudio experimental, con el fin de obtener la constante de afinidad
que presenta el ibuprofeno con la albumina humana en condiciones de disolucion, pH,
concentraciones y temperatura controladas. Se hace referencia a los instrumentos utilizados
en cada paso del proceso y se puntualizan los procedimientos efectuados para obtener los

resultados del proyecto.

3.1. Enfoque

El presente trabajo se desarrolla con un enfoque cuantitativo, por lo que se disefia una
metodologia de caracter probatoria, con el fin de obtener, mediante calculos matematicos, el
grado de afinidad que presenta el ibuprofeno a la albimina humana. Lo anterior se desarrolla

bajo condiciones controladas, basado en la evidencia que existe sobre ensayos in vitro.

El objetivo de este ensayo es determinar los pardmetros por considerar para la
optimizacion de condiciones para el desarrollo de procedimientos de ensayos in vitro
farmaco-proteina plasmatica, mediante la identificacion de la constante de afinidad del

ibuprofeno a la albumina humana.

3.2. Disefio

Segun Guevara et al.?*, en la investigacion de enfoque experimental, el investigador
manipula una o mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucion de esas
variables y su efecto en las conductas observadas. Ademas, se produce la observacion
objetiva de fendmenos que ocurren en situaciones muy controladas, en las que uno o mas
factores varian; mientras que otros se mantienen constantes, con el fin de establecer las

relaciones de concomitancia entre las variables bajo estudio.

En el desarrollo de este ensayo in vitro, se evallian variables como temperatura,
concentracion, pH y reactivos, con el fin de obtener datos sobre el grado de unién del farmaco

a la proteina para posteriormente ser evaluados.
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3.3. Fuentes de informacion
Para sustentar este ensayo, se utilizaron articulos cientificos y bases bibliograficas
basadas en ensayos in vitro y parametros farmacocinéticos, para la determinacion de afinidad

entre farmacos con la albumina humana.

Tabla 6. Criterios de busqueda de la informacién

Objetivo Descriptore | Motores de Periodo de Idioma
J busqueda estudio
Describir los pardmetros | Parametros Google 2016-2021 Espafiol/inglés
por considerar para _eI farmacocmet Académico [Francés/portugé
desarrollo de ensayos in | icos .
) Scielo S
vitro en los que se
evidencie la wunion de Elsevier
farmaco ~a  proteina Ensayos in | Google 2016-2021 Espafiol/inglés
plasmatica, mediante la Vitro Académico
revision de los estudios /Francés/portugé
indicados en la literatura. Scielo S
Elsevier
Complejos Google 2016-2021 Espafiol/inglés
farcho- Académico /Francés/portugé
proteina Scielo S
plasmatica.
Elsevier
Optimizar las condiciones | Condiciones | Google 2016-2021 Espafiol/inglés
de dlSOIl_JClon _para el | de disolucién | Académico [Francés/portugé
ensayo in vitro que | para ensayos Sci
- L L cielo S
propicie la formacién del | in vitro
complejo farmaco- Elsevier
proteina plasmatica. Condiciones | Google 2016-2021 Espafiol/inglés
que propicien | Académico /Francés/portugé
la union Sci
, cielo S
farmaco-
proteina Elsevier
Evidenciar la union del | Constante de | Google 2016-2021 Espafol/inglés
ibuprofeno a Ia_ albimina | afinidad Académico IFrancés/portugé
humana mediante el .
s . Scielo S
andlisis de los niveles de
farmaco libre en presencia Elsevier
ggter:ﬁina?:zgaelinnavit)r/o ollg Unién Google 2016-2021 Espafiol/inglés
la constante de afinidad. farme}co- Academico /Francés/portugé
proteina Scielo s
Elsevier

Fuente: elaboracion propia, 2022.
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3.4. Criterios de inclusion y criterios de exclusion

En la tabla 7, se presentan los criterios de inclusion y exclusion.

Tabla 7. Criterios de inclusion y criterios de exclusion

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Articulos sobre la determinacion de las

constantes de afinidad.

Articulos sobre determinacion de constantes

de eliminacion.

Articulos sobre la union de farmacos a

Articulos sobre la union de farmacos a

proteinas plasmaticas humanas. proteinas plasmaticas diferentes a la
humana.

Articulos sobre ensayos in vitro con | Articulos sobre ensayos in vivo con

medicamentos. medicamentos.

Articulos sobre parametros | Articulos sobre parametros no

farmacocinéticos en estudios in vitro. farmacocinéticos.

Articulos sobre la constante afinidad del

ibuprofeno.

Articulos sobre constantes de eliminacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022.
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3.5. Variables de la investigacion

Entre la informacion recopilada hay 14 articulos, ocho de ellos relacionados a ensayos

in vitro, seis de ellos relacionados a aspectos farmacocinéticos y su importancia terapéutica.

En la tabla 8, se detallan los articulos que fueron revisados para dar sustento al estudio; se

especifica el tipo de estudio, cantidad de referencias segun el tipo de estudio, cantidad de

articulos segun el nivel de evidencia y el porcentaje otorgado.

Tabla 8. Clasificacion de la informacion segun nivel de evidencia.

. Cantidad Cantidad
Nivel de . . .. , . .
. . Tipo de estudio segun tipo de | segun nivel de Porcentaje
evidencia . . .
estudio evidencia
Revision sistematica
3 de estudios 3 3 21%
observacionales
Estudios Fie enfoque 1 1 89,
mixto
4
Estudio analitico 2 2 14%
Revision 0
S bibliografica 8 8 7%
Total 14 14 100%
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Tabla 9. Variables de la investigacion

Objetivo Variables Concepto Indicador Técnicas/

Instrumento

Describir Parametros Describe la | Porcentaje  de | Revision

pardmetros farmacocinético | evolucion de las | farmaco libre. | bibliogréfica.

farmacocinético | s. concentraciones

s por considerar de un farmaco

para el en  diferentes

desarrollo  de fluidos.

ensayos in vitro

mediante la

formacion de un

complejo

farmaco-

proteina

plasmatica.

Optimizar las | Condiciones de | Condiciones de | Mezcla Espectrofotome

condiciones de | disolucion. disolucion homogénea. tro UV.

disolucion para controladas de Curva de

el ensayo in temperatura, calibracion.

vitro que pH, volumen,

propicie la agitacion,

formacion  del disolvente.

complejo

farmaco-

proteina

plasmatica.

Evidenciar el | Comportamient | Es la fuerza de | Calculos Andlisis de

comportamient | oy constante de | unidn entre un | matematicos. datos.

oy la constante | afinidad. farmaco y una Hojas de

de afinidad que biomolécula calculo.

presenta el como las

ibuprofeno a la proteinas.

albumina

humana,

mediante

calculos

matematicos

como evidencia
de la unién del
farmaco a la
proteina
plasmatica.

Fuente: elaboracion propia, 2022.
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3.6. Instrumentos y técnicas

Los materiales empleados para el desarrollo de este ensayo in vitro con el fin de

determinar el grado de afinidad que presenta el ibuprofeno a la albimina humana, como la

cristaleria, reactivos y equipos empleados en esta metodologia que permitieron desarrollar

este trabajo de investigacion, fueron facilitados por el Laboratorio de la Universidad

Internacional de las Américas.

3.7. Materiales

e Equipos:
o Un soporte
o Un beakerde 1L
o Pipetas
o Jeringas
o Espectrofotometro ultravioleta visible
o Peras
o Celdas de cuarzo
o Termometro
o Pastillas magnéticas de agitacion
o Plantillas
o Balones aforados.

e Reactivos:

o

Solucién buffer de fosfatos pH 7.5
Hidrogeno fosfato de sodio
Dihidrégeno fosfato de potasio
Ibuprofeno

Solucidn de albimina sérica humana (Albunorm® 20 %)

3.8. Procedimiento de recoleccion y analisis de datos

Se inicia realizando pruebas experimentales para obtener los resultados y los datos se

van almacenando en hojas de célculo para analizar la informacion obtenida en los dias de
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trabajo en el laboratorio. De esta manera, se pueden obtener graficas en funcion de la

concentracion de farmaco unido a la proteina plasmatica humana.

3.9. Diseiio de experimentos

Preparacion del buffer de fosfatos y ajuste de pH: se contd con una solucion buffer
de fosfatos de pH 7.2 previamente preparada por el personal del laboratorio. Unicamente se
ajusto el pH, con solucion de NaOH 0,1 M hasta llegar a pH 7.5, el cual es el valor normal

de la sangre.

Preparacion de una disolucion madre de ibuprofeno: en la balanza analitica se
pesaron 100 mg del estandar de ibuprofeno por diferencia en un trozo de papel encerado, y
se transfirieron al balon de 100 mL. Se disolvieron en solucién buffer de fosfatos pH 7.5 y se

llevo a aforo con el mismo solvente para obtener una concentracion madre de 1.0 mg/mL.

Preparacion de soluciones de ibuprofeno para el barrido de longitudes de onda:
de la disolucion al 1,0 mg/mL se tomaron alicuotas de 5 mL, 10 mL y 15 mL con pipeta
aforada. Cada una de ellas se llevo a aforo en balones de 25 mL con solucion buffer de
fosfatos pH 7.5 y se obtuvieron concentraciones de 0.20 mg/mL, 0.40 mg/mL y 0.60 mg/mL

respectivamente.

Lectura de las soluciones: tras la realizacion del barrido de longitudes de onda
usando un intervalo de 200 nm a 800 nm, se obtuvo maximo de absorcion a 264 nm en el
espectrofotometro ultravioleta utilizando una celda de cuarzo de 1 cm. Se utiliz6 como blanco

la solucion buffer de fosfatos pH 7.5, ya que fue el medio de disolucion empleado.

Preparacion de soluciones de ibuprofeno de la curva de calibracion: una vez
realizada la solucion madre, se tomaron alicuotas de S mL, 7.5 mL, 10 mL, 12.5 mL, 15 mL,
17.5 mL y 20 mL con pipeta graduada de 10 mL y se trasvasaron a balones aforados de 25.0
mL. Cada una de ellas se llevo a aforo en balones de 25 mL con solucidn buffer de fostatos
pH 7.5 y se obtuvieron concentraciones de 0.20 mg/mL, 0.30 mg/mL, 0.40 mg/mL, 0.50
mg/mL, 0.60 mg/mL, 0.70 mg/mL, y 0.80 mg/mL respectivamente, para después obtener las

absorbancias a 264 nm.
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Preparacion de una solucion patrén de albumina: con una jeringa se tomaron
20 mL del frasco de 50 mL de albumina sérica humana al 20% (Albunorm®) y se llevaron a

aforo en un balén de 100 mL, de esta manera, se obtiene una disolucion al 4 %.

Lectura de las soluciones: tras la realizacion del barrido de longitudes de onda
usando un intervalo de 200 nm a 800 nm, se obtuvo el maximo de absorcion a 278 nm en el
espectrofotometro ultravioleta utilizando una celda de cuarzo de 1 cm. Se utiliz6 como blanco

la solucion buffer de fosfatos pH 7.5, ya que fue el medio de disolucion empleado.

Preparacion de soluciones de albimina para el barrido de longitudes de onda:
de la disolucion al 4% se tomaron alicuotas de 12.5 mL, 6.25 mL, 3.12 mL y 0.62 mL con
pipeta graduada. Cada una de ellas se llevo a aforo en balones de 25 mL con solucion buffer
de fosfatos pH 7.5 y se obtuvieron concentraciones de 2 %, 1 %, 0.5 % y 0.1 %

respectivamente para después leer las absorbancias a 278 nm.

Obtencion de la constante de afinidad del ibuprofeno con la albimina mediante
calculos matematicos: luego de la obtencion de los datos del procedimiento in vitro, se van
almacenando en hojas de célculo para analizar la informacion obtenida en los dias de trabajo
en el laboratorio. De esta manera, se pueden obtener graficas en funcion de la concentracion
de farmaco unido a la proteina plasmatica humana y, posteriormente, obtener la constante de

afinidad del farmaco a la proteina.

57



CAPITULO IV. RESULTADOS



El andlisis de resultados dispone una respuesta al problema planteado inicialmente,
con la finalidad de darles seguimiento a los objetivos de la investigacion; al simular de
manera in vitro el proceso de la unidn del ibuprofeno a la albimina humana bajo condiciones

Optimas que propiciaran la formacion del complejo farmaco-proteina plasmatica.

4.1. Parametros que se deben considerar en el desarrollo de ensayos in vitro

Para describir los parametros que se deben tomar en cuenta en el desarrollo de ensayos
in vitro, se tomo en cuenta que en los ultimos afios el desarrollo de estos ensayos ha logrado
demostrar su incuestionable importancia en la obtencion de metodologias que sirven como
sustituto de estudios in vivo, ya que se pueden establecer los medios en los que se realizaran
los procedimientos, ademas de presentar la ventaja de la comodidad, la reproducibilidad y el

uso de razonamiento matematico, lo cual permite aproximarse a los hechos biologicos®!”.

Existen muchos factores que pueden influir negativamente en los resultados de un
ensayo in vitro, los cuales deben ser estrictamente controlados para obtener resultados
veridicos. Entre esos factores se encuentran: Volumen de distribucion, aclaramiento, area

bajo la curva, vida media, temperatura, concentracion, pH.

e El volumen de distribucion es un parametro matematico importante que relaciona
la cantidad de farmaco en el cuerpo con la concentracion que se tiene en la sangre
o en el plasma, en el que va a depender del fluido medido; este volumen no se
refiere necesariamente a un volumen fisioldgico, sino al volumen del liquido que
seria requerido para contener todo el firmaco como un ensayo in vitro>!7,

e Otro parametro que se investigd fue el aclaramiento del farmaco, ya que un
ensayo in vitro puede realizarse como un modelo sin eliminacién del farmaco
como el desarrollado en este proyecto, o como un modelo con eliminacion. Este
concepto a nivel farmacocinético se emplea para determinar la vida media de los
farmacos y asi poder predecir el estado estacionario de un farmaco en un

organismo o un ensayo. Con respecto al drea bajo la curva tiene un importante

significado, ya que se grafican las concentraciones plasmaticas de un fAirmaco en
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funcion del tiempo. Este se calcula desde el momento en el que se administra el
farmaco hasta el momento en el que la concentracion plasmatica encuentra un
equilibrio®!”.

Con respecto al tiempo de vida media, este es un pardmetro que farmacocinético
que se define como el intervalo de tiempo que necesita un fArmaco para que su
concentracion se reduzca a la mitad por lo que se expresa en unidades de tiempo.
Este esta estrechamente relacionado y depende del volumen de distribuciéon como
del aclaramiento total del fArmaco. Por lo anterior se llegd a observar que puede
considerarse uno de los parametros mas importantes, porque puede definir el
perfil farmacocinético de un farmaco®'”.

Para una adecuada interpretacion de la cantidad que se llega a absorber, las
mediciones se deben realizar hasta tiempo infinito ABC;°, ya que el tiempo de
eliminacion puede llegar a representar un valor importante, al menos en farmacos
que poseen vidas medias muy largas. Por lo anterior se puede hacer referencia a
que cuando se desarrollan este tipo de ensayos los tiempos se llegan a detener
antes de eliminado el farmaco, por lo que el tiempo infinito se toma como el valor
remanente cuando se finalizé las mediciones®!”.

Cuidar la temperatura y pH en un ensayo in vitro es esencial, en especial, si se
emplean proteinas como en este trabajo de investigacion. Si la proteina se somete
a temperaturas muy altas se puede llegar a degradar, por lo que si se quiere realizar
un método de simulacion lo mejor serd mantener las condiciones normales a las
que se encuentran en el organismo®!”.

Sin embargo, haciendo referencia al segundo objetivo de este proyecto, se pudo
llegar a observar en las mediciones realizadas que las diferencias de temperatura
entre ensayos no se presentaron diferencias significativas, por lo que la
temperatura menor a los 37°C no es un factor de afectacion para degradar la
proteina o afectar la unién del fairmaco a la albtimina®'7,

Se considerd tomar en cuenta las concentraciones de trabajo de un fArmaco para

no saturar el medio en el que se esta trabajando, por lo que los barridos de

longitudes de onda para optimizar las condiciones de disolucidon son esenciales
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para determinar las concentraciones de fdrmaco idoneas en las condiciones

experimentales a emplear>!”.

4.2. Optimizacion de las condiciones de disolucion

La primera etapa del proyecto correspondi6 a la seleccion del medio de disolucion
adecuado para el analisis de la union del ibuprofeno a la albimina humana. En primera
instancia se tuvo como parametro de eleccion que tanto la proteina como el farmaco fuesen
solubles en este medio o disolvente. Para esto se considerd el agua destilada; sin embargo,
los resultados no fueron los esperados ya que el ibuprofeno no presentdé una disolucion

completa en este disolvente®’.

Debido a lo infructuoso que resulto el empleo de agua se reviso la literatura disponible
sobre los medios en los que este fArmaco presenta solubilidad. Se obtuvo que es muy soluble
en etanol, acetona y en cloroformo; sin embargo, estos medios distan de las condiciones en

las que se encontraria el firmaco junto a la proteina en el plasma.

Finalmente, se observo que esta reportado en la USP 42 como medio de disolucion
para el ibuprofeno un buffer de fosfatos. Ademads, la albimina es evidentemente soluble pues,
presenta un pH fisiologico de 7,4-7,5. De esta manera, se logra optimizar el medio de

disolucion adecuado.
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Figura 11. Disolucién acuosa de ibuprofeno a una concentracion de 0,60 mg/mL

c  Dedany g
- # +
. =y, 2
" —— ,.,__,__.-_'_/

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Figura 12. Disolucion de ibuprofeno a una concentracion de 0,60 mg/mL en buffer de fosfatos
pH 7,5

Nota: elaboracion propia, 2022.
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4.2.1. Determinacion de la longitud de onda maxima de absorcion y
concentracion, tanto del ibuprofeno como de la albimina humana, para el analisis de
la union farmaco a proteina plasmatica

Para determinar la longitud de onda de analisis de ibuprofeno en disolucidn, se
prepararon tres diluciones a partir de la disoluciéon madre de concentracion 1,0 mg/mL. En
este proceso se tomaron distintas alicuotas que se transfirieron a balones de 25 mL y se
llevaron a aforo con una disolucion de buffer de fosfatos de pH 7,5. En la tabla 10 se muestran

las alicuotas tomadas y las concentraciones resultantes.

Tabla 10. Preparacion de las disoluciones de ibuprofeno empleadas para determinar la
longitud de onda del mé&ximo de absorcion del ibuprofeno

Disolucion | Alicuota tomada de la disolucién | Concentracion resultante de la
madre de ibuprofeno (mL) disolucion (mg/mL)
1 5,0 0,20
2 10,0 0,40
3 15,0 0,60

Nota: elaboracion propia, 2022.

De esta etapa, se obtuvo para las tres disoluciones que el maximo de absorcion se

encontrd a 264 nm.

Una vez obtenida la longitud de onda que se emplearia para cuantificar el ibuprofeno
en el sistema de su union a la proteina plasmatica, la siguiente etapa correspondid en
determinar la longitud de onda a la que absorbe principalmente la albumina. Esto tuvo el
proposito, en primer lugar, de descartar una posible interferencia que podria darse si el
maximo de absorcidn de la proteina coincidiera con la del farmaco; en segundo lugar, poseer
la longitud de onda a la que podria realizarse la cuantificacion de la albimina en disolucion,

de ser necesario.

Para el barrido espectral de la albumina, se tomaron alicuotas de una solucion madre
preparada al 4% en 100 mL, las cuales fueron 12,5 mL, 6,25 mL, 3,1 ml, 0,6 mL, las cuales
se llevaron a aforo en balon aforado de 25 mL con buffer de fosfatos pH 7,5, de las que se

obtuvieron concentraciones de albumina al 2%, 1%, 0,5% y 0,1%. Como resultado del
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barrido de absorbancias se observd un maximo de absorcion a una logitud de onda de 279

nm.

Ademas de determinar la longitud de onda a la que se deben realizar estas mediciones
con la albumina, se logrd determinar cudl es la concentracion de la proteina en soluciéon

adecuada para realizar el andlisis de la union del farmaco a la proteina.

Tabla 11. Longitud de onda de maximos de absorcion obtenidas para distintas concentraciones
del ibuprofeno s mediante espectrofotometria UV-VIS

Concentracion (mg/mL) Longitud de onda (nm)
0,20 264
0,40 264
0,60 264
1,0 264

Nota: elaboracion propia, 2022.

Tabla 12. Longitudes de onda de maximos de absorcién obtenidas para distintas
concentraciones de la albumina mediante espectrofotometria UV-VIS

Porcentaje masa/volumen de albumina Longitud de onda (nm)
(%)
4 285
2 273
1 243
0.5 278y 232
0.1 279

Nota: elaboracion propia, 2022.

4.2.2. Curvas de calibracion

Se consultd en la USP 42 la monografia del ibuprofeno, tomando como referencia la
prueba de disolucion, en la que se indica el uso de solucion amortiguadora de fosfatos como
medio de disolucion y mediante el barrido de absorbancias realizado, se obtuvo una longitud

de onda de 264 nm para la lectura de las muestras. Se procedid a elaborar la curva de
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calibracion cuyos resultados se muestran en la siguiente tabla y gréafico, esta tltima muestra

el grafico de la absorbancia en funcion de la concentracion.

Tabla 13. Curva de calibracién del ibuprofeno obtenida mediante analisis de
espectrofotometria UV-VIS

Concentracion (mg/mL) Absorbancias (nm)
0.20 (0.3488
0.25 0.4545
0.30 0.5265
0.35 0.6205
0.40 0.7049
0.45 0.8042
0.50 0.8886

Nota: elaboracién propia, 2022.

Grafico 1. Representacion de la absorbancia en funcion de la concentracion de ibuprofeno

Curva de Calibracion del Ibuprofeno

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancias

y = 1.7837x - 0.0032
R* =0.9994

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentraciones (mg/mlL)

Nota: elaboracién propia, 2022.
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Tabla 14. Valores estadisticos de la curva de calibracion

Coeficiente Intercepto Pendiente
0.9994 1.7837 0.0032
Nota: elaboracion propia, 2022.

4.2.3. Optimizacion de la concentracion de albimina

A partir de la solucion para infusion de albiimina sérica humana (Albunorm® 20 %),
se prepararon varias disoluciones a distintas concentraciones para el andlisis. Segun la teoria
las concentraciones séricas estindar, en adultos estan establecidas entre 3.4-5.4 g/dL
aproximadamente?. No obstante, las absorbancias obtenidas dentro de ese rango fueron muy
elevadas, limitando su uso en ese porcentaje. La siguiente tabla muestra las disoluciones

empleadas y sus respectivas absorbancias.

Tabla 15. Optimizacion de la concentracion de albimina humana por emplear

Porcentaje masa/volumen de albumina (%) Absorbancia
4 3.988
2 3.890
1 3.180
0.5 3.036
0.1 1.044

Nota: elaboracién propia, 2022.

Se observo, que aun en la disolucién al 0,5 % la absorbancia fue alta; por lo que se
procedio a diluir dicha concentracion a 0,1 %. Se obtuvo el espectro de absorcion de la nueva
dilucion y se observé que la longitud maximo de absorcion se situd a una longitud de onda
de 279 nm y con una absorbancia de 1,044. A pesar de que esta absorbancia es aun elevada
se considerd emplear esta longitud d eonda ya que en el sistema de union esta concentracién
se diluiria al adicionarle la disolucién de ibuprofeno permitiendo que la absorbancia sea aln

menor que la obtenida en este punto.
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Figura 13. Albumina humana en solucion inyectable

Albunorm’ 20%
50 ml
200 g/l

Ibimina humana.
olucion inyectable para infusion

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Figura 14. Soluciones de albimina en distintos porcentajes

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Figura 15. Solucion de albumina a una concentracion de 0.1%

Nota: elaboracién propia, 2022.

4.2.4. Optimizacion de la concentracion de ibuprofeno

Para el andlisis se prepararon varias disoluciones de ibuprofeno en buffer de fosfatos
a distintas concentraciones. En la balanza analitica se pesaron 20 mg, 60 mg y 100 mg del
estandar de ibuprofeno por diferencia en un trozo de papel encerado, y se transfirieron a un
balon aforado de 100 mL. Se llevo a aforo con solucion buffer pH 7,5 para obtener
concentraciones de 0,20 mg/mL, 0,60 mg/mL y 1,00 mg/mL para evitar la presencia de

particulas en la solucion se coloco el balon en el bafio ultrasoénico durante 20 minutos.

70



Figura 16. Solucién de ibuprofeno a una concentracion de 0.60 mg/mL en bafio ultrasénico

BRANSON

Y

Nota: elaboracién propia, 2022.

Tabla 16. Optimizacion de la concentracion de ibuprofeno a emplear con base en las
absorbancias de disoluciones a distintas concentraciones del farmaco analizadas a 264 nm.

Concentracion de ibuprofeno (mg/mL) Absorbancia
0.20 0.350
0.60 0.786
1.0 1.766

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Figura 17. Apariencia de las disoluciones de ibuprofeno a distintas concentraciones

Nota: elaboracion propia, 2022.

Una vez optimizadas las condiciones segun lo explicado en las pruebas anteriores, se
realiz6 la medicion espectrofotométrica de un ensayo de unién del ibuprofeno a la albimina
humana en el que se comparaban los espectros de absorcion del complejo farmaco — proteina,
contra el ibuprofeno a una concentracion de 0,6 mg/mL vy la albimina humana al 0,1%. En
la figura, se observa que la linea rosa representa el pico de albumina y el pico azul el del
ibuprofeno, los picos restantes representan el complejo ibuprofeno — albimina humana.

De esto se determin6 que con forme se realizaron las mediciones en los respectivos
tiempos de muestreo, la concentracion de ibuprofeno en el medio iba disminuyendo y

absorbiendo en el mismo punto que el pico de ibuprofeno.
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Figura 18. Espectro de absorcion de las mediciones de ibuprofeno 0,075 mg/mL en disolucion
con la albumina
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219,40 250,00 200,00 245,81
nm.

Nota: elaboracién propia, 2022.

4.2.5. Verificacion de la union de ibuprofeno a la albumina en un sistema de

temperatura controlada y a temperatura ambiente

4.2.5.1 Determinacion de los tiempos de muestreo

La primera aproximacion en el optimizado de las condiciones que se realizd para
medir la unién del ibuprofeno a la albimina humana bajo condiciones de temperatura
controlada a 37°C sin reposicion de volumen, tomando alicuotas cada 10 minutos por un
lapso de 120 minutos, sin embargo, los resultados para este ensayo no fueron los esperados
ya que no se mostrd una disminucion de la concentracion del farmaco que seria un indicio de

la unidn a la proteina.
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Esto es porque al formarse el complejo farmaco-proteina la absorcion de radiacion
corresponderia a otra longitud de onda distinta a la absorbe el farmaco libre. Por lo que se
consider6 que la relacion farmaco — proteina fue elevada de modo que se saturd la
biomolécula sin darse cambio significativo en la cantidad de ibuprofeno. En la siguiente tabla

se logra observar que los cambios de concentracion no fueron los esperados.

Tabla 17. Variacion de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 1
(Concentracion inicial de 0,015 mg/mL) sin reposicion de volumen.

Tiempo (minutos) | Concentracion (mg/L)
10 43,9
20 43,8
30 43,5
40 40,3
50 45,0
60 45,5
70 45,9
80 46,6
90 47,7
100 49,1
110 49,3
120 50,0

Nota: elaboracién propia, 2022.

Tomando en cuenta los valores obtenidos en este ensayo se realizaron cambios para
el desarrollo de los proximos ensayos, ya que se observo que llegado a los 40 minutos la
concentracion del farmaco de empieza a liberar de la proteina por lo que los tiempos se
redujeron tomandolos cada 5 minutos durante los primeros 30 minutos y luego de este tiempo

cada 30 minutos hasta tratar de llegar a un equilibrio del farmaco en el medio.

Se repitid el analisis mediante las mismas condiciones iniciales, modificando el hecho

de que en cada muestreo se realizo la reposicion de volumen.

74



Tabla 18. Variacion de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 1
(Concentracion inicial de 0,015 mg/mL) con reposicion de volumen.

Tiempo (minutos) | Concentracion (mg/mL)
10 37,6
20 233
30 23,1
40 20,4
50 20,3
60 19,4
70 18,6
80 17,6
90 17,1
100 16,0
110 15,1
120 13,7

Nota: elaboracion propia, 2022.

Los resultados corresponden a lo esperado en este ensayo, sin embargo, en este punto
surge la incertidumbre de si la variacion es realmente por la unidon del farmaco o por el
proceso de dilucion realizado. Por lo que surgieron las siguientes hipotesis para el desarrollo

de tres tipos de ensayos distintos que se miden bajo condiciones diferentes

4.2.5.2 Ensayos sometidos a distintas temperaturas
Para lograr verificar la union del ibuprofeno a la albumina, se realizaron ensayos en
los que inicialmente se media el efecto de la temperatura sobre la union farmaco-proteina e

identificar si existe algin tipo de cambio notable entre mediciones, de las cuales se obtuvo
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que los datos eran muy similares entre ellos obteniendo asi diferencias no significativas, por
lo que temperatura no es una condicion que modificaba la afinidad del firmaco hacia la
proteina plasmatica. En la tabla 17 y figura (17) se observan las concentraciones de los

ensayos a temperatura ambiente como a una temperatura controlada de 37°C.

Ecuacion 11. Ecuacion de la recta de la curva de calibracion.

y =1.7837x + —0.0032

Nota: elaboracion propia, 2022.

Tabla 19. Variacién de la concentracién de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 1
(Concentracidn inicial de ibuprofeno 0,015 mg/mL) a temperatura de 37°C y temperatura
ambiente con reposicion de volumen

Concentracione§ a Concentraciones a
Tiempo (minutos) temperat~112r6ao:mb1ente temperatura de 37°C
(mg/L) (mg/L)

0 37,6 36,2

10 233 25,7

20 23,1 24,1

30 20,4 21,1

40 20,3 20,9

50 19,4 20,1

80 18,6 19,2

95 17,6 18,1
110 17,1 17,5
125 16,0 16,7
140 15,1 15.8
155 13,7 13,2
170 12,5 13.2
130 12,5 12,8

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Gréfica 2. Representacion de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo
1 (Concentracion inicial de ibuprofeno 0,015 mg/mL) a temperatura de 37°C y temperatura

ambiente
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Nota: elaboracion propia, 2022.

Se observd que las concentraciones obtenidas con respecto al tiempo fueron
disminuyendo con forme avanzaban los minutos, lo cual permitié observar que esa
disminucién de concentraciones se podria deberse a la union del farmaco a la albiumina

humana.
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Figura 19. Ensayo in vitro de la union de ibuprofeno 0,6 mg/mL a la albimina humana bajo
condiciones de temperatura de 37°Cy pH 7,5
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Nota: elaboracién propia, 2022.
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Figura 20. Ensayo in vitro de la union de ibuprofeno 0,6 mg/mL a la albumina humana en
condiciones de temperatura ambiente y pH 7,5

Fisher S
Scientific Isotemy

Nota: elaboracién propia, 2022.
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4.3 Desarrollo de ensayos farmaco — proteina para determinacion de constate de
afinidad

Con el proposito de evidenciar la unidon del ibuprofeno a la alblimina mediante la
determinacion de la constante de afinidad respectiva, se establecieron distintos sistemas en
donde se modificaron las concentraciones iniciales de ibuprofeno manteniendo una
concentracion constante de la albumina. La concentracion de albimina correspondio6 a la
dilucion de un volumen de 100 mL de la concentracion inicial al 0,1 % a un volumen final

de 200 mL.

De acuerdo con SHARGEL y YU!, la determinacién de las constantes de afinidad en
sistemas in vitro se realiza a través del método del doble reciproco en donde a una
concentracion constante de proteina se varia la concentracion del farmaco. Debido a esto se
considerd empelar tres concentraciones de fArmaco y una fija de la proteina. En la figura 21
se muestra el esquema seguido para la preparacion del sistema de union, mientras que en las

siguientes tablas se resumen las condiciones para cada uno de los ensayos.

Figura 21. Preparacion de los sistemas de analisis de unién del ibuprofeno a la albumina
humana bajo distintas condiciones

'/_\ 1) .... mL lbuprofeno 0,60 mg/mL
2) ....mL Albimina 0,10 %

3) .... mL Buffer de fosfatos pH 7,5

c—=a

Nota: elaboracion propia, 2022.
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Tabla 20. Condiciones iniciales para el anélisis de union del ibuprofeno a la albimina humana
para distintas concentraciones iniciales del farmaco tanto para el proceso sin reposo como con
reposicién de volumen.

Ensayo | Ibuprofeno 0,60 | Albimina 0,10% B“ﬂ;hf;’s;a“’s C"::fl‘z‘l‘;lr o
mg/mL adicionando T, .
No adicionando (mL) (mL) adicionando ibuprofeno
(mL) (mg/mL)
1 5 100 95 0,015
2 10 100 90 0,030
3 20 100 80 0,060
4 25 100 75 0,075

Nota: elaboracion propia, 2022.

Luego se procedié a realizar la toma de muestras de 10 mL, hasta completar un
intervalo de tiempo de 180 minutos. Estos ensayos se realizaron tanto con reposiciéon como

sin reposicion del liquido extraido de la mezcla.

Tomando en cuenta lo discutido en el apartado de los tiempos de muestreo por la
incertidumbre causada por la variacién entre ensayos con y sin reposicion de volumen,
surgieron las siguientes hipotesis para el desarrollo de tres tipos de ensayos distintos que se
miden bajo condiciones diferentes e identificar sin el firmaco realmente se une a la proteina

o se diluye.

Inicialmente se realizan los 4 ensayos mencionados en la tabla anterior y se miden a
tiempo cero y a tiempo infinito sin intervencion de otras mediciones, con el fin de identificar
st hay algin tipo de variacion en la concentracion. Con lo que se obtiene como resultado los

siguientes datos.
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Tabla 21. Andlisis de union del ibuprofeno a la albimina humana para distintas
concentraciones iniciales del farmaco para el proceso a tiempo infinito

Ensayo Concentracion Concentracion
No inicial (mg/L) final (mg/L)
1 20,1 18,6
2 214 21,3
3 25,8 24,7
4 59,4 28,8

Nota: elaboracion propia, 2022.

La segunda y tercera hipdtesis figuran con respecto a la union o dilucion del fArmaco,
por lo que se realizan los ensayos bajo las mismas condiciones mencionadas en la tabla 20,
con y sin reposicion de volumen. Otro aspecto que se tomoé en cuenta fueron los tiempos de
mediciones, que se realizaron dentro de los primeros 30 minutos ya que en los analisis
anteriores para la optimizacion de las condiciones se logré identificar que a los 30 minutos
el farmaco llega a un equilibrio de unién con la albimina, pero rdpidamente empiezan a
incrementar las concentraciones de ibuprofeno porque la albimina se satura rapidamente y

se da una reaccion reversible de la unidn.
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Tabla 22. Variacién de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 1
(Concentracion inicial de 0,015 mg/mL) con reposicion y sin reposicion de volumen

Concentracion sin Concentracion con
Tiempo (minutos) reposicion de volumen reposicion de volumen
(mg/L) (mg/L)

0 20,1 20,1

5 19,2 19,6

10 19,1 18,3

15 19,0 15,7

20 19,0 14,4

25 18,2 12,7

30 17,7 12,1

60 18,4 11,2

90 194 0,09
120 19,6 0,08
150 19,6 0,07
180 20,1 0,07

Nota: elaboracién propia, 2022.
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Tabla 23. Variacién de la concentracién de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 2
(Concentracion inicial de 0,03 mg/mL) con reposicion y sin reposicion de volumen

Concentracion sin Concentracion con
Tiempo (minutos) reposicion de volumen reposicion de volumen
(mg/mL) (mg/mL)

0 21,4 21,4

5 20,6 20,1

10 20,5 19,0

15 19,7 17,8

20 19,6 16,2

25 18,8 15,0

30 18,3 13,6

60 19,8 11,7

90 20,8 10,7
120 21,3 10,4

150 21,3 0,09

180 21,3 0,08

Nota: elaboraciéon propia, 2022.




Tabla 24. Variacion de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 3
(Concentracion inicial de 0,06 mg/mL) con reposicion y sin reposicion de volumen

Concentracion sin Concentracion con
Tiempo (minutos) reposicion de volumen reposicion de volumen
(mg/mL) (mg/mL)

0 25,8 25,8

5 22,9 24,6

10 22,7 23,2

15 22,0 21,9

20 21,0 20,1

25 20,9 19,3

30 20,1 17,6

60 22,1 16,8

90 23,1 15,9
120 23,6 14,5

150 23,6 12,7
180 24,1 12,1

Nota: elaboraciéon propia, 2022.
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Tabla 25. Variacion de la concentracion de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayo 4
(Concentracion inicial de 0,075 mg/mL) con reposicion y sin reposicion de volumen

Concentracion sin Concentracion con
Tiempo (minutos) reposicion de volumen reposicion de volumen
(mg/mL) (mg/mL)

0 59,4 43,7

5 35,7 43,6

10 30,1 36,2

15 28,8 31,7

20 27,5 25,7

25 24.5 24,7

30 23,2 24,1

60 25,7 23,2

90 28,7 21,9
120 29,5 21,1

150 29.5 16,2

180 29.9 14,9

Nota: elaboraciéon propia, 2022.

De los cuadros anteriores se observo la tendencia del ibuprofeno a llegar a un
supuesto punto de equilibrio a los 30 minutos, lo cual es importante porque sin importar la
concentracion de ibuprofeno en las que se realizaron los ensayos esa tendencia se mantuvo.
Por lo que para la determinacion de la constante de afinidad se tomaron las concentraciones
al minuto 30 para los ensayos sin reposicion de volumen, ya que es evidente que en el ensayo

con reposicion de volumen no existe union del farmaco, sino dilucion.

Las graficos 3, 4, 5 y 6 muestran una disminucién de la concentracion de ibuprofeno
en la disolucion empleada como sistema de union farmaco a proteina plasmatica. Esta

disminucion podria evidenciar la union del ibuprofeno a la albimina humana.
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Gréfico 2. Representacion de la afinidad del ibuprofeno en funcién de la concentracién de
ibuprofeno con respecto al tiempo
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Nota: elaboracién propia, 2022.
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Gréfico 4. Representacion de la afinidad del ibuprofeno en funcidn de la concentracién de

ibuprofeno con respecto al tiempo
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Nota: elaboracion propia, 2022.
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Gréfico 5. Representacion de la afinidad del ibuprofeno en funcién de la concentracién de

ibuprofeno con respecto al tiempo
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Nota: elaboracion propia, 2022.
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Gréfico 6. Representacion de la afinidad del ibuprofeno en funcién de la concentracién de
ibuprofeno con respecto al tiempo
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Nota: elaboracién propia, 2022.
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Conforme se forma el complejo ibuprofeno-albimina la cantidad de farmaco libre
disminuye y de igual modo su concentracion. Esto que se visualiza es parte del tltimo
objetivo especifico de esta investigaciéon. Ya con este resultado, la siguiente etapa es
evidenciar su afinidad también, a través de la determinacion experimental de su constante de

afinidad. Para esto se consider6 la metodologia reportada por Shargel'.

Para determinar la constante de afinidad, primero se procedié a determinar los
miligramos de farmaco extraido de la solucidon durante cada muestreo, segin indica la

metodologia con respecto al tiempo y cantidades.

Todos esos miligramos extraidos permitieron determinar la cantidad de fArmaco que
iba quedando en el medio luego de cada extraccion, lo cual permitié determinar la cantidad
de ibuprofeno unido a la proteina; lo que, posteriormente, se transform6 a moles para poder

determinar la fraccion de farmaco unido segun lo indica la ecuacion 12.

Ecuacion 12. Ecuacion matematica que expresa como determinar el comportamiento de
farmacos unidos a proteinas segiin moles.

Moles of drug bound

r =
Total moles of protein

Fuente: ecuacion tomada de la referencia?.

Al analizar las concentraciones del farmaco en su medio de disolucion, y luego

durante el tratamiento matematico, tratar de determinar la constante de afinidad.

Segun el tratamiento matematico de los datos que se obtuvieron en los ensayos, la
constante no se logrd determinar, ya que se presentaron una gran serie de factores que
interfirieron en la determinacion. Entre estos factores estan la concentracion de albiimina,
que por mas mas que se diluyo, segin los calculos, sigue siendo una concentracion muy
grande y se necesitaria de una mayor concentracion de ibuprofeno para que se una a la

proteina.
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Esto no quiere decir que no hay union del farmaco a la proteina, ya que cuando se

determina la fraccién de farmaco unido a la proteina simplemente no se puede determinar

porque la relacion molar entre el ibuprofeno y la albumina humana presenta muchas

diferencias, un ejemplo es que si se hubiese disminuido la concentracién de albimina 100

veces, el intercepto que me permite despejar la constante de afinidad me hubiesen dado

positivo, por lo que se necesita llegar a optimizar mas los medios de disolucién. En la

siguiente tabla se observan los valores que se tomaron en cuenta para calcular la constante

de afinidad.

Tabla 26. Variacién de la concentracién de ibuprofeno libre bajo condiciones de ensayos a
diferentes concentraciones del farmaco

Ensayo Concentracion Concentracion
No inicial (mg/L) final (mg/L)
1 20,1 20,1
2 21,4 21,3
3 25,8 24,1
4 59,4 29,9

Nota: elaboracién propia, 2022.
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Tabla 27. Conversion de la concentracion de ibuprofeno libre inicial y final a moles

Ensayo | Concentracion Concentracion Moles Moles Moles
inicial (mg/L) final (mg/L) iniciales Finales unidos de
No Ibuprofeno
Interpolacion Interpolacion
(mol/L) (mol/L)
1 0,00009744 0,00009744 | 0,00001949 | 0,00001364 | 0,000005846
2 0,00010374 0,00010325 | 0,00002075 | 0,00001446 | 0,000006292
3 0,00012507 0,00011683 | 0,00002501 | 0,00001636 | 0,000008658
4 0,00028794 0,00014494 | 0,00005759 | 0,00002029 | 0,000037297

Nota: elaboracion propia, 2022.

Tabla 28. Determinacion de la fracciéon de albumina libre bajo y fraccion de ibuprofeno unido
para determinar la constate de afinidad

r 1/|D] 1/r
0,0196 10263,18 51,145
0,0210 9684,98 47,520
0,0290 8559,75 34,536
0,1247 6899,33 8,017

Nota: elaboracion propia, 2022.

Tabla 29. Valores estadisticos de la fraccion de albumina libre bajo y fraccion de ibuprofeno
unido para determinar la constate de afinidad

Coeficiente

Intercepto

Pendiente

0.9908

-80,3748

0,01306

Nota: elaboracién propia, 2022.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



En el siguiente capitulo, se derivan las conclusiones obtenidas tras el andlisis de

resultados, también mencionan recomendaciones aplicables para futuras investigaciones.

5.1. Conclusiones

Con respecto a la union del fairmaco a la proteina se evidencio la disminucion de
la concentracion libre de ibuprofeno al ser sometido a disolucion en presencia de

albumina lo cual se evidencié mediante graficos.

Se visualizd que es importante la concentracion tanto del farmaco, como de la
proteina ya que la relacion de concentraciones puede afectar tanto la

cuantificacion, como la determinacion de la constante de afinidad

En cuanto a la temperatura, se observd que no tuvo una influencia significativa
en las concentraciones de farmaco libre en el rango de 26°C a 37°C, ya que

tuvieron un comportamiento similar.

Hay evidencia de union del farmaco a la proteina la cual se da de manera muy
rapida, sin embargo, hay evidencia de que después de los 30 minutos el farmaco

se empieza a liberar del complejo farmaco-proteina.

En los ensayos con reposicion de volumen los 30 minutos el farmaco sigue
disminuyendo sus concentraciones de farmaco libre en el medio, sin embargo no
es tan amplia debido a que parte del fArmaco sigue incrementando en el medio y
a pesar de tomar alicuotas, se estd reponiendo el volumen lo que diluye el farmaco

en una baja proporcion.
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e Debe tomarse en cuenta como otro pardmetro importante la relaciéon molar, para
el desarrollo de ensayos in vitro para que se permita establecer tanto sitios de

union, como la constante de afinidad.
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5.2. Recomendaciones

Realizar simulaciones in vitro con otro tipo de medicamentos a una misma
concentracion, para observar si ocurre una variaciébn en la manera en que

disminuyen las concentraciones plasmaticas.

Se recomienda realizar las mediciones a diferentes concentraciones de farmaco,
pero manteniendo las de albimina para evitar procesos de saturacion de la

proteina y obtener nuevas optimizaciones de disolucion.

A los profesores, se les recomienda la utilizacion de los sistemas de simulacion
como método de ensefianza, para comprender la importancia del efecto de la

union a las proteinas.

Se recomienda la investigacion bajo otro tipo de metodologia distinta de esta, para

evaluar la union del farmaco.

Debido a que en este trabajo de investigacion no se mostraron cambios
significativos en cuanto a la temperatura, se recomienda realizar mediciones en
otros intervalos para identificar si hay cambios distintos a los realizados en este

ensayo.

Se insta a solicitar el aprovechamiento del desarrollo de investigaciones en otras
instituciones, las cuales presentan actualmente convenios con la carrera de

Farmacia, como el que se brind6 en el LANOTEC.
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