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GFZ: Gemfibrozilo

HA: hipertension arterial

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

HF: hipercolesterolemia familiar

ID: intestino delgado

KTZ: ketoconazol

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad

Lpa: Lipoproteina A

MEs: microemulsiones

O/W: Aceite en agua

PPARa: Proliferadores de Peroxisomas Alfa
PZQ: praziquantel

TG: triglicéridos

W/O: Agua en aceite



GLOSARIO DE TERMINOS

Biomodelos: consiste en practicar diversas experiencias con los animales
con el objetivo de sacar un beneficio o provecho para el ser humano, puede
tratarse, por ejemplo, de probar un nuevo medicamento o un tratamiento
médico sobre un animal con el fin de evaluar sus eventuales efectos
secundarios sobre el ser humano. Varias especies animales pueden
utilizarse, pero la mas frecuente es el ratén.

Citocromo P450 3A4: es una enzima importante localizada en el intestino
e higado, es responsable de la oxidacién de los farmacos administrados

por la via oral.

Diagrama de fases: son representaciones graficas de las fases que estan
presentes en un sistema de materiales a varias temperaturas, presiones y

composiciones.

Dislipidemia: es caracterizada por elevados niveles de lipidos en la sangre
como colesterol o triglicéridos, que son transportadas por las lipoproteinas.

Enterocitos: célula absorbente provista de numerosas microvellosidades
en su cara libre para aumentar la superficie de absorcién que se encuentra

en las paredes del intestino.

Fases inmiscibles: es un término utilizado en quimica que se refiere a dos
liquidos que poseen diferentes polaridades, debido a esto su mezcla es
parcial o nula.

Hipercolesterolemia familiar: esta enfermedad provoca que el nivel de
colesterol LDL (malo) sea muy alto. La afeccion empieza al nacer y puede
causar ataques cardiacos a temprana edad.

Isotropicas: Las sustancias isotropas tienen propiedades épticas idénticas
en todas las direcciones de la observacion.

Microemulsiones: son sistemas coloidales transparentes, anfifilo y
termodinamicamente estables. Las MEs depende de los componentes de
liquidos no miscibles, como por ejemplo agua y un disolvente apolar en las



que pueden coexistir cantidades, gracias a la presencia de uno o mas
tensoactivos con un balance hidrofilia-lipofilia (HLB) adecuado.

Tensoactivos: Sustancia que modifica la tensién superficial del liquido en
el que se halla disuelta.
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RESUMEN

El gemfibrozilo, es un farmaco muy utilizado para el tratamiento de la
hipercolesterolemia. A pesar de ello, presenta algunos problemas que
limitan su uso, como la baja solubilidad en agua lo que dificulta la
biodisponibilidad. Como alternativa para mejorar las limitaciones; las
microemulsiones son sistemas termodinamicamente estables, de gran
interés ya que pueden actuar como vehiculos de liberacion de farmacos. El
presente trabajo tuvo como finalidad realizar un estudio experimental ex
vivo, empleando el modelo del saco intestinal invertido. El método se realizé
utilizando cobayos, los cuales fueron mantenidos en ayunas por un periodo
de 8 horas con agua ad libitum. Los animales fueron anestesiados con
ketamina/diazepam (100mg/5mg) para la remocién del intestino. Los
resultados mostraron que las MEs aumentaron la absorcion intestinal del
GFZ tanto para el intestino delgado (ID) como en el colon. Con los
resultados presentados, se sugiere que las microemulsiones son
potenciales transportadores de farmacos lipofilicos.

PALABRA CLAVE: Absorcion intestinal, biomodelo, gemfibrozilo,
microemulsiones, saco intestinal invertido
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ABSTRACT

Gemfibrozil is a very suitable drug for the treatment of
hypercholesterolemia. Despite this, we present some problems that limit its
use, such as the low solubility in water that hinders bioavailability. As an
alternative to improve the Ilimitations; Microemulsions are
thermodynamically stable systems of great interest and can act as drug
delivery vehicles. The purpose of this work was to carry out an ex vivo
experimental study, using the inverted intestinal sac model. The method
was performed using guinea pigs, which were maintained in a time of 8
hours with water ad libitum. Animals were anesthetized with ketamine /
diazepam (100 mg / 5 mg) for bowel removal. The results improved as the
small intestine (ID) as in the colon. With the results of the results, the results
of the microemulsions and the transporters of lipophilic drugs.

KEYWORDS: Intestinal absorption, biomodel, gemfibrozil, microemulsions,
inverted intestinal sac.



INTRODUCCION

El gemfibrozilo (GFZ), pertenece al grupo de los fibratos ya que es un
regulador de lipidos derivado del acido valérico el cual es el farmaco de
eleccion para el tratamiento de la hipercolesterolemia. En Ecuador, es muy
prescrito por los médicos, por esta razéon se encuentra dentro del Cuadro
Nacional de Medicamentos Basicos. A pesar de ello, el GFZ presenta
algunas limitaciones en su uso, como por ejemplo la baja solubilidad en
agua lo que dificulta la biodisponibilidad (Kohli, Chopra, Dhar, Arora, &
Khar, 2010; Habsi, Massarky, & Moon, 2015).

El gemfibrozilo pertenece a la clase Il en el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica, lo que indica que presenta una alta lipofilicidad. En las
ultimas décadas la ciencia ha ido avanzando en la busqueda de nuevas
alternativas farmacéuticas con la finalidad de mejorar los problemas de

solubilidad de farmacos (Davoodi et al., 2018).

Las microemulsiones (MEs) son sistemas Opticamente isotropicos de
aceite, agua, surfactante y cotensoactivo, que tienen una estabilidad
termodinamica. En términos generales son de gran interés para la industria
farmacéutica ya que pueden actuar como vehiculos de liberacién de
farmacos cuyas moléculas activas son hidrofilicas y/o lipofilicas (Deshmukh
& Tiwari, 2017; Patel, Patel, Dwivedi, & Kaurav, 2017).

En los ultimos afos, los estudios de absorcion intestinal empleando la
técnica del modelo intestinal invertido han ganado atencién debido a la
capacidad de mostrar los perfiles farmacocinéticos, absorcién de farmacos
a través de los enterocitos, conocimiento sobre el transporte de nuevos
farmacos, entre otros. El método presenta una ventaja importante
relacionada con el area de superficie grande disponible para la absorcion
(Villiger, Stillhart, Parrott, & Kuentz, 2016; Hunt et al., 2015).

En el presente proyecto se evalué la absorciéon intestinal del

gemfibrozilo en microemulsiones estabilizadas con Tween 80 y lecitina de



soya. El estudio experimental se realiz6 en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas, en que se utilizd6 cobayos como biomodelos. Los
animales fueron mantenidos por 8 horas en ayunas y posteriormente
anestesiados para la remocion del intestino.

Los resultados mostraron que las MEs aumentaron la absorcién
intestinal del GFZ tanto para el ID (intestino delgado) como en el colon. En
el ID se observa un aumento de la absorciéon de GFZ comparado con la del
colon. Con los resultados presentados, se sugiere que las microemulsiones
son un potencial transportador de farmacos lipofilicos.



CAPITULO |. PROBLEMA

La hipercolesterolemia, es una enfermedad cardiovascular caracterizada
por los niveles elevados de colesterol LDL (Lipoproteina de Baja Densidad)
en la sangre. Segun Rojas en el afo 2015 en Ecuador se registraron
alrededor de 4.200 muertes por infarto debido a esta enfermedad, lo que
generé un gasto publico de 227 millones de délares aproximadamente. El
farmaco mas utilizado para el tratamiento de la hipercolesterolemia es el
gemfibrozilo, un derivado del acido valérico que pertenece a un grupo de
medicamentos conocido como fibratos, encargados de regular los niveles
de lipidos en la sangre. Debido a su eficacia terapéutica, el gemfibrozilo
esta presente en el Cuadro Nacional de Medicamentos Basicos de
Ecuador. Sin embargo, este farmaco pertenece a la clase Il en la
Clasificacion Biofarmacéutica de Medicamentos, lo que significa que éste
presenta baja solubilidad en agua, y por ende una baja biodisponibilidad.
En este sentido, pacientes que realizan un tratamiento continuo generan
tolerancia. Las limitaciones mencionadas del gemfibrozilo pueden acarrear
otros problemas secundarios a los pacientes ya que se necesita elevadas
dosis para alcanzar el mismo efecto terapéutico.



1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Las microemulsiones estabilizadas con Tween 80 y lecitina de soya
podran mejorar la absorcién intestinal del gemfibrozilo?

1.2 HIPOTESIS

Las microemulsiones con diferentes tensoactivos podran modificar la
absorcion intestinal del gemfibrozilo.



1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Actualmente con la finalidad de reducir las limitaciones de los farmacos
nuevas alternativas tecnologicas han sido desarrolladas, tales como las
microemulsiones (MEs), los cuales son sistemas termodinamicamente
estables de bajo costo y facil produccién. A pesar de las ventajas que
poseen las MEs, hasta el presente existe poca informacién que refleja la
evaluacion de la absorcién de farmacos incorporados a estos sistemas. Los
estudios de absorcion de farmacos a través de la mucosa intestinal es un
parametro importante, ya que posibilita conocer la concentracién del
farmaco que sera absorbida hacia el torrente sanguineo. Por tal motivo en
el presente proyecto se evalta la absorcion del gemfibrozilo incorporado a
las MEs, a través de la mucosa intestinal, empleando el método del saco
intestinal invertido.



1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la absorcion intestinal del gemfibrozilo incorporado a
microemulsiones estabilizadas con Tween 80 y lecitina de soya.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar la absorcion a través de la mucosa intestinal del gemfibrozilo
incorporado en las microemulsiones.
e Describir el perfil farmacocinético del gemfibrozilo empleando el modelo ex

Vivo.



1.5 VARIABLES

1.5.1 Variable Dependiente
Nivel de absorcion intestinal

1.5.2 Variable Independiente
Microemulsion

Variable Conceptualizacion

Independiente | Microemulsion Mezclas
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tensoactivo.
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[ s
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Microemulsion
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Indice
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CAPITULO Ii. MARCO TERORICO

1.1 Las hiperlipidemias

Las hiperlipidemias engloban un amplio espectro de anormalidades
lipidicas, entre ellas se encuentran la hipercolesterolemia que es una
enfermedad cardiovascular clasificada como de alto riesgo debido a la
elevacion en los niveles de colesterol LDL (Lipoproteinas de Baja
Densidad). El metabolismo de los lipidos puede verse afectado por distintas
vias, y dar lugar a cambios en la funcién y/o los niveles de las lipoproteinas
plasmaticas. Las principales causas estan relacionadas a factores
genéricos, ambientales, mala alimentacion, obesidad, sedentarismo, etc
(Kong et al., 2018; Nufiez & Pérez, 2019).

La elevacién plasmatica de colesterol es un factor de riesgo importante,
ya que este se asocia con frecuencia a otros problemas (Tabla 1), como la
hipertension arterial (HA) pudiendo provocar el aumento de lesiones
vasculares. Asimismo, favorecer el desarrollo de la arterioesclerosis y sus
complicaciones, ademas, puede llevar el individuo al 6bito (Teufel, 2018;
Aljeneli, Ruel, Watters, & Genest, 2018).



Tabla 1 Factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares

Tradicionales

No modificables o
predisponentes

Edad (> 45 afnos en
hombres y > 55 en
mujeres)

Historia familiar de
enfermedad coronaria
(IAM o muerte subita
antes de 55 afios en
padre o hermanos y de
65 en madre o
hermanas)

*Lipoproteina A

Modificables

HTA
Diabetes mellitus
Hipercolesterolemia
Descenso de c-HDL
Tabaquismo
Obesidad

Sedentarismo

Fuente: Teufel, 2018

Emergentes

Lpa* aumentada
Hiperhomocisteinemia
HVI
Hipertrigliceridemia

c-LDL pequefias y

densas

Resistencia a la

insulina

Aumento de proteina
C de alta sensibilidad

Aumento de

fibrinégeno
Microalbuminuria

Aumento de actividad
oxidativa



La hipercolesterolemia es clasificada como familiar (HF), cuando hay un
trastorno genético autosémico dominante del metabolismo de las
lipoproteinas. Es caracterizado por concentraciones plasmaticas muy altas
de colesterol unido a las lipoproteinas de baja densidad (cLDL), los criterios
clinicos para identificar pacientes con HF incluyen: colesterol LDL elevado,
historia familiar de hipercolesterolemia, especialmente en nifios, depésitos
de colesterol en tejidos extravasculares como el arco corneal o xantomas
tendinosos y un riesgo muy alto de enfermedad coronaria prematura (Raal,
Hovingh, & Catapano, 2018; Ganjali et al., 2017).

El tratamiento para la hipercolesterolemia puede ser clasificado como
farmacolégico y no farmacoldgico (Tabla 2), siendo que el primero consiste
en la orientacion al paciente y el otro en el uso de medicamentos.

Tabla 2 Tipos de Tratamientos
%

No Farmacolégico Farmacolégico Referencia
Con el tratamiento precoz se (Hervas &
Se puede orientar al pueden reducir o eliminar el Ascaso, 2018).
paciente en la mejora del riesgo  de  enfermedad
consumo de calorias, para coronaria del corazén y su
prevenir y/o tratar el jncigencia a la poblacion
sobrepeso. general

Los farmacos mas utilizados (Caamario, 2015:

Se recomienda una para el tratamiento de la HF Muntoni,

ingesta de lipidos que pertenecen a la clase de los Pisciotta, &

represente entre un 30 y fioratos, los cuales se Bertolini, 2015).

un 35% de las calorias incluyen como principales:

totales benzafibrato, fenofibrato y el

gemfibrozilo

*ﬁ_%
Fuente: Autores, 2018
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1.2 Gemfibrozilo

Gemfibrozilo (GFZ), cuya estructura quimica se ilustra en la Figura 1, es un
regulador de lipidos derivado del acido valérico que pertenece a un grupo
de farmacos conocido como fibratos el cual es de eleccién clinica para el
tratamiento de la hipercolesterolemia. Presenta como principal efecto la
disminucién de los niveles de colesterol LDL y de los triglicéridos (TG) en
el plasma, ademas de aumentar la concentracion de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) en la sangre (Kohli, Chopra, Dhar, Arora, & Khar, 2010;
Habsi, Massarky, & Moon, 2015).

CHj
CHg

|
l
CHg

CHa

Figura 1 Estructura quimica del gemfibrozilo

Sus efectos estdn mediados por la activacion de los receptores
Proliferadores de Peroxisomas Alfa (PPARa, de sus siglas en inglés) que
acttan regulando la transcripcion en diferentes genes, de tal forma que
aumentan la actividad de la lipoproteina lipasa y aceleran el catabolismo de
las lipoproteinas ricas TG, resultando una disminucién entre el 25-40%,
ademas aumentan los niveles de cHDL (Villar et al., 2013).

Segun el Ministerio de Salud Publica (MSP) este farmaco es importante
en el Ecuador y por esto, forma parte del Cuadro Nacional de
Medicamentos Basicos que contiene los medicamentos esenciales
necesarios para cubrir las necesidades de salud de la mayoria de la
poblacién (MSP, 2013).

A pesar de ello, el GFZ pertenece a la clase Il en el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), lo que indica que es un farmaco con
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poca solubilidad en agua, alrededor de 0.01 mg/mL, debido a esto, presenta
baja velocidad de disociaciéon en el tracto gastrointestinal, y como
consecuencia una baja biodisponibilidad (Kasim et al., 2004; Kumar,
Bhargava, Thakkar, & Arora, 2013)

Los factores mencionados anteriormente corroboran las limitaciones en
la absorcién del gemfibrozilo después de la administracién oral (Fraz, Lee,
& Wilson, 2018), siendo necesarias elevadas dosis para producir el efecto
terapéutico que puede ser 900 mg/dia o llegar hasta 1200 mg/dia divididas
en dos partes de 600mg (Maiz, 1991).

En las ultimas décadas, la ciencia ha avanzado en la busqueda de
nuevas alternativas con la finalidad de mejorar los problemas de solubilidad
u otras limitaciones de los farmacos. Los sistemas de liberacion controlada
de farmacos son llamados asi debido a su capacidad de liberar un farmaco
a una velocidad sustentada, ademas de direccionar a un sitio diana
especifico, durante un periodo de tiempo determinado, en las que el
principio activo se libera a una velocidad constante, para evitar las
fluctuaciones de los niveles plasmaticos de principio activo. Entre estos
sistemas se pueden destacar las nanoparticulas, liposomas, dispersiones
sélidas, sistemas flotantes y microemulsiones (Davoodi et al., 2018).

1.3 Microemulsiones

Las microemulsiones (MEs) son mezclas épticamente isotrépicas de
aceite, agua, surfactante y cotensoactivo, que presentan una estabilidad
termodinamica debido a la baja tension interfacial reducida entre las fases
de agua y aceite. Pueden actuar como vehiculo de liberacion para
diferentes farmacos (hidrofilicos y lipofilicos), por esta razén, son de gran
interés cientifico (Deshmukh & Tiwari, 2017; Patel, Patel, Dwivedi, &
Kaurav, 2017).

Como en las emulsiones, las MEs pueden ser clasificadas como agua
en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W). Son clasificadas como O/W,

aquellas la cual la interna o dispersa es el aceite y la fase externa o
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dispersante el agua. Al contrario de las anteriores, las MEs W/O presentan
el agua como fase interna o dispersa y el aceite como fase externa o

dispersante, como ilustra la Figura 2 (Dhas et al., 2016).

Figura 2 Estructura de las microemulsiones

Fuente: Pankajkumar-Patel et al., (2019)

Las ventajas de las MEs estdn asociadas con su estabilidad
termodinamica, el bajo costo, facilidad de preparacion, direccionamiento
del farmaco a un sitio diana, aumento de la biodisponibilidad de farmacos
de baja solubilidad. La dispersién de farmacos en una solucién de
particulas del tamarno del orden de los nandmetros aumenta la velocidad
de disolucion dentro de una fase acuosa, lo que normalmente resulta en
un aumento en la biodisponibilidad (Anand, Gupta, & SK, 2016).

Yeevon, Sookhn, & Ketli, 2018 desarrollaron microemulsiones con la
finalidad de identificar el vehiculo mas apropiado para la incorporaciéon del
1-etil-3-metilimidazolio. Los resultados mostraron que la mezcla
Tween80/Span20 3:2 presentaron microemulsiones con un tamafio de
particula de 111.87 nm a 202.33 nm, no se presentaron efectos citotoxicos
y, ademas fueron termodinamicamente estables. Con lo presentado, los
autores concluyeron que estos sistemas pueden ser una estrategia segura
para el transporte transdérmico del principio activo.
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Tiwari, Sivakimar, Mukherjee, & Chandrasekaran, 2018 utilizaron un
MEs con el objetivo de mejorar las propiedades fisicoquimicas del
ketoconazol (KTZ) y estudiar un posible efecto sinérgico del sistema con el
farmaco utilizado contra C. albicans. Las MEs fueron preparadas utilizando
aceite esencial de rosa, Tween 20 y agua (5:20:70), siendo sometidos a
estudios para evaluar la caracterizacion fisicoquimica. Se pudo observar
que las MEs aumentaron la solubilidad de KTZ, en este sentido, en los
estudios de liberacion in vitro mostraron que el KTZ encapsulado en la
matriz del sistema, presenté un mayor perfil de liberacién tanto en el medio
gastrico como en el medio intestinal simulado. Los resultados también
mostraron que el KTZ encapsulado al sistema presento mejor actividad
frente a C. albicans cuando fue comparado con farmaco libre. Con lo
presentado, los autores sugieren que las microemulsiones pueden ser un
potencial candidato para la incorporacion de KTZ para el tratamiento de
manifestaciones fungicas.

El desarrollo de las MEs es un procedimiento sencillo que no se requiere
equipos modernos ni excipientes de alto costo, son necesarios agua, aceite
y tensoactivos, para ello, normalmente la construccion de un diagrama de
fases es de gran importancia, ya que este auxilia en el conocimiento de las
proporciones adecuadas para alcanzar el sistema pretendido.

11.3.1 Diagrama de fases

El diagrama de fases es la representacion grafica de un triangulo
equilatero (Figura 3), cada vértice A, B y C, representa la escala que
recorre cada uno de los lados del triangulo y sefiala la fraccién porcentual
entre los componentes puros del sistema (Novelo & Gracia, 2010). Las
variables composicionales pueden también ser estudiadas como una
funcion de la temperatura y la presion, aunque la gran mayoria de los

sistemas son evaluados con la construccién del diagrama ternario ya que
esta técnica es sencilla y eficaz (Pelton, 2019).
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Figura 3 Representacion esquematica de un diagrama ternario de fases.
Fuente: Autores

Mediante los diagramas de fases se puede conocer el rango de las
concentraciones apropiadas para la formacion de diferentes sistemas, tales
como: las emulsiones, transicion de fases, microemulsiones, cristales

liquidos, entre otros (Castillo, 2012).

Un estudio realizado por Iwanaga, Higashiyama, Miyazaki, & Kakemi,
(2015), los autores prepararon diagramas de fases para identificar la region
de MEs, para posteriormente evaluar la biodisponibilidad del oil blue N. Los
resultados indicaron un mejoramiento de la biodisponibilidad oral del
farmaco ademas de un aumento de la absorcién intestinal del mismo.

1.4 Absorcion Intestinal de Farmacos

El intestino humano es un érgano complejo de longitud variable (3y8
m), esto dependera de las caracteristicas individuales, es divido en intestino
delgado y grueso con una especializacién bien definida desde el punto de
vista morfologico y funcional. Posee numerosos pliegues denominados
vellosidades que posee alrededor de 0,5 — 1,0 mm de altura emiten sus
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proyecciones hacia la luz, siendo responsable de la absorcién adecuada de
nutrientes. Estd compuesto por mas de 80% de células absortivas
conocidas como enterocitos, de acuerdo con la Figura 4 (Pierre et al, 2017,
Oshima & Miwa, 2016).

Duodento ——m8 —< )

Yeyuno

Ciego

Apendice
lleon

Figura 4 Representacion del intestino con las vellosidades de los
enterocitos. Figura adaptada de Guerrero (2018)

Después de la administracién oral, la absorcién de los farmacos sera
condicionada por el tiempo de contacto del compuesto con las distintas
regiones del trato gastrointestinal. La forma farmacéutica y el tamafo de
las particulas condicionan la desintegracioén, disgregacion y disolucion del
farmaco e influyen extraordinariamente sobre el proceso de absorcion.
Algunas formulaciones que son compuestas por recubrimiento entérico son
capaces de vencer el pH estomacal y son desintegradas en el intestino,
este proceso retarda la velocidad de absorcion (Mazak & Noszal, 2014; Liu,
Wang, Xie, & Wang, 2005)

La absorcion de un farmaco depende de las siguientes caracteristicas:

o Caracteristicas fisicoquimicas del farmaco. - Comprenden el peso
molecular que condiciona el tamafio de la molécula, la liposolubilidad
y su caracter acido o alcalino, que junto con su pKa, condicionan el
grado de ionizacion (Bolger & Technics, 2018).

» Caracteristicas de la preparacion farmacéutica. - Para que el farmaco
se absorba, debe estar disuelto, algunas caracteristicas son: la
formulacion (solucién, polvo, capsulas o comprimidos), el tamafio de
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las particulas, la presencia de aditivos y excipientes, y el propio
proceso de fabricacion (Bolger & Technics, 2018).

e Caracteristicas del lugar de absorciéon. - Dependen de la via de
administracion (oral, intramuscular o subcutanea). En general, la
absorcion sera tanto mas rapida cuanto mayor y mas prolongado sea
el contacto con la superficie de absorcidon. Algunas de estas
caracteristicas son: la superficie y el espesor de la membrana, el flujo
sanguineo que mantiene el gradiente de concentracion; en la
administracion oral, el pH del medio y la motilidad gastrointestinal, y
en la administraciéon intramuscular o subcutanea, los espacios
intercelulares (Sharma, Koka, Yadav, Sharma, & Keservani, 2016).

L5 El sistema linfatico

La dispersiéon molecular de un farmaco es un requisito previo para su
absorcion a través de membranas biologicas. El sistema linfatico (SL)
presenta alta capacidad de absorcion y sirve como via de transporte de
farmacos principalmente de caracteristicas lipidicas. A pesar de que no
esta totalmente entendido el transporte intestinal de farmacos, Porter et
al., 2007 sugieren que ellos pueden ser transportados hacia la sangre,
por las venas porta, sin embargo, el sistema linfatico presenta un papel
importante en la absorcion de farmacos altamente lipofilicos (Trevaski,
Charman, & Porter, 2008; Yanez et al., 2007).

La Figura 5 exhibe los posibles mecanismos de absorcion de farmacos.
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Figura 5§ Representacion de los posibles mecanismos de absorcion de
farmacos.

Fuente: Porter et al., (2007)

En este estudio, los autores comentan las ventajas de la utilizacion de
sistemas lipidicos en la absorcion de farmacos o excipientes lipofilicos
y los mecanismos por los cuales ellos pueden afectar en la absorcion,
biodisponibilidad y eliminacion, entre ellos se destacan: la alteracién del
medio intestinal, el transporte linfatico y a través de los enterocitos. Los
farmacos pueden difundirse a través de los enterocitos y ser absorbidos
por la vena porta, sufriran el efecto de primer paso hepatico y llegan
hasta la sangre. Sin embargo, los farmacos altamente lipofilicos pueden
asociarse con las lipoproteinas linfaticas presentes en los enterocitos
y llegar en la sangre sin sufrir el metabolismo pre-sistémico.

Existen algunas ventajas relacionadas al transporte linfatico debido
a que este sistema evita el efecto de primer paso, es posible el disefar
formulaciones adecuadas a base de lipidos y la seleccion de candidatos
a medicamentos relevantes (Trevaskis, Kaminskas, & Porter, 2015).
Estos avances son predicados en una mejor comprension de la biologia
de enterocitos y los mecanismos implicado en la particion de drogas
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lipofilicas durante el paso a través del enterocito. La absorcion de
farmacos poco solubles en agua puede estar limitado por la tasa de
disoluciéon y la medida en que la droga se disuelve (Algahtani,
Mohamed, & Kaddoumi, 2014).

11.6 Modelo Ex Vivo del Saco Intestinal Invertido

El modelo del saco intestinal invertido fue inicialmente introducido por
Wilson y Wiseman en 1954, es un estudio realizado para predecir la
absorcion de farmacos a través de los tejidos epiteliales. Un segmento
intestinal extirpado de rata o cobayo estd montado entre dos células de
difusion que separa la zona basolateral (serosa) de la apical (luminal). En
la region basolateral se evalua el flujo de salida del farmaco (Billa et al.,
2016; Christiansen et al., 2016).

En la actualidad se han realizados varias modificaciones con el
proposito de mejorar la viabilidad del tejido intestinal llegando asi a un
modelo que simula todas las condiciones in vivo. El modelo del saco
intestinal invertido es una herramienta importante para el estudio de los
perfiles farmacocinéticos, absorcibn de farmacos a través de los
enterocitos, conocimiento sobre el transporte de nuevos farmacos, etc. El
modelo del estudio esta ilustrado como muestra en la Figura 6 (Villiger,
Stillhart, Parrott, & Kuentz, 2016; Hunt et al., 2015).

Figura 6 Representacion esquematica del modelo del saco intestinal
invertido

Fuente: Ferreira et al., (2009)
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La técnica presenta una ventaja importante relacionada con el area de
superficie grande disponible para la absorcién. Sin embargo, este estudio
requiere atencion para mantener la viabilidad celular, ya que es necesario
mantener las condiciones fisiolégicas. Lo que se recomienda es que el
estudio debe ser realizado en un periodo maximo de dos horas, para
asegurar las mencionadas condiciones (Mondal et al., 2017, Rebmann,
Grabski, Sanchez, & Britt, 2016).

En un estudio realizado por Kolenyak-Santos et al., 2014, los autores
evaluaron la actividad in vitro del praziquantel (PZQ) incorporado a
nanoparticulas lipidicas. Los resultados mostraron que hubo una diferencia
significativa en la absorcion intestinal del PZQ incorporado a las
nanoparticulas comparado con el farmaco libre. Con lo presentado, los
autores sugieren que el farmaco interacciond con la matriz del sistema,
modificando la absorcion intestinal.

20



CAPITULO Ill. MARCO METODOLOGICO
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Se traté de un estudio experimental y descriptivo que se realizdé en el

Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas, mediante la extrapolacién de

datos. Ademas, se podra evaluar la absorcién intestinal del GFZ en un

modelo ex vivo que comparte similitud con el ser humano.
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.3 Equipos y Materiales

l.3.1 Equipos
v Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu® UV-1700 PharmaSpec

v Balanza Analitica Mettler® Toledo
Microscopio

111.3.2 Materiales

Beakers (50-400 mL)

Pipetas graduadas (10 mL)

<

Auxiliar de pipetas
Agitador de vidrio

AN N N

Espatula

.4 Preparacion de las Microemulsiones

Las microemulsiones (MEs) fueron preparadas, segun el punto del
diagrama de fases desarrollado por Pibaque y Ferrin (2018), con algunas
modificaciones. Para ello, se utilizé Tween 80 como tensoactivo, lecitina de
soya como cotensoactivo acido oleico (aceite) y agua, se usé el

gemfibrozilo como farmaco.

.5 Microscopia de Luz Polarizada
Microscopia de luz polarizada se realizé con un fotomicroscopio

(Microscopio Leica DMLP®) acoplado a una camara y polarizadores
cruzados. Para el reconocimiento de los sistemas se aplicé el software
Leica IM 1000®. Los sistemas fueron caracterizados segun la presencia de
campo oscuro para MEs con GFZ.

1.6 Estudio de la absorcion intestinal

El desarrollo experimental, fue realizado segun lo descrito por
Kolenyak-Santos et al (2015). Para ello, fueron utilizados 9 cobayos los
cuales se mantuvieron en un periodo de ayuno de 8 horas con agua ad
libitum. Para la extraccion del segmento de intestino, los animales fueron
anestesiados por via intraperitoneal con la mezcla de ketamina/diazepam
(100mg/5mg respectivamente). El efecto de la anestesia se verificé por la
ausencia de reflejos en las extremidades posteriores. Se realizé6 una
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incision en la parte baja del abdomen para la remocién de 6 cm del intestino
delgado y del colon. El sacrificio de los cobayos se realizd mediante
dislocacion cervical. Las secciones de intestino delgado y colon retiradas
fueron cuidadosamente invertidas con el auxilio de un tubo capilar y
llenadas con 3 mL de buffer TC199; sus extremos fueron cerrados con hilos
de sutura. Se mantuvieron en un medio de incubacién con entrada de O2

(95 %) y salida de CO2 (5 %), con temperatura controlada a 37 °C.

11l.7 Andlisis estadistico
Para el tratamiento de los datos se empleé el programa SPSS

version 22 (SPSS® software). Se expresd las concentraciones con los
valores de la mediana * desviacion estandar (DE). Para comparar la
mediana de los datos se realizd el analisis de los datos a través de la
prueba de Kruskal-Wallis de comparaciones muiltiples.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1  Preparacion de las microemuisiones

Las MEs son sistemas caracterizados por su solucion liquida simple
y termodinamicamente estables. Estos sistemas actian como vehiculos de
liberacién de drogas que incorporan una amplia variedad de moléculas
activas (Muhammad et al., 2019). En la Figura 7 se muestra las MEs.

T

Figura 7 Microemulsion con gemfibrozilo

Fuente: Autores.

Es posible observar en la Figura 7 un sistema amarillo debido al
tensoactivo, la adicion del GFZ no cambio el color, lo que indica que el
farmaco esta disuelto en la matriz. La presencia de microemulsiéon fue
confirmada por el analisis de microscopia de luz polarizada.

IV.2 Microscopia de luz Polarizada
La microscopia de luz polarizada (PLM) es una técnica en

cristalografia y es la apariencia de un campo oscuro que puede indicar
presencia de microemulsiones. Este método puede ser utilizado porque
permite estudiar las interacciones farmaco-membrana y la retenciéon de
farmacos en células vivas (Haller et al., 2018; Bohme, Morales, Diederichs,
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& Kerscher, 2018). La Figura 8 exhibe el resultado de la microscopia de luz
polarizada para las MEs.
A B

Burbuija

Figura 8 Microscopia de luz polarizada para las MEs control (A) y con GFZ
(B)

La Figura 8A muestra el resultado del control para las MEs, siendo
este un sistema sin previa agitacion, se observa la presencia de burbujas
que posiblemente sean del aceite no mezclado con el agua. Es posible
observar la presencia de un campo oscuro para los sistemas con farmaco
(Figura 8B), lo que sugiere la formacién de microemulsiones. Froelich et
al., 2017 indican que una caracteristica importante en las microemulsiones,
es la formacién de un campo oscuro para la microscopia de luz polarizada.
Sin embargo, esto no es suficiente y se requieren técnicas mas detalladas
como la Dispersion de Rayos X a Bajos Angulos (SAXS, por sus siglas en
inglés). Resultados semejantes fueron observados por Loja & Morocho,
(2018) que desarrollaron cristales liquidos y evaluaron la absorcién
intestinal del gemfibrozilo. Los resultados indicaron que la adicion del
farmaco mostré un campo oscuro en la microscopia de luz polarizada, con
esto, los autores sugieren que el GFZ forma microemulsiones. Esto puede
ser debido a la lipofilicidad del GFZ que cambia la regién lipofilica del

sistema modificando Ia fase de cristales liquidos hacia microemulsiones.
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IV.3 Estudio de la absorcion intestinal

La absorcién intestinal esta ajustada estrictamente tanto localmente
dentro del enterocito como sisttmicamente ya que desarrolla
un papel importante en el metabolismo de los farmacos (Ling et al., 2018;
Negoro et al., 2018). Las células epiteliales presentes en el intestino poseen
dos funciones fisiol6gicas consideradas primordiales:

1. Actuan como barrera de proteccion entre el organismo y el medio

externo.

2. Son transportares selectivo de nutrientes, electrolitos, fluidos

fisiologicos y farmacos (Dey & Bradbury, 2018).

En la Figura 9 se muestra el perfil de absorciéon a través del intestino
delgado.

GFZ+ID
= MES+ID

100 S000

80 Coo0~

40 G000y

Concentracion (%)

20 2000y

0 G0 * T ™ \J
9 " x L

Tiempo (min)

Figura 9 Perfil de absorcién del GFZ a través del intestino delgado.
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Los resultados del perfil de absorcion del GFZ (azul) en el ID muestran una
homogeneidad en la liberacion del farmaco para los diferentes tiempos.
Las MEs (verde) aumentaron el porcentaje de farmaco absorbido en los 3
diferentes tiempos, llegando hasta aproximadamente 80% de GFZ la
absorcién del farmaco del porcentaje en las MEs. lwanaga, Higashiyama,
Miyazaki, & Kakemi, (2015) mencionan que la MEs son sistemas que
superan la complejidad de las emulsiones, estos ayudan a mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos. En este trabajo, los autores explican que
un farmaco mas lipofilico normalmente es absorbido a través del sistema
linfatico. Con lo expuesto, se sugieren dos hipotesis: la primera es que las
MEs disminuyeron la lipofilicidad del GFZ y como consecuencia
aumentaron la absorcion del farmaco y la segunda las MEs actuaron como
transportadores del GFZ.

En La Figura 10 se exhibe el perfil de absorcion intestinal del GFZ en el
colon.

= GF Z+COLON
. == MEs+COLON

Concentracion (%)

x L2

‘l:iempo (min)

Figura 10 Perfil de absorcion del GFZ a través del colon

27



Es posible observar que el GFZ incorporado a las MEs present6 un perfil
de absorcion diferente del farmaco libre. Para los tiempos de 10 y 60
minutos se observa una mayor absorcion del GFZ en las MEs.

I GFZ-D
100,0000~ MEs -0

| GFZ - COLON

| MEs - COLON

Concentracion (%)

30 60
Tiempo (min)

Figura 11 Perfil de absorcién a través del intestino delgado y colon del
GFZ libre e incorporado a las MEs

En la Figura 11 es posible comparar el perfil de absorcién en el intestino
delgado y colon del gemfibrozilo incorporado a las MEs. El GFZ fue mas
absorbido cuando fue incorporado a las MEs tanto en el intestino delgado
(ID) como en el colon. Se observa que en los primeros 10 minutos la
absorcion del farmaco fue mayor en las dos porciones del intestino, esto
puede haber ocurrido debido a un burst effect que es una caracteristica de
los cristales liquidos. A los 30 minutos la absorcion fue reducida, lo que
pudiera ser justificado por la caracteristica del GFZ. La semi vida es de 90
minutos, este dato puede justificar la presencia del farmaco en la sangre en
los 60 minutos (mayor absorcion).
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Comparando el colon e intestino delgado, se observa que para los
diferentes tiempos, la absorcion fue mayor para el intestino delgado, esto
puede ser debido a que el GFZ es mas absorbido por el ID. A pesar de no
haber diferencia estadistica entre tiempos y porcién intestinal, se observa
una tendencia diferente entre GFZ libre y encapsulado a la ME. Lo que
sugiere que las MEs pueden actuar como vehiculo transportador de

farmacos.
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Conclusiones

El gemfibrozilo incorporado a MEs mostré diferencias entre la velocidad de
absorcion en relacién con el farmaco libre para el intestino delgado y colon.

A pesar de no haber ocurrido diferencias estadisticas entre los sistemas,
se observdé que las microemulsiones favorecieron la absorcion del
gemfibrozilo.
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Recomendaciones

Evaluar la actividad farmacolégica del GFZ incorporado a las
microemuisiones

Se recomienda continuar los estudios para evaluar la toxicidad del GFZ
para en un futuro obtener una nueva forma farmacéutica.
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Anexos

Anexo 1. Microscopio de luz polarizada
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Anexo 3. Exposicion en la casa abierta de la Facultad de Ciencias
Quimicas
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