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Resumen

El presente trabajo de investigacion consiste en una simulacion in vitro de prueba
de permeabilidad de una familia de AINES a través de una membrana. Su objetivo
principal es implementar una membrana que simule de manera in vitro una prueba de

permeabilidad de una familia de antiinflamatorios no esteroideos.

Lo anterior con la intencion de contestar la pregunta central. ¢ Se puede simular la
permeabilidad in vitro de una familia de antiinflamatorios no esteroideos a traves de una

membrana cuyos resultados se comparen con los datos reportados en literatura?

Se desarrolla con un enfoque cuantitativo, ya que la investigacion se realizara a
nivel de laboratorio, la estrategia para obtener la informacion requerida para la resolucién
del planteamiento del problema siguiendo los objetivos es por medio de un método
experimental, iniciando con la recopilacion de datos, fundamental para el desarrollo del

tema y realizando pruebas experimentales para obtener los resultados.

Se propone la extraccién de membranas del huevo de gallina la cual por medio de
simulaciones in vitro, permite la difusion efectiva de farmacos siendo cuantificable la
permeabilidad aparente del naproxeno, ketoprofeno y dexketoprofeno. Se recomienda
analizar la membrana utilizando microscopia electrénica, para obtener datos del tamafio
del poro nominal de la membrana antes y después de usada, también a estudiantes y
profesores, se recomienda la utilizacion de la membrana como método de ensefianza en
areas farmacéuticas, para comprender la importancia de las propiedades fisicoquimicas

en el estudio de la permeabilidad de farmacos.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Durante el proceso de descubrimiento de farmacos, se lleva a cabo un
procedimiento de analisis exhaustivo que permite seleccionarlos o descartarlos segun
propiedades, dentro de estas un pilar importante son las propiedades fisicoquimicas. En
esta linea, una de las pruebas que destaca es la de permeabilidad, con la cual se conoce la
capacidad para atravesar membranas bioldgicas. Influyen propiedades como el
coeficiente de reparto, entre otras que se mencionaran posteriormente (Meng y Xu, 2013,
p.997).

Las membranas utilizadas en los ensayos de permeabilidad pueden ser artificiales
0 naturales, las naturales son una excelente opcion para realizar estudios in vitro al
provenir de un sistema bioldgico, pero presentan varios inconvenientes que dificultan ser
usadas. Entre estas desventajas se encuentra la gran cantidad de material que es necesario,

complejidad de métodos analiticos y consumo de tiempo (Herrera et al., 2012, p.27).

Se han desarrollado métodos in vitro como el de células Caco-2, las cuales son
cultivadas de un adenocarcinoma humano, estas asemejan la estructura del epitelio del
intestino delgado, pero ameritan estrictas condiciones experimentales y controles de
cuidado en el proceso del cultivo, cabe destacar que los resultados no son reproducibles
y la inversion es costosa (Debandi, Francois y Daraio, 2010, p.98; Smetanova, Stétinova,
Svoboda y Kvétina, 2011, p.3).

Por otro lado, la aparicién de los ensayos de permeabilidad de membrana artificial
en paralelo, segun sus siglas en inglés (PAMPA), evita el transporte activo, lo que permite
que los compuestos de prueba se clasifiquen segun una propiedad de permeabilidad
simple por difusion pasiva, siendo 6ptimo, ya que un alto porcentaje de los farmacos
utilizan la difusion pasiva para atravesar el epitelio intestinal (Alvarez, Contreras y Soto,
2014; Herrera et al., 2012, p. 24).
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Las metodologias mencionadas poseen gran importancia en el estudio de
permeabilidad de farmacos, ya que proporcionan informacion del comportamiento de las
moléculas en las membranas biologicas, de esta forma, se obtienen aproximaciones sobre
la viabilidad de nuevos farmacos; sin embargo, cada una posee ciertas desventajas, las
cuales difieren unas de otras y no son comparables. En el caso de la células Caco-2, esta
la dificultad de obtencion y mantenimiento de la membrana de dichas células cultivadas,
el alto costo que poseen, asi como la incapacidad de predecir por separado la
permeabilidad segln el tipo de transporte que utiliza este método y su resultados no
reproducibles; en cuanto al método PAMPA, no es una membrana bioldgica y solamente
utiliza la difusion pasiva como transporte, lo cual, a pesar de ser el més utilizado para el

transporte de farmacos a nivel intestinal, no comprende el 100 % biol6gicamente.

Estos métodos representan el campo de la quimica médica, la cual tiene como
finalidad el estudio para el desarrollo de nuevos compuestos y su utilizacién en el campo
farmacéutico, fundamentado desde los principios quimicos y propiedades fisico quimicas,

asi como la actividad biol6gica para una relacion cuantitativa en la estructura y actividad.

Analizar la permeabilidad de compuestos permite que estos sean tomados en
cuenta en futuras investigaciones como posibles farmacos, por lo cual es importante que
profesionales de la salud que cuentan con bases quimicas, mencionando al campo
farmacéutico como la principal area de dicho campo, sepan utilizar dicha informacién, ya
que, a partir de la permeabilidad, es posible establecer modificaciones quimicas en la fase
del descubrimiento o desarrollo de fArmacos, asi como, posteriormente, la prediccion de
cantidad y lugar de absorcion, los tiempos de dosificacion, entre otras caracteristicas, las

cuales tienen estrecha relacion con la permeabilidad.

Es claro que no siempre se va a contar con los métodos de analisis anteriormente
mencionados, debido a la falta de metodologias, presupuesto elevado en equipos y altas
tecnologias; sin embargo, la ciencia es amplia para establecer nuevos métodos y generar
nuevas formas eficientes con los que se pueda desempefiar una buena ensefianza en el
area de la quimica medicinal, misma que esta estrechamente relacionada con areas como

fisico quimica, fisico farmacia, biofarmacia, bioquimica, quimica organica,
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farmacocinética, entre otras areas; por ende, la obtencion de datos experimentales como

por prediccion tiene gran importancia.

Tener conocimiento de las diferentes propiedades fisicoquimicas de los
compuestos toma gran importancia en lo que conlleva la permeabilidad de farmacos a
través de membranas, estas pueden ser obtenidas bajo diferentes métodos experimentales;
sin embargo, con el auge de la era del silicio, es posible establecer dichas propiedades in
silico, lo que permite evaluar con gran seguridad el uso de herramientas computacionales
para aspectos 0 pasos criticos en dichas investigaciones. Asi mismo, esta nueva
modalidad de analisis es de gran ayuda para acortar en tiempo y presupuesto estos
procesos de andlisis, al tratarse de moléculas nuevas de las que ain no hay ensayos

experimentales.

El conocimiento sobre la estructura de una membrana lipidica permite realizar
pruebas de permeacion de farmacos a través de una membrana que haya sido seleccionada
previamente con pruebas y parametros ya conocidos, para obtener datos lo mas cercanos
posible a la realidad de los estudios in vitro a gran escala de la permeacion de farmacos,
cumpliendo con la reproducibilidad y siendo considerados como un metodo de ensefianza
en la quimica medicinal. Esto lleva a la interrogante: ;Se puede simular la permeabilidad
in vitro de una familia de antiinflamatorios no esteroideos a través de una membrana

cuyos resultados se comparen con los datos reportados en literatura?

Hipotesis
Es posible simular in vitro la prueba de permeabilidad de una familia de
antiinflamatorios no esteroideos a través de una membrana cuyos resultados sean

comparables con los datos de permeabilidad reportados en la literatura.
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Objetivos

Objetivo general

Implementar una membrana que simule de manera in vitro una prueba de

permeabilidad de una familia de antiinflamatorios no esteroideos.

Obijetivos especificos

Proponer una membrana que permita la permeabilidad in vitro de una familia de

farmacos antinflamatorios no esteroideos.

Determinar la permeabilidad de una familia de farmacos antinflamatorios no

esteroideos por simulacion in vitro.

Comparar los reportes de permeabilidad de una familia de farmacos

antinflamatorios no esteroideos con los resultados obtenidos en la simulacion in vitro.

Justificacion

El propdsito de esta investigacion es lograr de forma efectiva una simulacién in
vitro de prueba de permeabilidad de una familia de farmacos antinflamatorios no
esteroides, a través de una membrana, para comprender de una forma experimental la
importancia de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas en el campo de la quimica

medicinal.

En la investigacion para el descubrimiento de farmacos y la evaluacion del
potencial de absorcion oral de las posibles drogas, los cuales son numerosos candidatos
al éxito, diferentes propiedades fisicoquimicas son medibles de forma in vitro o
computacionalmente calculadas, segin es mencionado por Zhu, Jiang, Chen y Hwang,

(2002), en estas propiedades se incluyen lipofilicidad, liposolubilidad, potencial de enlace
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de puentes de hidrégeno o area de superficie polar molecular (PSA) y permeabilidad de

membrana a través de células Caco-2.

A pesar de que el tema del desarrollo de farmacos es muy amplio y conocido, la
dindmica molecular ha tomado gran importancia, permitiendo facilidades que son
complejas de reproducir a nivel in vitro, por lo que demostrar experimentalmente un paso
significante que se lleva a cabo en la eleccion de nuevas moléculas, permite el
entendimiento mas alla de las teorias. Dicha investigacion pretende formar parte de la
ensefianza del a&rea mencionada, logrando apreciar desde una perspectiva experimental la

importancia de una de las etapas en el desarrollo de nuevos farmacos a pequefia escala.

La literatura de la permeabilidad de farmacos es extensa y meticulosa, por lo que
realizar simulaciones de pruebas in vitro de determinados farmacos permite apoyar las
teorias ya establecidas con anterioridad. Dando reproducibilidad es capaz de desarrollar
un método para determinar la permeabilidad de farmaco para futuras investigaciones a

pequefa escala con fines educativos (Alvarez et al., 2015, p.1520).

El comportamiento de los farmacos a nivel de absorcion varia segun las
caracteristicas de la molécula que los conforma, donde las diferentes propiedades
fisicoquimicas hacen posible la prediccion de la permeacion de un farmaco a traves de
una membrana lipofilica, por lo que evaluar cualitativamente las moléculas destinadas a
ser farmacos tiene relacién en su paso por el cuerpo, iniciando por la absorcion; cabe
destacar que por mucho tiempo se ha determinado que la mayoria de estas moléculas
siguen un patron importante en cuanto a sus propiedades, siendo de pesos moleculares

pequefios y de caracter lipofilico, finalmente, eso conlleva a las cinco reglas de Lipinski.

El andlisis de drogas comerciales ilustro que habia una relacion entre las
propiedades moleculares de un compuesto y su absorcion oral. Por ejemplo, el
peso molecular, el enlace de hidrégeno y la lipofilicidad (log P) han sido todos
asociados con un compuesto que tiene una alta absorcion oral (las 5 reglas de
Lipinski). (Ruell, 2003, p.28)

Tras identificar una membrana que permita la permeabilidad in vitro de una

familia de farmacos antinflamatorios no esteroideos, se espera favorecer positivamente la
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correlacion de datos obtenidos experimentalmente con los de la literatura,
proporcionandole viabilidad a la investigacion para futuras pruebas con otros farmacos,
ya que la amplitud del tema permite crear modificaciones y aplicacion de teorias
complementarias para obtener datos de importancia en el estudio de desarrollo de nuevos
medicamentos. Sin embargo, la composicion de la membrana es pilar esencial para la
obtencidon de datos favorables in vitro, lo que implica un estudio de la naturaleza de la
membrana, ya que lo ideal seria utilizar membranas que simulen el lugar de absorcion en

el organismo para cumplir con el fin destinado en el campo farmaceéutico.

Existe una expansion en la comercializacion industrial de membranas, lo que
significa un progreso significativo en el desarrollo de membranas mas detalladas y
mejores caracteristicas. Estos avances dan progreso y mejoras a diferentes areas de la
investigacion como son aplicaciones médicas, herramientas de investigacion, procesos
de formacion de membranas, estructura quimica, estructuras fisicas y empaques, lo

anterior mencionado por Ng, Rouse, Sanderson, y Eccleston (2012, p.580).

Tras la experimentacion y el analisis de datos, el procedimiento se puede
establecer como opcién para seguir investigando en diferentes areas de la quimica
medicinal y &reas en comun, ya que se prevé que el método sea reproducible. La seleccion
de ensayar permeabilidad se fundamenta en que es una préactica indispensable en el
desarrollo de farmacos. “La permeabilidad del fArmaco es el principal factor para decidir
si un candidato a farmaco puede hacer que el desarrollo continte. Por lo tanto, es
importante predecir la permeabilidad del farmaco antes de la inversién” (Meng y Xu,
2013, p.991).
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Antecedentes

Segun William Stillwell (2013), las teorias mas antiguas del transporte a traves de
una membrana datan de Charles Ernest Overton en el afio 1899, quien encontré que
moléculas diferentes al agua cruzaban las membranas, especificamente las de carga neutra
cruzaban maés rapido que las cargadas. Concluyo6 que las membranas debian poseer una
barrera lipidica, que podian contener colesterol y lecitina, sus analisis mas probados
fueron mediante difusion pasiva, por medio del gradiente de concentracién del soluto al
disolverse en la membrana y atravesarla. Asi mismo, reconocié la necesidad del
transporte "ascendente™ (ahora Ilamado activo) contra un gradiente para algunos solutos

que no siguieron su regla de solubilidad lipidica.

En 1974, se gener6 informacion sobre el estudio de permeacion, donde el autor
Cohen (1974) en el estudio titulado The Permeability of Liposomes to Nonelectrolytes II.
The Effect of Nystatin and Gramicidin A, realizado en Inglaterra, encontrd que la
selectividad para la difusion dentro de las membranas esta relacionada con el estado fisico
de las cadenas de hidrocarburos, demostré que la permeabilidad a través de liposomas
sigue un orden de coeficiente de particion de los solutos en un disolvente lipidico, asi
mismo, observo la disminucion de velocidades de penetracion independientemente de la
composicion lipidica o la cantidad de colesterol presente tras el aumento del tamafio del

soluto.

Durante el pasar de los afios, se registran diferentes estudios sobre la ampliacién
del tema de la perfusion de solutos a través de membranas, tal es el caso de Bassolino,
Alpery Stouch (1993) en el estudio titulado Solute Diffusion in Lipid Bilayer Membranes:
An Atomic Level Study by Molecular Dynamics Simulation, realizado en Estados Unidos,
quienes aseguran que se sabia poco sobre el mecanismo o el paso de determinacién de
velocidad de este a nivel atdbmico. Mencionan la importancia de la estructura y dindamica
de las membranas lipidicas para el transporte de solutos, sin embargo, se sabe poco de

estos procesos, porque su fluidez dificulta la caracterizacion experimental.
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La permeabilidad del farmaco es la capacidad de una molécula para cruzar la
bicapa lipidica, se puede estimar con el cambio de energia libre que la droga debe superar
a través de la membrana, segun lo indican Meng y Xu (2012) en su investigacion titulada
Drug permeability prediction using PMF method realizada en China, mencionan que las
células Caco-2 son usadas in vitro para predecir el transporte intestinal de farmacos,
siendo buenas, pero més lentas y caras en comparacion con los métodos computacionales.
Tras simular la permeabilidad de doxorrubicina e ibuprofeno, concluyen que, cuanto mas
alta permeabilidad, mas baja energia libre posee el farmaco y que los farmacos con grupos

hidrofobicos tienden a pasar rapidamente la membrana.

En el afio 2006, en Islandia, los autores Loftsson, Konradsdéttir y Masson, en el
estudio titulado Development and evaluation of an artificial membrane for determination
of drug availability, mencionan que las membranas artificiales PAMPA (ensayo de
permeabilidad de membrana artificial en paralelo, segun sus siglas en inglés) y las
membranas basadas en células como Caco-2 son utilizadas en las etapas iniciales del
descubrimiento de farmacos, pero, al penetrar los farmacos a las membranas, se cuenta
con dos resistencias al paso, las cuales son indicadas como resistencia a la membrana
lipofilica y resistencia a la difusién en las capas de agua no agitada adyacentes a ambas
superficies de la membrana lipdfila. Por lo que es necesario implementar membranas que
simulen las propiedades fisicoquimicas de las membranas bioldgicas de forma sencilla y

de bajo costo para el estudio del campo farmacéutico.

Las membranas artificiales PAMPA, mencionadas anteriormente, son un metodo
de bajo costo, reproducible, de alta precision y facil de usar en comparacién con el cultivo
celular que permite predecir la absorcion, considerando que entre 80 % y 95 % de las
drogas son absorbidas principalmente por difusion pasiva. Segun Alvarez, Contreras y
Soto (2014), en su investigacion titulada Use of DMPC and DSPC lipids for verapamil
and naproxen permeability studies by PAMPA, en Chile, realizaron un ensayo de
permeabilidad con membrana artificial en paralelo (PAMPA) con verapamilo y
naproxeno, donde utilizaron los lipidos 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DSPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) y una mezcla equimolar de
DMPC / DSPC, ambos en ausencia y en presencia de 33,3 % en moles de colesterol. Esto
indica la importancia de simular las membranas bioldgicas donde deben poseer medios

lipidicos para que tengan un grado de comparabilidad.
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Delgado en el 2014 en México realizd el estudio titulado Calculo de la
permeabilidad de un modelo de membrana celular hacia dos agentes antifimicos y da
reconocimiento de propiedades moleculares en relacion con el proceso de difusion pasiva
del farmaco, destacando el peso molecular, el estado de ionizacién, la capacidad de
formar puentes de hidrogeno, el coeficiente de distribucion (log D) y el coeficiente de
particion (log P). Asi mismo, destaca que, en la actualidad, los estudios de permeabilidad
realizados en membranas por via computacional han ido tomando mayor importancia

mejorando las técnicas de simulacién para los muestreos dentro de las membranas.

Es de suma importancia tomar en cuenta los factores para predecir la absorcion de
farmacos tras el paso de las membranas, permeabilidad, solubilidad y disolucién del
farmaco, principalmente en la etapa de descubrimiento de farmacos, tal como fue
demostrado por Takano, Kataoka y Yamashita en el afio 2012, en su estudio titulado
Integrating drug permeability with dissolution profile to develop IVIVC, realizado en
Japon, quienes trataron la correlacion in vivo-in vitro (IVIVC) por dos enfoques: el
sistema de disolucion / permeacién in vitro (sistema D / P) y el modelo de simulacion in
silico. Estudios IVIC puede agilizar el proceso de desarrollo de farmacos y aumentar su
probabilidad de éxito.

Las propiedades fisicoquimicas de los tejidos y de las moléculas son de
importancia para el entendimiento de la distribucion por la membrana, tal como fue
mencionado en Estados Unidos por los autores Ghosh, Maurer, Litchfield, Varma, Rotter,
Scialis, Feng, Tu, Guimaraes y Scott para el afio 2014 en su estudio Toward a Unified
Model of Passive Drug Permeation Il: The Physiochemical Determinants of Unbound
Tissue Distribution with Applications to the Design of Hepatoselective Glucokinase
Activators, donde emplearon el enfoque utilizando datos experimentales in vitro para
estimar la permeabilidad de especies tanto ionizadas como neutrales, con el fin de
comprender la exposicién subcelular de é&cidos o bases utilizando propiedades

fisicoquimicas especificas.

La permeabilidad de la membrana lipidica es una propiedad importante del
farmaco que contribuye a los aspectos de farmacocinética. Ghosh, Scott y Maurer para el

afo 2013 en Estados Unidos, en su estudio Towards a unified model of passive drug
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permeation I: Origins of the unstirred water layer with applications to ionic permeation
desarrollaron un complemento que describe cdmo las moléculas pueden penetrar las
membranas en formas neutras e ionizadas, de acuerdo con la relacion Nernst-Planck,
proporcionando una ayuda donde propiedades moleculares y los comportamientos
relacionados con la permeabilidad de la membrana lipidica pueden considerarse a favor

del disefio futuro de farmacos.

La autora Kramer en el afio 2015, con su aporte en Quantitative aspects of drug
permeation across in vitro and in vivo barriers, en Suiza, destaca que la cinética de
permeacion a través de las paredes de células endoteliales y epiteliales es determinante
para la farmacocinética de un farmaco y concluye que hay condiciones por considerar en
la permeacion de farmacos, como lo son diferentes condiciones de gradiente en los
compartimentos, transporte dirigido mediante transportadores, insolubilidad del
permeante o adsorcion al material del dispositivo, alta acumulacion del permeante en la
barrera, por ejemplo, fase lipidica, material de barrera intracelular o compuestos

altamente permeables.

Cabe destacar que existen nuevas formas para analizar las membranas para
beneficio de la industria farmacéutica, tal es el caso de una investigacion realizada en
China por Zeng, Yao, Liu, en el 2012, titulada Numerical simulation of the effect of
permeability on the hydrodynamics in a parallel-plate coculture flow chamber, donde
estudiaron la permeabilidad de membranas porosas y mostraron que la permeabilidad era
directamente proporcional al espesor, la porosidad y el tamafio de poro de la membrana
e inversamente proporcional al factor de forma de la superficie, lo que muestra que es

importante conocer la composicion de la membrana por ensayar.

Otra técnica estudiada es la del intestino invertido, la cual se utiliza para estudiar
el transporte de farmacos a través del intestino y hacia las células epiteliales. Este es Util
para cuantificar el transporte paracelular de moléculas hidrofilicas y la estimacién del
efecto de los potenciadores de la absorcion. En India, se realizé un ensayo por Dixit, Jain
y Dumbwani en el afio 2011, titulado Standardization of an ex vivo method for
determination of intestinal permeability of drugs using everted rat intestine apparatus,

donde los resultados de absorcion obtenidos tras el método experimental del intestino
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invertido con atenolol, propranolol y metoprolol comparado con datos reportados con

Caco-2 fueron similares.

La presente investigacion va a permitir obtener una vision experimental del
trasfondo que se lleva a nivel farmacéutico en el desarrollo de nuevos medicamentos,
considerando a pequefia escala una simulacién de las pruebas que se deben realizar para
el descarte o aplicacion de nuevas moléculas en el area de la salud, por medio de la
comparacion de datos de una familia de antinflamatorios no esteroideos (AINES)
obtenidos computacionalmente y los realizados bajo un método in vitro en laboratorio, lo

que a su vez ayudara al entendimiento del area dentro de la quimica medicinal.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En el siguiente capitulo, se exponen los conceptos de importancia para la siguiente
investigacion, abarcando temas de los antiinflamatorios no esteroideos, permeabilidad y

membranas, principalmente, siendo racionales con el estudio por desarrollar.

Antiinflamatorios no esteroideos
Los medicamentos conocidos como antiinflamatorios no esteroideos (AINEs por
sus siglas) son utilizados en gran medida para el tratamiento de inflamacion, el dolor y la
fiebre; asi mismo, algunos de estos farmacos se emplean para la hiperuricemia y la gota.
En términos generales, estos medicamentos actuan al inhibir un grupo de prostaglandinas
conocidas como ciclooxigenasas, las cuales tienen un papel fundamental en el desarrollo
de la inflamacion, dolor, fiebre y también participan en mecanismos de proteccion

géstrica.

Basado en informacién brindada por Goodman y Gilman (2015), en la inhibicién
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) es la principal mediadora de los resultados antipiréticos,
analgésicos y antiinflamatorios de los AINEs, mientras que, al inhibir de forma
simultanea la ciclooxigenasa-1 (COX-1), existe una contribucion a los efectos
secundarios indeseables en el tubo digestivo. Al ver la figura 1, se observa cémo se da la
interrupcion de ambas COX, sin embargo, mas adelante se brinda informacién sobre la
tendencia de inhibicién de unos AINEs en relacién con otros.
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Figura 1. Influencia de los AINEs en la Cascada del Acido Araquidonico

acido
araquiddnico
COX-1 COX-2
Prcttec_c 10nl Inflamacion Dolor Fiebre
gastrica S L 4

Nota: elaboracion propia (2018).

Los antiinflamatorios no esteroideos inhiben la ciclooxigenasa 1 (cox-1), la cual
se encuentra en diferentes tejidos, por esta via se produce una disminucién de
prostaglandinas y tromboxanos, en los tejidos gastrointestinales y renales, genera efectos
indeseables y puede limitar su utilidad terapéutica, expresando en otros términos la
relacién beneficio riesgo de los AINEs, sin embargo, posee un papel importante en
diferentes reacciones fisioldgicas, asi mismo, se da la inhibicion de la ciclooxigenasa 2
(cox-2) ejerciendo su actividad antiinflamatoria (Pérez, Lopez y Grau, 2002, p.3).

Los AINEs son un conjunto de medicamentos que tienen la particularidad de ser
quimicamente heterogéneos, esto implica que sean moléculas distintas entre ellas, debido
a que se obtienen de derivados de mdaltiples compuestos, los cuales, a pesar de sus
diferentes estructuras quimicas, guardan relacion en cuanto a la actividad clinica y sus
efectos. Para Pérez et al. (2002), el amplio grupo de medicamentos incluyen los farmacos
antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, también afirman que, en la actualidad,
dentro de sus acciones farmacologicas se debe considerar el efecto antiagregante

plaquetario.

Entre las caracteristicas quimicas, Goodman y Gilman (2015) destacan que de los
AINEs la mayoria son &cidos organicos con cifras de pKa relativamente bajas y, por lo

general, son farmacos hidréfobos, una caracteristica que les permite lograr el acceso a los
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conductos hidréfobos del araquidonato, lo que ocasiona caracteristicas farmacocinéticas

compartidas.

Los mismos autores indican que los compuestos, por lo general, se absorben bien
por via oral, presentan altas cifras de union a proteinas plasmaticas y se excretan por
filtracion glomerular o por secrecion tubular. Se acumulan en sitios de inflamacion, donde
el pH es bajo, lo que podria confundir la relacion entre las concentraciones plasmaticas y

la duracion del efecto farmacoldgico

Cabe mencionar que los AINEs estan clasificados segln su derivacion quimica,
por lo que existen diferentes familias con ciertas similitudes, tal como se observa en la
figura 2, donde son representados los compuestos o, mejor dicho, el principio activo de

los diferentes AINEs y sus familias

En el libro Las bases farmacoldgicas de la terapéutica de Goodman y Gilman
(2015), se describen diferentes clases, las cuales comprenden derivados del acido
salicilico (donde se incluye el acido acetilsalicilico, diflusinal), &cido propionico (amplio
grupo que comprende naproxeno, ibuprofeno, flurbiprofeno, ketoprofeno), el acido
acético (el cual posee los compuestos indometacina, etodolaco, diclofenaco, ketorolaco),
el acido endlico (con dos compuestos llamados piroxicam y fenilbutazona), el acido
fendmico (el cual incluye al &cido mefenamico y al acido meclofenamico), las alcalonas
(como nabumetona) y los compuestos diarilheterociclicos conocidos por su terminacion

en coxib (incluye el celecoxib, el valdecoxib, el rofecoxib, y el etoricoxib).



Figura 2. Clasificacion de los AINEs por Similitud Quimica
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Nota: Goodman y Gilman (2015, p.962).

Derivados del acido propionico
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Como se menciond anteriormente, existen diferentes familias en los AINEs, entre

ellas se encuentran los derivados del &cido propionico, estos son inhibidores no selectivos

de la ciclooxigenasa (ver figura 3). Esto quiere decir que poseen inhibicién de la COX1
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por lo que se desencadenan ciertos efectos secundarios comunes a otros AINES. En este
grupo terapéutico, se encuentran ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, fenoprofeno,

ketoprofeno y oxaprozina (Goodman y Gilman, 2015, p.637).

Figura 3.Clasificacion de los AINEs Segun su Selectividad a las Isoformas de COX
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Lumiracoxib
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Mayor Mayor
MSAID selectivos selectividad selectividad
para COX-2 para COX=1 para COX-2

Nota: Goodman y Gilman (2015, p.962).



31

Ketopfrofeno.

Fue sintetizado en Francia por los quimicos de Rhéne-Poulenc en 1967 e
introducido en 1973 en Francia y el Reino Unido para uso antiinflamatorio. Segln se
indica en National Center for Advancing Translational Sciences (NCATS, por sus siglas
en inglés), este medicamento es utilizado para tratar la artritis reumatoide, la osteoartritis,
la dismenorrea y aliviar el dolor moderado. Segin Wishart (2018), ha sido relacionado
con una baja tasa de elevaciones de las enzimas séricas durante la terapia y con raros
casos de dafio hepatico agudo, tiene como ventaja que la absorcion del compuesto es
buena y répida de forma oral, donde a su vez la concentracién maxima tiene un tiempo

entre 0.5 a 2 horas.

Descrito en cuanto a su estructura quimica, el ketoprofeno es un &acido oxo
monocarboxilico que consiste en acido propionico sustituido por un grupo 3-
benzoilfenilo en la posicion dos, tal como se muestra en la figura 4. Es clasificado como
una benzofenona, a lo que se indica como cualquier cetona aromatica donde el grupo
carbonilo esta unido a dos grupos fenilo, a su vez, también posee la particularidad de ser
un acido oxo monocarboxilico, lo que tiene como definicion cualquier acido
monocarboxilico que tenga al menos un grupo funcional oxo adicional, segln lo indican
en Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI)(a).

Entre sus propiedades farmacocinéticas se encuentra, segun la literatura en Drug
Information Handbook, que el inicio de accion es de menos de 30 minutos con una
duracion del efecto antiinflamatorio de aproximadamente 6 horas; posee una absorcion
de aproximadamente el 100 %, cuenta con union a proteina plasmatica mayor al 99 %,
asi mismo, se registra tiempo de vida media de 2 a 4 horas y la excrecion aproximada de

80 % en orina.

Dentro de sus propiedades, se dice que posee un punto de fusion de 95°C, punto
de inflamabilidad 228,8 °C, densidad obtenida por prediccion de 1,3 g/cm?® y punto de
ebullicion por prediccion de 431,2°C, basado en datos de Royal Society of Chemistry;
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en latabla 1, se recopilan més propiedades fisicoquimicas, las cuales son de importancia

para el desarrollo de la permeabilidad.

Figura 4. Estructura del Ketoprofeno

HO O

Nota: Wishart (2018). DrugBank 5.0: a major update to the DrugBank database
for 2018.

Naproxeno.

El naproxeno es un agente antiinflamatorio con propiedades analgésicas y
antipiréticas; tanto el acido como su sal de sodio se usan en el tratamiento de la artritis
reumatoide, la osteoartritis, la espondilitis anquilosante, la tendinitis, la bursitis, otros
trastornos reumaticos o musculo esqueléticos, la gota aguda, asi como para el alivio del
dolor leve a moderado y el tratamiento de la dismenorrea primaria. Se habla de la
particularidad del naproxeno, el cual posee efectos inhibidores prominentes sobre la
funcidn leucocitica y algunos datos sugieren que el naproxeno también parece tener una
eficacia levemente mejor en cuanto a la analgesia y alivio de la rigidez matutina
(Goodman y Gilman, 2015, p.637).

Una cualidad del naproxeno es que se absorbe rapida y completamente en el tracto
gastrointestinal, el mismo posee una biodisponibilidad in vivo del 95 %. Sin embargo, el

compuesto es bien absorbido, pero la forma de su sal de sodio se absorbe maés
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rapidamente, lo que conlleva a niveles plasmaticos maximos mas altos para una dosis
dada en comparacién con la base. En cuanto a su absorcién junto con comidas, estas
causan una ligera disminucion en la velocidad de absorcion, segun lo indica Wishart
(2018).

Segln su clasificacion quimica, es 2-metoxinaftaleno sustituido por un grupo
carboxi etilo en la posicion seis, esto es explicado como un alquiloxinaftaleno que tiene
uno sustituyente metoxi; también es descrito como un acido monocarboxilico, en otras
palabras es un oxoacido que contiene un Gnico grupo carboxi (ver figura 5), segun lo
indican en ChEBI(b). Entre sus propiedades farmacocinéticas, posee una duracion del
efecto antiinflamatorio igual o menor a 12 horas, posee una absorcion de
aproximadamente el 100 %, cuenta con unién a proteina plasmatica de 99 %, asi mismo,
se registra tiempo de vida media de 12 a 17 horas y la excrecion es 95 % en orina, dichos

datos son basados en Drug Information Handbook.

Dentro de sus propiedades, se habla de que se encuentra en estado polvo (sélido)
blanco, con un punto de ebullicion de 402-404 °C, posee un punto de fusion del155°C,
punto de inflamabilidad 154.5 °C basado en datos de Royal Society of Chemistry; en la
tabla 1, se recopilan mas propiedades fisicoquimicas, las cuales son de importancia para

el desarrollo de la permeabilidad.

Figura 5. Estructura del Naproxeno

CHs

OH

O

CHs
Nota: Wishart (2018). DrugBank 5.0: a major update to the DrugBank database
for 2018.
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Dexketoprofeno.

Al bloquear la ciclooxigenasa, el dexketoprofeno evita la produccion de
prostaglandinas y, por lo tanto, reduce la inflamacion y el dolor. Junto con la accién
analgesica periférica, posee accion analgésica central. Mencionando el estado de
absorcion, se conoce que, después de la ingestion oral, el inicio de accién de
dexketoprofeno es dentro de los 30 minutos. La vida media plasmética de dexketoprofeno
es de aproximadamente 4-6 horas. La concentracion maxima es de aproximadamente 30

minutos.

El dexketoprofeno es el estereoisdémero dextrorrotatorio del ketoprofeno, segun el
principio de la estereoquimica, el autor L.C. Wade describe que los estereoisdbmeros
tienen la misma secuencia de enlaces, sin embargo, difieren en la orientacion
espacial de algunos de sus &tomos. Esta diferencia espacial provoca diferencias
considerables en sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas; al mencionar la
actividad optica del compuesto, se debe recordar que, segun la rotacion del plano de
polarizacion de la luz, a los compuestos que giran el plano de polarizacion hacia la

derecha se les denomina dextrogiros, [(S)-(+)-Ketoprofen].

Segun lo indican en ChEBI(c), es descrito en cuanto a su estructura quimica, es
un acido monocarboxilico, especificamente el &cido (S) -hidratrépico sustituido en la
posicion 3 del anillo fenilo por un grupo de benzoilo (ver figura 6). Es clasificado como
una benzofenona, a lo que se indica como cualquier cetona aromatica donde el grupo
carbonilo esta unido a dos grupos fenilo, a su vez, también posee la particularidad de ser
un acido oxo monocarboxilico, lo que tiene como definicion cualquier acido

monocarboxilico que tenga al menos un grupo funcional oxo adicional.

Dentro de sus propiedades, se dice que posee un punto de fusion de 75°C, punto
de inflamabilidad 228,79 °C, punto de ebullicion de 431,3°C, densidad obtenida por
prediccion de 1,2 g/cm? basado en datos de Royal Society of Chemistry; en la tabla 1, se
recopilan méas propiedades fisicoquimicas, las cuales son de importancia para el

desarrollo de la permeabilidad.



Figura 6. Estructura del Dexketoprofeno, [(S)-(+)-Ketoprofen]
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Nota: Wishart (2018). DrugBank 5.0: a major update to the DrugBank database

for 2018.

A continuacién, en la tabla 1, se mencionan diferentes propiedades fisicoquimicas

de algunos de los derivados del acido propiénico anteriormente mencionados, donde se

pueden apreciar sus diferencias, ya que estructuralmente son moléculas diferentes, sin

embargo, se observa como el dexketoprofeno posee las mismas propiedades que le

ketoprofeno dadas las circunstancias quimicas vistas.

Tabla 1. Propiedades Fisicoquimicas de los Derivados del Arilicos del Acido

Propionico

Propiedad fisicoquimica. @

, Férmula peso APS | Solubilidad
Farmaco molecular | logP pKa
molecular (A2) en agua
(g/mol)
Ibuprofeno C13H1602 20620 | 397 | 3730 | 2LMIL | 4q1
(25 °C)
15.9 mg/L
Naproxeno C1aH140s 230.25 3.18 46.53 (a 25 °C) 4.15
Dexketoprofeno C16H1405 25428 | 329 | 5437 | 2Lmol 3.88
: : : (a 22 °C) :
Ketoprofeno Ci6H1403 254.28 | 3.29 | 54.37 51 mg/L 3.88

(a 22 °C)
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& Informacion tomada de Wishart (2018). DrugBank 5.0: a major update to the
DrugBank database for 2018.

Cada elemento, compuestos y sustancias poseen un conjunto de propiedades que
les da la identidad individualizada, estas aportan gran utilidad para el entendimiento o

explicacion de diferentes areas de la ciencia.

Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas comprenden las caracteristicas inherentes de una
sustancia que pueden ser determinadas sin alterar la composicion, pueden estar
relacionadas con la apariencia del compuesto, asi mismo, estan asociadas con la
capacidad para formar nuevas sustancias, dandole caracterizacion para ser identificadas
y diferenciarlas de otras, lo anterior descrito por Arena y Hein (2007). A continuacion,
se describen propiedades como logP, pKa, APS, solubilidad, peso molecular y formula

molecular, las cuales estan asociadas con la permeabilidad de las moléculas.

Constante de disociacion de un acido (pKa)

La pKa es una medida logaritmica de la constante de disociacion de un &cido, esto
quiere decir que -logio Ka. Esta constante de disociacion es una medida cuantitativa de

la fuerza de un acido en solucion, segln lo define Szisz (2016).

En otras palabras, es explicado méas detalladamente por los autores Di y Kerns
(2003) como la constante de ionizacion de un compuesto, dandole una importancia
farmacoldgica, ya que mas de 60 % de las drogas que son comercializadas son ionizables;
por lo que la importancia de dicho factor estd en que afecta la solubilidad, la
permeabilidad y la absorcion oral por medio de la variacion de la distribucion de especies

neutras y cargadas.

Los mismos autores contribuyen con la idea de que los compuestos de caracter

acidos a pH altos (medios bésicos) tienden a ser mas solubles y menos permeables,
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mientras que los compuestos basicos tienden a ser méas solubles y menos permeables a

pH bajos (medios acidos).

Coeficiente de particion (logP)

El coeficiente de particion es una relacion de concentraciones de un compuesto
no ionizado en las dos fases de disolventes inmiscibles (agua y n-octanol) en equilibrio.
Esta es la medida logaritmica base 10 del coeficiente, dado por la ecuacién 1.

[50lut0] octanol )

log Poct/, 5, = 108 <[Solut0]gg&?1nizado

1)
El flujo de masa de una molécula en el medio de dos disolventes inmiscibles se
rige por su lipofilicidad. Segun Szisz (2015), cuanto més afin sea una molécula al medio
lipofilico, mas soluble es en la fase organica. Cuando una molécula es ionizable a un pH
determinado, se forma un anidn o cation hidrofilo, lo que conlleva a que este no tenga

afinidad en el medio orgéanico, por ende, tiende a acumularse en el medio acuoso.
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Solubilidad

La descripcion mas sencilla de solubilidad esta en que es una propiedad quimica
que hace referencia a la habilidad de una sustancia soluto para disolverse en un solvente,
esto definido por Szisz (2018). La solubilidad tiene efecto directo y de gran importancia
en los resultados de ensayos tanto in vitro en cuanto a actividad y propiedad como en la
biodisponibilidad oral in vivo, por lo que los compuestos con caracteristicas insolubles

tienden a dar resultados erroneos de ensayo, segun lo mencionan Di et al. (2003).

A su vez, mencionan la importancia de la medicion de la solubilidad a maltiples
niveles de pH (por ejemplo, pH 1-8), debido a que muchos candidatos a farmacos
contienen grupos ionizables. Esta relacion de solubilidad y pH proporciona el
entendimiento de la absorcién a lo largo del gradiente de pH del tracto gastrointestinal,
cabe destacar que existen multiples ensayos de cribado de solubilidad temprana, los

cuales son de alto rendimiento y son empleados en el descubrimiento de farmacos.

Existe una relacién entre la solubilidad y la permeabilidad, esta ultima se explica
mas adelante, los autores indican que la solubilidad minima necesaria para la
administracion oral va a depender de la potencia y la permeabilidad del compuesto. Ya
gue un compuesto de alta potencia y permeabilidad puede tener baja solubilidad para
tener la actividad oral, sin embargo, un compuesto de baja potencia y permeabilidad va a
depender de una buena solubilidad para que el compuesto sea oralmente activo.

Area Polar Superficial

El area polar superficial (PSA, por sus siglas) de una molécula se define como la
suma de polaridad de las moléculas de un compuesto como oxigeno, nitrogeno o
hidrogeno, en otras palabras, la capacidad de un compuesto para formar puentes de
hidrogeno. Los autores Shityakov et al. (2013) mencionan que, en la parte de
investigacion de medicamentos, si una molécula no es lo suficientemente polar, no podra

abandonar la membrana para volver al entorno acuoso.
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De esta forma, estas propiedades toman gran influencia en la permeabilidad, ya
que los farmacos suelen ser moléculas ionizables, lo que implica que se tome en cuenta
qué tanto se disocia un compuesto, la afinidad que tiene este a medios acuosos o
lipofilicos, su capacidad de disolverse en medios y la polaridad para analizar su afinidad

a atravesar membranas.

Permeabilidad de moléculas a través de membranas

La permeabilidad involucra la capacidad de una barrera para permitir el paso de
un soluto a través de ella siendo cuantificable y modificable por la composicion de
membranas o por las propiedades fisicoquimicas del soluto que va atravesarla, descrito
por Dietal. como un factor importante para el paso a través de las membranas celulares
en ensayos basados en células, como sucede en la absorcion a través del tracto
gastrointestinal (GI). Se debe tener claro que la permeabilidad y la solubilidad son
interdependientes, donde muchos compuestos muy permeables poseen baja solubilidad y

viceversa.

Los autores Di y Kerns (2003) indican que existen propiedades de gran
importancia que tienen estrecha relacion con la permeabilidad y la solubilidad de
compuestos, ya que, si se modifica estructuralmente el tamafio molecular, afectara la
capacidad de la molécula para crear puentes de hidrégeno o viceversa; de la misma forma,
si se modifica el peso molecular, se vera afectada la lipofilicidad. Estos cambios pueden
aumentar la permeabilidad de la molécula, sin embargo, habra una disminucion en la
solubilidad.

Por este motivo, para obtener una buena absorcion, los autores recomiendan que
debe existir un equilibrio entre las propiedades fisicoquimicas, ademas, que en relacion
de permeabilidad y solubilidad la primera es de eleccion, ya que la solubilidad se puede

mejorar mediante modificaciones estructurales en la molécula o de farmacos.
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Membranas biologicas

Las membranas biologicas son el principal componente de todos los organismos,
estas poseen cualidades especiales, entre ellas la composicidon. Estdn compuestas por

bicapas de fosfolipidos con incorporaciones proteicas, glicolipidos y colesterol.

Esta conformacion se puede encontrar desde las membranas hasta en las
organelas, los autores Martinez, Maldonado y Herndndez (2010) indican la funcionalidad
de las membranas de forma generalizada como el aislamiento de la célula, actia como
barrera de los espacios intra y extracelular. Tienen la particularidad de ser anfifilicas, ya
que poseen una afinidad acuosa, pero, asi mismo, otra parte de las moléculas tienen
afinidad lipofilica como se observa en la figura 7. Donde los acidos grasos comprenden
la parte lipofilica, mientras que la cabeza polar comprende los fosfatos y la colina.

Figura 7. Estructura de una Membrana Bioldgica
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Nota: Martinez et al. (2010, p109).
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Membrana intestinal

La administracion oral es la via de eleccion principal para los farmacos, pues es
el modo maés natural o fisiologico y, por tanto, con mayor aceptabilidad por parte del
paciente. La absorcion oral del farmaco esta influenciada por maultiples factores, entre
ellos se destacan la permeabilidad del farmaco, asi como la solubilidad, su disolucion, el

transporte activo y también en algunos casos el metabolismo presistémico.

Para ser absorbido, un farmaco debe difundir a través de diferentes barreras,
incluidas la mucosa, la capa del moco intestinal, las células epiteliales intestinales, la
ld&mina propia y el endotelio de los capilares. Entre estas barreras mencionadas la capa de
células epiteliales es la barrera mas importante para la absorcion del farmaco, por ende,
es posible utilizar una monocapa de las células epiteliales intestinales para estudiar la

absorcion del farmaco, mencionado por Smetanova et al (2011).

Las membranas son estructuras muy ordenadas y divididas en compartimientos.
Estas son relativamente permeables al agua, ya sea por difusion o por el flujo
impulsado por diferencias hidrostaticas u osmoticas a ambos lados de la
membrana. El paso paracelular por los espacios intercelulares es lo bastante
grande como para que la transferencia a través del endotelio capilar esté limitada
por el flujo sanguineo. Por consiguiente, la mayoria de los farmacos lipofilos debe
pasar por la membrana celular misma mediante procesos pasivos Yy activos.
(Goodman y Gilman, 2015, p.14)

La absorcion del farmaco a través de la membrana intestinal es un proceso
complejo y puede ocurrir por una o0 mas rutas diferentes, de las cuales se describen el
transporte pasivo transcelular, pasivo paracelular, rutas mediadas por los transportadores
y por la transcitosis (ver figura 8). En cuanto al transporte pasivo transcelular y
paracelular, se describe que la difusion pasiva es promovida segun el gradiente de

concentracion que es producido en las vias transcelulares, estas atraviesan la membrana
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celular del enterocito o si son paracelulares, son descritas como la via estrecha que hay

en la union de un enterocito con otro.

Los compuestos lipofilicos pueden atravesar de forma mas rapida la barrera
celular partiendo de la seccion luminal, su transporte principalmente sera transcelular; en
cuanto al proceso paracelular, las uniones son estrechas, por lo que el paso de compuestos
a través del espacio intercelular es restringido, donde solamente compuestos hidrofilicos
de bajo peso molecular y ciertos péptidos cruzan el epitelio intestinal a través del
mecanismo paracelular. En cuanto a la difusion pasiva de compuestos en solucion acuosa,
el proceso transcelular es mas efectivo que el paracelular, debido a que la superficie para
difusion disponible para los compuestos es mayor en el mecanismo transcelular que para

los compuestos que atraviesan el espacio intercelular (Smetanova et al., 2011).

En el transporte pasivo, la molécula del farmaco suele penetrar por difusion por
medio de un gradiente de concentracion tomando en cuenta la solubilidad de la molécula
en la bicapa lipidica. Los autores Goodman y Gilman (2015) indican que hay una
correlacion directamente proporcional en la magnitud del gradiente de concentracion a
través de la membrana, al coeficiente de reparto entre lipidos-agua del farmaco vy,

finalmente, también se incluye a la de superficie de la membrana expuesta al farmaco.

Donde una vez alcanzado el equilibrio, se dice que la concentracion de farmaco
libre es la misma en ambos lados de la membrana, sin embargo, destacan que se cumple
cuando el farmaco no sea un electrolito. En cuanto a los compuestos ionicos, las
concentraciones estables dependen del gradiente electroquimico del ion y las diferencias
en el pH a través de la membrana, ya que se modifica el estado de ionizacién de la

molécula de manera desigual en ambos lados de la membrana.

Existe una relacién entre los electrélitos débiles y la influencia del pH, la mayoria
de los farmacos son &cidos o bases débiles, los cuales estan en solucion en su forma no

ionizada liposoluble y difusible o en su forma ionizada lipoinsoluble no difusible.

La distribucion a través de la membrana de un electrélito débil depende de su pKa
y el gradiente de pH a través de la membrana. La pKa es el pH en el que la mitad del

farmaco (sea este acido débil o electrdlito base) se encuentra en su forma ionizada. La
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proporcion entre el farmaco no ionizado y el ionizado en cualquier pH determinado puede

calcularse con la ecuacion (2) de Henderson-Hasselbalch:

[forma protonadal

=pKa — pH
[forma NO protonadal pra-—p

forma ptotonada = HA o HB
forma NO ptotonada = A" o B (2)

Esta ecuacion correlaciona el pH del medio que se encuentra rodeando al farmaco
y la constante de disociacion acida (pKa), donde en esta Ultima se toma en cuenta la
relacion entre las formas protonada y no protonada de la molécula, ver ecuacion (3).

Siguiendo la disociacion de un acido y base protonado se cuenta con:

R _[AT][HT]
HA< A" +H Ka_—[HA]
N _ [B][H"]

HB & B+ H KG—W

(3)

Asi mismo, se destaca que, en un estado de equilibrio, un farmaco acido se
acumula en el lado mas béasico de la membrana y un farmaco basico en el lado més acido,
donde este fendmeno es conocido como atrapamiento iGnico y es un proceso importante

en la distribucion de farmacos.

En el transporte mediado por transportadores, estos Gltimos son proteinas de
membrana, las cuales controlan la entrada de nutrientes e iones esenciales, asi como la
salida de desechos celulares, toxinas ambientales, farmacos y otros xenobiéticos, donde
Goodman y Gilman (2015) describen que las funciones de los transportadores de

membrana pueden ser activas (necesitan energia) o facilitadas (de equilibrio, no necesitan
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energia). Cuando analizan el transporte de los estudios, son centrados en los
transportadores de dos superfamilias principales: los transportadores ABC (sus siglas en
inglés de ATP binding cassette) y SLC (siglas en inglés de solute carrier). Donde la
mayor parte de las proteinas ABC son transportadores activos primarios que dependen de

la hidrdlisis de ATP para el bombeo activo de sus sustratos a través de las membranas.

Por otro lado, la superfamilia SLC codifica proteinas de transporte facilitado y
transportadores activos secundarios acoplados con iones, muchos de los transportadores
SLC sirven de blanco farmacoldgico o participan en la absorcion y disposicion de los
farmacos. El epitelio intestinal presenta una barrera importante para los medicamentos

administrados por via oral (Smetanové et al., 2011)



Figura 8. Variedad de Transportes de Farmacos a Través de las Barreras
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Nota: Goodman y Gilman (2015, p.18).

Pruebas de permeabilidad
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Los modelos de permeabilidad in vitro deben predecir el potencial de absorcion

dependera fuertemente de la complejidad, costo y duracion del ensayo.

intestinal de un farmaco y también proporcionar informacion para comprender los
mecanismos de absorcion involucrados, ya que la absorcion de compuestos tras la
administracion oral esta limitada tanto por caracteristicas fisicas como bioguimicas; esto

puede ser logrado segun el grado de correlacién con la absorcion intestinal, ya que

Los modelos de permeacion pueden clasificarse en métodos in silico, in vitro e in

vivo, los cuales presentan diferente grado de correlacion con la absorcion

intestinal. Cada modelo requiere diferentes herramientas y/o materiales para hacer
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su estimacion de la absorcion de farmacos, donde ademas del diferente grado de
inversion, cada uno de estos tiene un grado de complejidad variable. (Herrera et
al., 2012, p.22)

En cuanto a la absorcion intestinal de un farmaco, esta es controlada por la
velocidad de disolucion y solubilidad del mismo, ya que de esta manera se determina la
velocidad a la que el farmaco alcanza unas concentraciones maximas (C) en el fluido
luminal a nivel intestinal, a su vez, también implica el coeficiente de permeabilidad; este
es relacionado con la velocidad a la cual el farmaco disuelto va a atravesar la pared

intestinal (P) para llegar a la circulacién sanguinea.

Herrera et al. (2012) indican que dichos factores estan incluidos en la primera ley
de Fick (ecuacion 4) aplicada a la absorcion de farmacos, donde:

dm )
aqe — [m ([Cel = [CiD)

(4)

Respetivamente dm/Adt corresponde al flujo por unidad de area, Pm est4
relacionada con la constante de permeabilidad, finalmente, las concentraciones exterior e

interior de los compartimentos Cey Ci.

Membranas

La absorcién de un compuesto a través de la mucosa intestinal estd limitada por
diversos factores que comprenden la barrera epitelial desde aspectos fisicos vy
bioquimicos, por lo que los modelos in vitro deben predecir la absorcion intestinal de un
farmaco y los mecanismos que debe atravesar dicho farmaco para lograr atravesar la
barrera epitelial. Dichos objetivos se logran cuando se toman en cuenta, en la mejor
medida de lo posible, las caracteristicas de la barrera intestinal, cabe mencionar que

depende de la complejidad, costo y duracion del modelo experimental.

Los modelos de permeacion pueden clasificarse en métodos in silico, in vitro e in

vivo, los cuales presentan diferente grado de correlacion con la absorcion
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intestinal. Cada modelo requiere diferentes herramientas y/o materiales para hacer
su estimacion de la absorcion de farmacos, donde ademaés del diferente grado de
inversion, cada uno de estos tiene un grado de complejidad variable. (Herrera et
al., 2012, p.22)

Caco?

El modelo celular de Caco-2 posee alto grado de diferenciacion, ya que este
modelo se obtiene por medio del cultivo celular mencionado por Smetanova et al. (2011).
Caco-2 se ha convertido en una de las lineas celulares méas populares en cuanto a los
estudios de transporte epitelial in vitro, siendo de gran utilidad para predecir la absorcion
de farmacos en humanos, también aporta utilidad para explorar el mecanismo de
absorcion del farmaco e identificar sustratos o inhibidores de transportadores. Asi mismo,
se ha demostrado la buena correlacion entre la permeabilidad a través de la membrana

monocapa de células Caco-2, la solubilidad y la biodisponibilidad oral en humanos.

En el ensayo de Caco2, se utiliza una capa de células inmortales, la cual es
obtenida de un adenocarcinoma del epitelio colorrectal, este modelo presenta como punto
a favor el ser un modelo muy representativo fisiologicamente, ya que posee
transportadores, también puede utilizarse para detectar cuando el transporte activo ejerce
un efecto significativo, esto presentado por Pastor y Zamora (2011). A pesar de su origen,
estas células, tras varios dias de cultivo, muestran una polaridad morfoldgica y de
hidrolasas de borde de cepillo, las cuales son comparables con las células de absorcion

intestinal en su estado maduro.

Los autores Smetanova et al. (2011) indican que, después de 30 dias, la superficie
celular alcanza un tamafio minimo, el cual es adecuado y morfologicamente hablando
toman el aspecto de un enterocito. Al cabo de los 30 dias, se completa la polarizacion
estructural donde se aprecia que la mayoria de las células tienen un borde de cepillo
completamente desarrollado con microvellosidades altas y regulares distribuidas de

manera uniforme en forma de alfombra organizada. Los mismos autores destacan que las



monocapas de Caco-2 se han utilizado para estudiar el transporte de drogas en las cuatro

rutas existentes de transporte celular a nivel intestinal.

Una de las principales ventajas de los cultivos celulares esta en el comportamiento

polarizado que permite la simulaciéon de las condiciones del intestino, donde a nivel

intestinal es simulando de manera muy completa los dos tipos de barreras para la

absorcion de farmacos: la bioquimica y la fisicoquimica, tal como lo explican Herrera et

al. (2012) en la figura 9, donde se aprecia la posicion de las células.

Figura 9. Monocapa de Células en Sistema de Permeacion
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Nota: Herrera, et al. (2012, p26).

a) Desarrollo de una monocapa de células que alcanza confluencia y forma

uniones estrechas y microvellosidades; b) sistema para permeacion a través de
células montadas sobre una membrana semipermeable, lo cual simula las

condiciones normales de absorcion de compuestos (Herrera et al., 2012).

Entre los parametros estimados segin Smetanova et al., se debe calcular la permeabilidad

aparente (Papp) donde se refiere a la ecuacion (3):
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)

Donde Z—f es la tasa o relacion de permeabilidad, cantidad de droga que aparece

en el compartimento receptor en funcion del tiempo (nmol /'s).
A=corresponde al area de superficie de la membrana (cm2).

CO=representa a la concentracion inicial en el compartimento donante (nmol/mL)

Ensayo de permeabilidad con membrana artificial en paralelo

El ensayo de permeacion con membrana artificial en paralelo (PAMPA) se ha
propuesto como un sistema de cribado de alto rendimiento que puede ser adecuado para
estudiar la permeacion de la piel, segln la investigacion de los autores Lou et al. (2016).
Los mismos autores mencionan los antecedes de PAMPA como modelo para predecir la
absorcion gastrointestinal, este modelo utiliza una mezcla de ceramidas sintéticas,
colesterol y acidos grasos libres montados en placas para recrear la bicapa lipidica,
finalmente, indican que el resultado de las membranas PAMPA es comparable con

membranas artificiales de silicona, asi como con piel porcina y humana.

Segun Herrera et al. (2012), utilizar ensayos de permeabilidad ya sea con
membranas artificiales o lineas celulares durante toda la etapa de desarrollo de
medicamentos, es de gran utilidad e importancia, ya que ambos métodos proporcionan
informacion valiosa, dando lugar a que sea posible una estimacion anticipada de los
principales mecanismos de absorcion que van a estar presentes en la molécula candidata

a farmaco nuevo.

Asi mismo, ambos modelos poseen caracteristicas diferentes como lo son la
rapidez, bajo costo y transporte mas sencillo para predecir la permeabilidad (difusién
pasiva), mientras que las células Caco-2 toman en cuenta mayores mecanismos de
transporte para la permeacion, destaca por su funcionalidad en estudios mas complejos;
por lo que los mismos autores recalcan que ambos métodos se deben diferenciar y no ser

tomados como modelos competitivos.
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Tejidos extraidos de fuentes naturales

Los tejidos intestinales se han utilizado frecuentemente para estudiar la absorcion,
aplicando una solucién con el farmaco, dicho parametro se cuantifica por medio de la
relacion de cantidad de farmaco inicial y final ya sea en alguno de los dos lados del tejido,
dando como conclusién que este fue absorbido. Entre sus ventajas esta la integridad del
tejido y la habilidad para determinar la absorcion a través de diferentes segmentos
intestinales. Una desventaja en comudn es la viabilidad limitada de este tipo de
preparaciones. Herrera et al. (2012) describen ampliamente los modelos experimentales

para la absorcion de farmacos.

En cuanto a la técnica de perfusion en segmentos de intestino, se deben perfundir
regiones especificas a lo largo del tracto intestinal; para calcular la permeabilidad, se debe
cuantificar la desaparicion del compuesto del lumen intestinal asumiendo que el farmaco
desaparecido es igual al farmaco absorbido. Los autores destacan que esta consideracion
es valida cuando la captacién apical del farmaco es el paso limitante en la absorcion del
mismo, pero, si se tiene en consideracion que la absorcion del farmaco no es el Unico

factor responsable de su desaparicion, esta consideracion podria ser engafiosa.

Al comparar la utilizacion de animales completos, la técnica de perfusion posee
ciertas ventajas, tales como la utilizacién de diferentes segmentos para evaluar la
absorcion y metabolismo sin la interferencia de factores fisioldgicos como el vaciamiento
gastrico, el area superficial del segmento o el tiempo de tréansito intestinal. Sin embargo,
esta técnica de perfusion no posee ventajas sobre los sistemas in vitro, ya que requiere
grandes cantidades del compuesto por evaluar. Se debe tomar en cuenta, como se
menciono anteriormente, que la determinacion de la absorcion basada en la desaparicion

del lumen esta condicionada al compuesto por utilizar.

Otra desventaja radica en el nimero de segmentos intestinales que pueden
obtenerse de un animal, siendo este limitado. Sin embargo, son de gran valor, ya que se

pueden tomar en cuenta los mecanismos de transporte y evaluacion de la absorcion
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cuando los farmacos poseen baja solubilidad y se requiere el uso de vehiculos complejos

gue no pueden ser representados en sistemas in vitro.

Entre las primeras técnicas utilizadas para el estudio de la absorcion de farmacos,

se utilizé el método del intestino invertido:

Este modelo incluye a la mucosa y a las capas musculares subyacentes donde la
presencia de la capa muscular puede inducir laacumulacion de farmaco y, en dado
caso, dar lugar a una recuperacion pobre del mismo. Esta técnica fue muy popular
hace algunas décadas, sin embargo, su uso en afios recientes se ha reducido en
gran medida debido a las complicaciones que presenta en cuanto a la viabilidad
de los tejidos por tiempos prolongados y a la poca reproducibilidad que se puede
presentar, aun asi, todavia se puede observar su implementacién en estudios para

determinar la absorcion de farmacos. (Herrera et al., 2012, p. 27)

Enterocitos aislados

Si se obtiene un segmento de intestino y se trata la superficie mucosa con
diferentes agentes quelantes 0 mecéanicos para obtener las células enterociticas, se pueden
utilizar para estudiar la captacion de farmacos, pero, por la alta destruccion de las mismas
en el proceso de obtencion y la viabilidad del método, no es utilizada con gran frecuencia
para el estudio del transporte, ademas de que, al utilizarse en suspension, los enterocitos
pierden su polaridad siendo una desventaja para dichos estudios.

Huevo de gallina

Los autores Hincke et al. (2012) mencionan que el huevo aviar es el huevo
amnidtico mas avanzado en cuanto a los vertebrados oviparos, ya que el caparazon es una
biocerdmica de complejidad, la cual tiene como funcion el intercambio de gases
metabolicos y agua, también proporciona proteccién contra el dafio fisico, la invasion

microbiana y la depredacion por animales pequefios; la permeabilidad de la cascara esta
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determinada genéticamente por diferentes caracteristicas de los poros que esta contiene,

tal como la cantidad de poros, su densidad, ramificacion y calibre.

Figura 10. Seccién Longitudinal, el Contenido Interior de un Huevo de Gallina
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Nota: Pollock (2013). Comprendiendo el Huevo Aviar: desde Afuera hacia Adentro.

Asi mismo, la autora Pollock (2013) detalla a fondo la composicion del huevo de

gallina (ver figura 10), entre las partes que componen un huevo se encuentran:

La cuticula, el cual es el componente mas externo, compuesto de proteinas,
polisacaridos y lipidos. La cuticula cerosa delgada protege al huevo de la evaporacion del
agua, asi como de la invasion microbiana, la cuticula cubre la siguiente capa que

comprende la cascara.

La cascara es la porcién méas grande compuesta principalmente de calcita, la forma
cristalina del carbonato de calcio. Esté dividida en dos partes: esponjosas y mamilares.
La capa externa o capa cristalina densa mide de 3-8 um de grosor y sirve como una zona
de transicion a la superficie exterior del huevo, por otra parte, la capa esponjosa constituye

aproximadamente dos tercios de la cascara. Tiene un aproximado de 200 um de espesor
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y contiene cristales calcificados entremezclados con una matriz organica, que consiste en

una serie de capas de proteinas y mucopolisacaridos.

En cuanto a la capa mamilar interna delgada, consta de nucleos organicos, con
estructuras en forma de cono, las cuales estan incrustadas dentro de la membrana externa
de la céscara que se encuentra debajo. Los nulcleos organicos estan compuestos
principalmente por proteinas, pero también contienen carbohidratos y mucopolisacaridos.
La deposicion de cristales de carbonato de calcio comienza a partir de estos nucleos

organicos.

Existen areas donde la cristalizacion es incompleta, con el fin de crear poros en
forma de embudo dentro de la cascara del huevo. EI nUmero de poros aumenta a medida
que disminuye el peso del huevo. EI didmetro de los poros oscila entre 0.3-0.9 um. Los
poros sirven como un sitio importante de intercambio de gases (agua y diéxido de
carbono) y para el transporte de vapor de agua a través de la cascara del huevo.

Estos intercambios se producen, principalmente, por difusion pasiva. Cabe
destacar que la céscara de huevo se forma por precipitacion controlada de carbonato de
calcio en las fibras de la membrana externa y se produce en el espacio extracelular entre
la dilatada membrana de la cascara que envuelve la albumina hidratada y la mucosa de la

pared uterina.

Seguidas de las capas mas internas de la cascara, se encuentran las membranas de
la cascara. Estas membranas semipermeables son una barrera contra la invasion
microbiana y también desempefian un papel menor en la respiracién del huevo. La
membrana externa estd en contacto con la capa mamilar de la cascara, mientras que la
membrana interna estd en contacto directo con el albumen, ambas estan firmemente
unidas excepto en una pequefia region, por lo general, en el extremo romo del huevo
conocida como camara de aire, la cual se forma a medida que el huevo se enfria después

de la oviposicién.

Asi mismo, se encuentra el amnios, el cual es un saco lleno de liquido con
proteina, agua y minerales durante todo el desarrollo embrioldgico, el albumen drena en

el amnios, permitiendo que esta estructura sirva como una fuente de proteina. La capa
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interna gruesa de albumen consiste en una capa viscosa y densa, contiene la yema en el
centro del huevo, conocida como chalaza. La chalaza consiste en una cadena doble en el

extremo agudo del huevo y una cadena sencilla en el extremo redondeado.

Finalmente, la membrana vitelina consta de cuatro membranas que separan al saco
vitelino del albumen, esta membrana envuelve la yema de huevo. La yema es otro
nutriente importante, el cual proporciona proteinas y lipidos en el desarrollo tardio y

durante los primeros dias de vida.

En cuanto a las membranas de la cascara, se ha descubierto su composicion (ver
figura 11), los autores Hincke et al. (2012) ahondan en el tema explicando que los
precursores de las membranas de la cascara de huevo se secretan y se ensamblan durante
aproximadamente una hora. La malla resultante de fibras entrelazadas se organiza en
laminas internas y externas morfolégicamente distintas que encierran la albumina de

huevo.

Las fibras de membrana estan compuestas de aproximadamente 10 % de colageno
(tipos I, V' y X) y 70-75 % de otras proteinas y glicoproteinas que contienen enlaces
cruzados derivados de lisina. Las membranas internas permanecen sin calcificar, mientras
que las fibras de la membrana de la cubierta externa se mineralizan en sitios discretos y

se incorporan a la base de la cascara de huevo.

No es bien conocido el mecanismo o razon por el cual la membrana carece de
calcificacién, pero se cree que es el colageno tipo X el responsable de prevenir una
calcificacidn generalizada de la membrana del caparazon. Es bien sabido que cualquier
modificacion de las membranas de la cascara de huevo, debido a la inhibicion de la
formacion de fibras o la reticulacion, altera la formacion de cascara de huevo y sus

propiedades mecanicas.

La inhibicion de la reticulacion derivada de lisina de la membrana de céscara de
huevo por aminopropionitrilo o por deficiencia de cobre afecta el patron de estructura de
la cascara de huevo y degrada sus propiedades mecanicas.



55

Se identificaron proteinas especificas de cascara de huevo durante la investigacion
de constituyentes abundantes de la c&scara de huevo y el fluido uterino. Estas
nuevas proteinas se denominaron Ovocleidinas (ovo, latin - huevo, kleidoun,
griego - para abarcar lo relacionado al papel funcional) o Ovocalixinas (ovo, latin-
huevo, céliz, latin - cscara, en referencia a su ubicacion). Se han propuesto dos
posibles roles para las Ovocleidinas y Ovocalixinas en la reproduccion aviar:
regulacion de la mineralizacion de la cascara de huevo y defensa antimicrobiana.
Las proteinas de huevo blanco ovoalbumina, lisozima y ovotransferrina también
estan presentes en el fluido uterino, y se localizan principalmente en las regiones
mas internas (membranas de la cascara y capa de cono mamilar) de la cascara de
huevo. (Hincke et al., 2012, p.1272)

Asi mismo, destacan la identificacion de Ovocalyxin-36, la cual es una proteina
prominente de 36 kDa presente en el fluido uterino recogido durante la fase de
calcificacion activa de la mineralizacion de la céscara. La proteina solo se detecta en las

regiones del oviducto donde tiene lugar la formacion de la cascara de huevo.

OCX-36 se localiza en la céascara de huevo calcificada (mayoritariamente en la
parte interna de la cascara) y también es abundante en las membranas de la cascara. La
secuencia de proteina OCX-36 muestra una identidad significativa con proteinas de
mamifero, tales como proteinas ligadoras de lipopolisacaridos, proteinas que aumentan
la permeabilidad bactericida y proteinas de la familia del clon del epitelio nasal y del
paladar que son componentes claves de la innata sistema inmune y actda como la primera

linea de defensa del huésped.
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Figura 11. Vista Transversal de la Cascara de Huevo de Gallina Representando las
Principales Caracteristicas Morfologicas
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Nota: Hincke, et al. (2012). The eggshell: structure, composition and mineralization.
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo, se muestra el enfoque y el método por realizar para la
presente investigacion, las fuentes de informacion que se deben tomar en cuenta, lugar
donde se llevara a cabo la investigacion, las variables, los instrumentos, técnicas, asi

como el procedimiento de recoleccion y andlisis de los datos.

Enfoque de la investigacion

El presente trabajo se desarrolla con un enfoque cuantitativo, descrito por
Hernandez, Fernandez y Baptista (2014) como un enfoque que posee forma de procesos,
es secuencial y probatorio, tiene un orden secuencial donde no se pueden evadir ni obviar
pasos; inicia de una idea a la cual se le va dando forma y delimitando, se aclaran los
objetivos y pregunta de la investigacion, asi mismo, se revisa la literatura y se procede
con la elaboracion del marco tedrico. Con las preguntas establecidas, se plantea una
hipétesis y se determinan las variables de la investigacion. En este enfoque, se disefia un
plan que permita probar la hipdtesis y, por medio de la estadistica, se logran recolectar
datos de los resultados y se obtienen las conclusiones.

Dado lo anterior, se considera adecuado este enfoque, ya que se realizara a nivel
de laboratorio la simulacion in vitro de prueba de permeabilidad de una familia de AINEs

a través de una membrana.

Método de la investigacion

La estrategia para obtener la informacion requerida para la resoluciéon del
planteamiento del problema siguiendo los objetivos es por medio de un método
experimental en un lapso de siete meses, iniciando con la recopilacion de datos
fundamental para el desarrollo del tema y realizando pruebas experimentales para obtener

los resultados, siendo aplicable este método, ya que es descrito como:
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Refiere a un estudio en el que se manipulan intencionalmente una o mas variables
independientes (supuestas causas antecedentes), para analizar las consecuencias
que la manipulacién tiene sobre una o mas variables dependientes (supuestos
efectos consecuentes), dentro de una situacion de control para el investigador.
(Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014, p. 129)

Fuentes de informacién

En el presente apartado, se describen las fuentes de informacion que deben ser
consideradas para la elaboracion del estudio, asi como el lugar de desarrollo. La
investigacion por realizar se llevard a cabo en el laboratorio de la Universidad
Internacional de las Américas, San José, Costa Rica. En el periodo de enero a julio de
2018.

Las fuentes de informacién por abarcar en la investigacion son las siguientes:
AINEs, propiedades fisicoquimicas de los farmacos, pruebas de permeabilidad,

membranas y permeabilidad de AINEs.

Instrumentos

En el siguiente apartado, se mencionan los instrumentos por utilizar en el
laboratorio de la Universidad Internacional de las Américas para la siguiente

investigacion:

Beakers de 250, 500 y 2000 mL

Balanza analitica

Termdmetros de vidrio (de columna de mercurio)
Probetas de 500 mL

Calentador

Agitador magnético

Soporte universal

Pastillas magnéticas de agitacion

Piseta

Erlenmeyer 250 mL
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Papel toalla

Jeringas de 10cc.

Pinzas

Goteros

Cubetas de cristal de cuarzo

Portable pH/ TDS/ Temperature Meter marca HANNA instruments, codigo
HI19811-5, procedencia: Romania.

Equipo espectrofotometro UV-vis, marca SPECTRO UV-2505

Microscopio LABOMED por Labo Ameérica, Inc. U.S.A

Reactivos:

Soluciones amortiguadoras para el pHmetro
NaOH con pH 7.4

Acido clorhidrico 1M

Solucion buffer de fosfatos pH 7.4
Solucion buffer de fosfatos pH 5
Agua destilada

Jarabe Profenid® (Ketoprofeno)
Capsulas Aleve® (Naproxeno)
Enantyum® (Dexketoprofeno)
Estandar de ketoprofeno

Estandar de naproxeno

Estandar de dexketoprofeno

Huevos de gallina
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Procedimiento de recoleccion y analisis de los datos

Se procede a exponer el procedimiento por seguir para la preparacion de los
medios de disolucion y metodologia para la realizacion de la simulacion in vitro de
permeacion de la familia de AINEs, asi como la recoleccion de los datos que se debe

llevar a cabo para la siguiente investigacion.

Preparacion del medio simulacion liquido intestinal:

Preparar cinco litros de solucion buffer de fosfatos pH 7.4, medir el pH con el
pHmetro, el cual debe ser previamente calibrado con las sustancias buffer
correspondientes, envasar y rotular para su uso y almacenamiento correcto en
refrigeracion. Las siguientes instrucciones corresponden a un litro de solucion, por lo que
se debe realizar por separado, ya que la solucion de pH 7.4 se utiliza para hacer lavados

de las membranas como se indica mas adelante.

En un beaker de 250 mL provisto de una pastilla de agitacion, se adicionaron 91
mL de agua destilada medidos en una probeta de 100 mL y 8,62 mL de HCI concentrado
medidos en una probeta de 10 mL la mezcla se agit6 durante 5 minutos con un agitador
magnético a 60 rpm. La disolucidn resultante se trasvaso a un balén aforado de 100 mL,

se afor6 con agua destilada se rotul6 y almaceno.

En un beaker de 250 mL provisto de una pastilla de agitacion, se adicionaron 40
mg de NaOH pesados en balanza y 40 mL de agua destilada medidos en una probeta de
100 mL la mezcla se agité durante 15 minutos con un agitador magnético a 60 rpm,la
disolucién resultante se trasvasé a un balon aforado de 100 mL, se aforé con agua

destilada, se rotuld y almaceno.

En un beaker de 1500 mL provisto de una pastilla de agitacién, se adicionaron
8.06 g NaCl, 0.22 g KClI, 1,15 g Na;HPOg4, y 0.20 g KH2PO4 pesados en balanza, se
adiciono el 80 % del agua destinada para un litro de solucion buffer, se mezclo agitador
magnético hasta la dilucién completa de las sales, se ajusto el pH a 7.4 con HCI 1M o
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NaOH 10M segun fue lo necesario, haciendo adiciones gota a gota siendo monitoreado
con el pHmetro (calibrado), se aford con agua destilada, la disolucidon resultante se filtro
con embudo de espiga larga y papel filtro de calibre medio, finalmente se trasvaso a un

recipiente de 1000 mL se rotul6 y almacend en refrigeracion.

Preparacién de la membrana bioldgica:

Se tom6 uh huevo de gallina, se limpid y secd, seguidamente se le realizé un
agujero en el lado apical del huevo con una micro espatula, sin introducir por completo
para no dafar la membrana y se extrajo el contenido del huevo. Se realizaron lavados con
abundante agua destilada al interior de la membrana y, finalmente, los lavados con

solucion buffer pH 7.4.

En beaker de 300 mL se adicionaron 100 mL de HCI 1M y se introdujo la
membrana que posee cascara, Se mantuvo en constante agitacion para la descalcificacion
de forma pareja. Se adicionaron gotas de HCI concentrado; se realizaron lavados a la
membrana con abundante agua destilada, con el cuidado respectivo de la manipulacion
de lamembrana para evitar el rompimiento de la misma, se realiz6 un lavado con solucion

buffer pH 7.4. Se realiz6 dicho procedimiento con cuatro huevos.
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Preparacion de modelo para simulacion in vitro

Se colocaron las membranas en un vidrio reloj con solucion buffer pH 7.4 por

20min para la hidratacion respectiva de las mimas.

Se utilizé un tubo de ensayo plastico y se realizo un corte transversal en la parte
conica, (esta tiene la funcién de entrada al compartimiento donador); de la misma forma
se realiz6 un corte a la tapa, y se dejé Unicamente la rosca para el tubo y el orificio de la

misma circunferencia del tubo plastico.

Se colocd un beaker de 200 mL con una pastilla de agitacion sobre una plantilla
magnética, se le adicionaron 150 mL de solucién buffer pH 7.4, y se mantuvo en agitacion
constante a 100 rpm; (este funcion6 como compartimiento receptor), se mantuvo la

temperatura controlada 37°C.

Se coloco la membrana hidratada cuidadosamente en el orificio del tubo plastico
y se ajustd sin ejercer presion, ya que puede provocar el rompimiento de la misma, de
igual forma se coloco el empaque para ajustar. Se procedié a cortar el exceso de
membrana que sale por el borde de la rosca con cuidado y, finalmente, se cubrio la parte

superior de la rosca con silicon caliente, se dejé enfriar para asegurar el sellado.

Se fijo el tubo de plastico con dos prensas para tubo de ensayo en direcciones
contrarias, para que tenga funcién de apoyo sobre el beaker, el tubo del lado del
compartimiento donador no se sumergié, solo la membrana se mantuvo en contacto con

el medio.

Preparacion de las curva de calibracion:

Para el ketoprofeno, se tomé un balon de 100 mL y se colocé 10 mg del estandar
de ketoprofeno pesados en una balanza analitica, se llevo a aforo con solucion buffer de
fosfatos de pH7.4, obteniendo asi la muestra madre, seguidamente se tomaron alicuotas

de esta solucién:
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Se tomaron 4,98 mL con pipeta graduada de 10mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01992 mg/mL
(120 %).

Se tomaron 4,56 mL con pipeta graduada de 10mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01826 mg/mL
(110 %).

Se tomaron 4,15 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevd a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0166 mg/mL
(100 %).

Se tomaron 3,32 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01328
mg/mL (80 %).

Se tomaron 2,49 mL con una pipeta graduada de 5 mL vy se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.00996
mg/mL (60 %).

Se tomaron 2,07 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0083 mg/mL
(50 %).

Se tomaron 1,6 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevé a aforo en
balén de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0064 mg/mL
(40 %).

Se tomaron 0,8 mL con una pipeta graduada de 1 mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0032 mg/mL
(20 %).
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Se leyeron las absorbancias por medio de un espectrofotometro UV-VIS a una

longitud de onda de 258 nm y se realiz6 una grafica absorbancia versus concentracion.

Para el dexketoprofeno, se tomo un balon de 100 mL y se colocaron 10mg del
estandar de dexketoprofeno, se llevo a aforo con solucion buffer de fosfatos de pH7.4,

obteniendo asi la muestra madre. Seguidamente, se tomaron alicuotas de esta solucion:

e Se tomaron 4,98 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevo a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01992
mg/mL (120 %).

e Setomaron 4,56 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01826
mg/mL (110 %).

e Se tomaron 4,15 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevo a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0166 mg/mL
(100 %).

e Setomaron 3,32 mL con una pipeta graduada de 5 mL vy se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01328
mg/mL (80 %).

e Se tomaron 2,49 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llev a aforo
en balén de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.00996
mg/mL (60 %).

e Setomaron 2,07 mL con una pipeta graduada de 5 mL vy se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0083 mg/mL
(50 %).
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e Setomaron 1,6 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevo a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0064 mg/mL
(40 %).

e Se tomaron 0,8 mL con una pipeta graduada de 1 mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0032 mg/mL
(20 %).

Se leyeron las absorbancias por medio de un espactrofotometro UV-VIS a una
longitud de onda de 258 nm y se realiz6 una grafica absorbancia versus concentracion.

Para el naproxeno, se tomé un balén de 100 mL y se colocaron10 mg del estandar
de naproxeno, se llevd a aforo con solucién buffer de fosfatos de pH 7.4, obteniendo asi

la muestra madre, seguidamente se tomaron alicuotas de esta solucion:

e Se tomaron 4,98 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevo a aforo
en balén de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01992
mg/mL (120 %).

e Setomaron 4,56 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01826
mg/mL (110 %).

e Se tomaron 4,15 mL con una pipeta graduada de 10 mL y se llevo a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0166 mg/mL
(100 %).

e Setomaron 3,32 mL con una pipeta graduada de 5 mL vy se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.01328
mg/mL (80 %).
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Se tomaron 2,49 mL con una pipeta graduada de 5 mL vy se llevé a aforo
en balén de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.00996
mg/mL (60 %).

Se tomaron 2,07 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevé a aforo
en balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0083 mg/mL
(50 %).

Se tomaron 1,6 mL con una pipeta graduada de 5 mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0064 mg/mL
(40 %).

Se tomaron 0,8 mL con una pipeta graduada de 1 mL y se llevé a aforo en
balon de 25 mL para obtener una concentracion final de 0.0032 mg/mL
(20 %).

Se leyeron las absorbancias por medio de un espectrofotometro UV-VIS a una

longitud de onda de 274 nm y se realiz6 una grafica absorbancia versus concentracion.

Preparacion de la muestra

Se procedié a la realizar la preparacion de la muestra, de forma que los tres

compuestos por evaluar tuvieran una concentracion de 0.5 mg/mL, para utilizar en cada

muestra 2,5 mg de principio activo en cada muestra que se realiz6 por triplicado para cada

medicamento.

1. Ketoprofeno: Se tomaron 5 mL del jarabe Profenid con se tomé una pipeta

de 5 mL, se llevaron a un balén aforado de 10 mL, se procedio a aforar
con solucion buffer pH 5.
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2. Dexketoprofeno: Se tomaron 12, 5 mg (aproximadamente 3.125 mL) de
Enantyum bebible con una pipeta de 5 mL, se llevaron a aforo en un bal6n

aforado de 25 mL con solucion buffer pH 5.

3. Naproxeno: se tomd una capsula de Aleve de 200mg y se extrajo con una
jeringa el total de su contenido, se coloco en un balén aforado de 100 mL
y se aforré con solucion pH 7.4; con una pipeta graduada de 10 mL, se
tomaron 6,25 mL de la solucidn y se trasvasé a un balon aforado de 25 mL

finalmente se afor6 con solucion buffer pH 7.4.

Realizacion experimental

1. Setomaron 5 mL de la muestra con pipeta y se coloc6 cuidadosamente en
el compartimento donador del modelo, utilizando un cronémetro se llevo
el control del tiempo para la toma de muestras donde se tomaron a los 10,
20, 30, 40, 50 min del compartimiento receptor con una jeringa de 10 mL.

2. En el espectrofotdbmetro UV-vis, primeramente, se leyod la sustancia
blanco, la cual corresponde al medio de disolucion (solucion buffer pH
7.4), y se realizaron las lecturas de las muestras rotuladas en orden segun
la longitud de onda especificada. Se obtuvieron los datos de la absorbancia
y se devolvid la muestra al compartimiento receptor, para no alterar el

volumen del medio ni la concentracion.

Estos pasos se repitieron con cada farmaco (naproxeno, ketoprofeno y
dexketoprofeno) tres veces, para darle reproducibilidad a la investigacion, con las
membranas, las cuales deben se lavaron cuidadosamente con solucion buffer pH 7.4 tras

cada uso.

Longitud de onda naproxeno: maxima 274nm.
Longitud de onda ketoprofeno: maxima 258nm.
Longitud de onda dexetoprofeno: méxima 258nm
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CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Este capitulo aporta datos que dan seguimiento de los objetivos especificos para
finalizar con el objetivo general de la presente investigacion. El analisis de resultados
prevé tener una respuesta del problema planteado inicialmente, con la finalidad de simular
in vitro la prueba de permeabilidad de una familia de antiinflamatorios no esteroideos, a
través de una membrana cuyos resultados sean comparables con los datos de

permeabilidad reportados en la literatura.

Obtencién de la membrana

Dentro de los objetivos especificos de la investigacion, estd proponer una
membrana que permita la permeabilidad in vitro de una familia de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, por lo que inicialmente se procede con la obtencién de

dicha membrana.

Tomando en cuenta el origen, composicién, medios econémicos y complejidad de
procedimientos, se propone la utilizacion de la membrana de huevos. Dicha membrana
es posible extraerla tras los fundamentos de reacciones quimicas con &cido clorhidrico
(HCI), tal como se aprecia en la figura 12. La cual muestra que, a pesar de permanecer
bajo concentraciones &cidas, no existe rompimiento de la membrana, ya que se percibe el

contenido del huevo.

Sin embargo, para fines experimentales, se recomienda la extraccion del
contenido del huevo previo al tratamiento con el 4cido, con el fin de facilitar el manejo
que se debe emplear para la simulacion prevista, ya que es necesario utilizar partes

limpias y sin dafios mecanicos para asegurar la integridad de la membrana.
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Figura 12.Membrana de Huevo Expuesta Tras el Tratamiento con HCI

Nota: elaboracion propia (2018).

Tal como fue mencionado por la autora Pollock (2013), la cascara del huevo esta
compuesta principalmente por calcita, la forma cristalina del carbonato de calcio, por lo

que se aprovecha dicho compuesto para realizar una reaccion con acido clorhidrico.

CaCOs3 + 2HCI — CaCl, +H2.0+ CO2
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Figura 13. Reaccion Quimica del Carbonato de Calcio y HCI

Nota: elaboracion propia (2018).

Como se observa en la figura 13, existe el desprendimiento de CO2 y en el medio
se obtiene una disolucion de cloruro de calcio, por lo que, tras unos minutos, se va a
obtener la membrana del huevo completamente descalcificada, lista para los lavados y su
utilizacion posterior. Tal como se muestra en la figura 13, la cual permite observar la
delgada membrana, los autores Hincke, et al. (2012) mencionan que la composicion de la

misma es de colageno, proteinas y glicoproteinas.
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Figura 14. Membrana del Huevo Tras la Descalcificacién con HCI

Nota: elaboracion propia (2018).

Tras dicha extraccion, se aprecia como la estructura de la membrana se mantiene
integra (ver figura 15), aln con vista microscépica se asegura la estabilidad de la

membrana tras la exposicidn a un agente tan corrosivo como el HCI.
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Figura 15. Vista Microscopica de la Membrana Tras la Exposicion al HCI,
Aumento (10X/0.25/0.17)

Nota: elaboracion propia (2018).

La membrana fue utilizada por triplicado para cada compuesto, por lo que era de
importancia observar si la misma presentaba algin desgaste visual que comprometiera la
integridad de la membrana bioldgica. Sin embargo, tal como se observa en la figura 16,
del lado derecho hay una visién microscopica de la membrana recién extraida y del lado
izquierdo, tras el uso por triplicado de una de las pruebas, a pesar de que no se aprecia

gran diferencia visualmente, lo ideal seria una revision por microscopio electrénico.
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Figura 16. Membrana Antes y Despueés de Prueba In Vitro, Aumento
(10X/0.25/0.17)

Nota: elaboracion propia (2018).

Modelo fisico para la simulacién in vitro de prueba de permeabilidad.

Se debe contar con un modelo simplificado que permita controlar los factores
externos como temperatura, agitacion y la permanencia de la membrana en contacto con
el medio de disolucién en los compartimentos tanto donador como receptor, ademas de
contar con la facilidad de obtencion de las muestras para las lecturas a diferentes tiempos,

donde no existan variables en el modelo.
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Figura 17. Cortes en los Extremos del Tubo Plastico

Nota: elaboracion propia (2018).

Establecer el modelo con el tubo plastico permite tener un area de permeacion
constante, ya que al realizar el corte (figura 17) en el extremo de tubo plastico permite la
abertura para introducir las muestras, seguido del corte en la tapa permite obtener el
extremo del tubo aun con larosca, la cual tiene como funcion sujetar la membrana. Dichos
pasos se explican mas adelante, mantener el didmetro del tubo es un dato de suma
importancia para cuantificar la permeabilidad del farmaco, estos tubos poseen un
didmetro de un centimetro (ver figura 18), dato importante para la obtencion de Papp de

cada compuesto.

Figura 18. Didmetro del Tubo Plastico, Medidos con un Calibrador Vernier

Nota: elaboracion propia (2018).
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El modelo es desarrollado en una forma sencilla a pequefia escala (ver figura 20),
tomando como referencia el modelo de permeacion de las celdas de Franz, mencionadas
por los autores Debandi et al. (2011), Loftsson (2006), Luo (2016) y Ng, et al. (2012).

Figura 19. Representacion Esquematica de la Celda Franz
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Nota: Debandi et al. (2011, p.100).

Las celdas de Franz son descritas por Baena, Dallos, Manzo y Ponce D’Leon
(2011) con historia de utilizacion desde 1975 para estudios de penetracion transepitelial
y liberacion de farmacos. Posee un sistema compuesto por un compartimento donador y
uno receptor, las cuales son separadas por una membrana que puede ser de origen animal,
humana o sintética, la cual va a permitir la evaluaciéon de la difusién de compuestos
bioldgicamente activos (ver figura 19). Tras la toma de muestras del compartimento

receptor, se cuantifican mediante técnicas analiticas UV y/o HPLC.

Los mismos autores indican la existencia de parametros que influyen en la
difusion de los compuestos por evaluar, como la temperatura, la velocidad de agitacion,
el tipo y naturaleza de la membrana y el medio del compartimento receptor. Por

consiguiente, el modelo establecido posee un compartimento donador representado por
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la parte superior del tubo plastico; un compartimento receptor, el cual es representado por
beaker y la division dada por la membrana de origen bioldgico extraida del huevo.

Figura 20. Modelo Fisico para la Simulacion In Vitro de Prueba de Permeabilidad
con sus Respectivas Partes

Compartimiento
donador

Compartimiento
receptor

Nota: elaboracion propia (2018).

Como fue mencionado, existen parametros que influyen en la difusién, por lo que
se mantuvo una temperatura de 37°C con un termémetro, el cual fue ajustado con prensas
universales. La agitacion se mantuvo constante con 100 rpm para todas las muestras de
los tres compuestos por evaluar, la membrana siempre del mismo origen; sin embargo, se

debe tomar en cuenta que, al ser de origen bioldgico, pueden haber ciertas variaciones en
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el tamafio de poro de la membrana de diferentes huevos, por lo que se utilizo la misma
membrana para cada muestra del mismo compuesto. En cuanto al medio de disolucién,

se utiliz6 de manera constante el buffer de fosfatos pH 7,4.

Figura 21. Calibracién de pH Metro

&4 BOEL

Clenma

Nota: elaboracion propia (2018).

Mencionada la importancia del pH para la difusién de farmacos, se debe tener
previa calibracion de los equipos por utilizar para dicha medicion, ya que se debe
mantener controlado este pardmetro para evitar datos falsos a la hora de la lectura de las
muestras. En la figura 21, se observa del lado izquierdo la calibracion del equipo con una
solucion estandarizada de pH 7,0 y del lado derecho se asegura un pH real de 7,4 de la

solucién buffer de fosfatos.

El modelo prevé las filtraciones por los bordes del tubo (ver figura 22(a), (b)), al
contar con la tapa, el empaque y el silicon, dan como resultado que la muestra por tomar
pase Unicamente por la membrana, ademas, el no sumergir por completo el tubo
contribuye a un mejor manejo y datos no alterados en caso de filtraciones no deseadas,

por ese motivo, las pinzas se deben colocar en una posicion que ejerza un adecuado
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soporte sobre el beaker, para mantener elevado el compartimento donador, tal como se

muestra en la figura 22(c).

Figura 22. Modelo de Simulacion In Vitro en Diferentes Angulos

Nota: elaboracion propia (2018).



Figura 23. Presentacion Farmacéutica de AINEs
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Nota: elaboracion propia (2018).

En la figura 23, se presentan los medicamentos por utilizar para la simulacion in
vitro, siendo representado el naproxeno como cépsulas de gelatina de marca Aleve®,

ketoprofeno como jarabe marca Profenid® y dexketoprofeno como solucion oral marca
Enantyum®.

79
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Para el estudio de la absorcion de diversos compuestos, incluidos los que exhiben
actividad farmacoldgica, se ha utilizado el modelo de células Caco-2. En el desarrollo de
nuevos farmacos, los estudios de absorcion realizados en este sistema pueden ser

utilizados para solicitar excepcion de los estudios de bioequivalencia.

La complejidad de utilizacion de monocapas de células epiteliales o el desarrollo
de membranas artificiales para la medicion de la permeabilidad de un farmaco, con el fin
de predecir su absorcion, lleva a proponer una membrana para dar con la simulacion in
vitro de permeabilidad de farmacos; es importante destacar que el origen de la membrana

y su composicion permiten la funcionalidad de permeacion.

Para la cuantificacion de farmaco que atraviesa la membrana propuesta, se debe
plantear un método confiable para dicho propdsito, por lo que se implementa la
realizacion de curvas de calibracion con cada compuesto del farmaco (principio activo),
utilizando estandares de referencia, los cuales son brindados en la Universidad

Internacional de las Ameéricas (figura 24).

Figura 24. Estandares de Referencia

Nota: elaboracion propia (2018).
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Analisis de permeabilidad del Ketoprofeno

La curva de calibracion tanto del naproxeno, ketoprofeno como dexketoprofeno
se realiza con base en el 120 a 20 % de la cantidad de farmaco total que se va poner a
prueba en la membrana. Se debe utilizar el mismo medio de disolucion que se va utilizar
en la simulacion, ya que no seria cuantificable si son distintos. Esto debido a que, en la
espectrofotometria, se tienen variables que influyen en la absorbancia, entre las que los
autores Skoog, Holler y Nieman (2001) mencionan: la naturaleza del disolvente, el pH de
la disolucion, la temperatura, entre otras; asi mismo, destacan con gran importancia que
es ineludible utilizar el mismo disolvente cuando se comparan espectros de absorcién con

fines de identificacion.

Tabla 2. Absorbancia Versus Concentracion para la Curva de Calibracién del

Ketoprofeno.
% Absorbancia Concentracién mg/mL (x107%)
20 0,128 3,20
40 0,265 6,40
50 0,333 8,30
60 0,409 9,96
80 0,636 13,28
100 0,714 16,60
120 0,780 19,92

Nota: elaboracion propia (2018).
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Tras la realizacion de las curvas, se observa una relacion entre absorbancia y
concentracion, mencionada por Skoog et al. (2001), quienes afirman que normalmente
la concentracion de un analito absorbente esta linealmente relacionada con la absorbancia.
Esta tendencia se obtiene tanto para el ketoprofeno como el dexketoprofeno y naproxeno
en las tablas 3, 8 y 13 respectivamente, donde se aprecia un aumento de la absorbancia

respecto a la concentracion calculada, fundamentados en la Ley de Lamber Beer.

Figura 25. Grafico de Curva de Calibracion del Ketoprofeno.
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Nota: elaboracion propia (2018).

Por medio de una regresion lineal, se obtiene la ecuacion correspondiente de las
curvas de calibracién utilizando la absorbancia en el eje "Y™ y la concentracion en mg/mL
en el eje "X en el caso del Ketoprofeno el valor de la pendiente es de 40,446 y el
intercepto es 0,0042, dando de esta forma un r? de 0,9926 siendo un valor de correlacion

aceptable, ya que es cercano a uno. Dicha informacion se observa en la figura 25.
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Tabla 3. Absorbancia a Diferentes Tiempos en las Muestras de Profenid®

(ketoprofeno)
Absorbancia
tiempo (min) muestra 1 muestra 2

10 0,138 0,170
20 0,289 0,348
30 0,373 0,479
40 0,459 0,567
50 0,546 0,666
60 0,591 0,759

Nota: elaboracion propia (2018).

muestra 3

0,192

0,231

0,307

0,389

0,465

0,561

Teniendo la ecuacién lineal y tras el muestreo de los medicamentos en la

simulacion in vitro, se obtuvieron los valores de absorbancia de las muestras del

ketoprofeno (representadas en la tabla 4) a diferentes tiempos, durante una hora se

analizan para obtener las concentraciones correspondientes a cada tiempo.
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Tabla 4. Concentracién (mg/mL) Respecto al Tiempo de Profenid® (ketoprofeno)

Concentracién (mg/mL) x103

tiempo(min) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
10 3,30811 4,09929 4,64323
20 7,04149 8,50022 5,60748
30 9,11833 11,73911 7,48653
40 11,24462 13,91485 9,51392
50 13,39564 16,36256 11,39297
60 14,50823 18,66192 13,7665

Nota: elaboracion propia (2018).

Segun la tabla 5 y figura 26, se puede observar una tendencia de aumento de la
permeacion tras cada muestra; sin embargo, las diferencias no son tan significantes en el
ketoprofeno, esto es més visible en la tabla 6, la cual muestra los datos de miligramos

obtenidos en cada muestra a los mismos tiempos.
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Figura 26. Gréfico de Tendencia de la Concentracion Versus Tiempo del Profenid®
(ketoprofeno)
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Nota: elaboracion propia (2018).
Tabla 5. Cantidad Respecto al Tiempo de Profenid® (ketoprofeno)
Cantidad(mg)
tiempo(min) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
10 0,49621718 0,61489393 0,6964842
20 1,05622311 1,27503338 0,8411215
30 1,36774959 1,76086634 1,12297879
40 1,68669337 2,08722741 1,42708797
50 2,00934579 2,45438362 1,70894526
60 2,17623498 2,79928794 2,06497552

Nota: elaboracion propia (2018).
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La cantidad de se determing tras el despeje miligramos utilizando la concentracion
obtenida, el volumen total del compartimento receptor de 150 mL, este volumen se
mantiene constante ya que tras cada toma de muestra se devuelve al compartimiento para
evitar errores en los datos. Por medio de la cuantificacion de medicamento (tabla 6) que
atravesd la membrana, se puede medir la permeabilidad aparente del farmaco (tabla 7)
donde la concentracién es el mismo valor inicial para cada corrida de muestra, los valores
obtenidos muestran una leve diferencia donde la tendencia es 2>1>3 en cuanto a cantidad
respecto al tiempo; en otras palabras, la muestra 2 presenta mayor cantidad de farmaco
en el compartimiento receptor que la muestra 1 y esta presenta mas que la muestra 3,
siendo posible este comportamiento por una acumulacién de residuos en la membrana,
asi mismo se debe considerar la matriz de excipientes puesto lo que se utiliz6 es el

farmaco y no la droga como tal.

Tabla 6. Papp del Profenid® (ketoprofeno)

3 Papp
roa | Coeemaon e rapnel 2 o
Muestra 1 14,0473
Muestra 2 TSGR 0,785 17,9389 14,6 3,09 21,18%
Muestra 3 11,829

Nota: elaboracion propia (2018)
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Analisis de permeabilidad del Dexketoprofeno

El dexketoprofeno muestra una tendencia diferente de valores a su mezcla

racémica, ketoprofeno, estos valores se analizan a continuacion.

Siguiendo la misma metodologia que el ketoprofeno, por medio de una regresion
lineal, se obtiene la ecuacion correspondiente de las curvas de calibracion, la cual se
alcanza por medio de los valores de absorbancias y concentraciones (tabla 8), utilizando
la absorbancia en el eje Y y la concentracion en mg/mL en el eje X. En el caso del
dexketoprofeno, el valor de la pendiente es de 40,729, el intercepto es 0,0631, dando de
esta forma un r? de 0,9945, siendo un valor de correlacion aceptable, ya que es cercano a

uno. Dicha informacién se observa en la figura 27.

Tabla 7. Absorbancia Versus Concentracion para la Curva de Calibracién del

Dexketoprofeno
Porcentaje (%) Absorbancia Concentracion (mg/ml) x10°3
20 0,186 3,20
40 0,327 6,40
50 0,397 8,30
60 0,475 9,96
80 0,590 13,28
100 0,788 16,60
120 0,842 19,92

Nota: elaboracion propia (2018).
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Figura 27. Grafico de la Curva de Calibracion del Estandar de Dexketoprofeno
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Nota: elaboracion propia (2018).

Tras la realizacion de las curvas, se asegura la relacién entre absorbancia y

concentracion, las cuales son linealmente relacionadas. Esta tendencia se obtiene también

para el dexketoprofeno como medicamento (tabla 9) donde las absorbancias van en

aumento, mismo que sucede con las concentraciones de las muestras a los mismos

tiempos (tabla 10).
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Tabla 8. Absorbancia a Diferentes Tiempos en las Muestras de Enantyum®
(dexketoprofeno)

Absorbancia

Tiempo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
(min)

10 0,077 0,123 0,114

20 0,153 0,167 0,153

30 0,209 0,201 0,203

40 0,297 0,261 0,259

50 0,354 0,317 0,307

60 0,389 0,373 0,382

Nota: elaboracion propia (2018).

Segln la tabla 10 y figura 28, la tendencia de aumento concentracion versus
tiempo de la permeacion tras cada muestra se mantiene; sin embargo, las diferencias son
muy leves en las muestras 2 y 3, lo que conlleva a valores sumamente similares muestra
tras muestra. Esto es mas visible en la tabla 11, la cual muestra los datos de miligramos
que se obtuvieron en cada muestra a los mismos tiempos; sin embargo, la muestra 1 es en

la que se obtienen valores mas altos de las tres tomas.



Tabla 9. Concentracion (mg/mL) Respecto al Tiempo de Enantyum®
(Dexketoprofeno)

Concentracién(mg/ml) x10°3

Tiempo (min) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
10 0,34128 1,4707 1,24972
20 2,20727 2,55101 2,20727
30 3,58221 3,38579 3,4349
40 5,74284 4,85895 4,80984
50 7,14233 6,23389 5,98836
60 8,00167 7,60883 7,8298

Nota: elaboracion propia (2018).
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Figura 28. Grafico de la Tendencia de la Concentracion Respecto al Tiempo del
Enantyum® (Dexketoprofeno)
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Nota: elaboracion propia (2018).

Por medio de la cuantificacion de medicamento Enantyum® (tabla 11) que
atravesd la membrana, se puede medir la permeabilidad aparente del farmaco. Los valores
obtenidos muestran una leve diferencia, donde la tendencia es 1>3>2 en cuanto a cantidad
respecto al tiempo; en otras palabras, la muestra 1 presenta mayor cantidad de farmaco
en el compartimiento receptor que la muestra 3 y esta Ultima muestra presenta mas que la
muestra 2; lo cual no sigue un orden cronoldgico de la realizacion experimental; sin
embargo, pudo verse afectado por factores externos, a pesar de que se mantuvieron las

condiciones constantes para todas las muestras.
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Tabla 10. Cantidad Respecto al Tiempo de Enantyum® (Dexketoprofeno)

tiempo (min)

10

20

30

40

50

60

Nota: elaboracion propia (2018).

Muestra 1

0,05119203

0,33109087

0,53733212

0,86142552

1,07134965

1,20025044

Cantidad(mg)

Muestra 2

0,22060448

0,38265118

0,50786909

0,72884186

0,93508311

1,14132436

Muestra 3

0,18745857

0,33109087

0,51523484

0,7214761

0,89825432

1,17447028

La permeabilidad aparente del Enantyum® (tabla 12) posee un coeficiente de

variacion relativamente bajo (13 %), lo que indica que se obtuvieron valores de Papp para

cada muestra similares, dando una Papp promedio de 8,74 cm/s.
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Tabla 11. Papp del Enantyum® (Dexketoprofeno)

ooty R R o
muestra 1 10,05
muestra 2 7,86 8,74 1,16 13%
muestra 3 8,30

Nota: elaboracion propia (2018).

Andlisis de permeabilidad del Naproxeno

A continuacion, se procede con los datos obtenidos experimentalmente del
naproxeno, utilizando su forma acida para el estandar para la elaboracion de la curva de

calibracién, el cual fue aportado por la Universidad Internacional de las Ameéricas.
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Tabla 12. Absorbancia Versus Concentracion para la Curva de Calibracion del
Naproxeno

Curva de calibracién Naproxeno

Porcentaje (%) Absorbancia Concentracién(mg/ml) x10-
20 0,043 3,20
40 0,078 6,40
50 0,103 8,30
60 0,126 9,96
80 0,180 13,28
100 0,228 16,60
110 0,249 18,26
120 0,268 19,92

Nota: elaboracion propia (2018).

En la tabla 13, se encuentran las absorbancias a diferentes concentraciones con
base en el 120 a 20 % de la cantidad de farmaco total que se va poner a prueba en la
membrana (este corresponde a 2,5mg por cada prueba) utilizando el mismo medio de
disolucion (Buffer de fosfatos), para asegurar la identificacion del compuesto, tal como

fue dicho por Skoog, Holler y Nieman (2001).
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Figura 29. Gréfico de la Curva de Calibracion del Estandar de Naproxeno.
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Nota: elaboracion propia (2018).

Por medio de una regresion lineal, se obtiene la ecuacion correspondiente de las
curvas de calibracion utilizando la absorbancia en el eje Y y la concentracion en mg/mL
enel eje X. En el caso del naproxeno, el valor de la pendiente es de 14,003, el intercepto
es -0,0085, dando de esta forma un r? de 0,9973, siendo un valor de correlacion aceptable,

ya que es cercano a uno. Dicha informacidn se observa en la figura 29.
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Tabla 13. Absorbancia a Diferentes Tiempos en las Muestras de Aleve®
(Naproxeno)

Absorbancia Aleve® (Naproxeno).

Tiempo (min) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
10 0,023 0,034 0,033
20 0,052 0,051 0,077
30 0,063 0,073 0,092
40 0,081 0,096 0,129
50 0,09 0,097 0,138
60 0,096 0,1 0,149

Nota: elaboracion propia (2018).

Teniendo la ecuacién lineal y tras el muestreo de los medicamentos en la
simulacion in vitro, se obtienen los valores de absorbancia de las muestras del naproxeno
(representadas en la tabla 14) a diferentes tiempos durante una hora. Estas se analizan

para obtener las concentraciones correspondientes a cada minuto (ver tabla 15).
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Tabla 14.Concentracion (mg/mL) respecto al tiempo de Aleve® (Naproxeno).

Concentracién Naproxeno (mg/mL) x10°3

Tiempo(min) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
10 2,2495 3,0350 2,9636
20 4,3205 4,2490 6,1058
30 5,1060 5,8201 7,1770
40 6,3914 7,4626 9,8193
50 7,0342 7,5341 10,4620
60 7,4626 7,7483 11,2475

Nota: elaboracion propia (2018).

Segun la tabla 15 y figura 30, se puede observar una tendencia de aumento de la
permeacion tras cada muestra, sin embargo, las diferencias para este producto son las mas
marcadas en cuanto a los tres compuestos analizados. Esto es mas visible en la tabla 16,

la cual muestra los datos de miligramos obtenidos en cada muestra a los mismos tiempos.
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Figura 30. Gréafico de la Tendencia de la Concentracion Respecto al Tiempo

del Aleve® (Naproxeno)
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Nota: elaboracion propia (2018).

Se observa una tendencia similar en cuanto a cantidades de compuesto medido en
relacién con el tiempo en las muestras 1 y 2, sin embargo, en la muestra 3 se obtienen
datos con mayor paso de Naproxeno desde el compartimento donador al compartimento
receptor (ver tabla 16). Analizando los datos obtenidos a los 60 minutos, las dos primeras
muestras se aproximan a un 40 % de la cantidad total disponible, mientras que la tercera
muestra obtiene mas del 50 % de la cantidad total.

70



Tabla 15.Cantidad Respecto al Tiempo de Aleve® (Naproxeno)

Tiempo(min)

10

20

30

40

50

60

Muestra 1

0,33742769

0,64807541

0,76590731

0,95872313

1,05513104

1,11940299

Nota: elaboracion propia (2018).

Cantidad (mg)

Muestra 2

0,45525959

0,63736342

0,87302721

1,11940299

1,13011498

1,16225095

Muestra 3

0,4445476

0,91587517

1,07655502

1,47289866

1,56930658

1,68713847
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Por medio de la cuantificacion de medicamento (tabla 16) que atravesd la

membrana, se mide la permeabilidad aparente del farmaco, los valores obtenidos

muestran una leve diferencia donde la tendencia es 3>1>2 en cuanto a cantidad respecto

al tiempo; en otras palabras, la muestra 3 presenta mayor cantidad de farmaco en el

compartimiento receptor que la muestra 1, asi mismo, esta muestra presenta mas que la

muestra 2.

La diferencia mas significativa esta entre la muestra 3 con respecto a las dos

primeras, ya que la muestra 1 y 2 poseen valores muy similares (6,46 cm/s y 6,38 cm/s)

respectivamente; el coeficiente de variacion es un poco alto, sin embargo, se encuentra

menor al 50 %, dicho resultado se da por la diferencia anteriormente menciona de Papp

de las muestras, finalmente, el Papp promedio del Naproxeno es de 7,75 cm/s
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Tabla 16.Papp del Aleve® (Naproxeno)

Concentracién Papp media SD

Aleve (nmol/mL) Area (cm?) Papp (cm/s) E-04 (cm/s) E-04 E-04 CV%
muestra 1 6,46
muestra 2 2171,55266 0,785 6,38 7,75 2,30 30%
muestra 3 10,4

Nota: elaboracion propia (2018).

Al evaluar la permeabilidad con ketoprofeno y naproxeno, compuestos que tienen
establecida la categoria en la que se encuentran dentro del sistema de clasificacion
biofarmacéutica, ademas, son considerados moléculas pequefias, por lo que tienen
facilidad de absorcion por difusion pasiva y cuyas permeabilidades aparentes (Papp) han
sido reportadas por Zhu et al. (2002) y Feixiong et al. (2012) tanto experimental como in
silico, permite determinar la Papp utilizando la membrana extraida del huevo siendo de
caracter bioldgico y comparar los resultados con los de la literatura, sin embargo, los
datos del dexketoprofeno no han sido reportados, se utilizan como referencia los valores
del ketoprofeno, ya que poseen las mismas caracteristicas fisicas y quimicas.

Por medio del espectro fotometro UV visibles, es posible la cuantificacion de
principio activo de cada farmaco, ya que se establece una relacion entre las absorbancias
obtenidas (ver tabla 4, 9y 14) y la concentracion de farmaco a diferentes tiempos (tablas
5, 10 y 15), esto dado por la ecuacion obtenida con anterioridad con un estdndar de cada
compuesto (figura 25, 27 y 29).

La precision de la metodologia fue tomada en cuenta, ya que, al realizar las
pruebas por triplicado con una misma membrana para cada compuesto, se obtiene
reproducibilidad del método dandole validez a los datos. Esto se logra observar en las
figuras 26, 28 y 30, las cuales muestran la concentracion a diferentes tiempos. En los tres
compuestos se aprecia como hay un aumento de la concentracion con el paso del tiempo,

sin embargo, para cada compuesto, las tres muestras realizadas siguen un mismo patron
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de la linea trazada, lo que indica que la membrana posee buenas caracteristicas como tal,

ya que permea en funcién al tiempo y es resistente, debido a que permite hasta tres

pruebas bajo las mismas condiciones.

Tabla 17. Comparacion de Papp calculadas versus las obtenidas y propiedades

fisicoquimicas.

Papp
Papp pred.2 Papp exp® exp Peso molecular logP
(cml/s) (cm/sE-06) (cm/s (g/mol) 9
E-04)
Naproxeno 21.11 10.6 17,7747 230,25 3,18
Ketoprofeno 19.63 16.7 14,605 254,28 3,29
Dexketoprofeno e 254,28 3,29

2 Literatura de Papp fue tomada de la referencia Feixiong (2012)

APS
(A2)

46,53

54,37

54,37

Solubilidad
en agua
(mg/L)

15,9

51

51

b valores de Papp (cm s, x106) a 7.4, determinados en HPLC por Zhu et al. (2002).

cvalores de Dexketoprofeno son predicciones Tetko. et al. (2005)

Nota: elaboracidén propia (2018).

pKa

4,15

3,88

3,88
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Retomando la ecuacion (5) de permeabilidad aparente dada por Smetanova et al., esta

debe ser calculada de la siguiente manera:

p _(dQ)>< 1
WP =\ar) " ax o

(5)

Donde Z—f es la tasa o relacion de permeabilidad, cantidad de droga que aparece

en el compartimento receptor en funcion del tiempo (nmol / s).
A=corresponde al area de superficie de la membrana (cm2).

CO= representa a la concentracion inicial en el compartimento donante (hnmol/mL)

Tomando en cuenta que son tres farmacos por evaluar, se realiza una ecuacion de
cantidad de farmaco obtenido (nmol) en funcion del tiempo (s) para cada uno de los
farmacos, donde la pendiente obtenida sera dQ/dt. Este valor debe ser dividido entre el
area de la membrana utilizada (cm?) y la concentracion inicial en el compartimento
donador (nmol/mL); dicho lo anterior, se obtienen los valores de Papp para cada muestra
de cada principio activo (ver tabla 7, 12, 17).

Tras el analisis estadistico (ver tabla 7, 12, 17) de los resultados, se observa que
los valores CV% del dexketoprofeno son los mas bajos con un 13 %, lo que indica que la
dispersion de las muestras fue baja, en otras palabras, la Papp de cada muestra fueron
similares; mientras que, para el ketoprofeno y el naproxeno, hubo diferencias mas grandes
en los resultados de Papp por cada muestra. Donde para el ketoprofeno se observa en la
gréfica de concentracion versus tiempo (figura 26 ) que los datos de mayor valor fueron
alcanzados por la muestra 2 y respecto al naproxeno, la muestra 3 obtuvo los valores méas
altos dando, por consiguiente, un Papp mayor, dando un CV de 30 %, el mas alto de los

tres medicamentos, siendo este el comportamiento de la membrana con los farmacos.

Al realizar una comparacion de Papp promedio de las tres muestras de cada
farmaco obtenida experimentalmente con la membrana extraida del huevo apH 7,4y las

Papp de la literatura, en las cuales Cheng (2012) utilizé6 medios in silico y Zhu et al.
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(2002) bajo un anlisis in vitro utilizaron una membrana artificial a pH 7,4, se obtienen
los resultados (tabla 18) que muestran una relacion estrecha entre naproxeno en PAMPA
y la membrana de huevo; sin embargo, en cuanto a la prediccion QSAR, en ambas Papp
no muestran mucha similitud, pero, al analizar el ketoprofeno, es de gran comparacion
tanto la prediccion in silico con las in vitro tanto PAMPA como la membrana bioldgica

de huevo.

En cuanto al dexketoprofeno, no se cuenta con datos de Papp; sin embargo, hay
que recordar que este compuesto es el estereoisomero dextrorrotatorio del ketoprofeno,
[(S)-(+)-Ketoprofen], por lo que comparten las propiedades fisicoquimicas, como peso
molecular, logP, area polar superficial, pKa, entre otras. Por esta razon, se realiza la
comparacion de la permeabilidad y se observa una gran diferencia entre el isbmero y la
mezcla racémica, sin embargo, las preparaciones comerciales poseen diferentes
compuestos de excipientes, por lo que este factor externo puede estar ejerciendo una

influencia en el muestreo.

Estos farmacos son denominados de alta permeabilidad por la Food and Drug
Administration (FDA, por sus siglas en inglés), lo que significa que poseen un factor de
absorcion >85 % donde el compuesto estandar de valores de Papp es el metoprolol
(20X10° cm/s) usado para el sistema de clasificacion biofarmacéutica (BCS), por otro
lado, Pham, et al. (2011) mencionan que, para que un compuesto sea considerado de alta
permeabilidad, el valor definido para Papp debe ser >8x10° cm/s, mientras que, para ser

clasificado como moderadamente o poco permeable, la Papp debe ser < 8x102 cm/s.

A pesar de las diferencias en las Papp obtenidas basandose en los limites
mencionados, se obtiene que los tres farmacos (naproxeno, ketoprofeno vy
dexketoprofeno) poseen una muy buena permeabilidad, ya que las Papp de todos (ver
tabla 18) estan por encima de 8x10°® cm/s, lo que demuestra que, bajo el estudio a través
de la membrana bioldgica extraida del huevo, la clasificacion de los compuestos es de

alta permeabilidad.

Analizando las propiedades fisicoquimicas, hay que recordar que, como lo
mencionan Arenay Hein (2007), son caracteristicas propias de cada compuesto, las cuales

son determinadas sin alteracion de la composicion. La importancia de estas propiedades
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en cuanto a los farmacos son maltiples, una de ellas es que, tras el descubrimiento de
nuevos compuestos, estos deben pasar por ciertos analisis, los cuales proveen una

evaluacion temprana de seguridad del compuesto.

Se deben evaluar las propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion (ADME, por sus siglas) y toxicologia, mejor dicho, la farmacocinética
(Innovation org, 2007), donde debe ser satisfactoria la absorcion en sangre, distribucion
en el sitio de accidn del cuerpo, una metabolizacion eficiente y efectiva, la excrecion del
compuesto del cuerpo y, finalmente, la seguridad de que este no sea toxico; estos analisis

pueden ser realizados in vivo, in vitro o in silico.

Sin embargo, segun los resultados obtenidos, existe la posibilidad de alterar la
estructura del compuesto para mejorar las propiedades de este. Este paso es llamado
optimizacion, donde, al sufrir cambios estructurales, se puede mejorar la efectividad o la
seguridad. Estos cambios pueden implicar un aumento del peso molecular, de la
solubilidad, el cambio de la pKa, entre otras, por lo que es de suma importancia el analisis

fisicoquimico de las moléculas.

Retomando los valores de cada compuesto, se observa como el peso molecular de
los tres medicamentos esta entre 200 y 300g/ mol, por lo que son considerados moléculas
pequefias, las cuales tienden a atravesar con mayor facilidad las membranas celulares,
ademas de recordar que vienen de un mismo derivado, los aril propandicos también
conocidos como derivados del acido propandico, por lo que la tendencia es a tener pesos
similares. El logP de los compuestos permite calcular la hidrofobicidad de las moléculas
por medio de la relacion octanol/ agua, donde valores bajos de logP indican que el
compuesto tiende a distribuirse de mejor forma en medios hidrofilicos, de lado contrario,
logP altos indican una tendencia a la hidrofobicidad de la molécula.

La determinacion de un logP bajo esta relacionada con un valor de <5 como
hidrofilica y los valores >5 son considerados hidréfobos, por lo tanto, el naproxeno,
dexketoprofeno y ketoprofeno son de caracter hidrofobas, permitiendo que sean mas
afines a medios acuosos. En este caso, el medio de disolucion es un buffer de fosfatos en
medio acuoso, por lo que dichos compuestos tienen buena afinidad con el medio,

permitiendo de esta forma la solubilidad.
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El &rea polar superficial (APS) es una propiedad que se basa en la polaridad
estructural de las moléculas, donde hace referencia a la sumatoria de los &tomos polares
que forman parte de la estructura, esta es dada en angstrom (A?). La relacion de esta
propiedad para la permeabilidad es estrecha, ya que, si el APS es aproximadamente mayor
a 140 A%, se considera que la permeacion a través de membranas va a ser deficiente, ya
que es considerada muy polar; sin embargo, en los farmacos analizados, la APS posee un
valor aceptable, lo cual favorece la permeacion a través de membranas, esto posee buenos

resultados en la parte experimental.

La solubilidad en agua es de las primeras propiedades que entran en funcion tras
los andlisis in vitro, ya que es necesario tener el compuesto disuelto en un medio para
realizar la simulacion. En cuanto a ketoprofeno y dexketoprofeno, se reportan
solubilidades altas, por lo que el medicamento es facilmente disuelto en el medio buffer,
por otro lado, el naproxeno presenta una solubilidad menor en relacion con los otros dos
compuestos, esto significa mayor dificultad para obtener la disolucion inicial, lo que
explica la utilizacion de equipo ultrasénico para aumentar la velocidad de disolucion, ya
que, inicialmente, se observa la formacion de un precipitado, pero, tras 15 min en el
ultrasonico, no se ven particulas en el medio. Asi mismo, la temperatura (37°C) promueve

la solubilidad del compuesto.

La constante de disociacion de los &cidos (pKa) afecta directamente la solubilidad,
permeabilidad y la absorcion oral por medio de la variacion de la distribucion de especies
neutras y cargadas, segun lo mencionan Di y Kerns (2003), esta familia de AINES son de
caréacter acido, tal como se observa en las figuras 4, 5 y 6. Posee un &cido propidnico en
su estructura, lo que facilita la ionizacién del compuesto. Los tres farmacos poseen
valores de pKa aproximada a 4, lo que implica una buena disociacion en el buffer, el cual
es de caracter basico con un pH 7.4., ya que, cuanto menor sea la pKa, mayor es la

constante de disociacién del acido.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente capitulo atafie a las conclusiones obtenidas de una forma concisa tras
el analisis de resultados obtenidos en el trabajo de investigacion desarrollado, también se
dan a conocer recomendaciones aplicables para futuras investigaciones y como método

de ensefianza en el campo de la quimica medicinal.

e Se implemento la membrana del huevo de gallina en un modelo de
simulacion in vitro en una prueba de permeabilidad de una familia de

antiinflamatorios no esteroideos.

e Se propuso la extraccién de membranas del huevo de gallina, la cual
demostro gran capacidad para simular pruebas in vitro de permeabilidad

de farmacos con reproducibilidad.

e Por medio de simulaciones in vitro, se determind que la membrana

extraida del huevo permite la difusién efectiva de farmacos.

e Por medio de la simulacién in vitro, se determind una permeabilidad
aparente del compuesto Naproxeno de 7,77cm/s a través de una membrana

de origen bioldgico extraida del huevo de gallina.

e Por medio de la simulacién in vitro, se determina una permeabilidad
aparente del compuesto Ketoprofeno de 14,60cm/s a través de una

membrana de origen biologico extraida del huevo de gallina.

e Por medio de la simulacién in vitro, se determina una permeabilidad
aparente del compuesto Dexketoprofeno de 8,74cm/s a través de una

membrana de origen biologico extraida del huevo de gallina.
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La comparacion de Papp reportada en Naproxeno con PAMPA (10,6cm/s)
muestra estrecha relacion con la obtenida con la membrana bioldgica
(7,77cm/s), mas no sucede lo mismo con la reportada por prediccion
(21,11cml/s).

La comparacién de Papp reportada en Ketoprofeno con PAMPA
(16,7cm/s) muestra una excelente aproximacion tanto con la obtenida con
la membrana bioldgica (14,6cm/s) como la reportada por prediccion
(19,6cm/s).

No se cuentan con reportes de Papp para Dexketoprofeno; sin embargo, al
comparar el dato obtenido 8,74 cm/s con el reportado de su mezcla

racémica (ketoprofeno) 16.7cm/s, se obtienen valores por debajo del 50%.

El ketoprofeno, Naproxeno y Dexketoprofeno mostraron ser compuestos
de alta permeabilidad, ya que los valores de Papp obtenidos son mayores
a 8x10° cm/s, que siguen la categoria establecida por la FDA para dichas

clasificaciones de los farmacos.
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Recomendaciones

Se recomienda que, para futuros trabajos de investigacion, se logre obtener
un analisis de la membrana por medio de la utilizacion microscopia
electronica, para obtener datos del tamafio del poro nominal de la

membrana antes y después del uso de la misma.

Asi mismo, la evaluacion de la permeabilidad aparente utilizando diferente
pH para contemplar la simulacion de diferentes porciones del intestino
delgado.

Evaluar los mismos farmacos con diferentes membranas obtenidas de un
mismo lote de huevos, para obtener valores de la variacién bioldgica que

pueden presentar las membranas al ser de diferentes huevos.

A los estudiantes y profesores, se les recomienda la utilizaciéon de la
membrana como método de ensefianza en el campo de la quimica
medicinal, biofarmacia y otras areas farmacéuticas, para comprender la
importancia de las propiedades fisicoquimicas en el estudio de la

permeabilidad de farmacos.
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