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Resumen

La respuesta farmacocinética de un farmaco es variable y depende de multiples
procesos. Esta respuesta puede complejizarse, por ejemplo, debido a procesos de
recirculacion plasma — tracto gastrointestinal — plasma del farmaco. Las moléculas
secretadas pueden volverse a absorber, y en dicho caso no se hablaria de excrecion sino
de circulacion entre la sangre y el fluido hacia el cual se pretendi6 eliminar.

El proceso mas ampliamente reconocido en farmacologia es la recirculacion entero-
hepatica. Sin embargo, en la presente tesis se profundiza en otros posibles circuitos de
recirculacion. Un trayecto del farmaco podria ser a través del jugo gastrico, en donde
partiendo desde la sangre, alcanzaria dicho fluido para luego ingresar al medio interno
desde la luz intestinal cuando el mismo se vacie desde el estbmago tras la apertura del
piloro. Otro podria ser mediante el jugo pancreatico, el cual es secretado a través del
ducto pancreatico que se conecta con el hepatico inmediatamente antes de vaciar su
contenido hacia el duodeno. Varios mililitros de ambos jugos son vertidos en pocos
minutos hacia el tracto gastrointestinal, activados esencialmente por la llegada de
alimentos al estbmago y al intestino, respectivamente.

Estos trayectos adquieren relevancia en moléculas ionizables dado el pH que posee cada
uno de estos fluidos. Existe un gradiente importante de pH entre ambos y el plasma (pH
7,4). De este modo, las drogas basicas preferiran la transferencia desde el plasma hacia
el jugo gastrico de pH entre 1,2 y 2,3, para luego verse impedido su retorno a plasma
por ionizacion a este pH acido. En tanto las drogas acidas, desde el plasma hacia el jugo
pancreatico de pH 8 aproximadamente.

El objetivo de la tesis fue estudiar la circulacion plasma-tracto gastrointestinal-plasma de
moléculas acidas y basicas, que a su vez presenten estereoisomeria. Los farmacos
estereoisomeros, si bien poseen las mismas propiedades fisico- quimicas, pueden diferir
en su farmacocinética y farmacodinamia. Los procesos de recirculacion pueden afectar
directamente la exposicion a los diferentes isébmeros ya que una posible ruta de
metabolizacion para este grupo de farmacos es justamente la inversion quiral y al
atravesar el enterocito puede ocurrir la conversion de un isémero en el otro.

La investigacion realizada demostro la recirculacion a la que son sometidos algunos
farmacos. Ademas, repetidamente se observo que luego de la ingesta de comidas, el
cociente de concentraciones de isomeros modificaba la tendencia que seguia.

Muchas veces los procesos de recirculacion aumentan el tiempo de residencia de las
moléculas en el organismo, prolongado su accion, sin embargo, en algunos farmacos,
como para Metadona, el isémero S podria no favorecerse de este proceso ya que cada
vez que atraviesa el enterocito aumenta su eliminacion. Para los AINES, la ingesta de
comidas podria en algunos casos promover la relacion entre isomeros que resulta mas
beneficiosa para la terapia, al favorecer la conversion R-en-S, pero en otros casos, como
para Ibuprofeno, podria no impactar sobre la exposicion al isémero activo ya que la mayor
tasa de conversion no logra compensar el gran aumento de clearance intestinal que se
ve para ambos isomeros cuando se administran comidas frecuentes. Debe considerarse
cada caso en particular para poder hacer una recomendacion respecto, por ejemplo, al
modo de administracion. Por esto es interesante destacar, que este tipo de

4



investigaciones, si bien aportan valiosa informacion respecto a la farmacocinética de
determinados farmacos, principalmente constituyen herramientas poderosas para el
entendimiento de la fisiologia, lo que permite la aplicacion del conocimiento a diferentes
casos.

Otro factor que demostrd condicionar de manera importante la farmacocinética de los
farmacos estudiados, fueron las diferencias fisioldgicas entre hombre y mujeres. Se
observo el mas lento vaciado gastrico de las mujeres respecto los hombres, su mayor pH
intestinal y el impacto del tamario corporal sobre procesos de metabolizacion saturables.

Resumiendo, se demostro la disimil exposicion a los isbmeros que puede obtenerse tras
la administracion de una mezcla racémica y como diferentes variables impactan sobre la
relacion entre los isébmeros. Por mas que la terapia estereoselectiva resulte beneficiosa,
por ejemplo, porque solo uno de los isbmeros sea farmacoldgicamente activo, la mayoria
de los farmacos estereoisémeros que se encuentran en el mercado, se administran como
racematos debido al coste economico y a la complejidad de la separacion de los
isomeros. Esto introduce la necesidad de considerar el seguimiento de la terapia con
estos medicamentos a través de la determinacion de los isbmeros por separado, ya que,
como se menciono, el perfil farmacocinético y farmacodinamico de los isémeros puede
ser diferente y, por lo tanto, carece de logica el andlisis de la mezcla racémica. En el
presente trabajo, se pone de manifiesto la ventaja de la determinacion quiral. De otra
manera, no hubiese sido posible la deteccion de los procesos estudiados y el correcto
analisis de los resultados. Por otro lado, la informacion recabada podria ser de utilidad
para el desarrollo de formas farmacéuticas innovadoras que permitan un mas eficiente
uso de la dosis raceémica contenida.

Es de destacar la importancia de la investigacion, en este caso en farmacocinética y en
los factores que impactan sobre la misma, ademas del entendimiento de diferentes
aspectos de la fisiologia humana, para lograr un mejor aprovechamiento de los farmacos
disponibles en el mercado, promoviendo el uso racional de los mismos, y para guiar e
incentivar el desarrollo de nuevos farmacos a nivel nacional, siempre con el fin ultimo de
mejorar los perfiles de seguridad y eficacia de los tratamientos farmacoldgicos en
beneficio de los usuarios.
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Capitulo 1: Introduccion, objetivos y metodologia general

La interaccion medicamento-organismo conduce al desarrollo de dos tipos de
respuestas: la respuesta farmacocinética (PK) y la respuesta farmacodinamica (PD).

La respuesta PK constituye lo que el organismo le hace al farmaco. Esta respuesta esta
caracterizada por las concentraciones de farmaco o sustancias derivadas en distintos
fluidos del cuerpo. Describe el destino del farmaco desde su administracion hasta su
completa eliminacion.

La respuesta farmacodinamica constituye lo que farmaco le hace al organismo vy refiere
a la intensidad de los efectos provocados en el organismo. Estos efectos dependeran de
la interaccion farmaco-receptor a nivel de sitio de acciéon o biofase.

Entonces, la respuesta PK y la respuesta PD estan intimamente ligadas. Las
concentraciones de farmaco y de sus derivados activos a nivel de sitio de accion van a
determinar la intensidad de los efectos provocados y, por lo tanto, la respuesta clinica de
un paciente. El andlisis de estas respuestas por separado, provee limitada informacion
respecto a la aplicabilidad clinica de un farmaco. La eleccion de la posologia y de las
condiciones de administracion dependera de la respuesta PK/PD del farmaco. Estas
decisiones se tomaran en base al objetivo que se persigue con una terapia: provocar un
conjunto de efectos deseados con cierta intensidad y duracion (eficacia) minimizando el
perfil de efectos toxicos (seguridad).

En la practica clinica, resulta engorroso medir las intensidades de los varios efectos que
puede provocar un principio activo en un paciente, ademas de que el efecto puede ser
subjetivo. Por este motivo el andlisis farmacocinético ha tenido histéricamente mayor
desarrollo. Sin embargo, el estudio de la respuesta farmacocinética debe conducir a un
resultado farmacodinamico para no carecer de utilidad clinica 22,

Monitorizacién en plasma, saliva y orina

Si bien lo importante son las concentraciones alcanzadas a nivel de sitio de accion, es
dificil la determinacion de farmaco a este nivel, principalmente por dificultad de acceso o
por desconocimiento del mismo. El fluido mas comunmente monitoreado es el plasma
por su facil acceso y por su estrecho relacionamiento con los tejidos, entre ellos el tejido
a nivel de sitio de accion. Sin embargo, existen otros fluidos en los que también es posible
el monitoreo como la saliva y la orina.

La extraccion de saliva es un proceso sencillo, que no requiere de personal
especializado, no invasivo, indoloro, seguro y economico. Es importante estandarizar el
método de recoleccion de manera de obtener resultados significativos. Esto se debe a
que la concentracion de farmaco al inicio del conducto es semejante a la concentracion
de farmaco libre en arteria. Sin embargo, en su recorrido, se establecen intercambios
con el liquido intracelular de las células ductales, y éste con el liquido intersticial presente
al otro lado de la membrana basal, por lo que las concentraciones de farmaco empezaran
a asemejarse a las presentes a nivel venoso. La difusion de farmaco desde la sangre a la
saliva es muy rapida si la lipofilia de las moléculas le permiten un facil reparto por las



membranas celulares, de lo contrario la difusion se enlentece pudiendo llegar a ser
insignificante, por ejemplo, si el soluto estuviese cargado de manera permanente. La
transferencia también estara condicionada por la existencia de transportadores de flujo
a este nivel. Entonces, la saliva puede no ser un fluido de monitorizacion adecuado para
determinados farmacos, pero si para muchos otros en los que podria complementar o
incluso sustituir el monitoreo en plasma #°6. Sin embargo, existen otras desventajas
respecto a su uso como la alta variabilidad en los resultados, la dependencia de las
concentraciones con el pH salival, entre otras cosas.

Otro potencial fluido de monitorizacion es la orina, presentando ventajas similares a la
saliva respecto a su extraccion. La tasa de excrecion de un farmaco y su concentracion
en orina, son el efecto neto resultante de procesos de filtracion glomerular y, reabsorcion
y secrecion a nivel tubular ’.

Tanto para saliva como para orina, su aplicacion se ve limitada a la tasa de transferencia
del farmaco a estos fluidos y a la sensibilidad del método analitico de determinacion
utilizado.

De la monitorizaciéon se desprenden numerosos parametros de exposicion que seran
Utiles para caracterizar la respuesta farmacocinética. Entre ellos, se destacan los
siguientes:

* Concentracidon maxima: es la maxima concentracion de farmaco alcanzada tras
la administracion. Caracteriza la cantidad de farmaco absorbido.

* Tiempo maximo: es el tiempo al que se alcanza la maxima concentracion.
Caracteriza la velocidad de absorcion.

+ Area bajo la curva: es la integral de la funcién de concentraciones de farmaco en
el tiempo. Caracteriza la cantidad de farmaco absorbido.

*  Semivida de eliminacion: es el tiempo requerido para que la concentracion de
farmaco disminuya a la mitad en pseudoequilibrio. Caracteriza la velocidad de
eliminacion del farmaco.

Variabilidad en la respuesta clinica

La respuesta clinica de un paciente depende de la accién combinada de farmacos,
metabolitos, intermediarios metabdlicos, otras sustancias endogenas y exdgenas, entre
otras cosas. La respuesta sera muy variable entre individuos y también en un mismo
individuo en ocasiones diferentes. La variabilidad interindividual en los parametros
farmacocinéticos puede responder a diversos factores: peso corporal, edad, sexo,
funcionalidad renal, expresion y actividad enzimatica, habitos, momento del dia de la
administracion, condiciones de la administracion . Es por esto que profundizar en el
conocimiento farmacocinético y comprender realmente los procesos que ocurren
cuando se administra un farmaco, repercute fuertemente en la optimizacion de la terapia
de un paciente.



Variabilidad en la respuesta farmacocinética: procesos de recirculacién plasma-tracto
gastrointestinal-plasma

La respuesta farmacocinética dependera de una serie de procesos que se resumen a
continuacion:

- Liberaciéon: comprende la salida del farmaco desde el medicamento que lo
contiene y su llegada al sitio de absorcion.

- Absorcion: el proceso por el cual el farmaco llega a la circulacion sanguinea desde
el sitio de administracion.

- Distribucion: la difusion de moléculas de farmaco a través de la sangre desde un
determinado punto a todo el cuerpo.

- Eliminacion: comprende procesos de excrecion y metabolizacion. La excrecion es
la eliminacion incambiada de la molécula. La metabolizacion es la transformacion
de la molécula con la finalidad de aumentar su hidrofilia para excretarse mas
facilmente. A esta nueva molécula se la llama metabolito y puede permanecer en
el cuerpo.

Estos procesos pueden complejizarse y por ejemplo aparecer multiples picos en los
perfiles de concentracion a lo largo del tiempo. Estos segundos picos pueden ser
multifactoriales y percibirse debido a:

a) Absorcion bifasica: una parte del farmaco se absorbe y luego ocurre un segundo
proceso de absorcion de un remanente de farmaco que no habia sido liberado
desde la formulaciéon (como puede ser el caso de comprimidos bicapa) o que no
habia sido vaciado desde el estbmago hacia el intestino.

b) Disolucion fraccionada: dado el aumento gradual de pH a lo largo del tracto
gastrointestinal, aquellos farmacos que presenten solubilidad pH dependiente
pueden presentar una disolucion fraccionada.

c) Absorcion discontinua: algunos farmacos presentan sitios especificos de
absorcion y se absorben en distintas porciones del intestino.

d) Acumulacion en tejidos: farmacos que se acumulan en tejidos pueden luego
liberarse desde los mismos hacia plasma originando segundos picos que no
ocurren debido a una nueva entrada.

e) Recirculacion de farmacos.

Profundizando en este ultimo punto, a veces, lo secretado puede volverse a absorber, y
en dicho caso no se hablaria de excrecion sino de circulacion entre la sangre vy el fluido
hacia el cual se pretendid eliminar. El proceso mas ampliamente reconocido en
farmacologia es la recirculacion entero-hepatica, donde el intestino y el higado son los
organos entre los cuales la droga estaria circulando. La bilis, conteniendo acidos y sales
biliares, es formada y secretada por el higado, pudiendo incluso almacenarse en vesicula
biliar, para luego alcanzar el intestino al verterse al conducto biliar. Si un farmaco
presenta excrecion biliar, podria reabsorberse al secretarse hacia intestino 8. Existen
casos en los que la baja tasa de excrecion biliar que presenta el farmaco, no logra
explicar la aparicion de segundos picos en los perfiles de concentracion plasmatica.
Habiéndose descartado otras posibles explicaciones, por ejemplo, al administrar el



farmaco por via intravenosa, desacreditando aquellos factores relacionados a la
disolucion o absorcion del farmaco, se postulan otros trayectos de recirculacion.

Un trayecto de recirculacion de farmaco podria ser a través del jugo gastrico, en donde
partiendo desde la sangre, alcanzaria dicho fluido para luego ingresar al medio interno
desde la luz intestinal cuando el mismo se vacie desde el estbmago tras la apertura del
piloro. Otro podria ser utilizando el jugo pancreatico. El jugo pancreatico es secretado a
través del ducto pancreatico que se conecta con el hepatico inmediatamente antes de
vaciar su contenido hacia el duodeno. Una vez en el duodeno, el farmaco acumulado en
el jugo pancreatico se encontraria disponible para reabsorberse y volver a la circulacion
sanguinea. Varios mililitros de ambos jugos son vertidos en pocos minutos hacia el tracto
gastrointestinal, activados esencialmente por la llegada de alimentos al estbmago vy al
intestino, respectivamente 89 10.11,

Figura 1.1. Recirculacion plasma-tracto gastrointestinal- plasma a través de jugo gastrico (1) y
jugo pancreatico (2). Ambos jugos son secretados hacia duodeno, en respuesta a la llegada de
alimentos al estémago y al intestino, respectivamente, desde donde el farmaco acumulado en
dichos fluidos puede volver a ingresar a circulacion sanguinea.

Maés circuitos podrian describirse, en base a los fluidos salivales e intestinales, pero los
que tendrian una especial relevancia serian los anteriormente descriptos, por la distancia
del recorrido, por la abundancia del jugo secretado, por las circunstancias que
acompanfan sus secreciones, y por las caracteristicas fisicoquimicas de tales fluidos. En
lo que sigue, llamaremos circulacion plasma — tracto gastrointestinal — plasma (P-TGI-P),
concerniendo tanto el esttmago como el pancreas en sus funciones de secrecion
externa.

Estos trayectos adquieren relevancia en moléculas ionizables dado el pH que posee cada
uno de estos fluidos. Existe un gradiente importante de pH entre ambos y el plasma (pH
7,4). De este modo, las drogas basicas preferiran la transferencia desde el plasma hacia
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el jugo gastrico de pH entre 1,2 y 2,3, para luego verse impedido su retorno a plasma
por ionizacion a este pH acido. En tanto las drogas acidas, desde el plasma hacia el jugo
pancreatico de pH 8 aproximadamente 92,

Deteccidon de procesos de circulacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma

El ingreso de sustancias se conduce normalmente por una vena, la cual desemboca
finalmente en la vena cava inferior si dicha absorcion tuviera lugar desde el tracto
gastrointestinal, y tras fluir por la pequenfa circulacion (corazén-pulmon), asomaran luego
por todas las arterias de la gran circulacion. Al arribar a los capilares que alimentan los
tejidos de los diferentes 6érganos se produce una importante extravasacion, haciendo que
su llegada al otro extremo del capilar provoque una tenue carga de moléculas sobre las
ya existentes en la sangre venosa. De esta forma se explica por que los perfiles de
concentraciones plasmaticas arteriales en funcion del tiempo detectan con mucha mayor
sensibilidad cualquier ingreso de farmaco que lo que hacen las correspondientes
concentraciones venosas. Entonces, aunque un farmaco circule a través de los fluidos
mencionados, no se originaran necesariamente modificaciones perceptibles en el perfil
de concentraciones plasmaticas. Asi es que la saliva adquiere importancia en la
deteccion de proceso de recirculacion dada, como ya se menciond anteriormente, la
posibilidad de relacionar las concentraciones a este nivel con las concentraciones que
se encuentran a nivel arterial 31415,

Farmacos estereoisbmeros

Algunos farmacos son en realidad una mezcla de isémeros Opticos. Los isbmeros son
moléculas idénticas que difieren en su configuracion espacial. Entre tales, algunos
poseen propiedades basicas, y otros, acidas. Los estereoisémeros, si bien poseen las
mismas caracteristicas acido-base, asi como otras propiedades fisico-quimicas, pueden
diferir en su farmacocinética y farmacodinamia.

Las diferencias farmacocinéticas entre los isbmeros pueden encontrarse en su
absorcion, por ejemplo, presentando diferentes biodisponibilidades por diferenciada
afinidad por transportadores de eflujo, 0 en su distribucion, como puede ser el caso de
isbmeros que presenten tasas de union a proteinas plasmaticas desiguales, o en su
eliminacion, metabolizandose a través de diferentes enzimas '®'. Es interesante
consignar que, en algunos casos, un posible producto de la biotransformacion seria
precisamente el enantibmero opuesto, o0 sea, su inverso quiral. Esta inversion puede ser
uni o bidireccional. La inversion ocurre presistémicamente en intestino y sistémicamente
en intestino e higado. Se ha demostrado que cuanto mas tiempo resida en el cuerpo un
isbmero, mas oportunidades tendria de invertirse quiralmente, dado que mas tiempo
tendria para ser biotransformado &,

En cuanto a su farmacodinamia, existen casos en los que la actividad farmacologica de
los isbmeros no es la misma, pudiendo ser ambos isdbmeros activos 0 uno activo y otro
inactivo o incluso téxico. También ocurre que uno de los isdmeros podria interferir en la
actividad de su inverso quiral o ser su administracion simplemente innecesaria '* 7.

Dados los variados perfiles de eficacia y seguridad que pueden presentar los isébmeros,
la administracion y el analisis farmacocinético de los isomeros por separado es relevante.
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Sin embargo, aunque pudiera existir un beneficio en la terapia estereoselectiva, la
mayoria de los farmacos estereoisémeros comercializados actualmente se suministran
como mezclas racémicas dada la complejidad y el costo de la separacion de los mismos.

Obijetivos de la tesis

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la circulacion P-TGI-P de moléculas
acidas y basicas, que a su vez presenten estereocisomeria. No solo profundizar y
cuantificar el proceso de recirculacion, sino también investigar si dicho proceso incide de
modo significativo en la inversion entre los isomeros.

Establecer el grado de inversion tras cada reabsorcion, podria abrir interesantes
perspectivas terapéuticas con variado perfil de eficacia y seguridad de los tratamientos
con farmacos estereoisomeros ionizables. Quizas la terapéutica con estos farmacos
podria mejorarse con solo adecuar de modo estrategico las comidas, durante el intervalo
de administracion. La industria farmacéutica podria beneficiarse de esta investigacion
para la eleccion de la tecnologia a utilizar en la produccion de formas farmacéuticas, con
el fin de lograr el patrén de liberacion que mejor se ajuste a las propiedades del farmaco,
de manera de favorecer la relacion apropiada entre los isbmeros.

Con este objetivo se eligieron farmacos utilizados en terapia del dolor, algunos
pertenecientes a la familia quimica de éacidos aril-propionicos (antiinflamatorios no
esteroideos) y un opioide.

Farmacos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos son un grupo de medicamentos
ampliamente utilizados como analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos al inhibir la
sintesis de prostaglandinas por bloqueo de la enzima ciclooxigenasa 2. Esta enzima
convierte el acido araquidénico en endoperoxidos ciclicos que luego se transforman en
prostaglandinas y tromboxanos que actuan como mediadores inflamatorios activando los
nociceptores terminales.

Las prostaglandinas actuan protegiendo la mucosa gastrica al inhibir la secrecion
gastrica y estimulan la formacion de mucus. De aqui deriva su efecto adverso mas
frecuente: irritacion del tracto gastrointestinal. Los efectos secundarios gastrointestinales
mas frecuentes son esofagitis, ulceras, gastroduodenitis, lesiones
topicas, indigestion y diarrea. También puede afectar los niveles plaquetarios
ocasionando problemas de coagulacion. Son considerados nefrotoxicos, al provocar
lesiones caracteristicas en el rindn que pueden desembocar en sindrome nefrético o
insuficiencia renal aguda con el uso cronico.

Para el tratamiento del dolor agudo pueden administrarse por via intravenosa o via oral.
Se comercializan tanto presentaciones orales de rapido inicio de accion (capsulas de
gelatina blanda) como presentaciones de liberacion modificada. Los AINES presentan
buena biodisponibilidad por via oral. Dado el aumento gradual de pH que ocurre a nivel
intestinal, las moléculas de caracteristicas acidas, al ionizarse a pH basico y perder su
capacidad de transferencia a través de las membranas celulares, pueden presentar una
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ventana de absorcion estrecha. En el caso de los AINES, como los valores de pKa no son
extremos, se consigue una absorcion practicamente completa luego de su
administracion oral de una formulacion de liberacion inmediata.

Presentan una elevada union a proteinas plasmaticasy una buena distribucion
por difusion pasiva pH dependiente, asi como gran liposolubilidad. La semivida de
eliminacion de los AINES es muy variable segun el farmaco. Se metabolizan a nivel
hepatico, por las enzimas CYP3A4, CYP2C19 y CYP2C9, o bien directamente ocurre la
glucuronidacion 20,

Algunos de estos farmacos presentan un carbono quiral (derivados del acido
arilpropioénico). En este grupo de farmacos se incluyen: Ibuprofeno, Ketoprofeno, entre
otros.

El isbmero activo es el isbmero S, aunque en la clinica se administra como racemato. Es
interesante mencionar que una de las rutas de metabolizacion es la inversion quiral, la
conversion de un isémero en su isbmero opuesto.

El proceso de inversion procede via un tioéster intermediario de acil-CoA, que puede
sufrir tanto inversion quiral alrededor del carbono alfa como hidrdlisis. Se detectd
actividad de tioéster sintetasa en mitocondrias y microsomas, mientras que la actividad
isomerasa e hidrolasa fue hallada en citoplasma y mitocondria. Parece existir una enzima
acil-CoA racemasa, pero la naturaleza del intermediario de racemizacion sigue siendo
objeto de discusion. No debe excluirse, la posibilidad de que la inversion quiral sea de
naturaleza quimica y no enzimatica ya que los protones del carbono ubicado en posicion
alfa respecto del grupo carbonilo de un éster acil-CoA son altamente acidicos.

In vitro se ha determinado que tanto el isémero R(-)-CoA como el S(+)-CoA sufren
racemizacion e hidrolisis al ser incubados con homogenatos de higado de rata. Sin
embargo, solo el isomero R(-) fue convertido enzimaticamente a tioéster. Esto indica que
la inversion quiral es unidireccional 2122,

H
% _aCHy H.,’. CHy
CHs A acil-CoA sintetasa CHa g SCo#
[ole ], B —_
HiC HC e}

hidrolasa

R-Ibuprofeno R-Ibuprofeno-CoA

acil-CoA racemasa

H .CHy
CH, ‘ COOH —”—"_‘
HsC hidrolasa
S-Ibuprofeno S-Ibuprofeno-CoA

Figura 1.2. Mecanismo de inversion quiral de los antiinflamatorios no esteroides ejemplificado
para lbuprofeno.
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También se ha demostrado la unidireccionalidad de la inversion /n vivo. En un estudio se
administré via oral una dosis Unica de 300 mg de S-lbuprofeno, detectandose en plasma
unicamente este isomero. Sin embargo, al administrarse una dosis oral unica de 300 mg
de R-Ibuprofeno, se detectan ambos isomeros en plasma. Por ultimo, al administrarse
una dosis unica de 600 mg de la mezcla racémica via oral, se detectan ambos isomeros,
siendo el area bajo la curva para el isémero S mayor que la obtenida tras la administracion
de la misma dosis del isémero S puro 2.

/ml Plasma
25 M9 .

/mil Pl
- _Mg/ml Plasma

e Ry -jbuproten 6 S(+)-ibuproten

Plas
25 —"Jg_/.r‘-“ - |E|.J”|_ﬂ_._._

T r— ' Figura 1.3. Inversion quiral /n vivo de lbuprofeno.
: . Perfil medio (n=11) obtenido tras la administracion
*1 JH"“L de: a) una dosis oral unica de 300 mg de S-
L ’ lbuprofeno, b) una dosis oral unica de 300 mg de R-
\T\}\ L Ibuprofeno, ¢) una dosis oral unica de 600 mg de la

— mezcla racémica.

" a
c Time (n)

La enzima responsable de la inversibn se encuentra mayormente en higado. Sin
embargo, el mecanismo bioquimico involucrado en la conversion de isomeros opticos de
acidos carboxilicos comparte algunos pasos de la biosintesis de trigliceridos al interior de
los enterocitos 8. Esta biosintesis de triglicéridos ocurre en la primera porcion del
intestino delgado 2* durante el normal proceso de la digestion de grasas, por lo que podria
inferirse que la bioconversion estuviera también alli localizada '®. También puede
encontrarse la enzima en otros tejidos como rifones, glandulas salivales, y pancreas. 2

El tiempo de residencia en el tracto gastrointestinal influye sobre este proceso,
reforzando el concepto de que la bioconversion ocurriria en alguna porcion especifica del
intestino. Se ha referenciado que la conversion de R en S tendria directa relacion con la
velocidad a la cual se absorbe el farmaco, cuanto mas lento se absorba mayor seria la
conversion 22627 Sin embargo, sistematicamente se observa que el fendbmeno coincide
también con la ingesta de comida, tanto en los medicamentos de liberacion inmediata
como en los de liberacion prolongada.
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Ketoprofeno

El Ketoprofeno (pKa 4,5 28) es un potente antinflamatorio no esteroideo rapidamente
absorbido. Su eliminacion ocurre principalmente mediante metabolizacién y posterior
excrecion urinaria como conjugado de acido glucuronido 22,

El Ketoprofeno presenta un centro quiral. Los isémeros presentan diferente afinidad por
la albumina lo que puede explicar el mayor clearance que presenta el isomero S 2%30,

0] CHs

OH
SACE

R-Ketoprofeno S-Ketoprofeno

Figura 1.4. Estructura quimica de los isomeros de Ketoprofeno.

Una de las posibles rutas de metabolizacion del Ketoprofeno es la conversion del isomero
R en S 3'. Para Ketoprofeno se reportod sélo un 10 % de conversion entre isémeros luego
de una administracion oral 222, Este porcentaje aumenta con la disminucion de la funcion
renal debido a la regeneracion de la aglicona a partir del conjugado glucurénido del
farmaco, que se acumula, aumentando la inversion del isémero R. Debido al incremento
en la produccion del isbmero S, producto de la enfermedad renal, su semivida es mayor
que la del isémero R. Otra posible explicacion, es que al verse impedida la eliminacion
del conjugado glucurénido por via renal, se vean favorecidas otras vias de excrecion,
como la biliar o la pancreatica y que ocurra la inversion tras la secrecion de estos fluidos
al duodeno .

No se encontr6 mencion de la recirculacion de Ketoprofeno a través de jugo
pancreatico/intestinal cuando si se ha referenciado el fendmeno para otros farmacos
acidos débiles.

lbuprofeno

Es practicamente insoluble en agua y presenta alta liposolubilidad. Es un acido débil de
pKa comprendido entre 4,9 y 5,3 3 La absorcion oral de lbuprofeno es rapida y
completa, obteniéndose la concentracion plasmatica maxima a la hora o a las dos horas
aproximadamente. Se une extensamente a proteinas plasmatica (99%). Se elimina de
manera rapida mayormente mediante metabolizacidon y posterior excrecion del
conjugado de glucurdnico. En menor medida se excreta incambiado en orina *°.
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OH OH

R-Ibuprofeno S-lbuprofeno

Figura 1.5. Estructura quimica de los isbmeros de Ibuprofeno.

Aproximadamente un 63% de la dosis sufre inversion unidireccional del isomero Ren S.
Los parametros farmacocinéticos difieren entre los isomeros. La semivida de eliminacion
aparenta ser similar en ambos (1.8 - 2.0 horas), sin embargo, debido a que el isbmero S
se forma en gran extension desde el isomero R, su verdadera eliminacion queda
enmascarada por la eliminacion de su precursor %37,

Farmacos opioides

Un opioide es un farmaco que se une a receptores opioides situados principalmente en
el sistema nervioso central y, en otros tejidos como los del tracto gastrointestinal. Se
utilizan por su gran potencia analgésica.

En nuestro pais, se desalienta el uso de opioides debido al riesgo de generar tolerancia
y dependencia con el uso cronico de estos farmacos cuando son un grupo de farmacos
de gran utilidad. ElI desconocimiento constituye una barrera para lograr el ajuste
adecuado del tratamiento y para la obtencion de resultados satisfactorios.

Dentro de los analgésicos opioides, la metadona se destaca por sus multiples
mecanismos de accion, que no solo permiten ampliar su indicacion a pacientes con dolor
neuropatico, si no que atenuan el desarrollo de tolerancia y dependencia. Ademas, al
presentar una larga semivida de eliminacion, el sindrome de abstinencia es mucho menos
intenso del que se observa durante el tratamiento con otro opioides.

Metadona

La Metadona, un agonista opioide sintético, se ha utilizado a nivel mundial para la
estabilizacion y mantenimiento de pacientes con desoérdenes adictivos, ampliando su
espectro en los Ultimos afos para el tratamiento del dolor crénico .

Es un agonista de los receptores opioides p de accion prolongada y de los receptores 0
3. Ademas, es un antagonista no competitivo de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) y es un potente inhibidor de la receptacion de serotonina y noradrenalina 4041,
La activacion del receptor NMDA contribuye a la generacion de hiperalgesia en las
neuropatias y durante la inflamacion. Ademas, este receptor se encuentra involucrado
en el desarrollo de tolerancia al efecto analgésico de los opioides y en la dependencia
opioide. Por lo tanto, el antagonismo sobre los receptores de NMDA no solo contribuye
al efecto antinociceptivo de la metadona, sino que puede prevenir 0 atenuar el desarrollo
de tolerancia y los sindromes de abstinencia 4% 4.
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La Metadona posee un carbono asimétrico y se comercializa como la mezcla racémica
de los dos enantidbmeros. La estereoselectividad de los receptores opioides p es conocida
y el enantiémero (R)- presenta una afinidad 10 veces mayor que el enantiomero S, siendo
el primero 50 veces mas potente y el responsable de la mayoria, si no todo, el efecto
opioide de la Metadona %44, Sin embargo, ambos isémeros poseen similar afinidad por
el sitio no competitivo del receptor NMDA. Entonces, aunque el isbmero S posee poca o
nula actividad opioide, puede potenciar el efecto analgésico opioide del isémero R 446,

R-Metadona S-Metadona

Figura 1.6. Estructura quimica de los isémeros de Metadona.

Los efectos adversos que se observan mas frecuentemente son nauseas, vomitos,
constipacion, sudoracion, mareos, aturdimiento y sedacion. En la practica clinica, el
tratamiento con metadona se acompafna con la indicacion de antieméticos en las
primeras dosis. Ocasionalmente puede ocurrir depresion respiratoria, euforia, disforia,
sequedad de boca, espasmos del tracto gastrointestinal, hipotension postural, sincope,
taquicardia o bradicardia, retencion urinaria, prurito y aturdimiento #’.

Se absorbe rapidamente tras la administracion oral y estd sujeta a un importante
metabolismo de primer paso tras dosis multiple (se referencia también como sustrato de
la glicoproteina-P). La biodisponibilidad oral se encuentra entre 70 y 80%, siendo similar
para ambos enantiomeros. Debido a su naturaleza lipofilica, la metadona presenta una
importante distribucion hacia los tejidos, lo que se ve reflejado en su gran volumen de
distribucion. Se encuentra extensamente unida a las proteinas plasmaticas, entre un 60
y 90 %. Debido a sus propiedades basicas (pKa de 8,3), se une principalmente a la alfa-
1-glicoproteina acida (AGA) pero también se une en una menor extension a la albumina
y la globulina 849,

La semivida de eliminacion es de 20-35 horas. La principal ruta de eliminacion es la
biotransformacion oxidativa a nivel hepatico e intestinal. Las isoenzimas involucradas son
CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19 y en menor extension CYP2D6. El principal metabolito es
el 2-etilendien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (EDDP), el cual es inactivo. Este
metabolito se forma por N-desmetilacion, con posterior ciclacion que ocurre de forma
espontanea. Las isoenzimas involucradas en la N-desmetilacion y por ende en la
formacion de este metabolito son CYP3A4 (no estereoselectiva) y CYP2B6
(estereoselectiva hacia el enantibmero S), aunque también podrian estar involucradas
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las isoenzimas CYP2C19 y CYP2D6 (ambas estereoselectivas hacia el enantiomero R).
Teniendo en cuenta la falta de especificidad de los inductores e inhibidores enzimaticos
hacia la CYP3A4, se ha sugerido que posiblemente esta isoenzima desempefie un rol
minoritario en el metabolismo /n vivo de la Metadona, siendo la CYP2B6 quien
desempefie un rol predominante 50152,

La Metadona presenta efecto auto inductivo sobre su metabolismo. Se ha referenciado
que el clearance de metadona puede aumentar en 3,5 veces desde la primera dosis
hasta la situacion de estado estacionario en individuos adictos a opioides. También la
literatura cita diferencias en la semivida de eliminacion tras la administracion de una dosis
unica (54,8 horas) y el tratamiento cronico (22,5 horas). Este aumento en el clearance
tiempo dependiente es consistente con una induccion de la CYP3A4 y/o del
transportador de eflujo 48 %354,

También puede ser eliminada por excrecion renal y fecal, al igual que sus metabolitos.
La Metadona que es filtrada a nivel del glomérulo, puede ser reabsorbida a nivel de los
tubulos renales y como consecuencia de su naturaleza basica (pKa de 8,3) este proceso
es pH dependiente. Cuando el pH de la orina es mayor a 6, la excrecion renal no
constituye una importante ruta de eliminacion (4% del clearance total). Sin embargo,
cuando el pH de la orina es menor a 6, la excrecion renal puede representar el 30% del
clearance total 2% 49,

Se han recuperado cantidades significativas de Metadona en jugo gastrico. En un estudio
en voluntarios sanos se recuperd aproximadamente el 2% de la dosis administrada en
las 8 horas post dosis, mientras que en adictos en recuperacion el porcentaje ascendio
hasta un 7%. Se ha observado la aparicion de segundos picos en los graficos de
concentraciones plasmaticas y salivales tras la administracion de este farmaco, lo que
pareceria evidenciar procesos de recirculacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma a
traves de fluido gastrico. La baja recuperacion de Metadona en bilis no seria suficiente
para explicar el fendbmeno 55657,

La Metadona presenta farmacocinética estereoselectiva resultando en semividas de
eliminacion diferentes para (R)- y (S)-metadona, siendo la del isémero (R)- mas
prolongada que la del isémero (S)-. Ademas, los dos enantiémeros presentan diferencias
en la distribucion y eliminacion. En un estudio con pacientes con dolor crénico se
evidenciaron al encontrarse diferencias en parametros como el volumen de distribucion
(496,6 L y 289,1 L para (R)-y (S)-metadona, respectivamente) y los clearance totales
(0,158 y 0,129 L/min para (R)- y (S)-metadona respectivamente). Existen también
diferencias en la fraccion libre, siendo 0,13 y 0,10 para (R)- y (S)-metadona,
respectivamente .

Metodologia general

Se realizaron ensayos en voluntarios sanos en el Centro de Evaluacion de
Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Medicamentos de la Universidad de la Republica
(CEBIOBE), sito en el Hospital Espafiol “Dr. Juan José Crottogini”, administrandose
formulaciones autorizadas por el Ministerio de Salud Publica.
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Los voluntarios fueron sometidos a protocolos en los que se establecieron objetivos y
diseno experimental de los estudios, criterios de reclutamiento, entre otras cosas. Se
estandarizo la ingesta de comida al momento de la administracion y durante el periodo
de seguimiento de los perfiles de concentracion de farmaco. El protocolo fue disefiado
de acuerdo a guias sobre investigacion clinica y fue aprobado por la Comision de ética
en la investigacion con seres humanos de la Facultad de Quimica, UdelaR. Se obtuvo un
consentimiento informado para cada voluntario previo a su ingreso al estudio. Los
ensayos fueron de libre desercion.

Se monitorearon las concentraciones plasmaticas, salivales y/o urinarias a lo largo del
tiempo. Se realizo la determinacion de los farmacos mediante Cromatografia Liquida de
Alta Eficacia (HPLC-Dionex® Ultimate 3000 Series) con detector UV, utilizando
columnas quirales que permitieron la cuantificacion separada de los isomeros. El
desarrollo, validacion y aplicacion de técnicas analiticas constituyo gran parte del trabajo
experimental de la presente tesis.

Los ensayos /n vitro mediante aparato de disolucion marca Distek (Dissolution System
2100C), tipos | y Il de la farmacopea norteamericana, fueron también realizados en el
CEBIOBE. Durante una pasantia en la Universidad de Bath se completaron los ensayos
in vitro en aparato de flujo continuo (Sotax CE 7 smart), tipo IV de la farmacopea
norteamericana.
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Capitulo 2: Farmacocinética estereoselectiva de Ketoprofeno tras
la administracién oral de formulaciones de liberacién modificada
bajo diferentes condiciones de administracion

Obijetivos del estudio

El objetivo del estudio fue identificar el proceso de recirculacion de Ketoprofeno y estudiar
su impacto en la inversion quiral del isomero R.

Metodologia

Fase clinica

Dieciséis voluntarios sanos (8 mujeres y 8 hombres) de entre 19y 41 anos de edad con
un peso medio (+ DE) de 64 (+14) y 75 (£13) kg, respectivamente, participaron de un
estudio de bioequivalencia entre una formulacién gastro resistente (liberacion retardada,
LR) (Referencia) y una formulacion bicapa (liberacion inmediata + liberacion prolongada,
LI+LP) (Test) contendiendo Ketoprofeno, con fines de registro sanitario.

Se administré un comprimido del producto Referencia (100 mg, Ketofen®, Laboratorio
Roemmers, Montevideo, Uruguay) y un comprimido del producto Test (150 mg (75 mg
LI + 75 mg LP), Bi-Ketofen®, Laboratorio Roemmers, Montevideo, Uruguay) junto con
100 mL de agua, bajo condiciones de ayuno y con comida, en un estudio cruzado y
compensado de cuatro periodos. El periodo de lavado (washout) fue de una semana. El
protocolo mediante el cual fue llevado a cabo el estudio fue disefiado de acuerdo a guias
sobre investigacion clinica y fue aprobado por la Comision de Etica de la Facultad de
Quimica. Se obtuvo un consentimiento informado para cada voluntario previo a su
ingreso al estudio. El estudio se realiz6 en el CEBIOBE.

Fase analitica

Se tomaron muestras de sangre de la vena anticubital mediante canula hacia un tubo
heparinizado. Las muestras fueron tomadas a las O (previo a la administracion de la dosis)
yalas 0,5 1, 2, 3, 4,5, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24 y 28 horas post dosis. Se separo el
plasma por centrifugacion y fue almacenado a -25°C hasta su analisis. La preparacion
de muestra consistio en extraccion del Ketoprofeno con una mezcla de Hexano y Acetato
de Etilo desde 1,0 mL de plasma acidificado, evaporacion de la fase organica en bafio
seco bajo corriente de nitrégeno y reconstitucion del residuo seco con fase movil. Se
utilizaron 50 uL de una solucion de Fenobarbital (400,0 ug/mL) como estandar interno.
La cuantificacion del farmaco se realizé mediante un método quiral validado de HPLC UV
que fue una adaptacion de un método previamente publicado % *°. La fase movil
consistié en un buffer acetato con 1% trietilamonio a pH 5,0 y Metanol en una proporcion
de 95:5. El flujo de fase movil fue de 1 mL/min. Se us6 una columna de fase estacionaria
quiral (CHIROBIOTICS® T, 5y, 15 cm x 4,6 mm) con guarda columna de silica. El
detector midid a 220 nm por 7,0 min con un posterior cambio de longitud de onda a 260
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nm. El analisis fue llevado a cabo a 40°C y el volumen de inyeccion fue de 40 uL. El limite
inferior de cuantificacion fue de 0,050 mg/L y se prob?¢ linealidad hasta 7,20 mg/L. Para
concentraciones localizadas en las porciones bajas, medias y altas de la curva de
calibracion, se obtuvieron coeficientes de variacion intra- e inter-dia (precision) y errores
relativos (exactitud) por debajo de 14%.

Fase estadistica

Se construyeron perfiles medios de concentracion plasmatica de Ketoprofeno en funcion
del tiempo luego de la administracion oral de ambas formulaciones tanto en ayuno como
con comidas. El tiempo de latencia (To) corresponde al tiempo de muestreo experimental
que antecede a la primera concentracion cuantificable.

Se determind la media de la maxima concentracion experimental de Ketoprofeno en
plasma (Cuax = DE) y la mediana del tiempo en que se alcanzo la misma (Twaxy rango)
para cada enantidmero en ambos sexos. Tambiéen se calculo la media del area bajo la
curva de concentracion vs tiempo, desde O (o To) hasta el tiempo de la Ultima
concentracion cuantificable (T) (AUCt + DE). Se calcul6 el AUCy para cada voluntario
utilizando la regla de los trapecios. Se compararon mediante test t-student, no pareado
y pareado, las medias de AUC+y Cuax entre hombres y mujeres, y entre la administracion
en ayuno y con comida para cada formulacion, respectivamente. Un test T-Wilcoxon fue
utilizado para evaluar la influencia del modo de administracion y de la formulacion sobre
To y Twax para ambos sexos, dado que se asumio distribucion no normal de los
mencionados parametros.

Ademas, se calculd el cociente de concentraciones S/R medio a cada tiempo de
muestreo como un indicador de la tasa de conversion del isomero R en S. El cociente
S/R es igual a uno cuando la concentracion de los isémeros es la misma. Se evalué la
diferencia entre ese cociente y el valor 1 mediante test t-student. Se compard también,
el cociente S/R medio previo y posterior a la ingesta de comidas mediante test t-student.

En todos los casos, el nivel de significacion considerado fue de 0,05 (informando
diferencias cuando el error tipo 1 esta debajo de 0,05).

Resultados y discusién

En la Figura 2.1. se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma obtenido tras la
determinacion de Ketoprofeno mediante el método de HPLC-UV quiral desarrollado y
validado.
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Figura 2.1. Cromatograma correspondiente a la determinacion de Ketoprofeno en plasma para
la muestra del voluntario 4 tras la administracion del producto Test en ayuno, obtenida a las 8
horas post dosis.

En la Tabla 2.1 se resumen los parametros farmacocinéticos obtenidos luego de la
administracion oral de la formulacion Test y la formulacion Referencia bajo ambos modos
de administracion en hombre y mujer.
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Tmax (h) (rango) Cwmax (mg/L) = DE AUCr (mg.h/L) = DE Cociente S/R
AUCr + DE
S R S R S R
Test
Mujeres
Comida | 1.5(056.0) | 150560 | 0~ o e I A
4.26 + 4.69 + 13.9+ 15.6 + 0.89 £ 0.03
Ayuno | 1.0(0.5-3.0) | 1.0(0.5-3.0) e apes 537 540
Hombres
Comida | 22(1040) | 25(1.040) | =% o by oy | MeEe
+ + + + +
Ayuno | 0.75(0.5-1.5) | 1.0(0.5-1.5) 4(')150_ 41'533_ 123'3'8_ 1;'50_ 0.91+0.07
Referencia
Mujeres
Comida | 20(2020) | 20(2020) | *0% oo A I A B
3.56 + 3.65+ 10.9 + 10.8 + 1.01+£0.15
Ayuno | 2.0 (1.0-2.0) 2.0 (1.0-2.0) 054 063 131 0.80
Hombres
+ + + + +
Comida | 1.0 (1.0-4.0) 1.0 (1.0-4.0) 31'5201_ 31'7\;0_ 81'553_ 81'720_ 0.98+0.10
4.33 + 453 + 8.42 + 8.63 + 0.99 £ 0.04
Ayuno | 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 119 115 160 165

Tabla 2.1. Parametros farmacocinéticos medios (+ desviacion estandar) obtenidos luego de la
administracion (con y sin comidas) de la formulacion de liberacion retardada gastro resistente
(Referencia) y de la formulacién bicapa de liberacion inmediata + liberacion prolongada (Test) en

hombres y mujeres.

Las Figuras 2.2 y 2.3 muestran los perfiles medios de concentracion plasmatica en
funcion del tiempo de la formulacion Test de ambos isbmeros en ambos sexos bajo

ambos modos de administracion.

23




-©~-S-ketoprofeno  —l=R-ketoprofeno

4,5
S s
2
‘g 3,5
® 3 4
o —~

—1 25
C L)
S O HOMBRES
O E 2-
m N—
E 1,5 -
§ 1 ELE B L R s R R R R R ]
8 0,5

0

MUJERES

Concentracion plasmatica
(mg/L)

-1 0 1 i 3 4 5 i 7 8 9 i) 1 12

Tiempo (h)

Figura 2.2. Concentracion plasmatica media de los isémeros Ry S de Ketoprofeno obtenidas en
8 hombres y 8 mujeres, luego de la administracion en condiciones de ayuno, de una formulacion
bicapa conteniendo 150 mg de racemato (75 mg LI + 75 mg LP). Las flechas indican la ingesta
de comidas. La linea guionada indica el cociente S/R para iguales concentraciones de ambos
isomeros. Los rectangulos mostrados denotan cocientes de concentracion S/R no
significativamente distintos de 1 (vacios) y significativamente (p<0.05 o p<0.01, test t-student no
pareado) por debajo de 1 (rellenos). Los rectangulos negros representan cocientes S/R
significativamente mayores que los grises (p<0.01, test t-student pareado).

LI: Liberacion inmediata.

LP: Liberacién prolongada.
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Figura 2.3. Concentracion plasmatica media de los isémeros R y S de Ketoprofeno obtenidas en
8 hombres y 8 mujeres, luego de la administracion con comidas, de una formulacion bicapa
conteniendo 150 mg de racemato (75 mg LI + 75 mg LP). Las flechas indican la ingesta de
comidas. La linea guionada indica el cociente S/R para iguales concentraciones de ambos
isbmeros. Los rectangulos mostrados denotan cocientes de concentracion S/R no
significativamente distintos de 1 (vacios o rellenos de negro) y significativamente (p<0.05 o
p<0.01, test t-student no pareado) por debajo de 1 (rellenos de gris). Los rectangulos negros
representan cocientes S/R significativamente mayores que los grises (p<0.01, test t-student
pareado).

LI: Liberacion inmediata.

LP: Liberacion prolongada
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Para la formulacion Test, no se encontraron diferencias significativas entre el AUC+
obtenido para la administracion en ayuno y con comidas, en ambos sexos. Sin embargo,
el Cuax en ayuno fue mayor (p<0,001) respecto al obtenido para la administracion con
comidas (4,26 vs 2,70 mg/L 'y 4,17 vs 2,41 mg/L para el isomero S, y 4,69 vs 2,85 mg/L
y 4,53 mg/L vs 2,67 mg/L para el isbmero R, en mujeres y hombres respectivamente). El
Tumaxfue menor (p<0,05) luego de la administracion en ayuno (1,00 hvs 1,50 hy 0,75 h
y 2,25 h para el isémero S, y 1,00 h vs 1,50 hy 1,00 h vs 2,50 h para el istmero R, en
mujeres y hombres respectivamente). Esto indicaria que la administracion con comida
no impacto sobre la cantidad de farmaco absorbido, pero si sobre la velocidad de
absorcion, dando lugar a un retraso en el comienzo y un enlentecimiento de la absorcion
debido al efecto de la comida sobre el vaciamiento gastrico. Mas adelante se
profundizara sobre este aspecto cuando se comenten los resultados para el estudio de
lbuprofeno, en el que se mantuvo un ayuno total en una de las fases del estudio. Este
hecho permitié una comparacion mas pura entre un sistema en ayuno y un sistema en el
que se administran comidas sucesivas.

La formulacion Test, tanto para la administracion en ayuno como la con comidas, exhibio
una disminucion progresiva del cociente de concentraciones S/R luego de la
administracion de la dosis, revelando un mayor clearance aparente y una mayor
velocidad de eliminacion para el isomero S respecto al R. Luego de la administracion con
comidas de la formulacion Test, se obtuvo un intervalo de tiempo significativamente mas
largo (p<0,05) en el que el cociente S/R no se diferenciaba de 1 (1h en hombresy 1,5 h
en mujeres) respecto a cuando la administracion se realizé en condiciones de ayuno (0,5
h), evidenciando una vez mas el retraso del pasaje de la formulacion hacia el intestino
debido a la administracion conjunta del medicamento con una comida. Ademas, se
evidencia el enlentecido vaciado gastrico que presentan las mujeres respecto a los
hombres.

En las Figuras 2.2. y 2.3. se evidencia un aumento del cociente S/R (p<0,05, test t-
student pareado) luego de la ingesta de comidas a las 2 o 6 horas post dosis,
respectivamente. Este aumento fue mas rapido (1 h luego de la ingesta de la comida
administrada a las 2 h post dosis en la administracion en ayuno) y mas pronunciado en
hombres, alcanzando un valor de 1 o incluso un valor mayor desde las 5 a las 12 h post
dosis para la administracion en ayuno y desde las 8 a las 12 h post dosis para la
administracion con comidas. La ingesta de comidas a las 10 h post dosis mantuvo el
cociente S/R por encima de 1 en hombres y cercano a 1 en mujeres, siendo este cociente
mayor en hombres respecto a las mujeres (p<0,05) a las 10 y 12 h post dosis.

Entonces, los perfiles de concentracion-tiempo de Ketoprofeno en plasma luego de la
administracion de la formulacion Test, no resultaron similares entre isémeros en ambos
sexos y bajo ambos modos de administracion. En algunas porciones de la curva, las
concentraciones medias del isomero R fueron significativamente mayores que las del
isomero S. Durante la fase inicial, cuando predomina la absorcion, la concentracion de
ambos isomeros resultod similar en concordancia con la naturaleza racemica de la dosis
administrada. Desde el tiempo de maxima concentracion, cuando la absorcion iguala a
la disposicion, el cociente S/R medio fue menor a 1, evidenciando una mayor tasa de
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disposicion del isébmero S, lo que pone de manifiesto una baja conversion del isomero R
en S para Ketoprofeno. Ya que no se referencia estereoselectividad en el metabolismo y
excrecion renal de Ketoprofeno, la menor tasa de union a proteinas plasmaticas que
presenta el isomero S podria explicar su mas rapida distribucion y eliminacion desde el
organismo . Sin embargo, y luego de Twsax, cuando la disposicion es el proceso
predominante, los niveles de Ry S parecen igualarse tras la ingesta de comidas (desde
las 5 h luego de la administracion en ayuno (Fig. 2.2) y desde las 8 h luego de la
administracion con comidas (Fig. 2.3)), tanto en hombres como en mujeres. Si no
hubiese ningun evento de reabsorcion durante la fase de disposicion, el cociente de
concentraciones S/R deberia continuamente disminuir de acuerdo a las diferentes
velocidades de eliminacion entre isbmeros.

Como se menciono en la Introduccion, el Ketoprofeno puede secretarse hacia el tracto
gastrointestinal (via jugos vertidos al duodeno) y entonces serian posibles las
reabsorciones. Una posible explicacion podria ser que S volviera al medio interno en
mayor cantidad que R, dada la mayor tasa de secrecion que le proporciona su menor
union a la albumina. Sin embargo, calculos realizados estimando las cantidades
secretadas de ambos isomeros a partir de sus respectivas concentraciones libres y el
probable volumen de plasma que circularia en las adyacencias del pancreas e intestino
durante la digestion de las comidas, y asumiendo sus completas absorciones desde el
intestino, dieron resultados infimos como para afectar el cociente S/R de las
concentraciones plasmaticas totales en los tiempos donde el fendbmeno ocurre. Por lo
tanto, la inversion quiral unidireccional de R a S durante el proceso de secrecion y
posterior reabsorcion seria la explicacion mas probable.

Por otro lado, luego de la administracion de la Referencia, se obtuvo una diferencia
significativa (p<0,01) entre la mediana del tiempo de latencia para la administracion con
comida (5,5 h) y para la administracion en ayuno (2,5 h) en ambos isomeros. Se corrigio
el Tmaxmediante la sustraccion de los tiempos de latencia obtenidos. Este parametro no
mostré diferencias significativas en ambos sexos para ambos isémeros. No se
encontraron diferencias significativas entre la administracion en ayuno y con comidas
para AUCry Cuax. No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes modos
de administracion para los distintos sexos y por lo tanto se presentan los resultados en
conjunto. La Figura 2.4 muestra el perfil medio de concentraciones plasmaticas en
funcion del tiempo de la formulacion Referencia para ambos modos de administracion
(n=16).
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Figura 2.4. Concentracion plasmatica media de los isomeros Ry S de Ketoprofeno obtenidas en
hombres (n=16) y mujeres (n=16), luego de la administracion en condiciones de ayuno y con
comidas, de una formulacién gastro resistente conteniendo 100 mg de racemato. Las flechas
indican la ingesta de comidas. Los cocientes de concentracion S/R no fueron significativamente
distintos de 1. (test t de student no pareado).

Para el producto Referencia, la administracion con comidas retraso el pasaje de la
formulacion desde el estbmago hacia el duodeno, pero luego de alcanzar el intestino, el
patron de absorcion se mantuvo incambiado, como fue mencionado en bibliografia ¢ y
como fue referenciado previamente por nuestro grupo % Al corregir los valores de AUCy
calculados, por el peso de los individuos, no se observan diferencias significativas entre
sexos. Si se detectaron diferencias para los Cwax/AUCr de ambos isémeros entre
hombres y mujeres, como ya fue observado para la suma de los enantiomeros °2. Dado
que el cociente Cuax/AUCr esta referenciado como indicador de velocidad de absorcion
8, nuestros resultados pondrian en evidencia una mayor velocidad de absorcion de
Ketoprofeno en hombres respecto a mujeres.

No se obtuvieron diferencias significativas entre el cociente S/R 'y 1 durante todo el
estudio. Es importante notar que la formulacion Referencia fue transferida desde el
estomago al duodeno a tiempos cercanos a los de ingesta de comidas. Dada la
coincidencia entre los tiempos de latencia (2,5 h en ayuno y 5,5 h con comidas) y los
tiempos de ingesta de comidas luego de la administracion de la formulacion Referencia
(2h en ayuno y 6 h con comidas), el comienzo de la absorcion se superpuso con la
digestion de las comidas. Esto fue reforzado por una nueva ingesta de comida 4 horas
mas tarde (6 h post dosis en ayuno y 10 h post dosis con comidas). Consecuentemente,
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secreciones frecuentes de Ketoprofeno hacia el lumen intestinal permitieron la continua
reabsorcion del farmaco y conversion de R a S. Por ende, los clearance aparentes
originales de los isdmeros si no hubiese habido ingesta de comidas pudieron verse
enmascarados por la aumentada biodisponibilidad de isémero S y el aumentado
clearance del isobmero R, provocando un cociente S/R cercano a 1.

Entonces, se puede concluir que los isémeros S y R presentan disimil exposicion
plasmatica media cuando se administra una dosis racémica de Ketoprofeno en humanos
bajo condiciones de ayuno, pero cuando el comienzo de la absorcion del farmaco
coincide con la administracion de una comida, se puede obtener una exposicion mas
cercana entre isémeros, como la obtenida para la formulacién gastro resistente
(Referencia). En el caso que la absorcion de la dosis racemica no sea precedida por la
ingesta de comida, o si la absorcion de farmaco es mantenida por un periodo largo en el
que no haya ingesta de comidas, se podra observar un periodo en el que la exposicion a
ambos isémeros sea diferente, en concordancia con sus diferentes clearance, como se
obtuvo para la formulacion Test tanto en la administracion en ayuno como con comidas.

En cuanto a la biodisponibilidad relativa estimada para la formulacion Test
(AUCrest*d0SiSgreferencia/ AU Creferencia“d0SiStest), fue de 1,07 (con comidas) y 1,13 (ayuno)
para el isomero R, y de 0,96 (con comidas) y 1,07 (ayuno) para el isomero S, en hombres.
Y en mujeres fue de 0,87 (con comidas) y 0,93 (ayuno) para el isémero R; 0,87 (con
comidas) y 0,87 (ayuno) para el isémero S. El céalculo realizado segun la ecuacion vista
previamente tiene la virtud de estar referida a una referencia cuya biodisponibilidad se
supone constante, ya que su absorcion desde el intestino se considera rapida vy
practicamente completa, y donde la eventual diferencia de clearance entre hombres y
mujeres queda anulada por la realizacion del cociente Test/Referencia. Por lo tanto, se
comparan biodisponibilidades relativas.

Puede observarse entonces una mayor biodisponibilidad relativa de Ketoprofeno en
hombres, aun mayor cuando se recibio la formulacion Test en condiciones de ayuno.
Interesantemente, las mujeres parecieron perder biodisponibilidad cuando recibieron
Ketoprofeno como producto Test, el cual posee una capa que libera el ingrediente activo
de manera prolongada.

Tras la administracion oral de una formulacion de liberacion inmediata, si bien la
biodisponibilidad de Ketoprofeno es alta, se puede perder entre un 15% y un 20% de la
dosis presistémicamente . Probablemente se explique por ionizacion de la molécula a
pH intestinal, lo que desfavorece su absorcion, sin importar el sexo de la persona que
recibe la medicacion. Este fendmeno resulta mas significativo en formulaciones de
liberacion prolongada que alcanzan zonas mas distantes del intestino, cuyo pH aumenta
gradualmente, sin haber liberado la totalidad de la dosis contenida en la formulacion.

El pH intestinal de la mujer es significativamente mayor que el del hombre debido a la
regulacion de la secrecion duodenal de bicarbonato mediada por estrégeno . Este
hecho, por otra parte, explica la menor incidencia de Ulceras duodenales en mujeres
durante el embarazo o en tratamiento con anticonceptivos . Entonces, el mas alto pH
intestinal que presentan las mujeres explicaria la menor biodisponibilidad observada.
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Quizas, la diferencia de pH entre sexos en las primeras porciones del intestino no sea
suficiente para impactar sobre la biodisponibilidad de formulaciones de liberacion
inmediata que liberan completamente su contenido en esta zona. Sin embargo, el
impacto si podria ser significativo en formulaciones de liberacion prolongada cuya
liberacion se prolonga a lo largo del intestino, como es el caso. Esta diferencia de
biodisponibilidad entre sexos, se hace mas intensa cuando la administracion ocurre en
condiciones de ayuno ya que la presencia de comida a nivel intestinal tiende a disminuir
el pH y de esta manera iguala en cierta medida el pH de hombres y mujeres.

En cuanto a la mayor tasa de conversion que parecerian presentar los hombres respecto
a las mujeres, podria inferirse que, siendo este proceso saturable, el mayor volumen
corporal que presentan los hombres podria favorecerlo, al presentar menores
concentraciones plasmaticas.

Conclusiones

Los isobmeros R y S exhibieron diferentes caracteristicas de disposicion. El isbmero S
presentd un mayor clearance que el isémero R.

Los perfiles de concentracion plasmatica de Ketoprofeno obtenidos tras la administracion
de la formulacion Referencia (de liberacion retardada gastro resistente) y de la
formulacion Test (bicapa de liberacion inmediata + liberacion prolongada) evidenciaron
la conversion del isomero R al S durante la recirculacion promovida por la ingesta de
comidas.

Dadas las caracteristicas acidicas del Ketoprofeno, este puede secretarse a través de
jugos pancreaticos e intestinales debido a la diferencia de pH entre estos jugos vy el
plasma sanguineo.

Los hombres mostraron una mayor tasa de conversion respecto a las mujeres.
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Capitulo 3: Prediccion de la absorcidn oral /in vivo de Ketoprofeno
mediante ensayos de disolucion /n vifro y célculos de particion
hacia fase organica

Introduccion

La liberacion de un farmaco desde la forma farmacéutica que lo contiene y su posterior
disolucion dependen de numerosos factores entre los que se encuentran: las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, los excipientes empleados, la tecnologia
utilizada y diversos factores fisiol0gicos. Estos procesos pueden caracterizarse mediante
ensayos de disolucion /i vitro.

Los ensayos /n vitro resultan de interés ya que los procesos de liberacion y disolucion,
preceden y condicionan la permeacion, metabolizacion presistémica del farmaco, y
subsecuente absorcion para alcanzar circulacion sanguinea. Entonces, los perfiles de
disolucion /n vitro son utiles como guia para el desarrollo de nuevas formulaciones, como
control del proceso de fabricacion y aseguramiento de la calidad biofarmaceéutica, y
también como indicador de la biodisponibilidad que rendira la formulacion /in vivo.

Los ensayos de disolucion miden la velocidad y la cantidad de farmaco que se libera
desde el medicamento. Estos parametros dependeran de las condiciones elegidas para
el ensayo. Por lo tanto, si se quisieran relacionar los resultados obtenidos /7 vitro con
parametros de exposicion in vivo, se debera determinar la metodologia que mejor refleje
las condiciones fisiologicas tras una administracion oral.

La fisiologia gastrointestinal de hombre y mujer difiere debido al perfil de hormonas
sexuales que presentan ambos sexos. Estas hormonas impactan sobre variadas
funciones en el organismo, afectando la respuesta farmacocinética y farmacodinamica a
los farmacos "¢ 6 Debido al efecto de la progesterona, las mujeres presentan un
vaciado gastrico y un peristaltismo intestinal enlentecido respecto al hombre 7 1,
pudiendo retrasar la absorcion de farmacos. Ademas, dada la mayor secrecion de acido
clorhidrico que exhiben los hombres, su pH gastrico es menor (1-2) que el de las mujeres
(2-3) 273, Por ultimo, las mujeres presentan un pH intestinal mayor debido a la regulacion
de la secrecion duodenal de bicarbonato mediada por estrogeno . Estas diferencias en
pH gastrointestinal entre sexos, puede influir sobre la cantidad absorbida de farmacos
ionizables como el Ketoprofeno (pKa=4,6).

Objetivos

Se realizaron estudios /7 vitro con el fin de explicar las diferencias de biodisponibilidades
obtenidas entre hombre y mujer en el ensayo /n vivo que se detalla en el capitulo anterior.

El objetivo fue predecir la absorcién oral de Ketoprofeno luego de la administracion de la
formulacion bicapa (Test) (150 mg (75 mg LI + 75 mg LP), Bi-Ketofen®, Laboratorio
Roemmers, Montevideo, Uruguay) a traves de ensayos de disolucion, y posterior
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aplicacion de coeficientes de distribucion n-octanol / agua, simulando la fisiologia del
tracto digestivo de hombres y mujeres.

Metodologia

Fase analitica

Se llevaron a cabo ensayos de disolucion in vitro del producto Test mediante un aparato
de celda de flujo continuo USP IV (Sotax CE 7 smart) conectado a una bomba peristaltica
Sotax CP-7 35, de modo de simular la liberacion del farmaco en tracto gastrointestinal
tras la administracion de la formulacion en condiciones de ayuno, en hombres y mujeres.
Las condiciones de los ensayos se detallan en la Tabla 3.1. y fueron determinadas
considerando las diferencias conocidas en la fisiologia gastrointestinal entre hombre y
mujer. La temperatura de los ensayos fue de 37,0 + 0,5 °C.

Gastrico Intestinal (superior) Intestinal (inferior)
Flujo Tiempo H Flujo Tiempo H Flujo Tiempo H
(mL/min) mny P (mL/min) mn) P | @mumin) | (min) P
Mujeres 8616 30 2,2 8616 120 5,0 80616 240 7,4
Ensayo 1
Hombres 80616 30 1,2 8616 120 4,5 8616 240 6,8
Mujeres 6 90 2,2 4 120 7,4 4 210 7,4
Ensayo 2
Hombres 8 60 1,2 4 120 6,8 4 280 6,8
Mujeres 6 90 2,2 4 120 5,0 4 180 7,4
Ensayo 3
Hombres 8 60 1,2 4 120 4,5 4 210 6,8

Tabla 3.1. Condiciones experimentales de los ensayos de disolucion /n vitro realizados en un
aparato de celda de flujo continuo (USP IV) simulando tracto gastrointestinal de hombres y

mujeres en ayuno.

Para la preparacion de fluido gastrico simulado (pH 1,2 y 2,2) se utiliza Acido Clorhidrico
y Cloruro de Potasio. El buffer acetato pH 4,5y 6,0 se prepara con Acido Acético Glacial
y Acetato de Sodio, y el buffer fosfato pH 6,4 y 7,8, con Hidroxido de Sodio y Fosfato
Monobasico de Potasio.

Para el armado del equipo se coloca una perla de rubi de 5 mm en la punta de la celda
de 22.6 mm. Se llena el cono con perlas de vidrio de 1Tmm y se utilizan filtros de fibra de
vidrio (Whatman®,GF/F: tamario de poro 0.7 um).

Las muestras recogidas fueron cuantificadas mediante espectrofotometria UV
(espectrofotometro Thermo Spectronic, modelo HeliosGamma, ThermoScientific, UK).
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Fase estadistica

El porcentaje de dosis de Ketoprofeno disuelto en n- octanol fue calculado mediante
coeficientes de distribucion (D) a diferentes pHs, referenciados en bibliografia ™ (Tabla
3.2.), y mediante los porcentajes de dosis de farmaco disuelto en los medios acuosos

ensayados.
pH 50 4,5 7,4 6,8
log D 2,6 2,9 0,31 0,91

Tabla 3.2. Coeficiente de distribucién para cada uno de los pHs ensayados.

Resultados y discusion

Bajo las condiciones de los ensayos 1y 2 para simular el tracto gastrointestinal de la
mujer, la formulacién alcanza una mayor disolucion debido al mayor pH gastrico y
duodenal que estas presentan. Hasta ese momento, es la capa de liberacion inmediata
del comprimido la que determina la diferencia entre sexos. Una vez que esa capa libera
la totalidad de su contenido, las velocidades de disolucion de hombre y mujer se igualan
y se mantienen practicamente constantes a lo largo del tiempo. Esta ventaja muy notoria
a favor de las mujeres, no se condice con los resultados de absorcion /1 vivo obtenidos

(Figuras 3.1-3.3).
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Figura 3.1. Perfil de disolucion de hombre y mujer bajo las condiciones del ensayo 1 a flujo 8
mL/min.

100 - —o—Mujeres =——Hombres

Ketprofeno disuelto (%)
N w AN (@] ()] ~ (0] O
(@] (@] (@] (@] o (@] (@] (@]

—_
(@)

(@]

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (min)

Figura 3.2. Perfil de disolucion de hombre y mujer bajo las condiciones del ensayo 1 a flujo 16
mL/min.
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Figura 3.3. Perfil de disolucion de hombre y mujer bajo las condiciones del ensayo 2.

Bajo las condiciones del ensayo 3 (Figura 3.4.), la disolucion del farmaco es mayor para
el hombre durante las primeras etapas del estudio, debido a que se mantiene por menos
tiempo a pH gastrico. No obstante, esta ventaja no logra mantenerse dado el mayor pH
que presentan las mujeres a nivel intestinal, lo que favorece la disolucion del Ketoprofeno,
empatando al hombre hacia el final del ensayo. Estos resultados auguraban un mayor
distanciamiento a favor de los hombres una vez aplicados los correspondientes
coeficientes de reparto entre los medios acuosos, donde ocurre la disolucion, y las
membranas celulares de la mucosa intestinal, que estarian siendo emuladas por el n-
octanol.

Por tanto, las condiciones ensayadas en este tercer estudio parecen ser mas favorables
para lograr una apropiada correlacion /in vivo- in vitro. En este ensayo se considera el
mas lento vaciamiento gastrico y el mas alto pH intestinal de las mujeres respecto al
hombre. Ademas, los flujos elegidos para el estudio reflejan las diferencias de
peristaltismo gastrico que se reportan para hombre y muijer.
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Figura 3.4. Perfil de disolucion de hombre y mujer bajo las condiciones del ensayo 3.

La Figura 3.5 muestra la particion hacia n-octanol calculada a partir de los resultados de
la disolucion bajo las condiciones del ensayo 3. Se observan diferencias en la distribucion
de Ketoprofeno hacia n-octanol para los distintos sexos, volviéndose notorias una vez
que la formulaciéon alcanzd el medio intestinal 2 (pH 7,4 para mujeres y 6,8 para
hombres).

Los hombres, que tendrian un trecho intestinal con pH propicio para la absorcion mas largo,
podrian absorber mayor cantidad del farmaco que las mujeres. Esto siempre y cuando el
comprimido no se traslade de manera mas rapida a lo largo del tracto gastrointestinal del
hombre respecto al de la mujer. Se observé durante la disolucion que los comprimidos
presentaban una densidad suficiente como para evitar un rapido transito intestinal, lo que
apoyaria esta teoria.
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Figura 3.5. Particion hacia n-octanol para hombre y mujer, estimada a partir de los resultados de
la disolucion bajo las condiciones del ensayo 3.

In vivo, se pudo observar un perfil mas agudo en mujeres evidenciando una posible
interrupcion de la absorcion. El cociente AUCest/AUCkrer confirmaria un 18% menos de
biodisponibilidad en mujeres respecto a hombres.
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Figura 3.6. Cocientes medios AUCres*d0SiSreferencia/ AUCReferencia“d0SIiStest para hombre y mujer
luego de la administracion oral de la formulacion Test en ayuno.

Resulta interesante observar el similar comportamiento que muestran los porcentajes
permeados hacia n-octanol (Figura 3.5) con los porcentajes de absorcion /in vivo que
muestra el cociente de AUC del producto ensayado respecto al AUC del producto
Referencia (Figura 3.6). Igualmente, los resultados de los estudios /n vitro subestiman la
cantidad de Ketoprofeno absorbido /n vivo a cada uno de los tiempos ensayados. Esto
puede deberse al error intrinseco que trae aparejado un ensayo /n vitro, pero también es
necesario recordar que la biodisponibilidad del producto Test se estimd por comparacion
con la biodisponibilidad del producto Referencia, que se asumié completa. Si la
formulacion Referencia presentara absorcion incompleta, entonces la pérdida de
biodisponibilidad de la formulacion Test seria aun mayor y por lo tanto mas cercana a lo
determinado /n vitro.

Estos resultados ponen de manifiesto la muy buena correlacion /in vitro - in vivo que se
obtiene cuando se ensaya la disolucion con el Aparato IV de la USP y se acoplan los
porcentajes disueltos con la correspondiente distribucion hacia n-octanol.

Conclusiones

Los ensayos de disolucion /n vitro utilizando el aparato USP [V junto con los coeficientes
de distribucion en n-octanol son una herramienta util para predecir la absorcion oral de
farmacos ionizables como el Ketoprofeno, y por lo tanto su biodisponibilidad. La
diferencia en el pH intestinal entre sexos demostré ser la principal causa de la pérdida de
biodisponibilidad de Ketoprofeno observada en mujeres luego de la administracion de la
formulacion.
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Capitulo 4: Impacto de la modificacion de la distribucion del gasto
cardiaco tras la ingesta de comidas y de la estimulacion de la
secrecion pancreatica sobre la tasa de inversion quiral R-en-S del
lbuprofeno

Introduccion

Como se vio en el capitulo 2, aunque la inversion de los isbmeros para el Ketoprofeno es
minima (10%), pudo apreciarse este fendmeno y asociarse a los repetidos pasajes de
farmaco a través de la mucosa intestinal consecuencia de procesos de recirculacion. Un
farmaco como el Ibuprofeno, que presenta una tasa de conversion R en S mucho mas
elevada (63%), seria un buen trazador para investigar con mayor profundidad el
mecanismo involucrado. Asimismo, siendo el Ibuprofeno ampliamente utilizado, si se
lograra una optimizacion de los tratamientos con este farmaco, el impacto econdémico
para la industria y el beneficio para los pacientes, seria muy alto.

El disefo del presente estudio esta basado en los resultados referenciados por Torrado,
et al. ™ para un estudio de bioequivalencia entre dos formulaciones conteniendo
lbuprofeno. En él se puede constatar que una de las formulaciones, al poco tiempo de
administrarse, presentd un espontaneo e inesperado cambio en el cociente S/R de
concentraciones plasmaticas de Ibuprofeno, dado que no habia habido ingesta de
comida desde al menos 8 horas previas a la administracion de la dosis. La otra
formulacion utilizada en el ensayo, recién modifico el cociente S/R luego del almuerzo
recibido a las 4 horas post-dosis. En resumen, se detecto que: 1) la formulacién que se
absorbid mas rapido (Referencia) presentd ya a los 45 minutos un aumento en la
conversion R en S (mas de 3 h antes de administrarse la comida). 2) la conversion R en
S no fue mayor cuando la absorcion se prolongo en el tiempo como se ha referenciado
previamente, sino que la formulacion de mas rapida absorcion obtuvo la mayor tasa de
conversion; 3) el aumento del cociente S/R de concentraciones plasmaticas de
lbuprofeno se produjo en ambas formulaciones (Test y Referencia) despuées de
administrarse una comida (apreciado a partir de las 6 h post-dosis, momento desde el
cual la formulacion con mas lenta absorcién apartd su cociente de concentraciones S/R
significativamente del valor inicial).

La Figura 4.1 ilustra los resultados publicados.

39



-y —==R-IBU Referencia
'-a‘ 16 o
E —#-S-IBU Referencia
512 ——R-IBU Test
- —o—S-IBU Test
& 8
c
[1]
0
S 4
(3]

0

0 2 - 6 8 10 12
Tiempo (h)

Figura 4.1 Perfiles plasmaticos de R- y S-lbuprofeno (IBU) obtenidos tras la
administracion de 600 mg de racemato en suspensiones acuosas al 2% de farmaco
(adaptado de Torrado et al., 2010)".

Consultadas las composiciones de ambas formulaciones ensayadas, se constaté que la
que presento el anticipado cambio del cociente S/R contenia sacarosa como excipiente.
La sacarosa estimula la secrecion de jugo pancreatico en su fase cefalica de manera
importante y dependiente de su concentracion 6. Por lo tanto, la mayor tasa de inversion
quiral obtenida luego de la administracion de la formulacion con sacarosa podria ser
explicada gracias a la secrecion pancreatica del Ibuprofeno previamente absorbido.

Obijetivos del estudio

El objetivo central del presente estudio es evidenciar la recirculacion plasma - tracto
gastrointestinal - plasma del Ibuprofeno. Se pretenden determinar factores influyentes en
el proceso de absorcion y de recirculacion del Ibuprofeno, particularmente la sacarosa
como estimulador de la secrecion de jugo pancreatico, ademas de estudiar el efecto que
podria tener este fendmeno en la inversion quiral. Determinar de esta manera, el sitio
donde ocurriria la conversion.

Se busca recomendar un régimen de ingestas o guiar el disefio de una formulacion
innovadora, de manera de prolongar la permanencia del isémero activo de lbuprofeno en
el organismo, logrando un mejor aprovechamiento de la dosis de racemato administrado
y potenciando asi su eficacia.
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Metodologia

Fase clinica

Seis voluntarios sanos (3 mujeres y 3 hombres) de entre 22 y 31 afios de edad con un
peso promedio de 61 y 92 kg, respectivamente, participaron de un estudio cruzado y
compensado en el que se les administrd una dosis unica de 600 mg de lbuprofeno en
dos periodos. El periodo de lavado (washout) fue de una semana.

La eleccion de la formulacion se hizo considerando que debia ser de rapida liberacion, y
por lo tanto absorcion, y que no debia presentar excipientes que pudiesen interferir con
la secrecion de jugo pancreatico. Para esto se eligid una capsula de gelatina blanda
(Actron®, Laboratorio Bayer), la cual no contiene sacarosa, y ademas la ingesta de
gelatina no referencia estimulacion de la secrecion de jugo pancreatico’.

Todos los voluntarios comparecieron el primer dia de cada instancia con un ayuno no
menor a 8 horas (en dicho lapso solo se permitio la ingesta de agua). En todos los casos,
tres horas antes de la administracion de la dosis (06:00) recibieron un desayuno
consistente en 4 galletas saladas, un vaso de leche o yogurt y agua, de manera de no
prolongar el ayuno y velar por la seguridad del voluntario. Luego, a las 9:00, se administro
la dosis de lbuprofeno. En un caso, Sistema COMIDA, la administracion de la dosis se
realizo a la 9:00 de la mafana junto con una dosis de 20 g de sacarosa disuelta en 200
mL de agua. Se ingirid una segunda dosis de sacarosa a las 2 horas post dosis (11:00),
ademas de un almuerzo a las 4 horas post dosis (13:00), finalizando el estudio a las 8
horas post dosis (17:00). En otro caso, Sistema AYUNO, la administracion de la dosis se
realizd solo con agua, prolongado asi el ayuno hasta el final del estudio (8 horas post
dosis).

El protocolo del estudio destaca por el mantenimiento de un ayuno total a lo largo de una
de las fases del estudio. No se encontraron reportes de investigaciones similares ya que
en general los voluntarios han ingerido al menos un almuerzo y una cena. Mediante este
procedimiento se logré una diferenciacion mas pura entre ambas condiciones
experimentales de ensayo, pudiéndose asi analizar un sistema verdaderamente en
ayuno, a diferencia de la investigacion realizada para Ketoprofeno, donde el ayuno
solamente operd al momento de administrarse la dosis.

El protocolo fue disefiado de acuerdo a guias sobre investigacion clinica y fue aprobado
por la Comision de Etica de la Facultad de Quimica (Uruguay). Se obtuvo un
consentimiento informado para cada voluntario previo a su ingreso al estudio. El estudio
se realizo CEBIOBE.

Fase analitica

Se tomaron muestras de sangre de la vena anticubital mediante canula hacia un tubo
heparinizado. Las muestras fueron tomadas a las O (previo a la administracion de la dosis)
y a los 20, 40, 60, 90, 120, 140, 160, 180, 210, 240, 360 y 480 minutos post dosis. Se
separ6 el plasma por centrifugacion y fue almacenado a -25°C hasta su andlisis. La
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preparacion de muestra consistio en extraccion del lbuprofeno con una mezcla de
Hexano y Acetato de Etilo desde 0,5 mL de plasma acidificado con éacido fosférico 2,5
M, evaporacion de la fase organica en bano seco bajo corriente de nitrégeno y
reconstitucion del residuo seco con fase movil. Se utilizaron 50 pL de una solucién de
Furosemide (3000 pg/mL) como estandar interno. La cuantificacion del farmaco se
realizé mediante un método quiral validado de HPLC UV que fue una adaptacion de un
método previamente publicado 8. La fase movil consistid en un buffer fosfato 20 mM a
pH 7,0 y Acetonitrilo en una proporcion de 99/1. El flujo de fase movil fue de 0,5 mL/min.
Se us6 una columna de fase estacionaria quiral (CHIRALPACK AGP®, 5y, 100 x 4,0 mm)
con guarda columna de silica. El detector midié a 220 nm. El analisis fue llevado a cabo
a 15 °Cy el volumen de inyeccion fue de 20 L. El limite de cuantificacion inferior fue de
0,6029 pg/mL y se prob¢ linealidad hasta 17,23 pg/mL. Para concentraciones
localizadas en las porciones bajas, medias y altas de la curva de calibracion, se
obtuvieron coeficientes de variacion intra- e inter-dia (precision) y errores relativos
(exactitud) por debajo de 13%.

Fase estadistica

Se construyeron perfiles medios de concentracion plasmatica de los isémeros de
lbuprofeno en funcién del tiempo, para ambos periodos, en hombres y mujeres.

Se determind la media de la maxima concentracion experimental de Ibuprofeno en
plasma (Cuax £ DE) y la mediana del tiempo en que se alcanzé la misma (Twaxy rango).
También se calculd la media del area bajo la curva de concentracion vs tiempo, desde 0O
hasta el tiempo de la ultima concentracion cuantificable (T) (AUCt + DE). Se calculd el
AUC; para cada voluntario utilizando la regla de los trapecios.

Ademas, se calculd el cociente de concentraciones S/R medio a cada tiempo de
muestreo como un indicador de la tasa de conversion del isbmero Ren S.

Resultados y discusion

En la Figura 4.2. se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma obtenido tras la
determinacion de Ibuprofeno mediante el método de HPLC-UV quiral desarrollado y
validado.
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Figura 4.2. Cromatograma correspondiente a la determinacion de Ibuprofeno en plasma para la
muestra del voluntario 1 tras la administracion del producto en el sistema COMIDA, obtenida a
los 20 minutos post dosis.

La Tabla 4.1 resume los resultados farmacocinéticos obtenidos.
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t %
. AUC (0-8) (mg/L) + .
(min) = ( D)E( L) Cwmax (mg/L)+ DE Twax (min) (rango) Cociente
DE S/R AUC
+ DE
R R S R S R S
Promedio en Mujeres
Ayuno 153,8 5937 4610 30,29 25,89 90 90 0,7761
Comida 80,57 3110 4392 20,24 24,71 90 90 1,398
Promedio en Hombres
Ayuno 140,7 3719 4393 27,27 29,19 60 60 1,176
Comida 77,07 3043 4473 26,52 31,86 90 90 1,483
Medias y desviaciones estandar
AVUNG 1472+ 4828+ 4502+ 28,78+ 27,54+ 75 (20- 75(20- | 0,9761+
y 22,6 1279 670 6,52 4,56 160) 160) | 0,2523
Comida 78,82+ 3077+ 4432+ 23,38+ 28,29+ 90 (90- 90 (90- 1,441+
7,68 342 1020 6,83 4,68 140) 140) 0,277

Tabla 4.1. Parametros farmacocinéticos medios (+ desviacion estandar) obtenidos en los
sistemas AYUNO y COMIDA, tras la administracion de 600 mg de lbuprofeno racémico, en

hombres y mujeres.
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Figura 4.3. Concentracion plasmatica promedio de los isomeros Ry S de ibuprofeno obtenidas
en mujeres (n=3), luego de la administracion de una formulacion de liberacion inmediata
conteniendo 600 mg de racemato en los sistemas AYUNO y COMIDA. Las flechas indican la
ingesta de sacarosa o almuerzo.
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Figura 4.4. Concentracion plasmatica promedio de los isémeros R y S de ibuprofeno obtenidas
en hombres (n=3), luego de la administracion de una formulacion de liberacion inmediata
conteniendo 600 mg de racemato en los sistemas AYUNO y COMIDA. Las flechas indican la

ingesta de sacarosa o almuerzo.
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Las Figuras 4.3 y 4.4 muestran los perfiles de concentraciones plasmaticas a lo largo del
tiempo para mujeres y hombres tras la administracion de 600 mg de Ibuprofeno en el
Sistema AYUNO y COMIDA. A las 8 horas post dosis ya se elimind la mayor parte del
farmaco.

En los hombres, se observa que la exposicion plasmatica a R Ibuprofeno (R-IBF) es
menor que para el isomero S (S-IBF), tanto en el sistema COMIDA como en el sistema
AYUNO. Sin embargo, en mujeres, la relacion entre isomeros es inversa en los distintos
sistemas, siendo mayores los niveles de R-IBF respecto a S-IBF en el sistema AYUNO y
contraria en el sistema COMIDA.

La Figura 4.5. muestra la evolucion de la cantidad relativa entre isbmeros a lo largo del
tiempo para los distintos sexos y condiciones de administracion.

4,0 1
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Figura 4.5. Evolucion del cociente de concentraciones plasmaticas de los isomeros de
lbuprofeno (S/R) a lo largo del tiempo para hombres y mujeres, luego de la administracion, en
ayuno y con comidas, de una formulacién de liberacion inmediata conteniendo 600 mg de
racemato. Las flechas indican la ingesta de sacarosa o comidas.

El drea bajo la curva media para el isomero R obtenida tras la administracion con
sacarosa (AUC R cowpa) denota ya sea una pérdida de biodisponibilidad o un aumento
del clearance, o ambas cosas, respecto al sistema AYUNO. Entonces, (F/CL)
compavsayuno= AUC R comipa/ AUC R avuno = 0,64.
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La disminucion de la semivida de eliminacion del isomero R en el sistema COMIDA hace
pensar en un fuerte incremento del clearance sistémico. Si hubiese existido, ademas,
una pérdida de biodisponibilidad, deberia haber sido bastante menor al aumento de
clearance.

En este sistema, al haberse administrado el Ibuprofeno con sacarosa, repitiéndose la
ingesta a las dos horas post dosis y luego un almuerzo a las 4 horas post dosis, el gasto
cardiaco hacia la region esplacnica estuvo favorecido de manera practicamente continua
durante toda la experiencia. Entonces, el clearance intestinal se vio incrementado. El
aumento de caudal sanguineo pareceria haber provenido de la region extra-esplacnica
y, dado el reajuste de la distribucion de gasto cardiaco para mantener constante no solo
alli el aporte de nutrientes, sino ademas en el higado, necesariamente también se vio
incrementado el clearance hepatico del farmaco.

El clearance intestinal podria haber aumentado por encima de lo previsto por el aumento
del gasto cardiaco esplacnico. El gradiente de pH existente entre plasma y jugo
pancreatico, asi como su aumentado flujo sanguineo, permitiria una gran secrecion de
lbuprofeno hacia este fluido, que luego sera vertido hacia el intestino y desde alli podria
volver a circulacion sanguinea. De esta manera, una cantidad suplementaria de
moléculas, destinadas originalmente al pancreas, alcanza el enterocito y se ve aun mas
incrementado el clearance intestinal del farmaco. Se ha informado que las fracciones de
gasto cardiaco dirigidas al pancreas y al intestino se incrementan un 50% con la ingesta
de comida . La alcalina secrecion pancreatica podria llevar bastante mas moléculas de
lbuprofeno hacia el intestino, pudiendo multiplicar varias veces el incremento del
clearance intestinal. Por otra parte, la quita de estas moléculas secretadas al suministro
hepatico por medio de la vena pancreatica, podria evitar el incremento del clearance
hepatico que se planteaba, e incluso asumirse constante entre el sistema AYUNO vy
COMIDA.

Resumiendo, el AUC R compa fue menor al AUC R avuno probablemente debido a un
aumento del clearance intestinal del farmaco.

Sin embargo, el AUC S cowioa N0 fue significativamente diferente al AUC S avuno. Esto
podria explicarse de dos maneras. La primera seria considerando un componente nulo
de clearance intestinal en el clearance total de S-IBF, y, por tanto, los diferentes
regimenes de alimentacion no habrian afectado la exposicion plasmatica a este isomero.
Ahora, si efectivamente hubo un aumento del clearance intestinal pero no se observé un
cambio en el area bajo la curva, entonces deberia haber ocurrido un aumento de la
biodisponibilidad de S-IBU que lo compensara. Solamente una bioconversion R-en-S
aumentada durante la experiencia con COMIDA podria ser la causa, ya que ésta es la
unica diferencia que existe entre el metabolismo de los enantiomeros. Esta hipotesis de
clearance aumentado parece mas factible dada la tendencia observada respecto a un
aumento de la velocidad de eliminacion (semivida de eliminacion de 113,7+10,7 min para
el sistema AYUNO vs. 104,9+8,5 min para el sistema COMIDA).

Tanto para S-IBF como para R-IBF los cambios en la distribucion del gasto cardiaco
fueron idénticos, y, por tanto, el aumento del clearance sistémico en el sistema COMIDA
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deberia ocurrir de igual manera para los isbmeros. No obstante, la disminucion de las
semividas de eliminacion fue muy disimil entre ambos isémeros (8% para S-1IBU y 47%
para R-IBU), y probablemente también lo haya sido el aumento de clearance. El mayor
incremento del clearance para R-IBU solo seria posible si el componente metabdlico
intestinal del clearance para este isomero fuera mas importante que para su enantiomero.
Dado que la unica diferencia de rutas metabdlicas entre isémeros es la bioconversion R-
en-S, se concluye que este proceso tendria una fuerte presencia en el intestino.

Se ha referenciado que la conversion presistémica de lbuprofeno es baja debido a que
la biodisponibilidad del R-Ibuprofeno es mayor al 80% y la conversion a S-lbuprofeno
aproximadamente 60% (bastante superior al 20% que podria suponer la conversion por
efecto de primer paso) *. Esto no contradice el hecho de que la conversion podria ocurrir
a nivel intestinal. Una eventual saturacion enzimatica durante el primer ingreso de
moléculas R podria ser causa de la baja tasa presistémica de conversion, tal vez por la
poca abundancia de alfa-metil-acilCoA racemasa a nivel intestinal o por la demanda de
energia y otros adyuvantes que requiere el accionar de esta enzima .

Cuando se secreta jugo pancreatico hacia el duodeno, el importante volumen se esparce
sobre una extensa zona del yeyuno, aumentando significativamente el pH intestinal, junto
con moléculas de farmaco que pudieran estar presentes a ese nivel. Esparcir las
moléculas sobre una mayor extension de intestino delgado y elevar el pH luminal hace
que la permeacion hacia los enterocitos desde el lumen sea mas lenta (por ionizacion de
lbuprofeno), pero una vez dentro de ellos, mas enzimas dispondrian de las moléculas
(mas enterocitos entran en juego), evitando aproximarse a situaciones cinéticas de tipo
Michaelis-Menten, manteniendo asi vigentes las cinéticas de primer orden en la
metabolizacion intestinal. Al momento del vertido de este fluido, el mecanismo es analogo
tanto si se considera que la dosis de lbuprofeno proviene desde el estbmago tras una
administracion oral junto con comidas (presistémico), o desde el medio interno
(sistémico) por procesos de recirculacion plasma-tracto gastrointestinal-plasma. Esto
podria explicar también una eventual pérdida de biodisponibilidad al administrar sacarosa
junto a la dosis de Ibuprofeno. En ayuno la permeacion seria mas rapida y enfrentaria
menos carga enzimatica respecto al sistema COMIDA.

Resumiendo, el cambio en la distribucion del gasto cardiaco dado por la ingesta de
sacarosa y/o comidas, favorece el pasaje de una mayor cantidad de moléculas de
farmaco a través del enterocito. Esto se ve aun mas exacerbado al ocurrir procesos de
recirculacion entre el plasma y el jugo pancreatico, aumentando la conversion R-en-S.

La Figura 4.6. muestra los cambios que podrian observarse en un sistema donde se
ingieran continuas comidas e ilustra el impacto que estos podrian tener sobre la
eliminacion del farmaco a nivel intestinal, incluida la ruta metabolica de inversion quiral.
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Figura 4.6. Modelo compartimental de Ibuprofeno para el sistema AYUNO, donde el flujo
sanguineo aumenta hacia zona esplacnica provocando un incremento del clearance intestinal del
farmaco. Las flechas huecas denotan un ingreso mas lento, y las flechas solidas ensanchadas,
denotan mayor intensidad (velocidad) de la transferencia.

Por otro lado, se observaron diferencias en la exposicion a los isémeros para los distintos
sexos. Las mujeres produjeron 60% mas AUC R que los hombres en el sistema AYUNO,
en tanto que resultaron practicamente iguales las areas en el sistema COMIDA. Las AUC
S fueron similares entre los sexos en ambos sistemas. Al comparar areas bajo la curva,
se hace una comparacion de clearance aparente (CL/F) entre sexos. El mayor tamario
corporal de los hombres provoca menores concentraciones plasmaticas, pudiendo evitar
la saturacion de algunos procesos saturables, como la conversion entre isbmeros. Por
tanto, ya en ayuno habria una mayor tasa de conversion de R-IBF frente a las mujeres.
En el hombre, el cociente S/R fue mayor a 1 en todas las fases del estudio.

Se observa una mayor disminucion del AUC R en el sistema COMIDA respecto al AYUNO
en mujeres que en hombres. Considerando lo antes mencionado, el aumento en la tasa
de conversion R-en-S y en otras rutas de metabolizacion saturables, podria ser mayor
para las mujeres. La mayor alcalinizacion intestinal provocada por la secrecion
pancreatica en éstas, pudo asimismo haber incrementado mas que en el hombre la
pérdida de biodisponibilidad, debido a la ionizacion del farmaco, cuando se pasoé al
sistema COMIDA.

Conclusiones

Se podria concluir que la administracion conjunta de lbuprofeno con las comidas, o con
sacarosa, llevaria a un incremento de la biodisponibilidad del agente activo (S-IBF), pero
al mismo tiempo un aumento de su clearance, tras lo cual no se lograria un aumento de
Su exposicion sistémica.

Una estrategia farmacéutica podria ser la elaboracion de granulos con cubierta gastro
resistente conteniendo bicarbonato de sodio e ibuprofeno. La prolongada duracion del
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vaciamiento gastrico lo proporcionaria el sistema multi particulado disperso en la cavidad
estomacal. Los granulos que se viertan al intestino descargaran el farmaco en un medio
alcalino (provocado por la neutralizacion y alcalinizacion que el bicarbonato haréa del jugo
gastrico acompanante), evitando asi la secrecidon pancredtica y el proceso de
redistribucion de gasto cardiaco propiciado por la ingesta de comida. Un importante
suministro de agua podria hacer que el vertido gastrico al intestino se desparramara
sobre una mayor extension del 6rgano, favoreciendo asi la conversion R-en-S.
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Capitulo 5: Alteracion del patron de estereoselectividad en la
metabolizacion de Metadona causada por procesos de
recirculacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma

Obijetivos del estudio

El objetivo principal del estudio fue detectar cambios en la relacion entre isomeros luego
de posibles procesos de recirculacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma,
favorecidos mediante la ingesta de comida. Ademas, evaluar la contribucion del
metabolismo a nivel intestinal respecto al hepatico en la eliminacion de Metadona (MTD).

Para cumplir con el objetivo, se monitorean los isomeros de Metadona en plasma, saliva
y orina. En orina se miden, ademas, los niveles de su metabolito principal: EDDP.

Metodologia

Fase clinica

Seis mujeres y seis hombres de entre 18 y 42 afnos con una media de peso (+DS) de
52,8 (+6.6) y 68.8 (+9.6) kg, respectivamente, fueron sometidos a un estudio en el que
se les administré una dosis oral unica de 10 mg de Metadona (Laboratorios Lazar,
Montevideo, Uruguay) en ayuno. La dosis fue elegida en base a un reporte previo de un
estudio donde se administraron 0,2 mg/kg 8'. Nuestro grupo tiene experiencia trabajando
con la Unidad Interdisciplinaria del Dolor del Hospital de Clinicas, ahora situada en el
Hospital Maciel, y esta es la menor dosis que se administra a los pacientes . Treinta
minutos antes de la administracion del medicamento, se administran 10 mg de
Metoclopramida con el objetivo de prevenir la aparicion de nauseas y vomitos, un efecto
adverso que se ve muy comunmente tras el uso clinico de Metadona.

Tras la administracion del medicamento, se ingiere un almuerzo a las 4 horas post dosis
y comidas livianas cada tres horas (7 y 10 horas post dosis), hasta la cena a las 13 horas
post dosis.

El protocolo mediante el cual fue llevado a cabo el estudio fue disefiado de acuerdo a
guias sobre investigacion clinica y fue aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad
de Quimica (Uruguay). Se obtuvo un consentimiento informado para cada voluntario
previo a su ingreso al estudio. El estudio se realizd en CEBIOBE.

Fase analitica

Se tomaron muestras de sangre de la vena anticubital mediante canula hacia un tubo
heparinizado. Se separd el plasma por centrifugacion. Las muestras salivales se
extrajeron en tubos de plastico tras la estimulacion mediante masticacion de parafilm.
Las muestras plasmaticas y salivales fueron tomadas a las O (previo a la administracion
deladosis)yalas 0,5, 1,2, 3,4,6, 8,10, 12, 16, 24, 36 y 48 horas post dosis. La orina
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fue tomada a las O (previo a la administracion de la dosis) y al final de los siguientes
intervalos 0-2, 2-4, 4-7, 7-8.5, 8.5-10, 10-11.5, 11.5-13, 13-14.5, 14.5-16, 16-24 horas
post dosis. Se almacenan alicuotas de las muestras de orina recogidas para su analisis.
Inmediatamente luego del muestreo, se mide el pH de la orina. Ambos fluidos fueron
almacenados a -25°C hasta su analisis.

La preparacion de muestra consistio en extraccion de Metadona y EDDP con una mezcla
de Hexano y Alcohol Isoamilico desde 2,0 mL de plasma o 1,0 mL de saliva u orina
alcalinizados, evaporacion de la fase organica en bano seco bajo corriente de nitrégeno
y reconstitucion del residuo seco con fase movil. Se utilizaron 50 yL de una solucion de
Imipramina (10,0 yg/mL) como estandar interno. La cuantificacion de Metadona (en
todos los fluidos) y de EDDP (en orina) se realizd mediante un método quiral validado de
HPLC UV que fue una adaptacion de un método previamente publicado 8. Las fases
moviles consistieron en un buffer fosfato 20mM pH 6,0 + 2mM diisopropil amina y
Acetonitrilo en una proporcion de 92/8 para la determinacion en orina y, buffer fosfato
20mM pH 7,0 + 2mM diisopropil amina y Acetonitrilo en una proporcion de 82/18 para la
determinacion en plasma y saliva. El flujo de fase movil fue de 0,7 mL/min. Se us6 una
columna de fase estacionaria quiral CHIRALPACK AGP™ (100 x 4 mm; 5um), con guarda
columna de silica. El detector midio a 215 nm. El analisis fue llevado a cabo a 25°C y el
volumen de inyeccion fue de 80 uL. Se probo linealidad para la determinacion de
Metadona en el rango de 4,90 hasta 108 ng/mL, 4,09 hasta 164 ng/mL y de 19,0 hasta
3280 ng/mL para muestras plasmaticas, salivales y urinarias, respectivamente. La
linealidad para la determinacion de EDDP en orina se probd desde 52,3 hasta 4200
ng/mL. Para concentraciones localizadas en las porciones bajas, medias y altas de la
curva de calibracion, se obtuvieron coeficientes de variacion intra- e inter-dia (precision)
y errores relativos (exactitud) por debajo de 14%.

Fase estadistica

Se construyen perfiles de concentracion plasmatica y salival de Metadona en funcion del
tiempo. Para las muestras urinarias se transforma la concentracion determinada en
velocidades de excrecion, multiplicando por el volumen de orina recogido y dividiendo el
valor entre el intervalo de tiempo en el que se obtuvo la muestra correspondiente. Luego,
se construye una curva asignando este valor al tiempo medio del intervalo de recogida.

Se calculan los siguientes parametros farmacocinéticos para ambos sexos y para cada
enantiomero por separado: la maxima concentracion experimental (Cuax ) en plasma y
saliva, la mediana del tiempo en que se alcanzé la misma (Twax ), €l area bajo la curva de
concentraciones plasmaticas vs tiempo desde O (o To) hasta el tiempo de la Ultima
concentracion cuantificable (T) (AUCy), la semivida de eliminacion plasmatica (t '2) y la
cantidad excretada (U) de MTD y EDDP.

Se calcula el cociente de concentraciones plasmaticas R/S y los cocientes de velocidad
de excrecion R/S, de manera de obtener informacion respecto a los clearances relativos
de los isomeros de Metadona. Por otro lado, también se calcula el cociente de velocidad
de excrecion R/S para EDDP que evidencia la estereoselectividad de la eliminacion de
Metadona mediante la formacion de este metabolito.
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Resultados y discusion

En la Figura 5.1. se muestran, a modo de ejemplo, cromatogramas obtenidos tras la
determinacion de Metadona en plasma, saliva y orina, mediante el metodo de HPLC-UV
quiral desarrollado y validado. En orina se determina también EDDP.
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Figura 5.1. Cromatograma correspondiente a la determinacion de Metadona en el voluntario 1
en: a) plasma obtenido a las 3 horas post dosis, b) saliva obtenida a las 0,5 horas post dosis v,
c) orina obtenida en el intervalo entre 8,5-10 horas post dosis. En orina también se determina
EDDP.
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Las tablas 5.1. y 5.2. resumen algunos de los resultados obtenidos.

tie AUC (0-24) AUC (0-inf) Chax Twmax

+ DE (h) + DE (ng*h/mL) | £ DE (ng*h/mL) | + DE (ng/mL) (rango)? (h)

R S R S R S R S R S

27.3 22.1 190° | 302° | 327¢ | 502¢ | 18.6° | 32.2° 35 2.0
Mujeres ' : : ' (2.0- (1.0-

<§’: +12.6 | +7.8 +61 +89 +213 | +295 | +10.3 | 8.4 ’ ’
3 8.0) 8.0)
é Hombres | 220 24.6 1920 | 304° | 374° | 579° | 17.5° | 31.0° (31% (?8
4.7 6.8 | £101 | £118 +87 +138 | 7.9 | 6.3 16) 3 '0)

@mediana (rango).

b p<0.01, test t- student pareado entre isdmeros
¢ p<0.05, test t- student pareado entre isémeros

Tabla 5.1. Parametros farmacocinéticos plasmaticos medios (+ DE) obtenidos en hombres y
mujeres para los isémeros de Metadona luego de la administracion oral de 10 mg del farmaco.

U (0-24) * + DE (ug)

MTD EDDP
R S R S
Mujeres 312+ 175 270 + 166 248 + 88 463 + 203
Hombres 472 £ 1221 340+ 178 310 + 136 606 + 272

Tabla 5.2. Cantidades medias excretadas en orina (+ SD) de MTD y EDDP para hombres y
mujeres en las primeras 24 horas luego de la administracion oral de 10 mg de Metadona.

Las Figuras 5.2.-5.4. muestran la exposicion media en plasma, saliva y orina de los
enantiomeros tras la administracion oral de 10 mg de una mezcla racémica de Metadona
en mujeres y hombres, respectivamente. Luego de las 24 horas post dosis la mayor parte
de los voluntarios exhibe concentraciones de Metadona por debajo del limite de
cuantificacion por lo que se analizan los resultados hasta este tiempo Unicamente.
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Figura 5.2. Concentracion plasmatica media de los isomeros R y S de Metadona obtenidas en
hombres (n=6) y mujeres (n=6), luego de la administracion oral de 10 mg de Metadona.
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Figura 5.3. Concentracion salival media de los isobmeros R y S de Metadona obtenidas en
hombres (n=6) y mujeres (n=6), luego de la administracion oral de 10 mg de Metadona.
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Figure 5.4. Velocidad de excrecion urinaria media de los isomeros Ry S de Metadona obtenidas
en hombres (n=6) y mujeres (n=6), luego de la administracion oral de 10 mg de Metadona.

Tanto hombres como mujeres presentan menores concentraciones plasmaticas del
isomero R (p<0.001) respecto al S (Figura 5.2.). Sin embargo, como se observa en las
figuras 5.3 y 5.4, la exposicion salival y urinaria muestra una relacion inversa entre
isobmeros (p<0.01).

El grupo de mujeres experimenté mas efectos adversos que los hombres, principalmente
nauseas. Las diferencias entre sexos pueden afectar la eficacia y seguridad de los
tratamientos &. La actividad farmacologica del isomero R, responsable del efecto sobre
los receptores u, se infiere de manera mas adecuada a partir de concentraciones
plasmaticas libres y no totales. Como se mencioné anteriormente, las concentraciones
salivales y urinarias pueden subrogar la determinacion de concentraciones plasmaticas
libres. Entonces, las mayores concentraciones obtenidas para el isomero R en estos
fluidos para mujeres respecto a hombres (Figura 5.3 y 5.4.), pueden correlacionarse con
la prevalencia de efectos adversos en este grupo, sobre todo a tiempos cercano al Tuax.
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Respecto a los resultados plasmaticos, la mayor union a proteinas plasmaticas que
presenta el isbmero S tiene como consecuencia un mayor nivel de exposicion para este
isbmero (0 sea un menor clearance). El cociente R/S responderia exclusivamente a la
diferencia de clearance, resultando por tanto un valor menor a 1. Sin embargo, la
evolucion temporal de dicho cociente de concentraciones dependera de las diferencias
en absorcion y disposicion entre ambos isbmeros. Segun otros estudios de la literatura,
la semivida de eliminacion de R-MTD es mayor que la de su enantidmero, aunque en
nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas. El cociente R/S ira
aumentando luego de finalizada la fase de absorcion. Parece una contradiccion que el
isomero R presente un mayor clearance pero también mayor semivida de eliminacion
(mayor permanencia en el organismo). Esto podria indicar que la diferencia en las
fracciones libres de los isomeros es tal, que al analizar clearance de farmaco total (libre
+ unido), incluso logra enmascarar una estereoselectividad en el metabolismo de
Metadona, en favor del isémero S. Especificamente se menciona el metabolismo ya que
no se ha referenciado estereoselectividad en la excrecion renal de Metadona °'.
Nuevamente, las concentraciones libres serian mas apropiadas para el analisis de la
eliminacion relativa entre isomeros.

Tanto hombres como mujeres presentaron segundos picos en los perfiles de
concentracion plasmatica y salival en funcion del tiempo, evidenciando una posible
recirculacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma, como se esperaba °° %,

En este caso, los resultados en saliva fueron dificiles de analizar debido a los efectos
adversos a nivel gastrointestinal (nauseas con reflujo) que presentaron las mujeres,
pudiendo haber ocurrido contaminacion de las muestras salivales. Ademas, en general,
se recolectaron bajos volumenes de muestra lo que dificultd la determinacion analitica
de Metadona en este fluido. Igualmente se calcularon los cocientes de concentraciones
Saliva/Plasma (S/P) como indicadores de procesos de recirculacion para los hombres,
con la desventaja de que disminuye mucho el nimero de individuos para el analisis. Los
cocientes se corrigen de acuerdo a la ecuacion de Henderson-Hasselbach debido a la
variabilidad del pH que presentan las muestras salivales. La Figura 5.5. muestra los
resultados de los cocientes corregidos.

59



1,4 -

N
N
1

N
(@]
1

-a-MTD

o
(0]
L

o
(@]
L

o
~
1

Cociente de concentraciones Saliva/Plasma
corregidos por pH
(@]
N

0,0 L] L] L] L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo (h)

Figura 5.5. Cocientes medios (+ DE, n=6) de concentraciones Saliva/Plasma para Metadona en
hombres, luego de la administracion oral de 10 mg del farmaco.

La media para los cocientes S/P fueron aproximadamente el doble para R-MTD respecto
a S-MTD, aun mayor que la referenciada para el cociente de fracciones libres (1,4-1,5)
39,81 Se observa un pico al inicio de la absorcion, seguido por un pico a las 4 horas post
dosis y otros mas chicos a las 10 y 16 horas post dosis. Estos picos podrian evidenciar
re entradas de farmaco debido a procesos de recirculacion tras la ingesta de comidas.

En cuanto a la tasa de excrecion del farmaco, aunque factores como la afinidad por
transportadores de eflujo y el pH urinario pueden afectar el pasaje del farmaco hacia
orina, las concentraciones urinarias de Metadona podrian también correlacionarse con
los niveles plasmaticos libre de farmaco.

En primer lugar, se observa una caida de las concentraciones urinarias luego del
almuerzo. Esto pudo deberse a un aumento del pH urinario tras la ingesta de comidas,
tal como se referencia en la bibliografia (marea alcalina postprandial &), a causa de una
compensacion frente al fuerte incremento del bicarbonato sanguineo como
consecuencia de la importante secrecion acida a nivel estomacal, lo que provocaria un
aumento de la tasa de reabsorcion tubular de Metadona.

Por otro lado, se observa una mayor velocidad de excrecion urinaria para el isomero R.
No se referencian diferencias en la excrecion renal entre isomeros de Metadona tras la
administracion de una dosis Unica, ni aumento en la expresion de transportadores en tan
corto lapso ®. La mayor velocidad de excrecion que presenta el isomero R (p<0.01)
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respecto al S indicaria un mayor nivel de R libre en plasma, revelando asi su menor
clearance intrinseco como consecuencia de una eventual estereoselectividad en el
metabolismo de la Metadona, en favor del isdbmero S.

La exposicion media del metabolito EDDP en orina se muestra en la Figura 5.6
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Figure 5.6. Velocidad de excrecion urinaria media de los isomeros Ry S de metabolito (EDDP)
obtenidas en hombres (n=6) y mujeres (n=6), luego de la administracion oral de 10 mg de
Metadona.

También se observa una mayor velocidad de excrecion urinaria para S-EDDP, lo cual
podria explicarse por su mayor biodisponibilidad (mayor formacion), aunque no se
dispone de informacion respecto a la posible estereoselectividad del clearance de ambos
metabolitos.

La Figura 5.7 muestra la evolucion a lo largo del tiempo de los cocientes de velocidades
de excrecion urinaria entre isbmeros, para Metadona y EDDP.
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Figura 5.7. Cocientes medios (+ 95%CI, n=12) de velocidad de excrecion entre isomeros (R/S)
para Metadona y su metabolito (EDDP), luego de la administracion oral de 10 mg de Metadona.
Se observa un descenso significativo del cociente de isdbmeros para EDDP respecto al valor basal
de 0,55, entre las 8 y 12 horas post dosis.

Los perfiles de velocidad de excrecion urinaria muestran un cociente de concentraciones
R/S constante luego de haberse finalizado el proceso de absorcion, en concordancia con
la no diferencia significativa observada en las semividas de eliminacion calculadas para
los isbmeros, como puede verse en la Tabla 5.1.

El cociente de concentraciones urinarias R/S para el metabolito es practicamente
constante desde el inicio del estudio, a excepcion de tiempos posteriores a la ingesta de
comidas. Dada la baja cantidad de EDDP presente sistémicamente (alrededor de un 10%
de la dosis de MTD se convierte en EDDP '), cualquier estereoselectividad en su
formaciéon puede afectar significativamente el balance entre Ry S- EDDP. El mayor
cambio se observa entre las 3 y 7 horas post almuerzo. A estos tiempos podrian haber
ocurrido procesos de recirculacion, como consecuencia de las secreciones gastricas
estimuladas por la ingesta del almuerzo y posteriores comidas livianas. Es poco probable
que esta recirculacion pudiese afectar el cociente R/S de concentraciones plasmaticas
de Metadona ya que una baja cantidad de farmaco (fraccion libre) estaria cursando este
ciclo, ni tampoco el cociente R/S de velocidades de excrecion urinaria, dado que
cualquier afectacion en las concentraciones libres por biotransformacion
estereoselectiva de alguno de los isdbmeros seria eficientemente amortiguada por el
remanente unido a las proteinas plasmaticas. Es importante recordar que para Metadona
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no existe bioconversion de un isémero en el otro, y que la velocidad de su
biotransformacion es muy inferior a la que se registra para en los farmacos arilpropiénicos
aludidos en los capitulos previos.

Cuando ocurre un proceso de recirculacion tras la ingesta de comidas, las moléculas
secretadas gastricamente atraviesan nuevamente los enterocitos. Al ocurrir esto, los
cocientes urinarios R/S para el metabolito, cambiaron. Es importante considerar
nuevamente que, para la digestion de la comida, aumenta la distribucion del gasto
cardiaco hacia zona esplacnica, por lo que estos érganos reciben mayor cantidad de
moléculas de farmaco en este periodo. Para farmacos secretados hacia jugo gastrico, la
fraccion que recibe el intestino es aun mayor ya que una cantidad suplementaria de
moléculas, destinadas originalmente al estbrmago y posteriormente transportadas hacia
lumen gastrico debido a la induccion de produccion de jugo gastrico, alcanza el
enterocito.

El cambio en el cociente de concentraciones urinarias R-EDDP/S-EDDP, podria
explicarse entonces por un diferente patron estereoselectivo en la metabolizacion de sus
precursores entre enterocitos y hepatocitos. Es decir, si ambos 6rganos metabolizaran
los isébmeros de Metadona con el mismo patron estereoselectivo, el aumento en la llegada
de moléculas de farmaco al intestino no deberia modificar la relacion de isobmeros de sus
productos. Por lo tanto, es muy probable que la composicion de enzimas
biotransformadoras en intestino e higado sea diferente, ya que es sabido que diferentes
enzimas convierten MTD en EDDP y cada uno de ellas con diferente estereoselectividad.
El metabolismo del isomero S-MTD parece verse favorecido en su pasaje a traves del
intestino. Por ejemplo, el intestino podria presentar mayor cantidad relativa de CYP3A4
(no estereoselectiva) respecto a CYP2C19 (estereoselectiva en favor del isomero R), en
relacion al higado.

Es muy interesante mencionar que la enzima CYP2B6, habitualmente referida como de
exclusiva localizacion hepatica y estereoselectiva en favor de la biotransformacion de S-
MTD hacia S-EDDP, podria también hallarse en el intestino, tal como recientemente se
ha comunicado . Por consiguiente, otra enzima intestinal a favor de la produccion de S-
EDDP estaria recibiendo una mayor carga de sustrato respecto a la situacion basal, fruto
del pasaje inducido tras la secrecion gastrica por causa de la comida, y asi contribuir a
disminuir el cociente post-prandial R/S de EDDP. La estratégica posicion del intestino
entre el centro de la circulacion sistémica y el higado, favorecido para recibir solutos
sistémicos también desde la membrana apical cuando se favorece la secrecion de jugos
digestivos, hace que juegue un papal trascendente en la biotransformacion de tales
sustratos.

La mayor formacion de S-EDDP respecto a R-EDDP puede haber sido mas pronunciada
en hombres respecto a mujeres, debido a su mayor produccion de jugo gastrico. Sin
embargo, no se obtiene significancia para la diferencia observada probablemente debido
al bajo numero de sujetos participantes del estudio.

Estos resultados no contradicen lo reportado respecto a la falta de estereoselectividad
durante la absorcion de Metadona luego de la administracion oral de una mezcla

63



racémica 8. Al absorberse la dosis desde la formulacion, la cantidad de farmaco presente
a nivel intestinal, podria ser suficiente para saturar la biotransformacion presistémica de
ambos isémeros y, por lo tanto, ser el proceso gobernante la absorcion de primer orden.
Es preciso recordar que tras la primera administracion del farmaco, aun no se indujeron
las enzimas ni los trasportadores de eflujo. Esto explicaria la alta y no estereoselectiva
biodisponibilidad de la Metadona .

Conclusiones

Estos resultados evidencian no solo que el metabolismo intestinal de MTD es relevante,
sino que también estereoselectivo y diferente al hepatico. Muchas veces los procesos de
recirculacion aumentan el tiempo de residencia de las moléculas en el organismo, sin
embargo, en este caso, el istmero S podria no favorecerse de este proceso ya que cada
vez que atraviesa el enterocito aumenta su eliminacion.
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Capitulo 6: Conclusiones generales

La respuesta clinica de un paciente tras un tratamiento farmacologico esta condicionada,
entre otras cosas, por la respuesta farmacocinética al farmaco. Esta respuesta es muy
variable entre individuos y dependiente de distintos procesos y factores. Profundizar en
estos aspectos tiene gran impacto sobre el perfil de seguridad y eficacia de los
tratamientos, permitiendo la individualizacion de la terapia para lograr un uso racional de
medicamentos. Como se expuso en la presente tesis, procesos de recirculacion plasma-
tracto gastrointestinal-plasma y, en algunos casos, consecuente inversion quiral, originan
modificaciones perceptibles en los perfiles de concentracion de farmaco a lo largo del
tiempo.

La investigacion realizada demostro la recirculacion a la que son sometidos algunos
farmacos. El seguimiento del proceso fue posible a través de diferentes fluidos bioldgicos
como el plasma, la saliva y la orina. En algunos casos, incluso se lograron observar
segundos picos en las curvas de concentracion, evidenciando re ingresos de farmaco.
Particularmente para Metadona, pudo comprobarse que el cociente Saliva/ Plasma es
util en la deteccion de este tipo de procesos como indicador del cociente de
concentraciones arteriales/venosas. Sin embargo, también pudo observarse que el
analisis de los resultados puede no ser simple debido a la alta variabilidad en la
determinacion de farmacos en saliva y la dificultad que se presenta cuando los
volumenes extraidos son pequenos.

Parece altamente probable que farmacos ionizables como los estudiados, recirculen a
traves de fluidos como el jugo gastrico o el jugo pancreatico. Si bien no se comprobd
mediante la determinacion de farmaco a nivel de estos fluidos, el hecho de que la
sacarosa, siendo un importante estimulante de la secrecion pancreatica, favoreciera el
proceso para el lbuprofeno, hace pensar que la hipotesis es factible.

Se pudo determinar que el modo de administracion fue un factor influyente sobre este
proceso. Tras la ingesta de comidas, ocurre un aumento del gasto cardiaco esplacnico,
incluso de hasta un 50% para pancreas e intestino, exacerbando procesos de
recirculacion plasma- tracto gastrointestinal- plasma. Sin embargo, en estas condiciones,
el clearance intestinal podria verse aumentado por encima de lo previsto por el aumento
del gasto cardiaco esplacnico. El gradiente de pH existente entre plasma y jugo
pancreatico, y entre plasma y jugo gastrico, asi como el aumentado flujo sanguineo,
permitiria una gran secrecion de moléculas hacia estos fluidos. De esta manera, una
cantidad suplementaria de moléculas, destinadas originalmente al pancreas o estbmago,
alcanzan el enterocito y se ve aun mas incrementado el clearance intestinal del farmaco,
lo que puede disminuir la exposicion al mismo. Por otra parte, la quita de estas moléculas
secretadas al suministro hepatico por medio de la vena porta, podria evitar el incremento
del clearance hepatico por aumento del gasto cardiaco esplacnico, e incluso podria
asumirse constante entre un sistema en ayuno y un sistema en el que se administran
comidas frecuentemente.

En farmacos que ademas presenten isomeria, este proceso también influiria sobre la tasa
de inversion quiral. Como se explico, una de las posibles rutas de metabolizacion de
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farmacos estereoisémeros es justamente la conversion de un isbmero en otro. Durante
la presente investigacion, se utilizé el cociente de concentraciones S/R como indicador
de este proceso. Repetidamente se evidencio que luego de la ingesta de comidas, el
cociente modificaba la tendencia que seguia. Dado lo expuesto anteriormente respecto
a la influencia de las comidas, y la consecuente re distribucion de flujo, sobre el clearance
intestinal y hepatico de los farmacos, se puede concluir que el intestino cumple un rol
muy importante en la metabolizacion de los mismos. Asimismo, considerando los
resultados obtenidos y el mecanismo por el cual ocurre la inversion quiral, la localizacion
del proceso en el enterocito parece altamente probable.

El impacto del modo de administracion no es el mismo cuando se trata de diferentes
farmacos. Muchas veces los procesos de recirculacion aumentan el tiempo de residencia
de las moléculas en el organismo, prolongado su acciéon, sin embargo, en algunos
farmacos, como para Metadona, el isémero S podria no favorecerse de este proceso ya
que cada vez que atraviesa el enterocito aumenta su eliminacion. Para los AINES, la
ingesta de comidas podria en algunos casos promover la relacion entre isbmeros que
resulta mas beneficiosa para la terapia, al favorecer la conversion R-en-S, pero en otros
casos, como para lbuprofeno, podria nho impactar sobre la exposicion al isbmero activo
ya que la mayor tasa de conversion no logra compensar el gran aumento de clearance
intestinal que se ve para ambos isdbmeros.

En conclusion, parece claro que los procesos de recirculacion plasma-tracto
gastrointestinal-plasma estimulados por la ingesta de comidas, influyen sobre los perfiles
de seguridad y eficacia de los farmacos. Serian de particular importancia los farmacos
estereoisdmeros ya que su exposicion se ve afectada de manera disimil, y sus perfiles
farmacodinamicos pueden ser diferentes entre si. Sin embargo, estos factores no afectan
de manera uniforme a todos los farmacos y debe considerarse cada caso en particular
para poder hacer una recomendacion respecto, por ejemplo, al modo de administracion.
Por esto es interesante destacar, que este tipo de investigaciones, si bien aportan valiosa
informacioén respecto a la farmacocinética de determinados farmacos, principalmente
constituyen herramientas poderosas para el entendimiento de la fisiologia, lo que permite
la aplicacion del conocimiento a diferentes casos.

Otro factor que demostrd condicionar de manera importante la farmacocinética de los
farmacos estudiados, fueron las diferencias fisiologicas entre hombre y mujeres. Se
observé el mas lento vaciado gastrico de las mujeres respecto los hombres v,
principalmente, su mayor pH intestinal. Esta diferencia de pH a nivel intestinal, indujo una
pérdida de biodisponibilidad desde una formulacion de liberacion modificada respecto a
una formulacién de liberacion inmediata, en mujeres. Quizas, la diferencia de pH entre
sexos en las primeras porciones del intestino no sea suficiente para impactar sobre la
biodisponibilidad de formulaciones de liberacion inmediata que liberan completamente
su contenido en esta zona. Sin embargo, el impacto si podria ser significativo en
formulaciones de liberacion prolongada cuya liberacion se prolonga a lo largo del
intestino. Ademas, se obtuvo una mayor tasa de conversion en hombres. EI mayor
tamano corporal de los hombres provoca menores concentraciones plasmaticas,
pudiendo evitar la saturacion de algunos procesos saturables, como la conversion entre
isbmeros.
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Estos resultados y las diferencias entre sexos, pudieron reproducirse /n vitro. Los ensayos
de disolucion /n wvitro utilizando el aparato USP |V, junto con los coeficientes de
distribucion en n-octanol, fueron una herramienta util de prediccion de la absorcion oral
de farmacos ionizables, y por lo tanto su biodisponibilidad. El aparato de disolucion
utilizado logra simular el mas lento vaciado gastrico que presentan las mujeres, su menor
peristaltismo y su mayor pH intestinal. Estos ensayos permitirian prever resultados
terapéuticos de manera mas rapida y economica con el fin de realizar recomendaciones
iniciales respecto a un tratamiento, que luego deberan confirmarse mediante estudios /n
Vivo 0 en la practica clinica.

Las diferencias entre sexos pueden afectar también los perfiles de seguridad de un
tratamiento como pudo demostrarse cuando se realizé el estudio con Metadona en el
que el grupo de mujeres experimentd mas efectos adversos que los hombres.

Nuevamente se evidencia, la necesidad de considerar las caracteristicas individuales de
los pacientes a la hora de instaurar un tratamiento.

Resumiendo, se demostro la disimil exposicion a los isomeros que puede obtenerse tras
la administracion de una mezcla racémica y como diferentes variables impactan sobre la
relacion entre los isomeros. Por mas que la terapia estereoselectiva resulte beneficiosa,
por ejemplo, porque solo uno de los isbmeros sea farmacoldgicamente activo, la mayoria
de los farmacos estereoisbmeros que se encuentran en el mercado, se administran como
racematos debido al coste economico y a la complejidad de la separacion de los
isomeros. Esto introduce la necesidad de considerar el seguimiento de la terapia con
estos medicamentos a través de la determinacion de los isbmeros por separado, ya que,
como se menciond, el perfil farmacocinético y farmacodinamico de los isomeros puede
ser diferente y, por lo tanto, carece de logica el analisis de la mezcla racémica. En el
presente trabajo, se pone de manifiesto la ventaja de la determinacion quiral. De otra
manera, no hubiese sido posible la deteccion de los procesos estudiados y el correcto
analisis de los resultados. Por otro lado, la informaciéon recabada podria ser de utilidad
para el desarrollo de formas farmacéuticas innovadoras que permitan un mas eficiente
uso de la dosis racémica contenida.

Es de destacar la importancia de la investigacion, en este caso en farmacocinética y en
los factores que impactan sobre la misma, ademas del entendimiento de diferentes
aspectos de la fisiologia humana, para lograr un mejor aprovechamiento de los farmacos
disponibles en el mercado, promoviendo el uso racional de los mismos, y para guiar e
incentivar el desarrollo de nuevos farmacos a nivel nacional, siempre con el fin Ultimo de
mejorar los perfiles de seguridad y eficacia de los tratamientos farmacoldgicos en
beneficio de los usuarios.
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Anexo |: Procedimiento para la dosificacion de enantiomeros de
Ketoprofeno en plasma

1. OBJETIVO

El objetivo de este procedimiento es disponer de una metodologia normalizada para la
dosificacion de enantiomeros de Ketoprofeno (KETO Sy KETO R) en plasma.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica al Area Analitica del CEBIOBE y a todos los ensayos de
Ketoprofeno en plasma alli realizados.

3. RESPONSABILIDAD

La responsabilidad por la aplicacion de este procedimiento corresponde a los analistas
del CEBIOBE. Sin perjuicio de lo anterior el Supervisor del Area Analitica es
responsable de verificar la correcta aplicacion de este procedimiento y de evaluar
periddicamente su adecuabilidad para el alcance previsto.

4. DEFINICIONES, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

TEAA: Acetato de Trietilamonio

TEA: Trietilamina

ACN: Acetonitrilo calidad HPLC

FB: Fenobarbital.

KETO: Ketoprofeno, mezcla racémica.

HPLC: Equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento.
MeOH: Metanol calidad HPLC.

AcOEt: Acetato de Etilo

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

5.1 Preparacion de soluciones

5.1.1 Solucion Amortiguadora de TEAA 1% pH 5,0. Tomar 10 mL de una solucion de
TEA calidad HPLC y llevar a 1 L de agua destilada en material graduado. Ajustar pH con
acido acetico a pH=5,0 + 0,05. Filtrar por membrana de 0,45um.

5.1.2 Solucion Fase Movi. Tomar con material graduado 95 mL de solucion
amortiguadora de TEAA 1% pH 5,0 y 5 mL de MeOH, y mezclar en un recipiente
adecuado. Sonicar durante 20 minutos.

5. 1.3 Solucion acido fosforico 2,5 M. Tomar 17,2 mL de acido fosférico concentrado
(85% p/p, d=1,686 g/mL), y llevar a 100 mL con agua destilada.
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5. 1.4 Mezcla de extraccion. Tomar con material graduado 75 mL de Hexano y 25 mL de
AcOEt, mezclarlos en un recipiente adecuado.

5.1.5 Solucion de Estandar Interno. Pesar en forma exacta aproximadamente 50,0 mg
de FB estandar, disolver y llevar a 25 mL con metanol utilizando un matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 2000 pg/mL (Solucién SMEI). Tomar 10
mL de SMEI con material aforado y llevar a 50 mL con metanol en matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 400,0 ug/mL (Solucién SE).

5.1.6 Solucion Madre KETO (SM). Pesar en forma exacta aproximadamente 50,00 mg
de KETO estandar, disolver y llevar a 50 mL con metanol en matraz aforado, obteniendo
una concentracion aproximada a 1000 pg/mL.

5.1.7 Soluciones Metandlicas estandar: se realizaran a partir de la solucion madre de
KETO de acuerdo a la siguiente tabla. Realizar todas las diluciones con material aforado.

Nombre Generada a o s Concentracién Congentracion
Solucién partir de Dilucion KETO (ug/mL) KETO S -KETOR
(Hg/mL)

SM - - 1000 500,0

S1 SM 5/10 500,0 250,0

S2 SM 2/10 200,0 100,0

S3 SM 0,5/10 50,00 25,00

S4 SM 0,5/50 10,00 5,000

5. 1.8 Soluciones Plasmaticas estandar KETO para curva de calibracion: a 5 mL de
plasma blanco tomados con pipeta aforada, agregar utilizando jeringa de vidrio de 50
uL, la solucion metandlica y el volumen especificado en la tabla. Luego homogeneizar
en vortex por 10 segundos.

. Concentraciéon
Nombre Plasma Volumen Concentracién
Solucién cargado con: cargado: KETO (ng/mL) KETO S - KETO
' ] R (ng/mL)
CAL 1 S1 150 14563 7282
CAL 2 SM 50 9901 4951
CAL 3 S1 50 4950 2475
CAL 4 S2 50 1980 990,0
CAL 5 S3 50 495,0 2475
CAL 6 S4 50 99,01 49,51

5.2 Tratamiento de muestras

A 1 mL de muestra plasmatica tomada con pipeta automatica agregar 50 uL de solucion
SEI utilizando jeringa de vidrio. La concentracion resultante de estandar interno en

plasma es de 19048 ng/mL. Agregar 1 mL de acido fosférico 2,5 M. Agitar en vortex
durante 10 segundos.

Agregar 4,0 mL de la mezcla de extraccion utilizando material graduado.

78



Agitar en vortex durante 1 minuto.

Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos.

Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase organica (superior), pasarla al tubo de
centrifuga.

Evaporar a sequedad bajo corriente de nitrégeno en barfio seco a 40 °C.

Retomar con 100 pL de solucion fase movil, tomados con pipeta automatica, y agitar en
vortex aproximadamente 10 segundos.

Tomar la solucion y pasar a vial de polipropileno de 250 pL.

Inyectar 40uL en HPLC.

5.3 Preparacion curva de calibracion para analisis de muestras de voluntarios

Realizar el tratamiento de muestras segun item 5.2 por duplicado de cuatro a seis de los
niveles de soluciones plasmaticas (CAL 1 a CAL 6).

5.4. Preparacion de soluciones plasmaticas estandaar para utilizar como controles en e/
anadlisis de muestras de voluntarios.

5.4.1 Soluciones metandlicas de KETO:

e (C1: pesar en forma exacta aproximadamente 32,00 mg de KETO estandar,
disolver y llevar a 10 mL con metanol en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 3200 pg/mL.

e (C30: pesar en forma exacta aproximadamente 32,00 mg de KETO estandar,
disolver y llevar a 25 mL con metanol en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 1280 pg/mL.

e (C3':tomar 2,0 mL de la solucién C20 con pipeta automatica, y llevar a 25 mL
con metanol en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a
102,4 pg/mL.

5.4.2 Soluciones plasmaticas control:a 25 mL de plasma blanco medidos con matraz
aforado, agregar utilizando pipeta automatica 100 pL de las soluciones metandlicas
especificadas en la tabla. Homogeneizar.

Nombre Solucion Plasma cargado Concentracion Concentracion
con: KETO (ng/mL) [KETO S/R (ng/mL)
CTLA C1 12749 6374
CTL M C30 5100 2550
CTLB C3 408,0 204,0

5.5 Condiciones Cromatograficas

Equipo: HPLC Dionex Ultimate 3000 Series.

Columna: CHIROBIOTICS™ T (15cm x 4,6mm; 5um).

Detector: de arreglo de diodos, DionexDAD-3000.

Fase movil: Solucion Amortiguadora TEAA 1% pH 5,0: MeOH (95:5).

79



Flujo: 1,0 mL/min.

Longitud de onda: 220nm hasta los 7,0 min., con posterior cambio a 260 nm.
Temperatura de horno de columna: 40 °C

Temperatura de compartimento de muestras: 10°C

Volumen de inyeccion: 40 pL

Tiempo de corrida total: 13 minutos

5.6 Tiempos de Retenciéon

FB (E.l) ~ 4,2 minutos
KETO S ~ 9,0 - 8,0 minutos (segun la concentracion)
KETO R ~ 10,5 - 9,0 minutos (segun la concentracion)

5.7 Calculos
Se determinaran las concentraciones de los enantiomeros KETO S y KETO R utilizando
como variable independiente la relacion de areas que presenten respecto a la FB. El dia

de la dosificacion, se realizara una curva de calibracion para cada enantiomero que se
utilizara para la cuantificacion de los mismos.
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Anexo II: Procedimiento para la dosificacion de enantidmeros de
Ibuprofeno en plasma

1. OBJETIVO

El objetivo de este procedimiento es disponer de una metodologia normalizada para la
dosificacion de enantiomeros de Ibuprofeno (IBF R e IBF S) en plasma.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica al Area Analitica del CEBIOBE y a todos los ensayos de
lbuprofeno en plasma alli realizados.

3. RESPONSABILIDAD

La responsabilidad por la aplicacion de este procedimiento corresponde a los analistas
del CEBIOBE. Sin perjuicio de lo anterior el Supervisor del Area Analitica es responsable
de verificar la correcta aplicacion de este procedimiento y de evaluar periédicamente su
adecuabilidad para el alcance previsto.

4. DEFINICIONES, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ACN: Acetonitrilo calidad HPLC

FURQO: Furosemide

IBF: Ibuprofeno, mezcla racémica.

HPLC: Equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento.
MeOH: Metanol calidad HPLC.

AcOEt: Acetato de Etilo

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

5.1 Preparacion de soluciones

5. 1.1 Solucion Amortiguadora de Fosfato 20 mM pH 7,0. Pesar aproximadamente 2,8 g
de Fosfato dibasico de sodio y llevar a 1 L de agua destilada en material graduado.
Ajustar pH con éacido fosférico a pH=7,0 + 0,05. Filtrar por membrana de 0,45um.

5.1.2 Solucion Fase Movi. Tomar con material graduado 99 mL de solucion
amortiguadora de Fosfato 20 mM pH 7,0 y 1,0 mL de ACN para preparar 100 mL de la
solucion. Mezclar en un recipiente adecuado y sonicar durante 20 minutos.

5.1.3 Solucion acido fosforico 2,5 M. Tomar 17,2 mL de acido fosforico concentrado
(85% p/p, d=1,686 g/mL), y llevar a 100 mL con agua destilada.

5.1.4 Mezcla de extraccion. Tomar con material graduado 85 mL de Hexanoy 15 mL de
AcOEt, mezclarlos en un recipiente adecuado.
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5.1.5 Solucion de Estandar Interno. Pesar en forma exacta aproximadamente 30,0 mg
de FURO estandar, disolver y llevar a 50 mL con metanol utilizando un matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 600,0 ug/mL (Solucion SMEI). Tomar 5,0
mL de SMEI con material aforado y llevar a 10 mL con metanol en matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 300,0 pg/mL (Solucién SEl).

5.1.6 Solucion Maadre IBF (SM IBF). Pesar en forma exacta aproximadamente 30,00 mg
de IBF estandar, disolver y llevar a 50 mL con metanol en matraz aforado, obteniendo
una concentracion aproximada a 600,0 pg/mL.

5. 1.7 Soluciones estandar: se realizaran a partir de la solucion madre de IBF de acuerdo
a la siguiente tabla. Realizar todas las diluciones en una mezcla Agua:MeOH (50:50) con
material aforado.

Nombre Generada a Dilucisn | Concentracion Concentracion IBF
Solucién partir de IBF (ug/mL) | R-IBF S (ug/mL)
SM - - 600,0 300,0
S1 SM 510 300,0 150,0
S2 SM 2/10 120,0 60,00

5. 1.8 Soluciones Plasmaticas estandar IBF para curva de calibracion: a 5,0 mL de
plasma blanco tomados con pipeta aforada, agregar utilizando pipeta automatica, la
solucion estandar y el volumen especificado en la tabla. Luego homogeneizar en vortex

por 10 segundos.

. Concentraciéon
Nombre Plasma Volumen Concentracién
Solucién cargado con: |cargado (uL): [ IBF (ug/mL) IBF R - IBF S
(ug/mL)

CALO SM 700 73,68 36,84
CAL 1 SM 300 33,96 16,98
CAL 2 SM 150 17,48 8,738
CAL 3 SM 100 11,76 5,882
CAL 4 S1 100 5,882 2,941
CAL 5 S2 150 3,495 1,748
CAL 6 S2 50 1,091 0,5455

5.2 Tratamiento de muestras

A 0,5 mL de muestra plasmatica tomada con pipeta automatica agregar 50 uL de
solucion SEl utilizando jeringa de vidrio. La concentracion resultante de estandar interno
en plasma es de 27,27 ug/mL.
Agregar 0,5 mL de acido fosférico 2,5 M.
Agitar en vortex durante 10 segundos.
Agregar 3,0 mL de la mezcla de extraccion utilizando material graduado.
Agitar en vortex durante 1,5 minutos.
Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos.
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Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase organica (superior), pasarla al tubo de
centrifuga.

Evaporar a sequedad bajo corriente de nitrogeno en barfio seco a 40 °C.

Retomar con 100 pL de solucion fase moévil, tomados con pipeta automatica, y agitar en
vortex aproximadamente 10 segundos.

Tomar la solucion y pasar a vial de polipropileno de 250 pL.

Inyectar 20 uL en HPLC.

5.3 Preparacion curva de calibracion para analisis de muestras de voluntarios

Realizar el tratamiento de muestras segun item 5.2 por duplicado de cuatro a seis de los
niveles de soluciones plasmaticas (CAL 0 a CAL 6).

5.4. Preparacion de soluciones plasmaticas estandaar para utilizar como controles en e/
analisis de muestras de voluntarios.

5.4.1 Soluciones metandlicas de IBF:

e (C1: pesar en forma exacta aproximadamente 20,00 mg de IBF estandar,
disolver y llevar a 10 mL con MeOH en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 2000 pg/mL.

e (C2: pesar en forma exacta aproximadamente 25,00 mg de IBF estandar,
disolver y llevar a 25 mL con MeOH en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 1000 pg/mL.

e (3: pesar en forma exacta aproximadamente 20,00 mg de IBF estandar,
disolver y llevar a 50 mL con MeOH en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 400,0 ug/mL.

5.4.2 Soluciones plasmaticas control:a 20 mL de plasma blanco medidos con matraz
aforado, agregar utilizando pipeta automatica 200 pL de las soluciones metandlicas
especificadas en la tabla. Homogeneizar.

Nombre Solucion Plasma cargado | Concentracién IBF | Concentracién IBF
con: (ug/mL) S/R (ug/mL)
CTLA C1 20,00 10,00
CTL M C2 10,00 5,000
CTL B C3 4,000 2,000

5.5 Condiciones Cromatograficas

Equipo: HPLC Dionex Ultimate 3000 Series.

Columna: CHIRALPACK AGP™ (100 x 4 mm; 5um)

Detector: de arreglo de diodos, DionexDAD-3000.

Fase movil: Solucion Amortiguadora de Fosfato 20mM pH 7,0: ACN (99:1).
Flujo: 0,5 mL/min.

Longitud de onda: 220 nm
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Temperatura de horno de columna: 15 °C
Temperatura de compartimento de muestras: 5°C
Volumen de inyeccion: 20 pL

Tiempo de corrida total: 14 minutos

5.6 Tiempos de Retenciéon
FURO (E.I) ~ 12,0 minutos
IBF R ~ 5,5 minutos
IBF S ~ 7,0 minutos

5.7 Calculos

Se determinaran las concentraciones de los enantiomeros IBF R e IBF S utilizando como
variable independiente la relacion de areas que presenten respecto a la de FURO. El dia
de la dosificacion, se realizara una curva de calibracion para cada enantiomero que se

utilizara para la cuantificacion de los mismos.

84



Anexo lll: Procedimiento para la dosificacion de enantidmeros de
Metadona y su metabolito EDDP en diferentes fluidos biol6gicos

1. OBJETIVO

El objetivo de este procedimiento es disponer de una metodologia normalizada para la
dosificacion de enantiomeros de Metadona (R-MTD y S-MTD) en plasma, saliva y orina
y ademas para la dosificacion de su metabolito principal (R-EDDP y S-EDDP) en orina
solamente.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica al Area Analitica del CEBIOBE y a todos los ensayos de
Metadona en fluidos biologicos alli realizados.

3. RESPONSABILIDAD

La responsabilidad por la aplicacion de este procedimiento corresponde a los analistas
del CEBIOBE. Sin perjuicio de lo anterior el Supervisor del Area Analitica es
responsable de verificar la correcta aplicacion de este procedimiento y de evaluar
periddicamente su adecuabilidad para el alcance previsto.

4. DEFINICIONES, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ACN: Acetonitrilo calidad HPLC

MTD: Metadona mezcla racémica base libre (PM=309.445 g/mol)

MTD estandar: como clorhidrato, PM=345.91 g/mol, contiene 89.46% de MTD.
R-MTD: Isémero R de Metadona

S-MTD: Isdbmero S de Metadona

EDDP: 2-etildieno- 1,5- dimetil-3,3- difenilpirrolidina mezcla racémica base libre.
EDDP estandar: como perclorato, PM=377.86 g/mol, contiene 73.68% de EDDP.
R-EDDP: Isbmero R de EDDP

S-EDDP: Isbmero S de EDDP

IMP: Imipramina

HPLC: Equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento.

HEX: Hexano

MeOH: Metanol

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

5.1 Preparacion de soluciones.
5. 1.1 Solucion Amortiguadora de Fosfato 20mM - ZmM dliisopropil amina pH 6,0 y 7,0.

Pesar 2,8 g de Fosfato Dibasico de Sodlo. Disolver en 1 L de agua destilada en material
graduado y agregar 350 pL de diisopropil amina. Ajustar pH con acido fosférico a pH=6,0

85



+ 0,05 para el analisis de muestras urinarias o pH=7,0 + 0,05 para el analisis de muestras
salivales y plasmaticas. Filtrar por membrana de 0,45um.
5. 1.2 Soluciones Fase Movil. De acuerdo al fluido en donde se realizara la determinacion.

5.1.2.7 Orina. Tomar con material graduado 92 mL de solucion amortiguadora de
Fosfato 20 mM con amina pH 6,0 y 8 mL de ACN, y mezclar en un recipiente
adecuado. Sonicar durante 20 minutos.

5.1.2.2 Plasma y Saliva. Tomar con material graduado 82 mL de solucion
amortiguadora de Fosfato 20 mM con amina pH 7,0 y 18 mL de ACN, y mezclar
en un recipiente adecuado. Sonicar durante 20 minutos.

5.1.3 Solucion carbonato 1 M pH 10,0. Pesar 10,6 g de Carbonato de Sodio. Disolver en
100 mL de agua destilada. Ajustar pH con acido fosférico a pH=10,0 + 0,05.

5.1.4 Mezcla de extraccion. Tomar con material graduado 99 mL de Hexano y 1 mL de
Alcohol isoamilico, mezclarlos en un recipiente adecuado.

5.1.5 Solucion de Estandar Interno (SEI). Pesar en forma exacta aproximadamente 25,0
mg de IMP estandar, disolver y llevar a 50 mL con metanol utilizando un matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 500 ug/mL (Solucién SMEI). Tomar 2,0
mL de SMEI con material aforado y llevar a 100 mL con metanol en matraz aforado,
obteniendo una concentracion aproximada de 10,0 ug/mL (Solucién SEl).

5. 1.6 Solucion Madre MTD (SM MTD). Pesar en forma exacta aproximadamente 56,00
mg de MTD Clorhidrato estandar, disolver y llevar a 100 mL con agua destilada en matraz
aforado, obteniendo una concentracion aproximada a 500 ug/mL (MTD) .

5. 1.7 Soluciones acuosas estandar: se realizaran a partir de la solucion madre de MTD
de acuerdo a la siguiente tabla. Realizar todas las diluciones con material aforado.

Nombre Generada a o Concentracién Concentracion R-
Solucién partir de Dilucion MTD (ug/mL) MTD/S-MTD
(ug/mL)
SM - - 500,0 250,0
S-MTD SM MTD TmL en 10mL 99,95 49 97
S1 MTD SM MTD 1mL en 25mL 19,99 9,995
S2 MTD SM MTD 0,5mL en 50mL 4,997 2,499
S3 MTD SMMTD | 0,2mL en 50mL 1,999 0,9995
S4 MTD SMMTD | 0,1mL en 100mL 0,4997 0,2499

5.1.8 Solucion Reconstituida de EDDP (SMM EDDP). Reconstituir 10 mg de EDDP
Perclorato con 0,5 mL de agua destilada y filtrada. Realizar un trasvase cuantitativo a un
matraz aforado y llevar a volumen con 10 mL de MeOH, obteniendo una concentracion
aproximada a 732 pg/mL (EDDP).
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5.1.9 Solucion Madre de EDDP (SM EDDP). Tomar 5,0 mL de SMM EDDP con material
aforado y llevar a 10 mL con MeOH en matraz aforado, obteniendo una concentracion
aproximada a 366 pg/mL (EDDP). Con los restantes 5,0 mL de SMM EDDP se puede

preparar una segunda SM EDDP.

5.1.10 Soluciones acuosas estandar: se realizaran a partir de la solucion madre de EDDP
de acuerdo a la siguiente tabla. Realizar todas las diluciones con material aforado.

Nombre Generada a 0 Concentracién Concentracion R-
Solucion partir de Dilucion | Eppp (ug/miy | EPDP/S-EDDP
(ug/mL)
SM - - 366,0 183,0
S EDDP SM EDDP 2mL en 10mL 73,22 36,61
S1 EDDP SM EDDP 1mL en 10mL 36,61 18,31
S2 EDDP SM EDDP | 0,5mL en 50mL 3,661 1,831
S3 EDDP SM EDDP | 0,1mL en 50mL 0,7322 0,3661

5.1.11 Soluciones estanaar MTD y EDDP para curva de calibracion.

5.1.11.1. Orina: a 5 mL de orina blanco tomados con pipeta aforada, agregar
utilizando pipeta automatica de 1000uL, la solucién acuosa y el volumen
especificado en la tabla. Luego homogeneizar en vortex por 10 segundos.

MTD EDDP Concentracion (ng/mL)

Nombre | Solucién \ég'r‘érgjg Solucién \ég'rlgggg R-MTD/S- | R-EDDP/S-
Solucion | de carga de carga MTD EDDP

(uL) (uL)

CAL A S MTD 800 S EDPP 700 3276,9 4201
CALB S MTD 300 S EDDP 300 1375,4 2015
CALC S1MTD 300 S1 EDDP 300 535,4 980,7
CAL D S1MTD 150 S1 EDDP 150 2829 518,1
CALE S2 MTD 250 S2 EDDP 700 105,0 215,4
CAL F S3 MTD 300 S2 EDDP 300 53,54 98,07
CAL G S3MTD 100 S2 EDDP 150 19,04 52,30

5.1.11.2. Plasma. a 10 mL de plasma blanco tomados con pipeta aforada, agregar
utilizando pipeta automatica de 1000pL, la solucion acuosa y el volumen
especificado en la tabla. Luego homogeneizar en vortex por 10 segundos.

MTD
9 9 Volumen R-MTD/S-MTD
Nombre Solucién Solucion de carga cargado(yL) (ng/mL)
CAL A S2 MTD 450 107.6
CAL B S2 MTD 300 72.79
CAL C S3MTD 550 52.11
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CALD S3 MTD 250 24.38
CALE S4 MTD 450 10,76
CAL F S4 MTD 200 4,900

5.1.11.3. Saliva: a 10 mL de saliva blanco tomados con pipeta aforada, agregar
utilizando pipeta automatica de 1000uL, la solucion acuosa y el volumen
especificado en la tabla. Luego homogeneizar en vortex por 10 segundos.

MTD
Nombre Solucién | Solucién de carga Volumen cargado R-MTD/S-MTD
(UL) (ng/mL)
CAL A S2 MTD 700 163,5
CAL B S2 MTD 300 72,78
CAL C S3MTD 500 47,60
CALD S3MTD 200 19,60
CAL E S4 MTD 400 9,612
CAL F S4 MTD 200 4,900

5.2 Preparacion curva de calibracion para analisis de muestras de voluntarios.

Realizar el tratamiento de muestras segun item 5.2 por duplicado de cuatro a siete de los
niveles de soluciones plasmaticas (CAL A a CAL G).

5.3. Preparacion de soluciones plasmaticas estandar para utilizar como controles en el
analisis de muestras de voluntarios.

5.3.1 Soluciones acuosas de MTD:

e (C1MTD: pesar en forma exacta aproximadamente 24,00 mg de MTD estandar,
disolvery llevar a 20 mL con agua destilada en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 1068 ug/mL de MTD.

e C10 MTD: tomar 1,0 mL de la solucién C1 con pipeta automatica, y llevar a 25
mL con agua en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a
42,70 ug/mL de MTD.

e (C2MTD. pesar enforma exacta aproximadamente 23,00 mg de MTD estandar,
disolvery llevar a 20 mL con agua destilada en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 1023 pyg/mL de MTD.

e (C20 MTD: tomar 1,0 mL de la solucion C2 con pipeta automatica, y llevar a 50
mL con agua en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a
20,46 pg/mL de MTD.

e (C3 MTD: pesar en forma exacta aproximadamente 20,00 mg de MTD estandar,
disolvery llevar a 50 mL con agua destilada en matraz aforado, obteniendo una
concentracion aproximada a 355,9 yg/mL de MTD.

e (C30 MTD: tomar 1,0 mL de la solucion C1 con pipeta automatica, y llevar a 10
mL con agua en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a
35,59 pyg/mL de MTD.
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C300 MTD: tomar 1,0 mL de la solucion C1 con pipeta automatica, y llevar a

50 mL con agua en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada
a 7,12 yg/mL de MTD.

5.3.2 Soluciones control:a 25 mL de fluido blanco medidos con matraz aforado,
agregar utilizando pipeta automatica de 1000uL, la solucién acuosa y el volumen
especificado en la tabla. Luego homogeneizar en vortex por 10 segundos.

5.3.2.1 Orina.

MTD
» , .| Volumen cargado Conc. R-MTD/S-
Nombre Solucién | Orina cargada con: (L) MTD (ng/mL)
CTL OA C1MTD 150 3184
CTL OM C2 MTD 100 2038
CTL OB C30 MTD 200 141,2

5.3.2.2 Plasma.

MTD
Nombre Solucién Plasma cargado Volumen cargado Conc. R-MTD/S-
con: (ML) MTD (ng/mL)
CTL PA C10 MTD 100 85,07
CTL PM C20 MTD 100 40,76
CTL PB C300 MTD 100 14,18

5.3.2.3 Saliva.

MTD
» , .| Volumen cargado Conc. R-MTD/S-
Nombre Solucién | Saliva cargada con: (uL) MTD (ng/mL)
CTL SA C10 MTD 150 127,3
CTL SM C20 MTD 200 81,20
CTL SB C300 MTD 100 14,18

5.4 Tratamiento de muestras.

5.4.1 Orina y Saliva.

A 1 mL de muestra tomada con pipeta automatica agregar 50 uL de solucion
SEl

utilizando jeringa de vidrio de 50 uL. La concentracion resultante de
estandar interno en la muestra es de 476.2 ng/mL.
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Agregar 200 uL de buffer carbonato 1 M pH 10.

Agitar en vortex durante 10 segundos.

Agregar 5,0 mL de la mezcla de extraccion utilizando material graduado.
Agitar en vortex durante 2 minutos.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos.

Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase organica (superior), pasarla al tubo
de centrifuga.

Evaporar a sequedad bajo corriente de nitrégeno en bafio seco a 40 °C.
Retomar con 120 yL de solucion fase movil, tomados con pipeta automatica,
y agitar en vortex aproximadamente 10 segundos.

Tomar la solucion y pasar a vial de polipropileno de 250 pL.

Inyectar 80uL en HPLC.

5.4.2 Plasma.

A 2 mL de muestra plasmatica tomada con pipeta automatica 50 pL de
solucion SEI  utilizando jeringa de vidrio. La concentracion resultante de
estandar interno en plasma es de 250 ng/mL.

Agregar 400 uL de buffer carbonato 1 M pH 10.

Agitar en vortex durante 10 segundos.

Agregar 6,0 mL de la mezcla de extraccion utilizando material graduado.
Agitar en vortex durante 2 minutos.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos.

Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase organica (superior), pasarla al tubo
de centrifuga.

Evaporar a sequedad bajo corriente de nitrogeno en bafio seco a 40°C.
Retomar con 120 pL de solucion fase movil, tomados con pipeta automatica,
y agitar en vortex aproximadamente 10 segundos.

Tomar la solucion y pasar a vial de polipropileno de 250 uL.

Inyectar 80uL en HPLC.

5.5 Condiciones Cromatograficas.
5.5.1 Orina.

Equipo: HPLC Dionex Ultimate 3000 Series.
Columna: CHIRALPACK AGP™ (100 x 4 mm; 5um).
Detector: de arreglo de diodos, DionexDAD-3000.
Fase movil: Solucion Amortiguadora de Fosfato 20mM pH 6,0 + 2mM diisopropil
amina: ACN (92:8).

Flujo: 0,7 mL/min.

Longitud de onda: 215 nm

Temperatura de horno de columna: 25 °C
Temperatura de compartimento de muestras: 10°C
Volumen de inyeccion: 80 uL

Tiempo de corrida total: 38 minutos
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5.5.1 Plasma y Saliva.

Equipo: HPLC Dionex Ultimate 3000 Series.
Columna: CHIRALPACK AGP™ (100 x 4 mm; 5um).
Detector: de arreglo de diodos, DionexDAD-3000.

Fase movil: Solucion Amortiguadora de Fosfato 20mM pH 7,0 + 2mM diisopropil

amina: ACN (82:18).

Flujo: 0,7 mL/min.

Longitud de onda: 215 nm

Temperatura de horno de columna: 25 °C
Temperatura de compartimento de muestras: 10°C
Volumen de inyeccion: 80 pL

Tiempo de corrida total: 18 minutos

5.6 Tiempos de Retencion.
5.6.1 Orina.

R-EDDP ~ 11,7 minutos
S-EDDP~ 16,8 minutos
R-MTD ~ 18,5 minutos
S-MTD ~ 24,9 minutos
IMP (E.I) ~ 30,5 minutos

5.6.2 Plasma y Saliva.
R-MTD ~ 9,1 minutos
S-MTD ~ 11,5 minutos
IMP (E.I) ~ 14,6 minutos

5.7 Calculos.

Se determinaran las concentraciones de los enantiomeros de MTD y EDDP utilizando
como variable independiente la relacion de areas que presenten respecto a la IMP. El dia
de la dosificacion, se realizara una curva de calibracion para cada enantiomero que se

utilizara para la cuantificacion de los mismos.
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