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RESUMEN. 

En el presente trabajo se reporta el estudio de algunas de las propiedades del ibuprofenato 

de ibuprofilo, un nuevo candidato a profarmaco del ibuprofeno recientemente sintetizado en 

nuestro pais. La investigacion abarcé la determinacion de algunas de sus propiedades fisicas 

(tales como su coeficiente de extincidn molar en diferentes disolventes y su coeficiente de 

particion lipidos/agua, el establecimiento de su cinética de hidrélisis en medios acuosos, en 

plasma de rata y en presencia de carboxilesterasas de higado de cerdo, asi como un estudio 

preliminar de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir de este compuesto tras su 

administraciGn por via oral a ratas Wistar macho. Para llevar a cabo los estudios de hidrdlisis y 

farmacocinética del ibuprofenato de ibuprofilo, fue necesario desarrollar un nuevo método 

analitico, utilizando Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion. El método fue validado de 

acuerdo con las recomendaciones internacionales.
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1. INTRODUCCION. 

Los Anti-Inflamatorios No Esteroidales (AINE’s) son un grupo de farmacos ampliamente 

utilizado en el ambito mundial, debido a sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y 

antipiréticas. El grupo de los AINE's esta integrado por compuestos de naturaleza quimica 

diferente, entre los que se encuentran: el acido acetilsalicilico (aspirina), el piroxicam, la 

indometacina y el grupo de los profenos. 

Los profenos se han aplicado con éxito en el tratamiento de pacientes que sufren de artritis 

reumatoide, debido a que disminuyen drasticamente el dolor y la inflamacion provocades por esta 

enfermedad. Por otra parte, conforme aumentan las expectativas de vida en el ambito mundial, 

aumenta el numero de personas de la tercera edad, las cuales presentan los mayores niveles de 

incidencia de esta enfermedad, siendo entonces que la utilizacion de los profenos puede ser 

altamente benéfica para estos pacientes. 

El ibuprofeno es uno de los farmacos en los que se ha centrado la atencion para el 

tratamiento de pacientes con artritis reumatoide y otras enfermedades que provocan dolor, 

inflamacién y fiebre. Este es un compuesto de alta eficacia clinica, pero algunas de sus 

propiedades toxicolégicas (tales como el incremento en la formacién de ulceras, debido al 

contacto directo del acido con las mucosas gastricas) han restringido su uso en ciertos sectores de 

la poblacién por periodes prolongados. Debido a lo anterior, existe un creciente interés en 

relacién con el desarrollo de nuevos profarmacos del ibuprofeno, en los que se mantengan los 

beneficios farmacolégicos, pero con la disminucion de las caracteristicas quimicas que brindan al 

compuesto sus propiedades txicas, 

is
)
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Los profarmacos son substancias que liberan al farmaco padre i vivo, utilizando para ello 

los sistemas de biotransformacién presentes en el organismo una vez que han tomado contacto 

con el mismo, por lo que son utiles para mejorar la farmacoterapia con compuestos que pueden 

provocar dafios a nivel gastrointestinal cuando son administrados en su forma primitiva. 

En este trabajo, se reporta el estudio de algunas de las propiedades fisicoquimicas 

(coeficiente de absortividad molar, coeficiente de particion, cinética de hidrélisis en medios con 

diferentes valores de pH y en presencia de plasma de rata y esterasas de higado de cerdo) y 

farmacocinéticas del ibuprofenato de ibuprofilo. Este estudio, junto con nuevas investigaciones, 

servira para conocer si el ibuprofenato de ibuprofito es un buen candidato para ser considerado 

como un profarmaco del ibuprofeno, el cual mantenga las caracteristicas farmacoldgicas del 

compuesto padre, pero con una disminuci6n notable de sus caracteristicas toxicas.
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2, ANTECEDENTES. 

El] grupo de los Anti-Inflamatorios No Esteroidales (AINE's) esta integrado por 

compuestos de naturaleza quimica diferente, entre los que se encuentran: los salicilatos, los 

derivados de! indol, los derivados de la pirazolona, los derivados del acido fenamico, y e! grupo 

de los profenos'. 

Los profenos son farmacos derivados del acido 2-fenitpropiénico. De manera general, 

estas substancias, al igual que los otros AINE’s, deben sus propiedades farmacologicas a que son 

inhibidores irreversibles de la ciclooxigenasa, por lo que interfieren con la sintesis de 

prostaglandinas, desencadenando el efecto clinico deseado’. En ta tabla 1, se encuentran los 

nombres de algunos de los profenos que han sido utilizados o probados clinicamente. 

  

Tabia 1. Derivados del acido 2-fenilpropiénico (profenos) que han sido probados 

0 utilizados en la clinica’. 
  

  

  

  

  

    

Alminoprofeno Flurbiprofeno Ibuprofeno 

Benoxaprofeno Indoprofeno Naproxeno 

Bermoprofeno Ketoprofeno Suprofeno 

Carprofeno Loxoprofeno Acido tiaprofénico. 

Cicloprofeno Microprofeno Pranoprofeno 

Fenoprofeno Pirprofeno Flunoxaprofeno         
Los profenos se han aplicado con éxito en el tratamiento de pacientes que sufren de artritis 

reumatoide, debido a que disminuyen drasticamente el dolor y la inflamacion provocados por esta 

enfermedad. La utilizacién de los profenos en el tratamiento de la artritis reumatoide puede traer
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gran cantidad de beneficios para la salud de la poblacién y en la economia global ya que, 

conforme aumentan las expectativas de vida a nivel mundial, aumenta el numero de personas de 

la tercera edad, las cuales presentan los mayores niveles de incidencia de esta enfermedad. En un 

estudio realizado en los Estados Unidos de Norteamérica en 19937, se encontrd que la artritis 

reumatoide es la enfermedad con mayor incidencia en los ancianos de ese pais, ya que la sufren 

55 millones de estadounidenses; lo cual trae como consecuencia un gasto neto de 35,000 millones 

de dolares al afio para el tratamiento de estos pacientes, y tanto el numero de personas que 

padecen esta enfermedad como los gastos economicos derivados de ella tienden a aumentar con 

el paso del tiempo, por lo que, hacia 1993, existian alrededor de 42 farmacos en desarrollo para el 

tratamiento de pacientes con reumatismo”. Esta informacion puede dar una idea de la 

importancia que tendria el desarrollo de nuevos compuestos antiinflamatorios y analgésicos en 

nuestro pais, como es el caso del profarmaco cuyo estudio se reporta en este trabajo. 

El ibuprofeno es uno de los farmacos en los que se ha centrado la atencion para el 

tratamiento de pacientes con artritis reumatoide y otras enfermedades que provocan dolor, 

inflamacion y fiebre'. Es un compuesto de alta eficacia clinica, pero algunas de sus propiedades 

toxicolégicas han restringido su uso en ciertos sectores de la poblacién o durante periodos 

prolongados por lo que, a continuacién, se haré una revision de sus propiedades farmacoldgicas, 

farmacocinéticas y toxicoldgicas y de la manera en que los profarmacos derivados del ibuprofeno 

pueden ayudar a superar los inconvenientes derivados del uso de este farmaco. 

2.1 Propiedades fisicas y quimicas del ibuprofeno. 

El ibuprofeno se conoce con tos nombres de acido o-Metil-4-(2- 

metilpropil)bencenacético, acido p-isobutilhidratropico, acido 2-(4-isobutilfenil)-propidnico, 

ibufrén, ibufreno, ibuprofén, y otros nombres comerciales derivados de los laboratorios que 

producen medicamentos con este compuesto. Fue desarrollado en el afio de 1964 en Inglaterra 

por los laboratorios Upjohn* *, Se empezo a comercializar en Reino Unido hacia 1969, y en 1974 

fue aprobada su venta en los Estados Unidos de Norteamérica’. Actualmente, se comercializa en 

México en un gran niimero de presentaciones para uso humano: tabletas (200, 400 y 800 mg), 

suspensiones (100 mg/5 mL), capsulas de gelatina dura (400 mg) y capsulas de gelatina blanda
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(400 mg en emulsion). En Europa, esta disponible ademas en forma de supositorios (400 mg, 

como sal de lisina)*. 

El ibuprofeno es un solide incoloro, cristalino, estable, el cual presenta dos 

estereoisomeros debido a la presencia de un carbono quiral en la cadena del acido: el S(+)}- 

Ibuprofeno y el R(-)-[buprofeno. Las estructuras de estos compuestos se muestran en Ja Figura |. 

  

HCH; 
< OH 

o 

  

S(+}-Ibuprofeno. R(-}-Ibuprofeno.     
  

Figura 1. Estructura quimica de los enantiémeros del ibuprofeno’. 

La mezcta racémica de ibuprofeno es relativamente insoluble en agua, pero es muy 

soluble en la mayoria de los disolventes organicos, Es posible distinguir entre los isomeros y ia 

mezcla racémica del ibuprofeno debido a su solubilidad en soluciones acuosas, como se observd 

en un estudio en donde se determind que la solubilidad del S(+)-ibuprofeno fue de 9.61 mg/100, 

del R(-)-ibuprofeno fue de 9.51 mg/100 mL, y para la mezcla racémica fue de 4.65 mg/100 mL. 

Algo importante de hacer notar es que, debido a las caracteristicas acidas de ta molécula del 

ibuprofeno (pKa= 4.60), este compuesto es soluble en soluciones acuosas alcalinas (hidroxidos y 

carbonatos)* * 

Se ha evatuado la tipofilicidad del ibuprofeno mediante la determinacion de su coeticiente 

de distribucion octanol- amortiguadores de fosfatos: Bansal etal® mencionan que el Log D* 

(coeficiente de distribucién lipidos/agua) del ibuprofeno es de 2.22, mientras que Rao et. al.’ 

describen un valor de Log D cercano a 4.05, al hacer la determinacién mediante la técnica de 

Hansch, con octanol- amortiguador de fosfato de sodio pH= 7.65. Las diferencias en el valor de
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Log D pueden deberse a la diferencia en los valores de pH de! amortiguador utilizado en cada 

caso. 

Los enantiémeros del ibuprofeno pueden diferenciarse a partir de fos datos de estudios de 

difractometria de rayos X ya que, a pesar de mostrar el mismo numero de: moléculas de 

ibuprofeno en cada celda unitaria, el tamajio de las celdas es diferente para cada uno de los 

ws 5 enantidmeros’, como puede verse en Ia tabla [1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabla I. Datos de la estructura cristalina del S(+)-ibuprofeno y la mezcla racémica’. 

Isémero {+)-Ibuprofeno ({+)-Ibuprofeno 

Formula CisHisO2z CisHiOz 

Peso molecular 206.3 206.3 

Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico 

Grupo espacial P2uc 2, 

a[A] 12.46 12.67 

BIA] 8.03 7.88 

c{A] 13.53 10.73 

oP y free oo 

BI°] 112.95 993 

Moléculas/celda 4 4 

Densidad (g/cm) 1.098 1.110         
  

En lo que respecta a las propiedades dpticas del ibuprofeno, se ha encontrado que el 

isomero S(+) muestra un pico ancho a 221 nm cuando se determina su espectro U.V. con 

radiacién polarizada en n-heptano, debido a las transiciones 7 — n¥ del anillo de benceno |.4- 

disubstituido; este pico cambia de posicién dependiendo del indice de refraccién y polaridad del 

disolvente, y no se presenta para el R(-)-ibuprofeno. Cabe aclarar, que solamente es posible 

distinguir entre los enantiomeros si se utiliza luz polarizada en la obtencién de sus espectros ULV. 

  

° Se reporta como valor de Log D debido a que en estos valores de pH, no se esta determinndo ta distribucién del 
compuesto totalmente no ionizado, sino la mezcla firmaco ionizado-fannaco no ionizado.
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En estado sdlido, puede distinguirse claramente entre los enantidmeros y la mezcla racémica 

utilizando espectrofotometria de fotoluminiscencia’. 

Por otra parte, se ha encontrado que es posible diferenciar claramente entre el isomero 

S(+) y la mezcla racémica tomado como referencia ei punto de fusidn (52.1 + 1 °C para el S(+) 

ibuprofeno, 75.3 + 0.3 °C para la mezcla) y su entalpia de fusion (91.0 + 1 J/g para S(+) 

ibuprofeno y 125 + 2 J/g para la mezcla). 

Finalmente, es importante mencionar que, a pesar de las claras diferencias en cuanto a 

propiedades fisicoquimicas (y, como se vera mas adelante, en cuanto a propiedades 

farmacolégicas y farmacocinéticas), los medicamentos que se distribuyen contienen a la mezcla 

racémica de ibuprofeno. 

2.2 Propiedades farmacodinamicas del ibuprofeno. 

El ibuprofeno es efectivo para el tratamiento de episodios de fiebre, artritis reumatoide, 

  

artritis reumatoide juvenil, fibrosis dorsolumbar, gota, tendinitis, bursitis, sindrome agudo del 

hombro doloroso, migrafia, osteoartritis, espondilitis anquilosante, y lesiones de tejidos blandos 

como esguinces y torceduras. Se utiliza también en dismenorrea primaria, dolor dentario, cefalea, 

alivio del dolor postoperatorio y otalgias® °. Se han realizado estudios en los cuates se demuestra 

que el ibuprofeno es muy superior como analgésico y antiinflamatorio al compararlo con otros 

AINE’s!, 

La actividad terapéutica del ibuprofeno se atribuye a su capacidad de inhibir 

reversiblemente a la ciclooxigenasa’. Como se puede observar en la Figura 2, la cicloxigenasa es 

una enzima necesaria para que se leve a cabo 1a formacién de los precursores de las 

prostaglandinas y el tromboxano; si el ibuprofeno interfiere con la formacién de prostaylandinas, 

es posible entonces evitar una serie de reacciones que pueden ser desencadenadas por estas 
: . we 8,9 moléculas y que son causantes del dolor, la inflamacién y la fiebre™ *.
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Lipooxigenasa Acido araquidénico. Lipooxigenasa 

Acido 5-hidroxiperoxieicosandico. HPTE 

Leucotrieno A HETE 

Leucotrienos B, C, D, E. 

Endoperdxidos ciclicos (PGGz, PGH2) 

Prostaciclin Isomerasa Tromboxano 

sintetasa reductasa sintetasa 

v 

PGI} (prostaciclina) PGE2, PGFra Tromboxano A2.     
  

Figura 2. Metabolisino del acido araquidénica. En el esquema, se puede observar el lugar donde 

actua el ibuprofeno en esta “cascada”, debido a la inhibicién de la cicloxigenasa’®. 

En el caso de la artritis reumatoide, existe una controversia en cuanto al mecanismo de 

accion de farmacos tales como el ibuprofeno, ya que si éstos compuestos inhiben solamente la 

sintesis de prostaglandinas, actuarian tan sdlo como patiativos de.los sintomas, debido a la 

disminucién de! dolor y ta inflamacion. Esta duda puede despejarse mediante el conocimiento del 

modelo clasico de la artritis, en el que el evento fisiopatolégico clave para desencadenar !a 

enfermedad es la acumulaci6n de linfocitos en el sinovio de la articulacion como respuesta a 

estimulos desconocidos, junto con una predisposicién genética. Los linfocitos producen altas 

cantidades de factores reumatoides los cuales, junto con las inmunoglobulinas, Nevan a la 

formacién de complejos inmunes, los que a su vez provocan la migracion de células inflamatorias
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a la articulacion. Estas células, las cuales son monocitos y leucocitos polimorfonucleares, 

producen enzimas degradantes (principalmente colagenasa) y radicales oxigeno toxicos, que son 

las substancias responsables de la destruccin de las articulaciones. Los monocitos y leucocitos, a 

su vez, favorecen la sintesis de prostaglandinas, las cuales desencadenan la inflamacién y el 

dolor. Se ha descubierto que, gracias a la actividad principal del ibuprofeno (inhibicién de la 

ciclooxigenasa) y a otros mecanismos que no se han investigado completamente hasta la fecha, 

puede actuar en varios niveles durante el desarrollo de la artritis reumatoide’: 

1) Disminuye la produccion de IgM a partir de los linfocitos durante la artritis reumatoide en un 

74%, debido a que el factor que desencadena su sintesis son las prostaglandinas, 

2) Favorece a los factores supresores de células T, por lo que éstas no pueden asistir a las células 

Ben la formacion de los factores reumatoides, 

3) interfiere con la migracidn de los leucocitos a los lugares inflamados. 

4) Inhibe la produccidn de colagenasa a partir de los monocitos. 

5) Produce la aparicién de una macromolécula termoestable que inhibe la adhesién de los 

granulocitos, interfiriendo con el proceso inflamatorio. 

6) Inhibe la liberacién de enzimas lisosomales y la agregacion de neutrofilos. 

Mediante estudios in vitro, se ha demostrado que el S(+)-ibuprofeno es un mejor inhibidor de 

la Ciclooxigenasa-1 (COX-!) y Ciclooxigenasa-2 (COX-2} que el R(-)-ibuprofeno. Esta marcada 

actividad enantioselectiva ha sido la fuente de un gran debate en cuanto a que el ibuprofeno se 

comercializa en la actualidad en medicamentos que contienen la mezcla racémica y no al 

enantidémero $(+) puro, lo cual implicaria una disminucién en el potencial terapéutico del 

medicamento y, como se vera mas adelante, un posible aumento en la toxicidad provocada por la 

mezela racémica, al encontrarse presente el enantiomero R{-}.
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Por otra parte, algunas observaciones recientes’ indican que la actividad del ibuprofeno, asi 

como la de los AINE’s en general, no necesariamente se debe a la inhibicion de la ciclooxigenasa 

ya que: 

1) Existen excepciones en cuanto a la correlacién entre la inhibicion ia vitro de la 

cictooxigenasa y el efecto antiinflamatorio y analgésico (p. ej., el acido salicilico no 

inhibe a la ciclooxigenasa, pero es efectivo como AINE). 

2) Algunos pacientes no muestran una reaccion antiinflamatoria a un AINE en particular, a 

pesar de que éste sea un inhibidor efectivo de la COX. 

3) A pesar de que el R(-)-flurbiprofeno no es un inhibidor efectivo de 1a COX, exhibe efectos 

analgésicos en la rata y el humano. 

4) Generalmente, no hay una correlacion entre la dosis 0 la concentracién plasmatica de los 

AINE’s y la respuesta analgésica o antiinflamatoria, a pesar de que existe una relacion 

excelente entre la concentracién de los AINE’s y la inhibicién de la COX. 

Con base en tales observaciones, se han propuesto hipdtesis alternativas que puedan explicar 

de manera correcta la actividad farmacologica de estos compuestos, a partir de estudios que aun 

estan aun en fase experimental: 

1) Los AINE’s pueden afectar los mecanismos de transporte del araquidonato"”. 

2) Pueden modificar las vias de secrecion de las prostaglandinas"”. 

3) Es posible que exista un sitio de accion a nivel central para los AINE’s' 

4) Pueden inhibir la oxidacién mitocondrial de los acidos grasos de manera no 

. . i 
enantioselectiva . 

1
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5) Los AINE’s no solo inhiben a la COX, sino también a las lipooxigenasas*. 

6) Este grupo de farmacos, presenta propiedades inmunorreguladoras*. 

Finalmente, se mencionaran otras aplicaciones clinicas que se han encontrado para el 

ibuprofeno: 

© Debido a que las altas concentraciones plasmaticas del ibuprofeno inhiben la migracion, 

adherencia y agregacién de los neutréfilos y favorecen la inhibicién de la liberacion de 

enzimas lisosomales, se ha observado que la administracién de dosis altas de ibuprofeno 

durante periodos prolongados disminuye la declinacin de la funcin pulmonar en pacientes 

con fibrosis quistica y dafio pulmonar moderado''. 

e La administracion de ibuprofenc de manera periddica disminuye los niveles de tromboxano 

en sangre en pacientes con isquemia miocardial, lo que puede ser benéfico en la prevencion 

del infarto, ademas, al inhibir la agregacion de jas células polimorfonucleares, limita la 

magnitud del infarto al miocardio'. 

e El ibuproteno es util en et tratamiento del shock séptico y endotoxico en animales de 

. seth 3 
laboratorio y domésticos"’. 

* Se ha administrado ibuprofeno a ovejas con fa finalidad de disminuir el progreso de la 

permeabilidad de los edemas provocados por la endotoxina de la Pasteurella hemolytica’’, 

« Este farmaco es efectivo en el tratamiento de la mastitis coliforme aguda y otras condiciones 

endotoxicas en vacas, tales como la metritis toxica, la pneumonia bacteriana y la diarrea 

ayuda’.
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2.3. Farmacocinética del ibuprofeno. 

De manera general, puede mencionarse que la farmacocinética del ibuprofeno en humanos 

se describe adecuadamente mediante un Modelo Abierto de Dos Compartimientos (MADC), con 

un proceso pasivo de absorcién de primer orden para las soluciones orales de ibuprofeno™, 

aunque Wagner ef. al, discuten la posibilidad de una cinética de absorcién de orden cero 

después de dosis elevadas de ibuprofeno (1200 mg o mayores) administradas por via oral. A 

pesar de que cl modelo farmacocinético derivado de las observaciones de Wagner result ser 

valido durante cierto tiempo, se han publicado reportes en los que se apoya que la absorcién del 

compuesto se lleva a cabo de manera lineal’®, ademas de que no es comin administrar dosis de 

1200 mg del compuesto en una sola toma. Es también importante aclarar que se prefiere el ajuste 

al MADC para los datos individuales de los sujetos y no para los datos promedio ya que, 

generalmente, los perfiles promedio en estudios farmacocinéticos tienden a enmascarar el 

segundo compartimiento, debido a que existe cierta variabilidad interindividual en los perfiles de 

concentracion plasmatica contra tiempo. Las posibles causas de esta variabilidad se discutiran 

posteriormente, asi como la observacidn de la existencia de una posible dosis dependencia en la 

farmacocinética det ibuproteno, la cual no se debe a que la absorcidn se Ileve a cabo mediante un 

proceso saturable. 

El farmaco presenta una biodisponibilidad absoluta cercana al 100% en voluntarios 

sanos'”. Se sabe que la absorcidn tras la administracion oral no se ve afectada generalmente en 

cantidad o velocidad por las diferencias de indole farmacéutica en los productos administrados'*, 

Se ha encontrado que el factor limitante de la velocidad de absorcién es la rapidez con que el 

ibuprofeno se disuelve en el tracto gastrointestinal, asi como la proporcién de ibuprofeno 

ionizado presente en la solucién, siendo que estos dos factores dependen en gran medida del pH 

del entorno'®, 

La absorcién del ibuprofeno no es enantioselectiva, como se ha demostrado al administrar 

la mezcla racémica det farmaco; sin embargo, es necesario considerar que las propiedades 

fisicoquimicas de los enantiémeros son diferentes y, por lo tanto, pueden afectar Ja velocidad de 

absorcion, ya que depende de la velocidad de disolucin del farmaco en el tracto gastrointestinal’, 

13
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Se sabe también que la absorcién de! ibuprofeno se ve afectada en cierta manera por el 

efecto de los alimentos, En un estudio del efecto de una dieta vegetariana de alto contenido 

calérico (3093 KJ) en la biodisponibilidad del ibuprofeno administrado en tabletas de liberacién 

sostenida a voluntarios hinddes'?, se encontré que este tipo de alimentacién produjo picos 

multiples en fos perfiles plasmaticos del ibuprofeno y, aunque el valor de concentracion 

plasmatica (C,) de uno de los picos maximos es mayor debido al efecto de la dieta, no hay 

diferencias significativas en los valores de Area Bajo la Curva (ABC) 0 tiempo para alcanzar la 

concentracién plasmatica maxima (tmax). En otro estudio realizado en votuntarios britanicos a los 

que se les administré un desayuno “local” ligero (646 KJ), se observaron mesetas cercanas al 

valor de la concentracin plasmatica maxima (Cis) en lugar de picos y, al administrar un 

desayuno de alto contenido calérico (3327 KJ), sdlo se observé un pico de Cp. La conclusion que 

pudo obtenerse de ambos estudios es que, a pesar de que la absorci6n del ibuprofeno se leva a 

cabo a lo largo de todo el intestino, su biodisponibilidad esta en funcién del tiempo de transito a 

través de éste, pero las diferencias en el contenido de la dieta y en los habitos alimenticios de 

diferentes zonas de} planeta, pueden dar lugar a diferencias en la biodisponibilidad del 

ibuprofeno"’, aunque aqui hay que aclarar que hace falta un mayor numero de estudios y la 

consideracion de que las diferencias también podrian deberse a la variacién entre las poblaciones 

estudiadas. 

Como ya se ha mencionado, la distribucion del se ajusta al modelo bicompartimental. La 

distribucion del farmaco es extravascular, pero con un bajo volumen de distribucién en el estado 

= 12-15 litros)', 
  

estacionario (Vir 

En uno de los primeros estudios realizados para evaluar 1a unién del ibuprofeno a las 

proteinas plasmaticas, Whitlam ez. al. 2 yeportan porcentajes de farmaco unido a albumina sérica 

humana y albimina sérica bovina mayores al 99%, cuando el experimento se realiza’con la 

mezcla racémica del ibuprofeno, lo que explica su bajo volumen de distribucién. Los autores 

mencionan que existe una fuerte dependencia entre el porcentaje de farmaco unido y la 

concentracién de proteinas en el plasma, ademas de que la unién es dependiente de la 

temperatura y de que sustancias enddgenas como el palmitato, la bilirrubina, el colesterol y el
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urato compiten por los sitios de union con el ibuprofeno. Se reporta también la posibilidad de que 

el ibuprofeno se una a dos diferentes sitios en la molécula de albimina, sdlo que, en un estudio 

posterior, Lockwood ef. al?" retoman estos experimentos, realizandolos de manera similar a 

Whitlam, para comprobar que no existe evidencia de una segunda constante de asociacién del 

ibuprofeno con la albtimina sérica humana. Por su parte, Tanaka ev. al. ” sealizaron un estudio en 

el cual se determiné el numero de sitios de enlace del ibuprofeno en albimina sérica bovina, 

encontrando que sélo existe un sitio de unién proteina- farmaco, que ocurre de manera 

hidrofébica mediante enlaces débiles entre el fenilo y la albumina y entre el metino adyacente al 

fenilo del ibuprofeno y la albumina. 

En un estudio mas reciente acerca de la unién i vivo a proteinas del ibuprofeno, 

administrado a voluntarios sanos como mezcla racémica o como S(+) y R(-) de manera separada, 

Paliwal ev. af? conctuyeron que el entace a proteinas ocurre de manera mutuamente competitiva, 

enantioselectiva y no lineal, ya que: a) un estereoisomero desplaza al otro de los sitios de union, 

b) la fraccion libre (f)) del $(+) ibuprofeno es mayor que la de! R(-)-ibuprofeno (Sfi=0.006 vs. 

Rfi=0.004) y c) el desplazamiento de un enantiémero por el otro ocurre de manera dosis 

dependiente. 

La informacion expresada en e! parrafo anterior, sirve para explicar la observacion de que 

la farmacocinética del ibuprofeno es dosis dependiente. Lockwood ef. al. * reportaron fa 

existencia de una no linealidad entre la dosis de ibuprofeno racémico administrada y el area bajo 

la curva de los perfiles farmacocinéticos del compuesto cuantificado como farmaco total, pero, 

cuando se determina la relacian dosis-ABC para el farmaco libre, se pierde esa no linealidad, lo 

cual se debe al enlace dosis-dependiente de los estereoisomeros a !as proteinas plasmaticas. Por 

otra parte, en un estudio en el que se administraron diferentes dosis de ibuprofeno racémico a 

voluntarios sanos (200, 400, 800 y 1200 mg)’®, se encontrd que, conforme aumenta la dosis, se 

observa una no linealidad de Cyax para el enantidmero R{-) pero, para el enantidmero S(+) la 

proporcionalidad se mantiene en todo el intervalo; por otra parte, las relaciones ABC/dosis para 

farmaco no unido son iguales para todas las dosis pero, al hacer la cuantificacion enantioselectiva 

de los isomeros, se observa que, conforme aumenta la dosis, disminuye el valor de ABC/dosis 

para el enantidmero R(-), y no asi para el S(+), cuyos valores de ABC/dosis son iguales en todo el



Antecedentes. Evaluacién biofarmacéutica de! Ibuprofenato de Ibuprofilo. 

el 

intervalo de dosis. Estos datos son importantes ya que, al parecer, el enantidmero R(-) contribuye 

de manera significativa a la no linealidad en la farmacocinética del ibuprofeno. 

Por otra parte, se han realizado estudios acerca de la distribucion del ibuprofeno en fluido 

sinovial. Day ef. al.”> realizaron un estudio en pacientes que presentaban problemas en las 

articulaciones debidos a la artritis, a los cuales se les administraron varias dosis de ibuprofeno 

racémico. Después de 4 dias de administracion, se cuantificaron los niveles de enantidmeros de 

ibuprofeno en liquido sinovial, y los datos se ajustaron a un modeto poliexponencial que puede 

verse de manera esquematica en la figura 3. Tras el estudio, se encontré que la entrada del 

farmaco al fluido sinovial sdlo se lleva a cabo con el ibuprofeno libre, siendo que el valor de Kp: 

del iscmero S(+) es 60% mayor que el del R(-), por lo que existe una relacién entre este vator y la 

proporcion libre de ambos enantidmeros, ademas, el valor de K,, es mayor para el enantiomero 

S(+) con respecto al R(-). No se encontré una correlacion entre la C, y la concentracion en fluido 

sinovial, por lo que se sugiere que las futuras comparaciones farmacocinética-farmacodinamia se 

Tteven a cabo considerando al liquido sinovial ya que, al parecer, la eficacia terapéutica se 

mantiene debido a que el intercambio entre el plasma y el fluido sinovial es lento en ambas 

direcciones, lo que ocasiona que se mantengan concentraciones casi constantes de ibuprofeno en 

este compartimiento durante periodos prolangados. Se tienen resultados similares cuando se 

cuantifica el farmaco en fluido de ampollas generadas por succion™®, Todas estas observaciones 

implican que el transporte del ibuprofeno de ta sangre al fluido de las articulaciones ocurre 

mediante un proceso pasivo a través de la membrana sinovial, el cual depende tanto de la 

porosidad de ésta membrana como de la permeabilidad de los vasos sanguineos sinoviales. 

En lo que respecta a la depuracién del ibuprofeno, ésta se lleva a cabo principalmente por 

vias metabolicas (glucuronidacién, hidroxilacién y carboxilacidn), fas cuales dependen de que el 

farmaco haya sido administrado como racemato o como enantiémero puro. El metabolismo del 

farmaco se lleva a cabo principalmente en el higado, aunque el ibuprofeno es un compuesto de 

bajo coeficiente de extraccién hepatica, ya que no sufre un pronunciado efecto de primer paso 

después de su administracion por via oral. En la figura 4 se muestra un esquema general de las 

reacciones que forman parte de la biotransformacién del ibuprofeno en el ser humano y en otras 

. oo 27 
especies estudiadas 728
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Figura 3. Modelo farmacocinético que explica la distribucién del ibuprofeno hacia el fluido 

sinovial?, 

Como se puede observar en la figura 4, los enantiomeros tienen una via comtn de 

biotransformacion™ a través de 1a cual son metabolizados a los siguientes compuestos: 

hidroxiibuprofeno, carboxiibuprofeno o glucurénido del ibuprofeno””*. Después de administrar 

una dosis del farmaco por via oral, entre el 50 y el 60 % de la misma aparece en la orina 

como tos-metabolitos hidroxiibuprofeno o carboxiibuprofeno y menos de un 10% de manera 

inalterada (la eliminacién del ibuprofeno inalterado por via renal se esquematiza en la figura 4 

mediante la constante Ke,); la cantidad restante, se elimina en orina como glucurénido del 

ibuprofeno o de sus otros metabolitos””. La reaccion de oxidacién en el grupo isobutilo del 

ibuprofeno se ve favorecida con la presencia de los metabolitos S(+)-S(+)-carboxiibuprofeno y 

R(-)-R(-)-carboxiibuprofeno™”’. La formacién del hidroxiibuprofeno ocurre al doble de 

velocidad para el S(+)-ibuprofeno en comparacién con la velocidad de biotransformacion del 

R(-)-ibuprofeno al metabolito hidroxilado”®.
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Se cree que la glucuronidacidn del ibuprofeno puede llevarse tanto a nivel hepatico como 

en otros érganos en el ser humano, ya que Jamali ev. al.’ han reportado que puede formarse el 

glucurénido en el tracto gastrointestinal; por su parte, Cox e#. al” encontraron que la rata excreta 

pequefias cantidades de ibuprofeno conjugado y no conjugado en la bilis, ademas de que tiene la 

capacidad de sintetizar el glucurénido a nivel gastrointestinal . Finalmente, se ha postulado que 

puede existir estereoselectividad en cuanto a la conjugacién del ibuprofeno: Oliary ev. al 

mencionan que la velocidad de transformacién del S(+)-ibuprofeno a glucurénido es mayor que 

la del is6mero R(-), aunque Rudy e#. al? explican que debe tenerse cuidado en esta conclusién, 

ya que es posible que el efecto por la hidrélisis del conjugado, la cual se lleva a cabo de manera 

espontanea tanto en orina como en plasma, sea la causante de esta observacion y no se deba en 

realidad a un proceso enantioselectivo. 

Una vez que se han revisado algunos aspectos del metabolismo convencional del 

ibuprofeno, es necesario hacer una mencién especial a una serie de reacciones que estan 

involucradas en ta biotransformacién enantioselectiva del farmaco, las cuales tienen importantes 

implicaciones en la farmacodinamia, farmacocinética y toxicologia de este compuesto. Como 

puede verse en la figura 4, el isémero R(-) del ibuprofeno esta sujeto al ataque enantioselectivo 

de la enzima Acetil-CoA-sintetasa, lo que resulta en la formacion reversible del tioéster del R(-)- 

ibuprofeno con la Coenzima-A; tal reaccién no tiene jugar con el S(+)-ibuprofeno?”™*_L La 

primera consecuencia de este ataque enantioselectivo por parte de la enzima es que, tras la 

administracion del isomero S(+) puro, se obtenga un nimero mucho menor de metabolitos que 

cuando se administra la mezcla racémica del ibuprofeno, sin embargo, éste no es el efecto mas 

importante provocado por la formacién del R(-)-Ibuprofeno-CoA. 

Una vez formado el tioéster R(-)-Ibuprofeno-CoA, éste puede verse involucrado en una 

serie de reacciones en et organismo debido a su alta reactividad. La reaccion mas importante que 

sutre este ticéster es la epimerizacion o inversion de configuracién del centro quiral, dando lugar 

a la formacién del S(-+)-ibuprofeno-CoA, lo que conileva a que, después de administrar una dosis 

determinada del racemato, la relacién (S):(R) en el organismo sea de aproximadamente (70:30), y 

no de (50:50) como podria esperarse””. EI mecanismo por el que se lleva acabo la epimerizacion 

ain no ha sido estudiado en su totalidad, mas se sabe que no involucra el desplazamiento del 
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proton del metilo en el centro quiral, sino cambios en la hibridacion restringidos al carbono quiral 

que podrian involucrar a la funcién carboxilato adyacente”. Por otra parte, ha habido cierta 

discusién acerca del sitio anatomico en donde se lleva acabo la epimerizacion: Jamali et. al” 

Teportan que existe la posibilidad de que la inversién se lleve a cabo en mayor grado a nivel 

presistémico; por su parte, Hall et af contradicen tal hipdtesis ya que, después de la 

administracion del racemato tanto por via oral como por via intravenosa en humanos, no 

encontraron diferencias entre los valores de constante de eliminacidn para los isomeros entre una 

via de administracion y la otra. Nuevos estudios it sift e in vitro™ indican que, en la rata, la 

reaccién de inversion es catalizada a nivel hepatico™, siendo que el proceso se lleva a cabo 

principalmente en ¢} espacio intermembranal de las mitocondrias”’. La estrecha similitud en el 

metabolismo del ibuprofeno entre ratas y humanos, hace pensar que estas observaciones pueden 

extrapolarse a nuestra especie. 

Una vez formado el R(-)-ibuprofeno-CoA y su epimero, ambos compuestos pueden 

quedar involucrados en el metabolismo de los lipidos’, 1o que los lleva a ser precursores de la 

biosintesis de ésteres del glicerot (en mayor proporcién del R-(-)-ibuprofeno) , el cual a su vez 

puede hallarse unido también a acidos grasos. Se ha observado que estos ésteres del R(-)- 

ibuprofeno y el glicero! se acumulan en el tejido adiposo de la rata, y a pantr de ellos se va 

liberando de una manera extremadamente tenta al R(-)-ibuprofeno, mediante la hidrdlisis 

mediada por carboxilesterasas inespecificas, lo que ocasiona que su tiempo de vida media se 

vuelva exageradamente prolongado (se reportan valores de tin de eliminacion de 116 horas y 

mayores)’”. 

Las caracteristicas del metabolismo complejo del ibuprofeno, aunadas a su union a 

proteinas plasmaticas de manera enantioselectiva, no lineal y mutuamente competitiva, llevan a 

una serie de consecuencias farmacocinéticas que a continuacién se enumeran: 

¢ Enestudios en ratas se ha observado que, conforme aumenta la edad, hay un aumento 

en la fraccién de farmaco tibre, como consecuencia de una disminucion en la 

concentracién de albtimina plasmatica, lo que conlleva a un aumento en el valor del 

volumen de distribucion, mas no hay un aumento en el valor de la depuracion (Cl)
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debido a la disminucién del contenido de proteina microsomal en el higado™. En 

estudios en humanos se encontraron datos similares, con una disminucion en CVF del 

11% y un aumento de Va/F de 15% debido a la edad, pero la gran variabilidad en los 

resultados hace que estas diferencia no sean estadisticamente significativas”’. 

* La variabilidad interindividual observada en los perfiles farmacocinéticos de los 

enantiémeros se debe, en gran medida, a las diferencias en la uni6n a proteinas y 

. . .. 33 
metabolismo entre los sujetos que participan en los estudios™. 

* El valor de la depuracion aumenta conforme se incrementa la dosis administrada, 

debido a la saturacion de los sitios de union de fas proteinas”’. 

e Las diferencias interindividuales en la velocidad de inversion de! R(-)-ibuprofeno 

pueden ser una de las causas principales de la falta de correlacién farmacocinética- 

farmacodinamica para el ibuprofeno cuando se administra como racemato'*'. 

e- En general, la depuracién del isémero R(-} es mayor que la del isomero S(+), debido a 

todos los procesos metabélicos que puede sufrir el primero, siempre y cuando no se 

vea conjugado con el glicerol™. 

En Io que respecta a las alteraciones de la farmacocinética del ibuprofeno debidas a 

estados patologicos en el ser humano, se ha reportado que la presencia de disfuncion renal 

provoca que los niveles plasmaticos del ibuprofeno, después de que éste ha sido administrado 

como racemato, se vean incrementados, aunque no en una proporcidén clinicamente 

significativa’®, Por otra parte, se sabe que la hemodidlisis no provoca variaciones significativas en 

la disposicién del ibuprofeno”, 

Se sabe que el daiio hepatico provocado por el alcoholismo en humanos provoca un 

aumento de casi un 20% en el valor de vida media de eliminacién, aunque la variabilidad de los 

40 
datos obtenidos no permitié establecer que este efecto fuera en realidad significativo”’. En otro 

estudio, Cox et. al.? establecieron un modelo del dajio provocado por el alcoholismo
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(principalmente, formacién de depdsitos de grasa) en el higado de rata y encontraron que la 

permeabilidad hepatica del isomero R(-) aumenta casi en un 100% en presencia de depdsitos de 

grasa en el higado, lo que no provoca un aumento en el valor de Cl para este enantiomero sino, 

por el contrario, una disminucidn, debido a que se ve favorecida su salida de los hepatocitos, lo 

que conlleva entonces al aumento de los nivetes de R(-)-ibuprofeno en plasma; por otra parte, la 

permeabilidad y ta depuracién del isomero S(+) no se ven afectadas. 

La farmacocinética del ibuprofeno en pacientes que sufren artritis reumatoide no se ve 

alterada en comparacion con la de los voluntarios sanos'*. 

En nifios de 3 a 12 afios que padecen enfermedad febril aguda, se ha observado que no 

existen variaciones en os parametros farmacocinéticos determinados con respecto a los 

reportados para voluntarios sanos, pero se menciona que en nifios con edades menores a 2.5 aiios 

la depuracién es menor, debido a que éstos presentan mayores valores de volumen aparente de 

distribucion’. 

En lo que respecta a fas alteraciones en la farmacocinética del ibuprofeno provocadas por 

la interaccion con otros farmacos, se ha encontrado que la administracién conjunta con 

cimetidina afecta la farmacocinética del compuesto, ya que los valores de ABC se ven aumentados 

debido a una disminuciOn en su depuracion. Este efecto no se observa en presencia de 

ranitidina*'. Se sabe también que el probenecid inhibe la secrecién tubular de los glucurdénidos de 

los AINE’s, por lo que provoca un aumento en la inversion quiral del R(-)-ibuprofeno', La 

administracion de aspirina de manera conjunta con ibuprofeno provoca una disminucion del 50% 

en los niveles del profeno, debido a una posible competencia por los sitios de union a proteinas'*. 

No existen alteraciones en la farmacocinética del ibuprofeno debidas a la administracion conjunta 

. 4 
con acetaminofeno!™, 

. . + 2 be 
Estudios realizados en animales tales como el perro”, vacas productoras de leche’, 

27, 16, 42 
caballos", cabras productoras de leche", ratas y conejos™, muestran que los parametros 

farmacocinéticos son comparables con los obtenidos en el hombre teniendo en cuenta, como es
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logico, la diferencia en masa corporal entre una y otra especie, y considerando algunos aspectos 

particulares: 

* EI ibuprofeno no se distribuye a la leche de las vacas o las cabras productoras de este 

alimento’*®. 

e En los rumiantes, se ha observado que las dosis administradas deben ser mayores, debido a 

dad’. 

  

que el ihuprofeno puede entazarse al rumen, lo que disminuye su biodisponi 

« En el perro y la rata, se reporta la posibilidad de que el S(+)-ibuprofeno inhiba Ja inversion 

quiral del isomero R(-), aunque todavia los estudios con este respecto son insuficientes™. 

« Debe tenerse en cuenta, como ya se menciond, que en fa rata pueden existir diferencias 

considerables en los parametros farmacocinéticos observados con respecto a los de los 

humanos, ya que el R(-)-ibuprofeno forma en mayor cantidad los conjugados con el glicerol 

en esta especie, lo que provoca un aumento exagerado en su vida media de eliminacion’’. 

2.4 Propiedades téxicolégicas del ibuprofeno. 

Una vez revisados los aspectos farmacodinamicos y farmacocinéticos del ibuprofeno, es 

posible hacer una explicacién mas adecuada de sus propiedades toxicas. En primer lugar, se 

hablara acerca de los aspectos toxicologicos menos comunes del farmaco, para proceder a una 

explicaci6n mas amplia en to que se refiere a los efectos sobre el tracto gastrointestinal derivados 

del uso de este compuesto. 

La capacidad del R(-)-ibuprofeno de formar ésteres con el glicerol ha provocado un 

aumento en el debate acerca de que se siga permitiendo su administracion en la forma de mezcla 

racémica en humanos. Como ya se ha mencionado, éstos ésteres tienen la capacidad de 

depositarse en et tejido graso debido a su lipofilicidad, provocando que el tiempo de vida media 

(ti2)del farmaco en animales como la rata se vea aumentado de manera exagerada”’. La 

posibilidad del ibuprofeno de formar estos depésitos implicaria que el farmaco, después de una 
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administracion durante periodos prolongados, Ilegue a acumularse de tal manera en la grasa que 

provoque una toxicidad asociada con los altos niveles del compuesto en el organismo, ademas de 

que la alta lipofilicidad de los ésteres del ibuprofeno con glicerol pude provocar que el farmaco 

alcance el sistema nervioso central con mayor facilidad, generando una serie de efectos toxics a 

este nivel”, como es el caso de la meningitis aséptica’? en pacientes que padecen de lupus 

eritomatoso, 

Por otra parte, se sabe que el ibuprofeno-SCoA tiende a asociarse con las proteinas del 

plasma mediante enlaces que presentan una alta estabilidad, lo que provoca que se formen 

complejos tioéster-albumina que son inmunogénicos, y pueden Hlevar a un proceso de 

hipersensibilizacion al farmaco en pacientes que lo tomen durante periodos muy prolongados'. 

En lo que respecta a la capacidad ulcerogénica del ibuprofeno se ha reportado que, en 

general, los AINE’s provocan la formacion de ulceras gastricas por dos mecanismos: ya sea por 

contacto directo®, debido a la acidez del farmaco, o por fa inhibicion de la sintesis de 

prostaglandinas* siendo que el segundo mecanismo puede presentarse por accion local después de 

la administracin de los compuestos tanto por la via oral como por la parenteral. Para el 

ibuprofeno se menciona que los efectos toxicos a nivel gastrointestinal tras la administracion oral 

del farmaco son mas significativos que cuando la administracion se lleva a cabo por via 

intravenosa®’. En un estudio en el cual se administraron conjuntamente paracetamol e ibuproteno, 

se observé una potenciacion del efecto erosivo de! segundo, y se tleg6 a la conclusion de que esto 

se debia principalmente a que ambos tienen la capacidad de inhibir la sintesis de 

prostaglandinas“: En trabajos mas recientes” se observé que, en las ratas, ef R(-)-flurbiprofeno 

exacerba la ulcerogenicidad del S(+)-ibuprofeno mediante un proceso aquiral, debido a que 

provocé un aumento de la marginacion de neutréfilos hacia las venas mesentéricas postcapilares, 

lo cual no era resultado de una inhibicion de la ciclooxigenasa. La marginacion de teucocitos, al 

igual que la inhibicidn de la ciclooxigenasa, puede ser necesaria pero no suficiente para la 

formacion de las dlceras, y ambos efectos pueden ser complementarios porque, en presencia de 

un inhibidor de la COX (como seria el S(+)-ibuprofeno), existen bajos niveles de prostaglandinas, 

lo que provoca una vasoconstriccién local que, junto con la formacién exacerbada de coagulos
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blancos genera isquemia gastrica, la cual se conjunta con una ulceracion inducida tanto por la 

acidez del farmace como por la presencia de radicales libres?” 

Para finalizar con los aspectos toxicoldgicos del ibuprofeno, se menciona que éste farmaco no 

debe tomarse conjuntamente con inhibidores de la enzima convertidora de angiotesina, el litio, el 

metotrexato y los anticoagulantes (esto Ultimo debido a su actividad como inhibidor de la sintesis 

de factores de coagulacién)'. Ademas, se ha hecho alusién a la posibilidad de que el ibuprofeno 

precipite o agrave el dafio renal o el fallo cardiaco congestivo en pacientes que sufren estas 

enfermedades, debido a una posible isquemia aguda producida por vasoconstriccién, ya que 

inhibe la sintesis de las prostaglandinas vasodilatadoras'” ** 

2.5 Uso de profarmacos del ibuprofeno para disminuir su ulcerogenicidad. 

EI potencial ulcerogénico del ibuprofeno implica que este farmaco no pueda ser utilizado 

en pacientes que sufren de gastritis o ulcera péptica, ademas de que no puede administrarse 

durante periodos muy prolongados a un paciente sin que éste sufra alguna alteracion a nivel 

gastrointestinal. Ha habido numerosos intentos para lograr disminuir estos efectos: dosificacian 

conjunta del ibuprofeno con farmacos antagonistas del los receptores H-2 (cimetidina o 

ranitidina), administracion del farmaco en tabletas formuladas con amortiguadores de pH, empleo 

de grageas en lugar de tabletas convencionales, etc. Sin embargo, una de las alternativas mas 

promisorias para disminuir los efectos ulcerogénicos del ibuprofeno, sin comprometer su 

actividad farmacolégica, ha sido la sintesis y posible administracidn de profarmacos que 

enmascaren el grupo carboxilo del compuesto, evitando asi la contribucién de la acidez del 

farmaco a su toxicidad. 

Los profarmacos son compuestos que pueden ser utilizados para mejorar las propiedades 

farmacéuticas y bioldgicas de las sustancias activas, ya que modifican las caracteristicas 

farmacocinéticas del compuesto, aumentan la biodisponibilidad y/o estabilidad del farmaco en el 

organismo o pueden aumentar la aceptacion por parte del paciente y el cumplimiento de los 

regimenes de dosificactén al eliminar problemas de sabor, olor, dolor de ta inyeccion y/o al 

disminuir la irritacién gastrica producida por substancias agresivas al organismo .



  

Antecedentes. Evatuacién biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofite. 

——— 

Una de las caracteristicas principales de los profarmacos es que estas sustancias no son 

capaces de ejercer un efecto farmacolégico por si mismas, sino que requieren de un proceso de 

biotransformacién en el organismo para liberar in situ ala substancia activa, ya sea mediante un 

proceso de hidrélisis o mediante la transformacion del profarmaco al compuesto activo por algun 

mecanismo que implique la utilizacién de 1a vias metabolicas convencionales. En la figura 5, se 

ilustra, de manera esquematica, la forma en que las substancias activas son liberadas a partir de 

los profarmacos. Por otra parte, es necesario dejar claro que existen algunas substancias que son 

farmacologicamente activas per se y que, por lo tanto, no requieren de ser transformadas en el 

cuerpo para ejercer su efecto, por !o que no son consideradas como profarmacos, sino como 
* "4 ct 

analogos del farmaco e 

  

  
  

   

  

     

  

     
  

        
  

  

      

  

  

Profi oe Profarmaco en Distribucia Profi 
ro! rma cn Absorcion, circulacion istribucion ro) inmaca en 

sitio de general tejidos 
administracion. 

Biotransformacién| Biotransformacion 

Profairmaco + < Farmaco en Farmaco en 
farmaco circulacion tejidos 

eliminados. general.         
  

    

  

  
  

Figura 5. Liberacién del farmaco a partir de un profarmaco dentro del organismo. 

En to que respecta al ibuprofeno, la revision bibliografica exhaustiva realizada sirvid para 

observar que a la fecha no se han realizado muchos trabajos en relacion a los profarmacos de este 

principio activo. En tos pocos reportes existentes se indica su sintesis y su potencial como 

substancias que sirven para disminuir la ulcerogenicidad del farmaco, algunos contienen 

informacion acerca de la determinacion de sus propiedades fisicas, quimicas, farmacoldgicas y 

farmacéuticas y, en un articulo, se reportan datos concernientes a la determinacién de sus 

pardmetros farmacocinéticos”. 
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En la tabla HI, se enumeran algunos de jos profarmacos de! ibuprofeno que han sido 

sintetizados hasta la fecha. Como podra observarse éstos son, en su mayoria, ésteres o amidas 

formadas entre el grupo carboxilo del compuesto y un alcohol o una amina, siendo que ef grupo 

unido al carboxilo puede presentar una gran variedad en cuanto a su tamaiio y substitucion. 

  

  

  

  

  

  

  

Tabla IL. Profarmacos del ibuprofeno reportados en la literatura cientifica. 

R 

oO 

Estructura general del profarmaco. 

Substituyente (R). 

-O-CH3 -O-CH2-CHs -O-~{CH2)2-CH3 

I ue uu’ 

O. CH; HC ; 
“ YY -O4CHs)rCHy Ye th 

CH; On 

Ive ve vr 

CHy 
Ihc. “ ° 

o Notecth -O-(CH2)4-CH 
CHa CH; 

vile vine 1x® 

-O-(CH2)1x-CH -O-(CH2)is-CHs -O-(CHa)i7-CHa 

x° xP xu          
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Tabla II, Profarmacos del ibuprofenc reportados en la literatura cientifica (continuacién). 
  

Substituyente {R). 
  

-O-(CH2)s-CH3 -O-(CH2)o-CH3 -0-(CH2}-CH; 

  

xu’ xiv xv° 

0 ' 

0 2 oO NH,'CY Axo cri Io! 
CH; NH;Cr 

xvi? xvi’ xvur’ 
  

-O:(CH2)2-NH3'Cr 

XIX® 

-O-(CH2):-N(CH3): * HCI 

xx? 

-O-(CH2)2-N(C2Hs)2¢ HCI 

xx? 
  

-O-(CH2)3-N(CH3)2 © HC! 

xx 

-O-(CH2);-N(C2Hs)2 © HCI 

xxur? 

-O-CH2(CH3)-N(CH3)2@ HCI 

xxIv® 
  

-O-CH2(CH)-N(C;Hs) ® HCl 

xxv®     -O-(CH2):-N-morfolina « HCI 

xxvi's   -O-(CH2)2-N-piperidina « HCI 

xxvir®   
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Tabla ILL Profarmacos del ibuprofeno reportados en la literatura cientifica (continuacidn) 
  

Substituyente (R). 
  

  

  

Ox yo 

~O-(CH2)2-NH(CH;)* HCI -NH-CH2-COOH 

Xxvint XXIx* xxx" 

_NH 
oO / \ 

-NH(CH3)-N(C2Hs)2 ON Ww -2C1 © 
YS COOH 

Xxx? Xxx XxXxur® 

COOH 

_N Poli-(N-hidroxietil)-DL- 
aspartamida 

So’ 

7 5 XXX1Vv* Xxx" XXXve! 

  

NH3-CH2-CH3-O- 

XXXVI?     Polietilenglico!-2000-1 

XXXVI?   Polivinilpirrolidona-L 

XXXIX*?   
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En la tabla IV, se muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas, el tiempo de vida 

media de hidrélisis del profarmaco en plasma y solucién acuosa, asi como la ulcerogenicidad 

para algunos de los profarmacos enumerados en la tabla III. Como podra observarse, estos 

compuestos presentan una serie de caracteristicas que los hacen diferentes al farmaco original, y 

que pueden llegar a ser determinantes en su comportamiento farmacocinético y toxicoldgico en el 

organismo: 

1. En general, son menos solubles en agua que el ibuprofeno, por lo que tienden a tener valores 

mas altos de Log P. 

ww
 Presentan mayor estabilidad en soluciones acuosas alcalinas que en plasma, por lo que 

pueden permanecer inalterados en el fluido dei tracto intestinal y pasar después de su 

absorcion al torrente circulatorio, donde liberaran al farmaco de una manera rapida. 

3. La mayoria de los profarmacos son menos ulcerogénicos que et ibuprofeno. 

Con respecto a las propiedades descritas en la tabla II, Bansal ef. al.° dividen a los 

compuestos que son candidatos a utilizarse como profarmacos del ibuprofeno en cuatro grupos, 

los cuales tienen las siguientes caracteristicas: 

Grupo 1. Son compuestos que mantienen una actividad farmacoldgica similar a la del farmaco, 

pero su inestabilidad ante las esterasas provoca que sean hidrolizados rapidamente en el tracto 

gastrointestinal, por lo que no tienen efecto protector alguno (p. ej., profarmaco l). 

Grupo IL. Presentan una menor actividad farmacolégica que el farmaco, debida a una pobre 

absorcion, hidrdlisis ineficaz en plasma, o porque pueden presentar un metabolismo altcrno que 

altera la actividad farmacologica. Generalmente, su cinética de hidrdlisis evita que sean 

ulcerugénicos, pero impide que se llegue a concentraciones terapéuticas del farmaco (p. ¢j., 

profarmacos IX, X, XI, XU, XLII, XIV y XV). 
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Tabla IV. Propiedades fisicoquimicas, tiempo de vida media de hidrélisis del profarmaco en 

plasma y solucién acuosa y ulcerogenicidad para profarmacos del ibuprofeno. 

Solubilidad 

Compuesto" acuosa Log P tye solucion | tiz plasma (h) | % de ulceras 

(meg/mL) acuosa (h) 

Ibuproteno 71,28 2.22 -- - 100 

ig $5.02 2.97 227.9 11.25 100 

We 43.82 3.02 98.7 10.5 80 

Wwe 46.96 2.88 72.4 18 83 

ve 67.75 2.30 40.5 113 06.6 

ve 36.33 3.13 42.9 49 40 

vie 43.32 2.68 63.5 17.3 80 

vin’ 13.45 3.06 79.7 14.7 20 

vine 89.94 2.37 34.0 145 100 

1x® 30.75 3.30 14.6 12.5 60 

xe 24.74 3.55 157.1 49.1 40 

xI* 21.10 3.75 1513 45.3 40 

xe 20.21 3.79 87.6 43.4 20 

xu 12.85 3.60 115.5 32.6 0 

xiv 11.18 3.71 105.2 21.3 0 

xve 6.80 3.7) 138.6 23.9 0 

xvir — —- — a 13.5 

xx® a a -- - 19.2 

Xx —- - os —- 12 

xxiv - - — 153 

XXXII _ ~- = o-- 127 

XXX oe oes -_ _ 272 

XXxv® - — — 4.0 a               
  

* Los nimeros corresponden a tos asignados en la tabla UI.
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Grupo HI. Son profarmacos que no reducen la ulcerogenicidad del ibuprofeno, aunque 

no sean hidrolizados en el tracto gastrointestinal y presentan menor actividad farmacologica que 

éste. Es posible que estas substancias tengan actividad irritante al estomago por si mismas, por lo 

que se comprueba que no es suficiente el enmascarar al acido carboxilico, sino que esta 

substitucién debe hacerse con los grupos funcionales mas adecuados. Ejemplos de este caso son 

los compuestos IV, VI y VIE (como podra observarse, todos son derivados de alcoholes 

ramificados). 

  

Grupo IV. Ejempliticado por las substancias Il y V, son los compuestos que presentan 

una retencidn de la actividad terapéutica y reduccion en ja ulcerogenicidad, aunque podrian tener 

caracteristicas farmacocinéticas diferentes a las del compuesto original debido a su velocidad de 

hidrélisis en plasma y a las diferencias en el sitio de absorcién a nivel del tracto gastrointestinal. 

Estos son los mejores candidatos, y son el tipo de compuestos sobre los que hay que centrar la 

atencién en los estudios que tienen como objetivo la obtencién de profarmacos eficientes del 

ibuprofeno. 

A partir de esta clasificacién, salta a la vista que las propiedades fisicoquimicas, tales 

como el coeficiente de particion lipidos/agua y la solubilidad, asi como la estabilidad del 

compuesto en el organismo, son los factores determinantes para obtener un profarmaco real del 

ibuprofeno, ya que influyen directamente en su actividad farmacoldgica y toxicologica, asi como 

en su farmacocinética. 

En to que se refiere a las propiedades farmacocinéticas de los profarmacos del ibuprofeno, 

Samara ef. al” encontraron que no existen diferencias significativas en cuanto a la 

farmacocinética de! ibuprofeno liberado a partir del ibudice (compuesto XVI en Ia tabla IIL) en 

comparacién con la farmacocinética de! ibuprofeno cuando es administrado por via oral o 

intravenosa como farmaco base, lo cual puede deberse a que el ibudice es hidrolizado 

rapidamente en el fluido intestinal simulado (ti2= 3 minutos). Es interesante mencionar que, en 

este caso en especial, la vida media de hidrdlisis del ibudice en plasma es mucho mayor que en el 

  

fluido intestinal simulado (t= 7.3 horas en plasma), Su inestabilidad quimica y su “alta” 

estabilidad a la hidrélisis enzimatica provecaron que este compuesto no fuera considerado como
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una buena alternativa para su uso como profarmaco del! ibuprofeno.. Los datos farmacocinéticos 

obtenidos de los estudios en perros mestizos se reportan en la tabla V. 

  

  

  

  

  

  

  

          

Tabla V. Parametros farmacocinéticos del ibuprofeno después de haber sido administrado por 

via oral e intravenosa como farmaco libre y por via oral como profarmaco (ibudicey”. 

Ibudice p.o. 
Parametro {dosis equivalente Ibuprofeno p.o. Ibuprofeno iv. 

farmacocinético. a 175 mg de (dosis de 175 mg) (dosis de 175 mg) 
ibuprofeno) 

tia (h} 29405 2.9413 3.0413 

ABC (ng * h/mL) 76 + 26.0 77+15.0 944210 

Crnax (He/mL) 1446.0 1646.0 — 

tyias (h) 2.3417 3.4427 — 

Fra (%) 96 + 16.0 — — 

Fins (%) 84+29.0 874310 _— 
  

  

  

Como se ha podido observar a lo largo de este texto, existe una necesidad en cuanto al 

desarrollo de nuevos profarmacos del ibuprofeno, con el fin de encontrar substancias que 

‘disminuyan la ulcerogenicidad del compuesto y puedan ser alternativas reales para substituir al 

farmaco en la terapid de aquellos pacientes que no fo puedan utilizar en forma de farmaco libre. 

Una de estas substancias puede ser el ibuprofenato de ibuprofilo, el cual se ha sintetizado 

recientemente en nuestro pais™ (su estructura se muestra en la figura 6). En las siguientes 

paginas, se detallaré la evaluacion biofarmacéutica que se realizé a este compuesto. 

  

    
  

Figura 6. Estructura quimica del ibuprofenato de ibuprofilo, un nuevo candidato a 

profarmaco del ibuprofeno. 
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3. OBJETIVOS., 

3.1 Objetivo general. 

Lievar a cabo la evaluacion biofarmacéutica del ibuprofenato de ibuprotilo, para recabar 

datos que permitan establecer si este compuesto es un profarmaco del ibuprofeno. 

3.2 Objetivos especificos. 

Determinar el coeficiente de extincién molar (€) del ibuprofenato de ibuprotilo en medios 

acuosos y organicos. 

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) 

para cuantificar al ibuprofenato de ibuprofilo y/o a sus precursores (ibuprofeno e 

ibuprofol) tanto en soluciones acuosas como en plasma. 

Determinar el coeficiente de particién lipidos/agua del ibuprofenato de ibuprofito. 

Determinar la cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo ia vitro en medios 

acuosos de diferente pH, en plasma de rata y en presencia de esterasas hepaticas de cerdo 

Obtener datos preliminares acerca de ta farmacocinética del ibuprofeno liberado in vivo 

en ratas Wistar macho, tras la administracion por via oral e intravenosa del ibuprotenato 

de ibuprofilo.
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4, HIPOTESIS. 

El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de ibuprofilo 

(lipofilicidad, cinética de hidrolisis a diferentes pH’s y cinética de hidrdlisis enzimatica) y de los 

datos preliminares de la farmacocinética del ibuprofeno liberado in vive tras la administracion del 

ibuprofenato de ibuprofilo en ratas, serviran como pauta para establecer si esta substancia es un 

candidato viable para ser utilizado como un nuevo profarmaco del ibuprofeno. 
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5, METODOLOGIA EXPERIMENTAL. 

5.1 Materiales, 

5.1.1 Equipo. 

Balanza analitica OHAUS modelo AS-200. 

Espectrofotémetro U.V.-visible marca Shimadzu, mod. UV-1601 

Cromatografo de liquidos Shimadzu, equipado con: 

Detector U.V. mod. SPD-10AV. 

Bomba isocratica LC-I0AS. 

Automuestreador SIL-10". 

Controlador de sistema SCL- 1". 

Software Class vP Chromatograph 

- Cartucho Beckman Ultrasphere-XL C)y, de 4.6 mm (d.i.) x 70 mm, y un tamafio de particula de 3 

ym. 

Cromatégrafo Hewlett-Packard Series 1100, equipado con: 

Desgasificador mod. G1322A 

Bomba cuaternaria mod. GI311A. 

Muestreador automatizado mod. Gi313A 

Detector U.V. de longitud de onda variable modelo G13144 

Software HP Chemstations. 

Columna Zorbax cianopropil SB-CN de 4.6 mm (d.i.) x 250 mm, con un tamafio de particula de 5 

punt, 

” Bajio para incubacion Lab-Line/Dubnoff Incushaker. 

Precolumna Waters Resolve-ciano, 4.5 mm (d.i) x 10 mm con tamaiio de particula de 5 jum. 
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5.1.2 Reactivos. 

Ibuprofeno estandar USP (donacién PROMECO, analisis 062095). 

Ibuprofenato de ibuprofilo (donacion) » 

Ibuprofol (donacién)’. 

Naproxeno, estandar USP (donacién SYNTEX, analisis 261097). 

Metandi Mallinckrodt UltimAR, lote H488KPCP. 

Acetonitrilo Tecnolab, lote GL19/06/12/96. 

Acido acético glacial (JT Baker 99%). 

Acetato de sodio pentahidratado (JT Baker ACS, 99.7%). 

Benzaldehido (Sigma Chem Co., lote 16H3434). 

p-xileno (Sigma Chem Co., lote 01920H0). 

Tolueno (Sigma Chem. Co., lote 126H367) 

Benceno (Aldrich HPLC, lote ways) 

Nafialeno (Sigma Chem. Co., lote 65H3492). 

Antraceno (Sigma Chem. Co , lote 543451). 

Fosfato monobasico de sodio (JT Baker, 99%, lote 12536). 

Fusfato dibasico de sodio (JT Baker, 99%, lote 54632). 

Amortiguador de citratos (Sigma Chem. Co., lote H67589). 

Sulfato ctiprico pentahidratado (JT Baker, ACS, lote 6548). 

Tartrato de sodio y potasio (JT Baker, ACS, lote 9865). 

Hidroxido de sodio GT Baker, ACS, lote 4712). 

loduro de potasio JT Baker, ACS, lote 3221). 

Esterasa de higado de cerdo (20000 UI’, E.C. 3.1.1.1, Sigma Chem. Co., lote 64H7200} 

heparina (100 Ul/mL, Inhepar). 

© Los compuestos fueron donados. Se informa que se obluvieron mediante sintesis quimica y se someticron al 

andlisis de sus propiedades fisicas (T),. rotacién éptica) y espectrométricas (RMN~- SH y RMN-UC) para comprobar sit 

identidad™" 

© Una Unidad internacional (UI) hidroliza 1.0 pmol de butirato de metilo por minuto, a pH 8.0 y 25 °C. 
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$.2 Determinacién de algunas de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de 

ibuprofilo. 

§.2.1 Determinacién del coeficiente de extincién molar del ibuprofenato de ibuprofilo. 

1) Se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofenato de ibuprofilo, por triplicado. 

2) Cada una de las pesadas se disolvid con metanol y se llev6 a un aforo de !0 mL en matraces 

volumétricos. Estas soluciones, se denominaran stock A, BOC. 

3) De cada uno de los stocks (A, B y C), se tomaron alicuotas de 100, 200, 300, 400 y 500 WL, y 

se llevaron a un aforo de 10 mL con cada uno de los siguientes disalventes: metanol, 

acetonitrilo y acetonitrilo-soluci6n amortiguadora de acetatos pH 3 0.04 mM! (1:1). La 

concentracién de las soluciones de prueba estaba entonces en el intervalo de 10 a 50 pg/mL. 

4) A cada una de estas soluciones se les realizo un barrido en la regidn del espectro de radiacion 

ultravioleta (200 a 370 nm). En cada uno de los espectros, se determinaron las zonas de 

maxima absorcién de radiacién y el valor de la absorbancia para estos maximos. 

5) Se construyeron curvas de concentracién molar vs. absorbancia a partir de los valores 

obtenidos experimentalmente en cada uno de los maximos observados, y se determind el 

valor de la pendiente de las curvas obtenidas, para conocer el valor de el coeficiente de 

absortividad molar del ibuprofenato de ibuprofilo, considerando el ajuste de los datos a la ley 

de Lambert y Beer. El ajuste lineal se realiz6 utilizando el software STATISTICA for Windows, 

ver. 3.0, 1993. 

6) Finalmente, se realizé un analisis de varianza para determinar si existian diferencias 

significativas en cuanto al valor de coeficiente de absortividad molar por efecto del disolvente 

utilizado. 

“La solucién de acetatos se prepard a partir de la mezcla de 2.1 mL de dcido acético glacial mas 92.5 mg de acetato 
de sodio pentahidratado en 1000 ml de agua, ajustando ¢! pH a 3.0 con HCI concentrado. 
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§.2.2. Determinacién del coeficiente de particién octanol/agua del ibuprofenato de 

ibuprofilo. 

1) Se pesaron con exactitud !0 mg de cada una de las siguientes substancias, por separado: 

ibuprofenato de ibuprofilo (el cual se denominara Iblb), benzaldehido, p-xileno, tolueno, 

benceno, |, |-bis(p-clorofenil)-2,2,2,-tricloroetano, naftaleno y antraceno. 

2) Cada una de las substancias se disolvié con metanol y se llevé a un aforo de 10 mL en 

matraces volumétricos. 

3) Por separado, se prepararon mezclas de metanol-solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4° 

en proporciones (50:50), (65:35), (70:30), (80:20),(85: 15} y (90:10). 

4) De las soluciones preparadas en el inciso 2, se tomaron 100 pL, y se llevaron a un aforo de 10 

mL con las mezclas preparadas en el inciso 3, siempre y cuando las substancias fueran a ser 

eluidas con la mezcla respectiva. 

5) Las soluciones preparadas en el inciso 4 fueron sometidas (por triplicado cada una) a elucion 

en el cromatégrato de liquidos Shimadzu. La fase estacionaria utilizada fue un cartucho 

Beckman Ultrasphere-xXL Cig. En la tabla V1, se describen las fases moviles con que fueron 

eluidas cada una de las soluciones mencionadas. 

6) Una vez que se eluyeron las substancias en las fases moviles correspondientes, se procedid a 

calcular el valor de factor de capacidad en cada una de fas condiciones, de acuerdo con la 

ecuacion: 

  

= (Treutstancia — Thmnstanot)/ TEmetanel 

Tr= tiempo de retencion de los compuestos de interés, 

* La solucion amortiguadora se preparé adicionando 144.9 mg de NaH,PO, * H;0 y 519.2 mg de Na:HPO, © 12H:0 

a 250 mL de agua desionizada. 
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7) Se construyeron graticas de Log k’ vs. % de metano! en fa solucién. A partir de la curva 

ajustada, se calculd el valor de Log k’y, el cual es el valor de factor de capacidad tedrico 

cuando el “% de metanol en ta solucidn es de 0%. 

8) Finalmente, se generé una gratica de Log P vs. Log Ku, en donde el valor de Log P es el 

reportado en la literatura para las substancias utilizadas como estandares de coeficiente de 

particion en el estudio (benzaldehido, tolueno, benceno, DDT, p-xileno, antraceno y 

naftaleno). En esta curva, se interpolé el valor de Log Ky obtenido para el IbIb, y se predijo 

de esta forma su valor de Log P. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

‘Fabla V1. Fases moviles utilizadas para la elucion de las soluciones mencionadas en ef inciso 4* 

Compuesto Mezclas Metanol-Amortiguador de fosfatos pH 7 4 

{50:50) (65:35) (70:30) {80.20) (85:15) (90 10) 

Benzaldehido v Vv J vf _ 

Tolueno J v v v — 

Benceno v v a J _- 

bbT . a v v v J v 

Xileno _ v v V v 

Antaceno _ J v J v f 

Nafialeno _ J v Vv v v 

ibib _ _ v J v J                 
  

¢ El sinbolo 7 representa que con esa fase mévil fue cluido cl compuesto. Por cl contrario. cf siimboto indica 

que el compuesto no se cluy6 con esa fase movil 
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§.3 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en medios 

acuosos con diferentes pH’s. 

$3.1 Desarrollo de un método analitico para cuantificar ibuprofenato de ibuprofilo, 

ibuprofol e ibuprofeno en mezclas acuosas. 

Todo el desarrollo analitico se realizé utilizando un cromatografo Hewlett-Packard Series y 

una columna Zorbax cianopropil SB-CN. Tras una serie de experimentos encaminados al 

desarrollo del método analitico mas adecuado, se tlegd a un diseiio experimental factorial 2 x 2, 

en el cual se variaron la velocidad de flujo y el pH de la fase movil, y se utilizo un “doble 

gradiente” de metanol, con una cantidad inicial de 55% de metanol, con un gradiente de 0.25% de 

metanol/minuto el cual, a los 7.5 minutos, se aument6 a 9.375% de aumento de metanol/minuto 

hasta alcanzar 85% de metano!, para continuar con esta proporcin hasta los 16 min, EI disefto 

experimental utilizado se describe en Ja tabla VII. Se utilizaron amortiguadores de acetatos pH 

2.8 y pH 4’, 

  

  

  

  

  

  

Tabla VII. Disefio experimental utilizado para la optimizacién del método analitico. 

Experimento Velocidad de flujo (mL/min) pH 

1 ! 2.8 

2 12 2.8 

3 1 4.0 

4 1.2 4.0         
  

‘La sotucién de pH 2.8 se preparé mezclando 1.1 mL de acido acctico glacial y 26.33 mg de acetato de sodio 

irihidratado cn 500 mL de agua desionizada. La solucién de pH 4.0 se preparé mezclando 0.5 mL de acido acético 

glacial y 201.3 mg de acctato de sodio wihidratado en 500 mL de agua desionizada 
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5.3.2 Validacion del método analitico para la cuantificacién de muestras conteniendo 

ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo en solucién acuosa. 

1) En el primer dia, se determinaron tos parametros de linealidad y precision del sistema, asi 

como la estabilidad de la muestra analitica en la fase movil de Metanol-acetatos (55:45). Para 

ello, se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofeno, 10 mg de ibuprofol y 10 mg de 

ibuprofenato de Ibuprofilo, los cuales se mezclaron y se flevaron a un aforo de 10 mL con 

metanol (solucion A). De ta solucién A, se tomaron alicuotas de 10, 20, 30, 40, 50, 200, 350, 

500, 650 y 800 uL, las cuales se llevaron, por separado, a un aforo de 10 mL con la fase 

movil, para obtener concentraciones de I, 2, 3, 4, 5, 20, 35, 50, 65 y 80 pg/mL de cada una de 

las sustancias (a cada una de estas diluciones, se les denomind “estandares” y, al conjunto de 

10 estandares de diferente concentracion, se le denomind “curva estandar”). El procedimiento 

se realizé por triplicado. Cada uno de los estandares se inyecto por duplicado, a excepcion de 

aquellos en concentracion de 50 pg/mL, los cuales se inyectaron por sextuplicado al inicio y 

al final de la corrida de cada una de las curvas, cubriendo un periodo total de 24 horas de 

duracién de las muestras en el cromatégrafo (el sistema utilizado fue el descrito en 5.3.1). 

2) La determinacion de los parametros de linealidad, exactitud y precision del metodo analitico 

se Hevé a cabo de la siguiente manera: se pesaron con exactitud 25 mg de ibuprofeno, 25 mg 

de ibuprofol y 25 mg de ibuprofenato de Ibuprofilo, los cuales se mezclaron y se llevaron a 

un aforo de 25 mL con metanol (solucién B). De la solucion B, se tomaron alicuotas de 10, 

20, 30, 40, 50, 200, 350, 500, 650 y 800 pL, las cuales se Ilevaron a un aforo de 10 mL con 

amortiguador de fosfatos 0.02 M pH 7.48. (dando como resultado las soluciones 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9 y 10, respectivamente). De cada una de las soluciones (1-10) se tomaron alicuotas 

de 500 pL, y se mezclaron con 500 wL de metanol HPLC antes de ser inyectadas al 

cromatografo (a estas diluciones, se les denomind “muestras”). Todo el procedimiento 

anterior se realizO por triplicado en un mismo dia. Cada una de las muestras se inyecto por 

duplicado Por otra parte, se inyectaron curvas de calibracion en fase movil de los compuestos 

(una por dia), preparadas de acuerdo con el procedimiento descrito en el inciso | de esta 

© Se preparé mezclando 144.9 mg de NaH;PO, « HO y 519.9 mg de NazHPO, « 12H:0 con 125 mL de agua 

desionizada. 
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seccién (inyeccién también por dupticado a cada nivel de la curva). Todo !o descrito en este 

inciso, se repitié en otra sesién de trabajo. 

3) Los resultados obtenidos tanto de la validacién del sistema como de la validacién del método 

se analizaron utilizando el programa Statgraphics, ver. 2.0. 

5.3.3 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en 

soluciones acuosas con diferentes valores de pH. 

1) Se pesaron con exactitud 25 mg de ibuprofeno, 25 mg de ibuprofo! y 25 mg de ibuprofenato 

de Ibuprofilo, los cuales se mezclaron y se llevaron a un aforo de 25 mL con metanol 

(Solucion A). 

2) De la solucién A, se tomaron 5 alicuotas de 700 wL. Una alicuota se Ilevé a un aforo de 10 

“mi con amortiguador de pH 1.7 en concentracién 0,02 M", otra se {levé al mismo aforo, con 

amortiguador de pH 3.0 y las tres restantes se llevaron al mismo aforo, cada una con 

diferentes reguladores (de pH 5.0, 7.0 y 9.0, respectivamente). Estas diluciones se incubaron 

en un bafio con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 + 0.5 °C). De cada una de las 

diluciones se tomaron alicuotas de 500 HL a las 0, 0.25, 0.5, 1,0, 1.5, 2.0, 3.0 y 24 horas, y se 

mezclaron con 500 pL de metanol HPLC antes de ser inyectadas al cromatografo. Todo el 

procedimiento anterior se realiz6 por tiplicado. Ademas, se inyectaron curvas de calibracion 

preparadas de acuerdo con el procedimiento descrito en el inciso 1 de !a seccién 5.3.2 

(inyeccidn también por duplicado a cada nivel de la curva). 

4.9 mL de HCl concentmdo en 250 mL de agua desionizada; pH 3.0: 300 pl de acido acético g 
to de sodio trihidratado cn 250 mL de agua desionizada, pH 3.0: 100 pl de dcido acdtico gla 

ing de acctato de sodio trihidratado en 250 mL de agua desionizada; pH 7.0: 289 mg de NaH,PO, monohidratado + 

1.0384 g de Na;HPO, dodecahidratado en 250 mL de agua: pH 9.0: 395 mg de NaHCO; + 31.4 mg de Na;CO, en 

250 mL de agua desionizada. 
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5.4 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de 

rata y en presencia de esterasas de higado de cerdo. 

5.4.1 Desarrollo de un método de extraccién de ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de 

ibuprofilo a partir de plasma de rata, 

1) Se preparé una solucién stock de ibuprofeno, ibuprofenato de ibuprofilo e ibuprofol, pesando 

con exactitud 10 mg de cada uno de tos compuestos, y llevandolo a aforo de 10 mL con 

metanol. 

2) De la solucion stock, se tomaron 600 wL y se Hevaron a un aforo de 10 mL con una mezcla 

Metanol-amortiguador de acetatos pH 4.0 (60:40) (a esta se le denomino solucion en fase 

movil). Por otra parte, se tomaron 600 aL del stock, y se Ilevaron a un aforo de 10 mL con 

plasma de rata (solucion en plasma). 

3) Para encontrar et método de extraccién mas adecuado, de cada una de las soluciones 

preparadas en e! inciso 2 de esta seccién se tomaron 6 alicuotas de 200 pL, las cuales se 

extrajeron de acuerdo con el esquema presente en la tabla VIE (cada experimento se realizé 

por triplicado), La centrifugacion de estas muestras se Ilevo a cabo a 5000 rpm durante 10 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

min. 

Tabla VIL Disefio experimental para el desarrollo de un método de extraccion 
para ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo a partir de plasma. 

. . Solucién de Cantidad de disolvente | Tiempo de agitacion 

Experimento extraccion*. (ul). (segundos) 

I MeOH: AcOH (99:1) 500 30 

2 AcN-: AcOH (99:1) 500 30 

3 MeQH:AcOH (99:1) 500 30 

4 MeOH: AcOH (99:1) 500 10 
5 AcN: AcOH (99:1) 500 lo 

6 MeOH: AcOH (99:1) 250 20           
  

* Cada solucién de extraccion se adicioné con naproxeno USP, cn una concentracién de 5. pg/ml. MeOH= mctanol, 
AcN= acetonitrilo, ACOH= dcido acético glacial. 
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5.4.2 Validacién del método por CLAR para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol en plasma 

1D) 

3) 

4) 

de rata y en soluciones de esterasa de higado de cerdo. 

Preparacién de soluciones patrén: se pesaron 50 mg de cada uno de los estandares 

(ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo), se mezclaron y se levaron a un volumen 

de 25 mL con una solucién de acido acético al 1% en metanol. A ésta, se le denumind 

sohicién patron A. De la solucion patron A, se tomé ! mL y se llevé a 10 mL con una 

solucion de acido acético al 1% en metanol (solucién patrén B). 

Preparacién de la solucién de estandar interno: se pesaron 5 mg de naproxeno y se 

Hevaron a un volumen de 100 mL con solucién de acido acético al 1% en metanol. Se 

tomaron 2.5 mL y se aforaron a 25 mL con la solucién de Acido acético al 1% en metanol. A 

esta ultima, se le denomind solucion de estandar interno. 

Método analitico. El método analitico utilizado fue similar al desarrollado para la 

cuantificacién de ibuprofeno e ibuprofol en soluciones acuosas, y consistio en colocar, en un 

tubo de ultracentrifuga de potipropileno, 100 uL de !a solucion de muestra (ya sea en agua o 

en ptasma) y adicionar 250 jL de solucion de estandar interno, Se agit6 en vortex durante 20 

segundos, y se centrifug6 a 5000 rpm durante 10 min. Se toms e! sobrenadante y se deposit6 

en un microvial y se inyectaron 75 pL de este sobrenadante al cromatografo. El sistema 

analitico estaba conformado por el cromatografo Hewlett-Packard Series 1100, una columna 

Zorbax SB-CN y una precolumna Waters Resolve-ciano. El analisis se realizd utilizando un 

método que consistia en la elucion por gradiente de metanol (A):Buffer de acetatos pH=4 (B), 

iniciando con una proporcidn de 55% de A, con gradiente de 0.25% de A/min de 0 a 10 min. 

Se dio un tiempo de recuperacién de 5 minutos después de terminada cada corrida, para 

volver a las condiciones iniciales. La velocidad de flujo fue de 1.2 ml/min. 

Linealidad del método y limites de deteccién y cuantificacién. Se prepararon, ya sea en 

agua {soluciones de calibracion) o en plasma, diluciones de las soluciones patron (en dos dias 

diferentes, por cuadruplicado cada dia en plasma y una sola vez en agua), siguiendo el 

esquema ilustrado en la tabla 1X. Los primeros 5 niveles sirvieron para los datos de limite de 
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deteccién y de cuantificacién). Todos los niveles se utilizaron para determinar la linealidad 

del método 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

5) Muestras para la determinacién de estabilidad. De cada uno de los niveles marcados con 

(*) en la tabla LX se prepararon 40 muestras, separadamente de las muestras a analizar el 

primer dia, Se guardé la mitad de éstas a -20°C en tubos de ultracentrifuga de polipropileno. 

Para el primer dia, se analizaron 6 muestras de cada nivel antes de la corrida de cada curva y 

al finalizar la Ultima curva, y se determind el tiempo en que eran estables en el cromatdgrafo. 

De manera similar, se analizaron las muestras almacenadas 8 dias de a-20 °C. 

6) Especificidad y selectividad del método. Para determinar estos parametros, se analizaron 

blancos de un pool de plasma de rata (obtenido a pantir de 30 animales), y se verificé que no 

existieran picos debidos a substancias enddgenas que interfirieran con las sefiales de interés 

Tabla IX. Esquema para la validacion del método analitico para cuantificar ibuprofeno e 

ibuprofol en plasma de rata. 

Volumen de Patron A | Volumen de Patron B Nivel de la curva 

(ul) (nL) Aforo (mL) (uy/ml.) 
0 50 10 l 

0 100 10 2 

0 150 10 3 

0 200 10 4 

0 250 10 5* 

100 0 10 20 

175 0 10 35* 

250 Q 10 50 

325 0 10 65* 

400 0 10 80       
    46 
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7) Exactitud del método. Se determind a partir de las curvas de cantidad recuperada (relacién 

altura del analito/altura de! estandar interno en plasma) vs. cantidad adicionada (relacién 

altura del analito/altura del estandar interno en agua). 

8) Precisién (precisién intermedia en dos dias diferentes por un mismo analista, y 

repetibilidad por un analista en el mismo dia). Se determind mediante el andlisis 

estadistico de cada nivel de la relacion concentracién-respuesta para cada curva en cada dia y 

entre los diferentes dias. 

9) Validacién cruzada (para el caso de cuantificacién del ibuprofeno e ibuprofol en 

soluciones de esterasa de higado de cerdo). Consistié en asegurar la especificidad y 

exactitud del método en solucidn de esterasa de higado de cerdo, analizando por triplicado las 

muestras preparadas tanto en plasma de rata como en soluciones de esterasa de higado de 

cerdo, en los niveles de concentracidn de 5, 35 y 65 pg/mL. 

5.4.3 Estudio de la cinética de hidrélisis del ibuprofenate de ibuprofilo en plasma de rata’ 

y en solucion de esterasa de higado de cerdo. 

§.4.3.1 Cuantificacién de proteinas en solucion de esterasa de higado de cerdo y en plasma 

de rata’, 

Se prepard una solucién stock de albtimina bovina conteniendo 100 my de la proteina en 10 

mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 0.02 M, a partir de la cual se realizaron 

diferentes diluciones para preparar la curva patron. Por otra parte, se disolvid el contenido total 

del frasco en que se recibid la esterasa de higado de cerdo en 100 ml. del amortiguador de 

fosfatos, de esta solucion, se tomaron 5 mL y se diluyeron a 10 mL. A su vez, se tomaron 0.25 

‘ Debe use que cl plusina extraido para la validacién se tomé a partir de 30 ratas Wistar macho, con an peso de 

entre 254) 300 g. wulizando como anticoagulante heparina (20 U/mL de sangre). El plasma para Ja lidrdlisis sc 

extrajo de 6 cias Wistar macho del nusmo peso, sélo que en este caso se utilizé amonrtiguador de citratos. 

  

  

reactivo de Biuret utilizado se prepard de la siguiente manera: En un matraz volumétrico de 500 mL sc colucaron 

de CuSO, « 5 H30 y 3.0 g de tartrato de sodio y potasio. Se agregaron 250 mL de agua destilada y se Ugo 

hasta disolucién total. Se adicionaron, con agitacion constante, 150 mL de soluci6n de NaQH 2.5 N. Se agregaron 

0.5 g de KI y se agité hasta disolucion total, {levando finatmente al afore” 
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mL de plasma de rata y se llevaron a un aforo de 10 mL con el amortiguador de fosfatos. Una vez 

preparadas, todas las soluciones se dejaron reposar durante 30 minutos, para proceder a la lectura 

de sus absorbancias a 540 nm en el espectrofotometro . Como se puede observar en la tabla X, la 

determinacién de la concentracién de proteinas en las muestras problema se realiz6 10 veces, y la 

curva patron de albumina se construy6 por triplicado. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabla X. Muestras para la cuantificacion de proteinas en solucién de esterasa y en plasma de rata. 

ML de Buffer } ML de stock de | ML de solucién | ML de solucién | Nombre de la 

Pubos. de fosfatos. albamina. de Biuret. problema. 

1-3 0 1 4 0 Curva, 

20 2/100mL, 

2-6 ‘ 0.2 0.8 4 0 Curva, 
16 o/ 100mL. 

7-9 0.4 0.6 4 0 Curva, 
12 w/100mL 

10-12 06 0.4 4 Go Curva, 
8 of l00mL 

13-15 0.8 0.2 4 0 Curva, 
4 w100mL, 

1o-18 1.0 0 4 0 Blanco 

19-28 0 0 4 1.0 Esterasa 

29-38 0 0 4 1.0 Plasma               
  

5.4.3.2 Determinacion de la cinética de hidrélisis en plasma de rata o en presencia de 

solucién de esterasa de higado de cerdo. 

Se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofenato de ibuprofilo, y se Hevaron a un aforo de 10 

nL con metanol. De esta solucién, se tomaron 20, 40 0 60 wL, colocando cada volumen en un 

tubo de ensaye, y se adiciond la cantidad suficiente de plasma de rata al 80% (diluido con 

solucién salina isoténica) para llevar a | mL (la concentracion final de profarmaco era de 80, 40 

© 20 pe/mL, o 2, Lo 0.5 x 10% M). Cada una de las soluciones se prepard por triplicado 

Inmediatamente después, las soluciones se sometieron a incubacién con agitacion (60 rpm) y 

  

48 

 



  

Metadologia experimental. Evaluacién biofarmacéutica del Ibuprafenato de tbuprofilo. 

  ———————— Eee —————————————————————————— 

- calentamiento (37 + 0.5 °C). Se tomaron muestras de cada uno de los tubos a los 0, 10, 20, 30, 

40, 50, 60 y 90 minutos y se depositaron en tubos de polipropileno conteniendo 250 kl. de ta 

solucién de estandar interno (descrita en la seccién 5.4.2, inciso 2). Las muestras se analizaron de 

acuerdo con el método descrito en la seccion 5.4.2, inciso 3. Por separado, se prepararon curvas 

patron en plasma conteniendo ibuprofeno e ibuprofol (en las concentraciones descritas en la tabla 

1X), las cuales se analizaron de manera conjunta con las muestras de la hidrdlisis, Este mismo 

procedimiento se utilizé para la hidrélisis del profarmaco en presencia de soluciones de esterasas 

de higado de cerdo. 

5.5 Estudios preliminares de la farmacocinética de! ibuprofeno liberado a partir del 

ibuprofenato de ibuprofile en ratas. 

Las dosis utilizadas en cada estudio se seleccionaron tomando como base Jos repories 

encontrados en a literatura internacional, en los que se ha administrado desde 25 y hasta 50 

mg/Kg de ibuprofeno a cada rata’ ** , ademas de que, al someter a los animales a estas dosis de 

ibuprofeno, no se corre el riesgo de provocar en las mismas efectos toxicos o la muerte (la dosis 

letal para el 50% de la poblacidn en ratas adultas es de 626 my/Kg tras la administracion 

intraperitoneal y de 1026 mg/Kg tras la administracion oral’). 

1) Estudio I. Se llevé a cabo en cuatro ratas, a las cuales se les administré una dosis de 99.22 

mg de ibuprofenato por Kg de peso de la rata (equivalentes a 50 mg de ibuprofeno/Ky), por 

via oral en forma de una emulsién conteniendo 0.05% de Tween 80. Los tiempos de muestreo 

se describen en la tabla X1. 

2) Estudio UL. Se realiz6 en dos ratas de 221 y 251 g, a las cuales se les administré una dosis de 

18 02 mg de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg de peso de la rata (equivalentes a 9.00 mg de 

ibuprofeno/Ky) por via intravenosa, en forma de emulsin conteniendo 0.05% de Tween 80. 

Se tomaron muestras a las 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 4.0 horas. 
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Tabla X1. Esquema de muestreo de las ratas del estudio preliminar con dosis de 

99.22 mg/Kg de peso del ibuprofenato de ibuprofilo. 

Rata Peso (x) Esquema de muestreo (h). 

! 287.0 0, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3 0, 4.0, 5.0. 

2 240.0 0, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3 0, 4.0, 5.0 

3 204.0 0, 0.25, 0.33, 1 0, 2.0, 4.0, 6.0, 7.0, 8.0. 

4 261.0 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0.         
  

3) Estudio II, Se llevé a cabo en cuatro ratas con pesos de 310, 297, 270 y 316 yg, a las que se 

administré una dosis oral de 49.6! mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo(equivalentes a 25 mg 

de ibuprofeno/Kg), en forma de emulsion conteniendo 0.05% de Tween 80, Se tomaron 

muestras de sangre a las 0, 0.25, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 9.0, 12.0, 18.0 y 24 horas. 

El protocolo experimental general utilizado fue el siguiente: 

Tratamiento de las ratas antes del inicio de la toma de muestras. Los animales fueron 

sometidos a un ayuno previo de por lo menos 24 horas. El dia del estudio se anestesio a cada 

animal, por separado, en un camara de éter. Una vez anestesiado, se Ilevé a cabo la diseccién de 

rede 
    

la vena caudal, iniciando a partir de un corte longitudinal de aproximadamente 2 cm, a pat 

una distancia de 2. cm de la base de la cola. A través de este corte, se aislé la vena y se inserto en 

ella una porcian de 2 cm de canula PE-10, la cual se conectd a una porcién de 2 cm de canula PE- 

so, Una vez canulada la vena, se hizo pasar a través del tubo una solucion de heparina (100 

ul/mL., Inhepar) en solucién salina isotonica, y se verificd el correcto paso de sangre a través de 

la canula. Si el sangrado era correcto, se suturaba la incision , se pegaba el catéter a la cola con 

cinta Micropore, y se insertaba en ta cdnula una aguja acoplada a una jeringa para la toma de 

muestras. Para la administracién intravenosa, se canuld la vena femoral de los animales de una 

manera similar a esta. Para la administracion oral, se administré la dosis de ibuprofenato de 
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ibuprofilo correspondiente, utilizando una sonda para depositar la emulsidn a nivel del estomago 

a través de la faringe de las ratas. 

Recoleccién, conservacién y andlisis de las muestras. Las muestras de sangre se 

colectaron en tubos de polipropileno (Elkar) de 1000 tL, los cuales contenian 10 U! de heparina 

seca. Se cemrifugaron las muestras a 5000 rpm por 10 minutos inmediatamente después de su 

recoleccion, y se separd el plasma, para su posterior cuantificacion con el método descrito en la 

seccién 5.4.2. El analisis de las muestras se realizé ai dia siguiente o en el mismo dia de su toma. 

Cabe aclarar que, en cada corrida, se analizaron muestras de control de calidad preparadas en 

plasma de rata conteniendo ibuprofeno e¢ ibuprofol en concentracion de 5, 35 y 65 pe/mL (por 

triplicado en cada nivel). 
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6. RESULTADOS. 

6. | Determinacién de fas propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de ibuprofilo. 

. 6.1.1 Determinacién del coeficiente de absortividad molar (e} del ibuprofenato de 

ibuprofilo. 

Los espectros obtenidos para el ibuprofenato de ibuprofito en la regidn ultravioleta 

utilizando diferentes disolventes se muestran en la figura 7. 
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Figura 7. Espectros de absorcion en la region ultravioleta para el ibuprofenato de ibuprofilo, en 

diferentes disolventes. 
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En Ja tabla XII y en la grafica | se pueden observar los resultados de la regresiOn lineal 

aplicada a los datos de absorbancia obtenida experimentalmente en cada sistema vs. a 

concentracion de las soluciones a partir de las cuales se Hevé a cabo la cuantificacion, Se 

encontraron dos maximoes de absorcién en !a regién U.V. para et ibuprotenato de ibuprotilo, uno 

en 219 nm (el mas intenso) y ef otro en 264 nm. 

  

  

  

  

  

  

  

  

‘Tabla XI. Resultados del calculo de & del ibuprofenato de ibuprofilo en diferentes disalventes a 

partir de la regresién lineal de los datos de Absorbancia vs. Concentracion Molar. 

& 

Disolvente 2’ (nm) n® r Intercepto 
{L/(imol ¢ em)) 

Metanol . 264 30 0.9938 06,0005 679.78 

(400001) (27.01) 

Acetonitrilo 204 30 0.9973 0.0034 692.76 

(0.0031) (56.61) 

Metanol 219 30 0.9966 0.0129 17407.27 

(9.0007) (463.11) 

Acetonitrilo 219 30 0.9962 0.0325 17292.33 

(0.0007) (309.06) 

AcN: AcOH 204 30 0.9981 0.0021 566.33 

(hb (06,0001) (41.80) 

AcN: AcOH 219 30 0.9920 0.0014 12077,89 

Gist) (0.0002) (410.61)               
  

“* representa ¢l numero total de observaciones, y corresponde al numero de puntos en las curvas multiplicado por 

las réplicas. ACOH= Acido acético. 
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Gafica 1. Determinacién del coeficiente de absortividad molar (e) del | 

ibuprofenato de ibuprofilo en diferentes disolventes. { 

1 i 
1 4 : 

[42 

1 

os 
A 

06 
1 
' Os 

02 

0 

v 0.00001 0.0002 0.00003 0.00004 U.00005, 0.00006 0.00007 | 

Cone, Molar. | 
\ - oe we eee - . 

|—#— MeOH {264) —o— AcN (264) A AcN:AcOH(204) 1 

1 {= Metanoi (219) —@® AcN (219) a= AcN:AcOH(219) 

| cB | -_—— 

  

6.1.2 Determinacién del coeficiente de particién (Log P) del ibuprofenato de ibuprofilo. 

Los calculos del factor de capacidad (expresados como Log k’) para cada uno de los 

compuestos estudiados, que fueron obtenidos con la elucién de los mismos en diferentes fases 

moviles, se muestran en fa tabla XHL A partir de estos datos, se realizo el calculo de Log k’s para 

cada una de las substancias (tabla XIV), mediante el ajuste por regresion lineal de los valores de 

Log k' vs % de metanol en la fase movil (grafica 2). Finalmente, en fa grafica 3, se muestra la 

curva de Log P vs. Log k’g, junto con la ecuacion ajustada de ésta, en la cual se interpold e! valor 

de Loy k’y del ibuprofenato de ibuprofilo para predecir su valor de Log P (ver tabla XIV). 
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‘Tabla XIEL Valores de k’ para cada uno de los compuestos utilizados para determinar Log P. 

Mezclas Metanol-Amortiguador de fosfatos pH 7.4. 

Compuesto |—(a9;50) (65:35) (70:30) (80:20) (85:15) (90:10) 

Benzaldehido| 0.3010 0.0077 -0.0537 -0.4660 ND ND 

Tolueno 0.9643 0.6626 0.5046 0.0954 ND ND 

Benceno 0.7409 0.3964 0.2838 -0.1259 ND ND 

bot ND 1.6986 1593] 0.9913 0.5750 0.351 

Nileno ND 0.9469 0.7373 0.1935 0.0654 ND 

Antraceno ND 1.2936 Luiza 0.6229 0.3792 0.2034 

Naftateno ND 0.8795 0.6747 0.2248 0.0776 -0 0037 

Ibtb ND ND ND 1.6192 11517 0 8272                 
  

ND significa no determinado con esa fascmdvil. 

Grafica 2. Correlacion entre el valor de Log kK’ y_el % de metanol en la fase 

movil. 

    

  

% de MeOH en fase mévil. 

|-o- Benzaldehido —#— Benoeno Oe Tohuno —x— Ibuprofenate 

—x— Naftaleno —o— Antraceno —#— Xileno —-— DoT 
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‘Vabla XIV. Valores de Log P y de Log k’y (obtenidos experimentalmente) para los estandares. 

Prediccion del valor de Log P del ibuprofenato de ibuprofilo. 

Compuesto Log k’a Log pes LdeC. 

(95%) 

Benzaldehido 1.2371 1.48 1.25-1.71 

Tolueno 2.6748 2.51 2.41-2.80 

Benceno 2.2267 1.99 1,56-2.15 

DoT 5.8969 6.19 3 98-6.19 

Nileno 4.3718 4.15 3.77-4 S53 

Antraceno 5.8969 5.85 5.66-6.04 

Naftaleno 3.3305 3.30 3 01-3.59 

IbIb 7.8789 6.1660 §.7404-6.3728         
  

Grafica 3. Correlacién entre el valor de Log P y ¢! de Log ky para los 

diferentes compuestos estudiados. 
Ecuacion ajustada: Log P= 0.3358 + 1.6638 Log Ko. 
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6.2 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas 

acuosas. 

6.2.1 Desarrollo del método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol ¢ 

ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas acuosas. 

Como se indicé en la seccién 5.3.1, el disefio experimental fue una herramienta 

importante para desarrollar el método analitico para la cuantificacion de los tres analitos de 

interés en soluciones acuosas. A partir de la elucién de la mezcla conteniendo los tres compuestos 

de interés con fases moviles isocraticas, asi como con la elucion utilizando un gradiente simple 

de metanol o acetonitrilo en fases moviles conteniendo amortiguador de acetatos, se observd que 

no existia una separacion adecuada de los componentes de la mezcla. Por fo anterior, se decidid 

continuar el desarrollo utilizando un doble gradiente, que inictaba de forma lenta para resolver al 

ibuprofeno y al ibuprofol, continuando después de la salida de ambos compuestos con un 

gradiente rapido para eluir al ibuprofenato de ibuprofilo. Los resultados obtenidos finalmente en 

el desarroflo del método analitico, se indican en la tabla XV. Como se puede comprobar en la 

figura 8, las condiciones mas adecuadas fueron: una cantidad inicial de $5% de metanol, con un 

gradiente de 0.25% de metanol/minuto el cual, a los 7.5 minutos, se aumento a 9.375% de 

metanol/minuto hasta alcanzar 85% de metanol, para continuar con esta proporcidn hasta los 16 

minutos, manteniendo constante la velocidad de flujo durante toda la corrida (1.2 mi/min) 

  

  

  

  

  

  

Tabla XV. Resultados de la optimizacién de! método analitico para cuantificar ibuprofeno, 

ibuprotol e ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas acuosas. 

Velocidad de pH del Tr Ibu Tr Ibol Tr Iblb Resoluci6n 

flujo (ml/min). | amortiguador. (minutos). (minutos). (min). Ibu-Ibol. 

1.0 2.8 9.296 9.768 16.285 09617 

12 2.8 7.685 8.090 15.654 09132 

1.0 4.0 8.795 9.678 18.952 2.0600 

12 40 7.519 8.343 14.362 1.9700               
  

‘Como se pucde observar, se reportan los resultados del promedio de cada expenimento, realizado por duplicado. 
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Figura 8. Cromatograma tipico de fa mezcla de ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de 

ibuprofilo con el método desarrollado. 

  
acion de muestras conteniendo 

  

6.2.2. Validacién del método anatitico para la cuantil 

ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo en medios acuosos. 

Los resultados de linealidad del sistema se muestran en las graficas 4 a 6 La ecuacion que 

define a la curva y los valores de coeficiente de correlacion se detallan en la tabla XVI En fa 

tabla XVU, se muestran los resultados de la precision del sistema, mientras que en la tabla XVII 

y en las graficas 7 a 9 se pueden observar los resultados para la exactitud del método Los datos 

concernientes a la precision del método se expresan en la tabla XIX a XX1 
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Grafica 4. Validacién del sistema analitico. Linealidad para el ibuprofeno. 

(Las lincas discontinuas represcntan ef intervalo de confianza al 95%). 
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Grafica 5. Validacin del sistema analitico. Linealidad para el ibuprotol 

(Las lineas discontinuas representan el intervalo de confianza al 95%). 
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(Las lineas discontinuas representan el intervalo de confianza al 95%). 
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Grafica 6. Validacion del sistema analitico. Linealidad para el ibuprofenato de ibuprofilo. 

  
  

  

Grafica 7. Validacién del método analitico. Exactitud del método para cuantificar 

ibuprofeno, Resultados de ambos dias (n=6 por cada nivel en la curva). 

(Las lineas discontinuas representan el intervalo de confianza al 95%) 
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El 

  
Grafica 8. Exactitud del método analitico para cuantificar ibuprofol. Resultados de ambos 

dias de la validacién (n=6 por cada nivel en ta curva). 

(Las lineas discontinuas representan el intervalo de confianza al 95'%) 
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Grafica 9. Exactitud del método analitico para cuantificar ibuprofenato de ibuprofilo 

Resultados de ambos dias de la validacién (n=6 por cada nivel en la curva). 

(Las Lineas discontinuas representan el intervalo de confianza al 95%). 
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biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofile. 

  

  

Tabla XVI. Linealidad del sistema para la cuantificacion de los compuestos. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Ibuprofeno. 

Curva r Pendiente Intercepto p (m)" p (by! 

1 0.9961 49.2184 17.9504 6.0000 0.0487 

2 0.9975 48.7488 18.5231 0.0000 0.0355 

3 0.9972 46.3521 14.3215 0.0000 O.UB58 

Ibuprofal 

Curva r Pendiente Intercepto p (m)" ptby 

' 000490 51.2051 “18.5749 0.0000 0 0063 

2 09961 34.3379 -16.3254 0 0000 0 0058 

3 0.9969 49,5213 -17.9263 0.0000 0 0052 

Ibuprofenato de Ibuprofilo. 

Curva r Pendiente Intercepto p{m)" P iby" 

1 0.9984 52.0421 11.2365 0.0000 0.0021 

2 0.9975 48.9562 12.3251 6.0000 0.0036 

3 09960 50.4609 6.2354 0.0000. 0.0045           
  

“Coresponde al vator de significuncia después de la prueba de 1 para Ho: m= 0’ Corresponde al valor de 
significancia después de Ly prucba de | para Ho: b= 0. 

  

Tabla XVIL. Resultados de la determinacién de precision del sistema (en ef nivel de 30 pg/ml), 
  

  

  

  

  

  

  

  

Ibuprofeno. 

Parametro 4 Promedio Varianza D.E. CV% 

ABC 24 2435.76 990.504 31.4651 1.20 

Tr 24 7.5457 0.0042 0.0646 O85 

Ibuprofol 

Pardmetro n Promedio Varianza D.E. CVA 

ABC 24 2596.83 1109.43 33.3084 1.28 

Te 24 $.3191 0.0034 0.0589 070 

  

Tbuprofenato de Ibuprofilo. 
  

  

  

Pardmetro n Promedio Varianza D.E. ON 

ABC 24 2528.45 1637.26 40.4630 1.60 

Tr 24 14.2275 0.0005 0.0219 OS               
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Tabla X VIL. Resultados de la determinacion de exactitud del metodo. 

Ibuprofeno. 

Niveles Promedio de 

Dia Curva (ue/ml) % de recobro D.E. CVG 

1 l 5-80 98.2564 1.2789 1.30 

' . 2 5-80 98.5478 1.2874 1.30 

1 3 5-30 98.7562 1.3652 1.3% 

2 ! 5-80 99.2415 13521 1.36 

2 2 5-80 99.2512 14123 142 

2 3 5-80 98.9956 14236 t4a 

Ibuprofal 

Niveles Promedio de 

Dia Curva (pg/ml) % de recobro D.E. CV.% 

I 1 5-80 100.4256 14785 147 

1 2 5-80 98.2875 E2874 131 

1 3 5-80 101,245) 1.3741 1.36 

2 l 5-80 101.4584 1.5213 L.s0 

2 2 5-80 98.5261 1.2314 125 

2 3 5-80 99.4123 L.8745 IRR 

Ibuprofenato de [buprofilo. 

Niveles Promedio de 

Dia Curva (uel) % de recobro D.E. CVG 

1 1 5-80 98.5214 1.3874 141 

1 2 5-80 101.9985 L854] 1.82 

1 3 5-80 WOl.2132 1.4562 (44 

2 ' 5-80 101.5241 1.2351 1.22 

2 2 5-80 101.4752 0.5412 0.53 

2 3 5-80 101.7456 0.9981 O98               
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Tabla XIX, Precision de! método analitico para cuantificar ibuprofenato de ibuprofilo. 

Dial 

Concentracién Promedio D.E. C.V.% 1.C 95%, 
(ug/ml) 

2 54.4551 0.2890 0.5308 53,99-54.9] 

3 80.9694 0.7599 0.9385 7976-8218 

4 113.3357 69053 0.7987 TED.89-114 78 

5 135.1687 0.8296 0.6138 133.85-136 49 

20 558.6469 TASES 1.2623 54743-36087 

35 B74.7714 16.0087 1.8301 849.29-900 25 

50 1136.3613 | 10.6779 0.9396 1119.37-1153.55 

65 1491 0577 4.8771 0.3271 14833-1498 82 

80 2271 0975 14.6837 0.6465 2247.73-2294.46 

Dia 2. 

Concentracién ABC D.E. CVv.% 1.C 95%. 

(ug/ml) Promedio 

2 54.8002 0.6952 1.2686 53.69-55 90 

“3 81.0150 0.6492 0.8013 7998-82 U5 

4 113.4196 0.4847 0.4273 112.65-114.19 

5 135.9478 1.0015 0.7367 134,35-137.54 

20 566.2409 8.3841 1.4807 

35 894.8057 6.6067 0.7383 884.29-905_32 

50 147.9122 5.2315 0.4557 1139.59-1156,24 

65 1498.5949 17.8073 1.1883 1470.26-1526,93 

80 2292.6770 35.1588 1,5335 2236.73-2348 62 

Comparaci6n entre dias. 

Concentracion 2 3 4 5 20 35 50 65 380 

(meg/ml) 

L de C. 95% 034+ | OOF+ | VOS+ 7 O.78+4 | 7.59+ | 20.03 +) 11.524) 7544 | 2K 4 

para pl=p2 1.05 1.22 1.36 1.66 13.26 21.19 14.25 22.59 46.52                       
  

o4
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Tabla XX. Precision del método analitico para cuantificar ibuprofol. 

Dia 1 

Concentracién Promedio D.E. CV.% LC 95%, 
(g/m!) 

2 49.5047 0.2628 0.5308 48.76-50.23 

3 73.6087 0.6909 0.9386 72.05-74 26 

4 103.0325 0.8230 0.7987 101.02-105.26 

5 122.8801 0.7543 0.6138 120.15-125,62 

20 507.8609 64107 12623 S500 21-512 65 

35 795 2474 14.5534 1.8300 785.63-80] 25 

S0 1033.0558 9.7072 0.9397 1u25 36-1044 24 

6S 1355.5071 4.4338 0.3271 1349 85-136] 78 

80 2064.0341 13.3489 0.6465 205) 24-2073 35 

Dia 2. . 

Concentracién ABC DE. CV.% LC 95%, 
(pg/ml) Promedio 

2 50.1321 0.3290 0.6562 49.26-54 47 

3 74,5425 0.8735 L719 7256-7687 

4 104 3386 09578 O.9180 FOL 56-107 KY 

5 124.4359 0.5397 0.4337 121 65-127 66 

20 514.3055 7.5624 1.4704 508.23-520.14 

35 805.3539 16.9245 2.4015 792 ¥9-720 19 

s0 1046 1525" 11.1357 1.0644 1035 21-1058 02 

65 13.72.6888 7.5830 0.5524 1363 .25-1382.06 

80 20908274 19.9364 0.9535 2070 43-2108 57 

Comparacién entre dias. 

Concentracion 2 3 4 5 20 35 50 65 80 

(meg/ml) 
I. de C. 95% O45 + | 0.224 | O87 | O8O+ | ¥.29t | 2963+] 17994] 6424 | OTEt 

para pl=p2 1.54 VA? 1.89 L388 10.12 30.22 25.69 18.24 649                   
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Tabla XXII. Precision del método analitico para cuantificar ibuprofeno. 

Dial 

Concentracién Promedio D.E. C.V.% LC 95%. 
{up/ml) 

2 50.7784 0.6279 1.2365 49.16-50.99 

‘3 75.5006 0.9101 1.2055 74.58-76.05 

4 105.6831 1.4081} 1.3324 103.25-107.98 

5 126.0450 1.9061 1.5122 124.02-128.71 

20 520.9114 7.3960 baton $17.42-522.91 

35 815.6525 13.6292 1.6710 $04,21-827.79 

50 (059.6275 14.7257 1.3897 1044.1 -1072.56 

65 : 1390.3785 15.5893 1.1212 1378.26- 1408.20 

80 2117.7020 21.0987 0.9963 2095. 12-2135.94 

Dia 2. 

Concentracién ABC D.E. CVG 1.C 95%. 

(up/ml) Promedio 
2 50.7125 0.5451 1.0748 50.02-51.09 

3 15 4047 1.0180 4.3500 7443-76 45 

4 105.5481 1.4843 1.4063 103.11-106.57 

s 125.8824 1.8505 1.4700 123.95-127 21 

20 520.2490 8.0021 1.5381 512.26-528 19 

35 314.6020 13.4020 4.6452 KOL21-828.15 

50 1058.2801 15.9779 1.5098 1043 22-1073.01 

65 [388.5911 15.4171 1.1103 1363.20-1403.50 

80 2114.9973 23.0714 1.0908 2092.66-2147 54 

Comparaci6n entre dias. 

Concentracion 2 3 4 5 20 35 50 65 80 

{mep/ml) 
I. de C. 95% OSPt | O31+4 | OOF | 1.894 | 10.234] 28.224] 25.104] 7.054 | S244 

para pl=p2 1.62 Lid 1,26 2.01 15.24 32.56 32.87 10.66 7.86                        
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6.2.3 Determinacién de la cinética de hidrdl 

  

is del ibuprofenato de ibuprofilo en soluciones 

acuasas con diferentes valores de pH. 

El ibuprofenato de ibuprofilo no sutrid hidrolisis en el intervalo de valores de pl 

estudiados durante un periodo de 24 horas. Ello se cjemplifica en las figuras 9 y 10, en las que se 

muestran los cromatogramas del ibuprofenato de ibuprofilo en condiciones de pit 9.0 a las 0 y a 

las 24 horas de tratamiento hidrolitico. 

  

      

VAUD) &, Wavelenyth=? 19 1 (HIOROLVHIDROLIO O) 
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Figura 9, Cromatograma del experimento de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprotilo a pH 9 0, a 

las 0 horas. 

  WUD A Wavelengih=219 om (HIDROL\HIDROLI6 0) 

Teuprofenato de 
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Figura 10. Cromatograma del experimento de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo a pH 9 0, 

a las 24 horas. 
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6. 3 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasn 

rata y en presencia de esterasas de higado de cerdo. 

6.3.1 Desarrollo de un    étodo de extraccién del ibuprofeno e ibuprofol a partir de plasma 

de rata. 

En todas las muestras en plasma, se detecté la presencia de un pico que interferia con Ja 

cuantificacién del ibuprofenato de ibuprofilo (figura 11), el cual no fue posible eliminar o separar 

del compuesto de interés utilizando variaciones en el método analitico. 
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Figura 11. Cromatograma blanco en el cual se muestra que existe un componente enddgeno del 

plasma que interfiere con el ibuprofenato de ibuprofilo. 

De los resultados obtenidos durante la fase preliminar de! desarrollo del método de 

extraccion, se encontré que al aumentar la cantidad de disolvente de extraccién adicionado asi 

como al aumentar su polaridad, se incrementaba el % de recobro de los analitos, y que el tiempo 

  

  

de ayitacion no era un factor determinante en la extraccién, por lo que, en la optimizacién del 

método, se cambié el pH del disolvente de extraccién adicionando acido acético glacial, y se 

probé ademas la utilizacién de un estandar interno (naproxeno) para mejorar la reproducibilidad 

entre determinaciones. En la tabla XXII, se muestran los valores de recobro promedio despues de 

la optimizacion y, en la figura 12, se ilustra un cromatograma tipico de una muestra de plasma 

conteniendo a los analitos y al estandar interno, donde ya no se muestra al ibuprofenato de 
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Se 

ibuprotilo, debido a que se decidié no continuar con su determinacion dado que el (los) 

compuesto(s) endogeno{s) interferia(n) con su tiempo de retencidn, lo cual provocaba un exceso 

__y variabilidad en sus valores de recobro (como puede verse en la tabla XXII). 

  

  

  

  

  

  

  

              

Tabla XXIE Resultados la optimizacion del método de extracci6n a partir de plasma para cada 

uno de los analitos. 

Disolvente | Volumen de | Tiempo de % Yo % 
| Experimento de disolvente agitacioén | Recuperado | Recuperado | Recuperado 

extraccién, @) (segundos), Ibu. Ibol. IbIb. 

t Metanol 500 30 100.4275 100 3215 143.2562 
(43) (77) (12.93) 

2 Acetonitrilo 500 30 99.623) 100.0123 149 6521 
QQ) 03) (bd 52) 

3 Metanol 500 20 100.5423 100 5114 142.8874 
C2 {L.17) 42% 

4 Metanol 500 10 99.9987 100 4520 137.5401 
(98) (1.03) (14.88) 

5 Acetonitrilo 500 10 98.5210 99 6231 147.5231 
(Q.15) Q.13) (15.62) 

6 Metanol 250 20 100.0206 99 2521 123.2544 
(L.16) a2) cH 69)     

  

coeficiente de variacién entre ues repetictones. 

Ibu=Ibuprofeno, Ibol= ibuprofol. Iblb= lbuprofenato de ibuprofilo, Los valores cnire paréntesis indican el “de 
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Figura 12. Cromatograma tipico obtenido al utilizar el método analitico de extraccidn para 

ibuprofeno e ibuprofol a partir de muestras de plasma de rata. Los picos con los numeros 6,7 y 8 

pertenecen al naproxeno(0.5 yy/mL), ibuprofeno(35 pg/mL) e ibuprofol(35 pg/mL), 

respectivamente. Las condiciones cromatograficas son las descritas en la seccion 5.3.2 
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eee EE 

* 6.3.2 Validacion del métode analitico por CLAR para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol en 

plasma de rata y en soluciones de esterasa de higado de cerdo. 

Los resultados de linealidad del método para ambos analitos, se muestran en las graficas 

10 y LI, asi como en la tabla XXIII 

  

Grafica 10. Linealidad del método para ibuprofeno. Resultados de dos dias. 

(las lineas punteadas representan cl Intervalo de Confianza al 95'%) 
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Grafica 11, Linealidad del método para ibuprofol. Resultados de dos dias 

(las lineas punteadas representan el Intervalo de Confianza al 95%) 
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» Tabla XXIII Linealidad de! método para la cuantificacién en plasma de rata 

Ibuprofeno dia 1. 

Curva r Pendiente Intercepto p(m)* p (b)" 

1 0.9936 0.0145 0.0021 0.0000 0.0321 

2 0.9941 0.0142 0.0013 0.0000 0.035% 

3 0.9898 0.0137 0.0004 0.0000 0.0254 

4 0.9916 0.0169 0.0014 0.0000 0.0198 

Ibuprofeno dia 2. 

Curva r Pendiente Intercepto p (m)* p (b)" 

1 0.9938 0.0128 0.0014 0.0000 0.0087 

2 0.9947 0.0159 0.0012 0.0000 ooll4s 

3 09936 0.0127 0.0074 0.0000 01.0398 

4 0.9886 0.01499 0.0018 0.0000 0.0412 

Ibuprofol dia 1.. 

Curva r Pendiente Intercepto p (m)* p tb)? 

1 0.9919 0.0171 0.0011 0.0000 0.0021 

2: 0.9939 0.0179 0.0014 0.0000 0.0025 

3 0.9869 O.0L84 0.0015 0.0000 0.0442 

4 0 9930 0,0198 0.0026 0.0000 0.0325 

Ibuprofol dia 2.. 

Curva r Pendiente Intercepto p (m)* p tb)" 

1 0.9946 0.0159 0.0987 0.0000 0.0421 

2 09919 0.0177 0.0059 0.0000 0.0062 

3 0) 9965 0.0155 0.0002 0.0000 0.0021 

4 0.9844 0.0191 0.0041 6.0000 0.0087               
  

“Corresponde al valor de significancia después de la prueba de ( para Ho: m= 0 *Corresponde al valor de 

significancia después de la prucba de | para Ho: be 0. 

En la figura 13, se muestra un cromatograma de un blanco de plasma de rata donde se 

comprueba la selectividad del método. Esto puede corroborarse en la figura 12. 

vel
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Figura 13. Cromatograma de un blanco de plasma de rata. Especiticidad del metodo analitico. 

En la figura 14, se presenta un cromatograma representative de la elucién de una muestra 

con una concentracién de ambos analitus de | jg/mi, la cual es el limite de deteccion del metodo. 

En la tabla XXIV, se expresan los resultados del limite de cuantificacion d el método analitico 

  

VWD1 A, Wavelength=219 nm 
PLASMA3WVALIDA14 D) 

  

  

  T t T y r t T t T a 
1 2 3 4 5 6 z 8 9 mi       

Figura 14. Cromatograma que ilustra el parametro de limite de deteccion del método analitico 

El ibuprofeno (pico 7) ¢ ibuprofol (pico 8) estan en una concentracién de | py/ml en la muestra. 
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plasma de rata para ibuprofeno e ibuprofol. 

Tabla XXIV. Resultados de la determinacion del limite de cuantificacién del método analitico en 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Ibuprofeno 

Nivel (g/ml) Ruido (ASTM) Altura (mAU) Relacion Valor de p 

(Promedio, n=8)" | (Promedio, n=8) Altura/ruido (959 a 

t 1 2598 2.1398 1.6986 0.0165 

2 12531 4.3934 3.5000 0.0102 

3 (2066! 6.5331 5 1600 0 0097 

4 1.2598 8.7807 6.9750 0 0054 

5 1.2761 10.9265 8.5627 0.002) 

Ibuprofol. 

Nivel (ug/ml) Ruido (ASTM) Altura (mAU) Relacién Valor de p 

(Promedio, n=8)" | (Promedio, n=8) Altura/ruido (95%)! 

1 1 2598 2.1859 1.7352 0.0187 

2 1.2531 43718 3.4888 oonl2 

3 | 2661 6.5577 5.1794 00103 

4 1 2598 8 7436 6.9407 0.0062 

5 1.2761 10.9295 8.5651 0.0024 

  

“Determinado de los 4.5 a los 5.5 munutos. con e) programa Shimadzu Class-VP Chronograph 
A . . : A . 5 

' ‘Comparacion entre medias de altura y ruido. Un valor de p< 0.05, indica diferencia estadisticamente significativa 

En las tablas XXV y XXVI y en las graficas 12 y 13, se muestran los resultados de la 

, exactitud del método analitico 

   



Resultados, 

  

Evaluacion biofarmacéutica del Lbuprofenato de Ibuprofilo. 

  

Tabla XXV. Resultados de la exactitud del método para la cuantificacin de ibuprofeno. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              
  

  

  

  

  

  

            
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              
  

  

  

  

  

              

Dial 

Cantidad Promedio Promedio 

Adicionada | Recuperado D.E. ay. % de DE. Cv. % 

(pg/ml) (pg/ml) recobro 

1 L918 0.4649 24.2790] 191.4878 65.7453 48.0319 

2 2.2189 0.3650 14.4919 110.5104 10.1810 9 1301 

3 3.1402 0.1699 5.4106| 102.5374 8.8242 8.6059 

4 4.3474 0.3806 8.7550] 104.1082 12 0355 11.5605 

4 5.0876 0.5506 10.8217 102.2551 14.7734 14.4476 

20 22.4123 0.6512 2.9054 103.4037 3.4716 3.3573 

35 4G.2185 0 8255 2.0824 103.8775 6 ARGS 6.2443 

50 55.0169 2.0303 3.6903 103.4618 3.8648 3.7355 

65 72.5788 1.5216 2.0965 103.5622 6 4664 6 2440 

80 90.43 13 1.0216 1.1297 103.6091 5.4722 5.2816 

Datos de ajuste linea! para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada 

Curva r m b pim)* pb)" 

1 0.9946. LAL28 0.0564 0.0000. 0.0412 

2 0.9880. 1.0843 0.0425 9.0000 0.04 16 

3 0.9903 1.0676 0.0324 0.0000 0.0398 

4 0.9928 1.0984 0.0541 0.0000 O.0F1Y9 

Dia 2 

Cantidad Promedio Promedio 

Adicionada | Recuperado D.E. Cy. % de D.E. CV.% 

(pg/ml) (ug/ml) recobro 

1 1.2603 0.4360 34.5970 110.4778 43.9384 39 7713 

2 2.6223 0.3413 13.0164 110.8665 12.0129 10.8355 

3 3.1785 0.1341 4.2177 101.2588 6.0709 5.9954 

4 3.8786 0.1768 4.5596 — 100.4376 7.3881 7.3559 

5 5.4089 0.3727 6.8899 101.5997 10.8669 10.6958 

20 22.0843 0.6872 3.1117 103.3528 3.2782 B.L719 

35 39 4448 0.5941 1.5061 103.1408 59369 5 7561 

50 54.8984 2.4526 4.4675 103.4501 3.9815 3.8487 

65 72 4042 1.3833 1.9108 102.5979 4.9693 4.8434 

80 88.1321 2.8991 3.2895 102.9741 2.7471 2 667% 

Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada. 

Curva r m b p(m)* pb)" 

1 0.9932 1.0123 0.0210 0.0000 0.0321 

2 08,9958 1.0078 0.0422 0.0000 0.0412 

3 0.9941 1.0541 0.0374 0.0000 0.0342 

4 0.9914 1.0152 0.0412 0.0000 0.0422   
  

“Corresponde al valor de significancia despu¢s de la prucba de t para Ho: mz 0.’Corresponde al valor de 

significancia después de la prucba de t para Ho: be U. 
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Resultados. 

  

Evaluacién biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprafilo. 

  

  

Tabla XXVI. Resultados de la exactitud del métado para fa cuantificacion de ibuprofol. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

  

  

  

  

  

  

            
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              
  

  

  

  

  

    

Dia! 

Cantidad Promedio Promedio 

Adicionada | Recuperado D.E. aN. % de DE. CV % 

(pg/ml) (pg/ml) recobro 

1 0.9852 0.1404 14.2489 99.1140 19.1226 20,2489 

2 2.2419 0.1236 5.5134 105.0648 8.6103 8.1952 

3 3.3149 0.3739 11.2801 UL1L.1644 12.5394 11.2801 

4 3.5812 0.2046 S.THY 90.0710 5.1448 5.74 

5 3.0224 0.7835 15.6004 98.5697 H1.8282 LL9808 

20 21.9924 0.5979 2.7187 110.6257 3.0075 2.7187 

35 39 4065 2.8439 7.2167 113.2695 8.1744 

50 554129 2.5245 4.5558 LLL 4948 5.0795 

65 72.9449 6 3037 8.6418 112.9003 97566 

80 88.7482 6.7082 T5587 111.6049 8.A3SR 

Datos de ajuste lineal para cada wna de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada 

Curva r n b pin)" pi)" 

1 6.9920 4.4299 0.0521 0.0000 0.0427 

z 0.9945 1.1069 0.0521 0.0000 0 0446 

3 U9872 1.0850 0.0412 0.0000 0387 

4 0.9930 1.0872 0.0502 0000 OG 0449 

Dia 2 

Cantidad Promedio Promedio 

Adicionada | Recuperado D.E. CY. % de D.E. CN.% 

(pe/ml) (pg/ml) recobro 

1 1.0043 0.2230 103.3521 43.6913 42-2742 

2 2.2807 O.1ESI 1 540 Y O877 $.6259 

3 3 3649 0.3855 1073390 U1.3501 10 5741 

4 3.6528 0.2086 97.2251 10.6844 10.9893 

§ 4.8606 0.4561 101.7463 12 8770 12 6559 

20 22.4322 0.6099 102.1341 7 2454 70940 

38 40, L946 2.9007 7.2167 103.6930 L3.SR18 13.0981 

50 56.3835 2.6148 4.6376 103.5823 9 6347 9 3018 

65 74.4038 6.4298 8.6418 103.4438 15,0058 14.5062 

80 91.1635 6.4672 7.0941 103.9563 13.4645 12 9520 

Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada. 

Curva r m b pin) pth yt 

1 09981 1.0021 0.0012 60,0000 00210 

2 0.9942 1.0821 0.0431 0.0000 0 0422 

3 0.9971 £0019 0.0041 0.0000 0 0254 

4 0992] £.0045 0.0487 0.0000 0356           
    “Correspande al vator de significancia después de la prucba de t para Ho: m= 0.’Corresponde al sittor de 

significancia después de la prucba de 1 para Ho: bz 0. 

  
 



  

Resultados. Evaluacién biofarmacéutica del [buprofenato de tbuprofile. 

  

Ss 

  

  

Grafica 12. Exactitud del método para ibuprofeno. Ambas dias. 

(Las lineas punteadas representan el 1. de C. al 95%). 
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Grafica 13. Exactitud del método para ibuprofol. Ambos dias. 

(Las lincas punteadas representan ef |. de C. al 95%). 
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Resultados. . Evaluacién biofarmacéutica dei Ibuprofenato de Ibuprofilo, 

eee 
oT 

En las tablas XXVIII y XXVIII, al igual que en las graficas 14 y 15, se muestran los 

resultados de Ja estabilidad de la muestra analitica a las 5, 10, 15, 20 y 25 horas, asi como a los 8 

dias. La variable de respuesta en todos los casos es la relacion de alturas analito/estandar interno, 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabla XXVIL. Resultados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica para ibuprofeno (35 

: pp/mL) 

Poblacién Observaciones | Promedio Varianza DE. CVG 

._ Tiempo 0 6 0.4016 0.00001 0.0036 0.9041 

Tiempo 5 h. 3 0.3925 0.00001 0.0072 1.8654 

Tiempo 10h. 3 0.3970 0.00011 0.0107 2.6978 

Tiempo 15 h. 3 0.3894 0.00012 0.0109 2.8074 

‘Tiempo 20 hb. 3 0.3925 0.00007 0.0088 22314 

‘Tiempo 25 bh, 6 0.3901 0.00002 0.0052 1.3472 

‘Tiempo 8 dias. 6 0.4027 0.00001 0.0036 0 8409 

Total 30 0.3949 0.00006 0.0079 1.9758 

Andlisis de varianza para las poblaciones. 

Fuente de Suma de Grados de Media de Razén de Valor de 

variacion. cuadrados. libertad. cuadrados, F ps). 

Entre 0.00047 5 0.00009 

poblaciones. 

Dentro de la 0.0007 25 0.00005 

poblacién. 183 0.1681 

0.0012 30 

Total             
  

  

  

Afica 14. Promedios e intervalos de confianza al 95% para la determinacidn de fa estabilidad 

de Ja muestra analitica conteniendo ibuprofeno. Concentracién de 35 pg/mL. 
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‘Tabla XXVIII. Resuttados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica para ibuprofol. 

Concentracién de 35 g/mL. 

Poblacion Observaciones | Promedio Varianza D.E. CV.% 

Tiempo 6 6 0.4875 0.00005 0.0072 1.4735 

Tiempo § b. 3 0.4711 0.00027 0.0164 3.4901 

Tiempo 10 b, 3 0.4733 0.00001 0.0023 0.5042 

Tiempo 15 h. 3 0.4901 0.00044 0.0211 4.3082 

Tiempo 20h. 3 0.4752 0.00039 0.0199 4.1903 

Fiempo 25 h. 6 0.4890 0.00017 0.0132 2.712) 

‘Tiempo 8 dias. 6 0.4729 0.00025 0.0154 2.6541 

Total | 30 0.4819 0.00020 0.0143 2.9674 

Analisis de varianza para las poblaciones. 

Fuente de Suma de Grados de Media de Razén de Valor de 

variacion. cuadrados. libertad. cuadrados. F p(9s%). 

Entre 0.0012 5 0.00025 

poblaciones. 

Dentro dela © 0.0028 25 0.00018 

poblaciéa. 131 O3111 

0 0012 30 
Total             
  

  

Grafica 15. Valores promedio e intervalos de confianza al 95% para la determinacion de la 

estabilidad de la muestra analitica conteniendo ibuprofol. Concentracion de 35 jiy/imL. 
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En fas tablas XXIX y XXX, se muestran los resultados de la precision del metodo 

analitico. 
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” Resultados. biofarmacéutica del Ibuprofenato de ibuprofilo. 

  

  

Tabla XXX. Resultados de la precision del método para cuantificar ibuprofeno, 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
  

  

  

  

  

  

  

  

  

            
  

  

                    

Dial 

Moles/L. Promedio 
(ue/mi) (10) (relacién de DE. CV.% LC 95 

alturas lbu/Nap) 

2 §.26 0.0249 0.0031 12.4524 0.020 1-0 0286 

3 789 0.0348 0.0025 6.0865 0.03 12-0.0378 

4 10.52 0.0437 0.008 | 140341 0 0396-0 05 16 

5 13.18 0.0545 0.0028 5.5639 0.0526-0.03578 

20 52.6 0.1940 GO199 10 2669 O.1874-0. 2048 

35 92.05 0.4230 0.0173 4.0964 O.41S8-0.4307 

50 131.5 0.6005 O.4B01 5 0071 0,57 12-0.6321 

65 170.95 0.8074 O.O874 10.8342 0 7218-0 8891 

80 2104 1.0709 0.0397 3.7137 1 0416-11106 

Dia 2. 

Promedio 
(ay/mb Moles/L (relacién de D.E. CVG Loos”, 

ow) alturas Ibu/Nap) 

2 " 5.26 0.0225 0.0015 6.5271 0.0208-0 0242 

3 7.89 00321 0.0011 3.3572 00306-00342 

4 10.52 0.0429 0.0015 3.6269 0,0408-0.0449 

5 13.15 0.0501 0.0045 8.9232 0.0468-0 0557 

20 52.6 0.1863 0.0046 2.4501 0.1802-0 1921 

3S 92.05 04021 0.0122 2.0985 0 3916-0 4150 

50 131.5 0.5752 0.0378 OST 0 5410-0 6053 

65 170.95 0.8393 0.0151 L8Oll O.8297-0 8549 

80 20.4 1.0338 0.0294 2.8431 1 0051-1 0599 

Comparacién entre dias. 

Concentracién 2 3 4 5 20 35 50 65 80 

dncg/ml) 

I de C. 95% 002+ | 0.03+ | Godt | 0.054 | O94 | O4TE | OSE | ORE bos + 

para pl=p2 0.05 0.06 0.06 0.07 0.56 0.99 O85 1.23 1.26       
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Resultados. : Evaluacién biofarmacéutica del Ibuprofenate de Ibuprofilo. 

  

  

Tabla XXX. Resultados de la precision del método para cuantificar ibuprofol. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            
  

  

    

Dial 

Moles/L, Promedio (relacion 

(neyml) (x10) | de alturas Ibol/Nap) D.E. CV.% 1c 9 

2 5.26 0.0299 0.0037 12.5312 00254-00326 

3 7.89 0.0431 0.0043 9.8039 0.0392-0.04805 

4 10.52 0.0579 0.0044 9.2654 0.0508-0.0642 

5 t3.15 0.0678 0.003 1 11.0897 0.0654-0 0712 

20 52.6 0.2547 0.0196 7.7206 0,23 15-0,.2723 

35 92.05 0.5464 0.0647 11.8373 0.4826-0 6101 

50 131.5 0.8085 0.0502 6.2038 0.751 LU. 89451 

65 170,95 11894 0.0923 7.7584 1.0897-1,2799 

80 210.4 a7 0.0871 5.9196 1.3912-1 5623 

Dia 2. 

Moles/L Promedio (relacién 

Gaye) (i) | de alturas Tbol/Nap) D.E. CV.% LC 95%, 

2 5.26 0.0326 0.0042 11.2621 0 0289-0.0371 

3 7.89 0.0419 0.0009 2.1916 0 0401-0 0436 

4 10.52 0.0520 0.0030 5.7924 0.0492-0.0553 

5 13.55 0.0694 0.0051 7.3924 0,064 12-0.073 1 

26 52.6 0.2432 0.0085 3.5020 0.2326-0 2529 

38 92.05 0.5024 0.0264 5.2619 O.4812-0 5209 

50 131.5 0.7297 0.0359 4.9174 0.6895-0. 7624 

68 170,95. 0.9947 0.1462 14.6921 O.8S26-1 1412 

80 210.4 1.3090 01245 9.5150 11716-14387 

Comparacién entre dias. 

Concectracion 2 3 4 5 20 35 sO 65 80 

(neg/enl) 

U de C. 95% 0.03 + 1 0.044 | 0.054 ] 0064 | U2st | OST+ | O734 |] LOlE |] L354 

para pl=p2 0.07 0.09 0,08 0.12 0.72 1,02 0.97 1.76 197                   
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* Resultados. 

_ cerdo y, en la figura 15, se puede observar un cromatograma de un blanco de solucion de esterasa 

  

  iT 

  

Evaluacién biofarmacéutica del Ihuprofenato de Ibuprofilo, 

Finalmente, en las tablas XXXI y XXXII, se muestran los resultados de la validacién 

cruzada para la cuantificacién de ibuprofeno e ibuprofol en solucién de esterasa de higado de 

de higado de cerdo. 

  

Tabla XXX1. Resultados de Ja precision del método para Ja validacién cruzada, 
  

Ibuprofeno en plasma, dia t. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            
  

  

  

pl=p2         

Moles/L Promedio 
{ng/ml} (104) {relacién de D.E. C.V.% LC 95%, 

alturas Ibu/Nap} 

5 13.5 0.0545 0.0028 5.5639 0.0526-0.0578 

35 92.05 0.4230 0.0173 40964 0.4 158-0.4397 

65 170.95 0.8074 0.0874 40.8312 0.72 19-0. 8891 

buprofeno en plasma, dia 2. 

5 13.5 0.0501 0.0045 8.9232 0.0468-0.0557 

35 92.05 6.4021 0.0122 2.0985 0,3916-0.4150 

65 170.95 0.8393 0.0151 1.8011 0.82 17-0.8549 

Ibuprofeno en solucién de esterasa, dia I. 

Moles/L Promedio 
(nem) | (yu) | (relacion de D.E. CV.% LC 95%, 

alturas [bu/Nap)} 

5 13.5 0.0498 0.0021 4.2874 0.047 1-0.0519 

35 92.05 0.4186 0.0036 0.8624 0.4142-0 4226 

65 170.95, 0.8216 0.0125 1.5249 0.8017-0.8416 

Ibuprofeno en solucién de esterasa, dia 2.. 

5 13.5 0.0501 0.0045 8.9232 0.0468-0,0557 

35 92.05 0.4082 0.0116 2.0985 0.392 1-0.4 164 

65 170.95, 0.8416 0.0142 1.6957 0.8379-0.8561 

Comparaci6n entre dias en solucién de esterasa. 

Concentracién 5 35 65 
(mecg/ml) 

1. de C, 95% para 0.05 + 0.06 0.41 £1.02 0.83 + 1.22 
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Resultados, Evaluacién biofarmacéutica del Sbuprofenato de tbuprofilo. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     
  

  

  

  

            
  

  

            
  

  

  
   
  

  

Tabla XXXUL Resultados de la determinacin de precision del método para la validacion cruzada. 

{buprofol en plasma, dia 1. 
MolevL | Promedio (relacién de 

(ay ows alturas Ibol/Nap) D.E. CVv.% LC 95%, 

& 13.5 0 0678 0.0031 14.0897 0 0654-0 0712 

35 92.05 0.5464 0.0647 11.8373 0.4826-0.6101 

65 £70.95 1.1894 0.0923 7.7584 10897-12799 

[buprofeno en plasma, dia 2. 

§ 13.5 0.0694 0.0051 73921 0.06412-0 0731 

35 92.05 0.5024 0.0264 3.2619 0.4812-0.5299 

65 170.95 0.9947 0.1462 14.6921 0.8526-1 1412 

(buprofeno en solucién de esterasa, dia !. 

Moles/L. | Promedio(relacién de 
(nefmly |G 10°) alturas Sbol/Nap) D.E. CVG LC 98%, 

§ 13.5 0.0634 0.0036 35042 0622-0 (691 

34 92.08 0.4978 0.0028 0.5633 0 4951-0 S072 

65 170.95 1.0206 0.0101 1.0031 1 0056-1 0309 

Ibuprofeno en solucién de esterasa, dia 2. 

5 13,5 0.0622 0.0074 L8974 4) 0554-0 0712 

35 92.05 0 5024 0.0026 0.4087 0) 49R2-U S068 

65 170.95 LObs9 0.0151 L.4ko4 LOO01-1 0318 

Comparacién entre dias en solucién de esterasa. 

Concentraciéna 5 35 65 
(mncg/ml) 

I. de C. 95% para 0 064 0.12 OSL £ EG 1004 1.21 

pl=p2 

UWDT A, Wavelength=219 nm 
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Figura 15. Cromatograma de un blanco de solucion de esterasa de higado de cerdo 

 



Resultados. Evaluacién biofarmacéutica del Lbuprofenate de Ibuprofilo. 

6.3.3 Determinacién de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de 

rata y en solucién de esterasa de higado de cerdo. 

6.3.3.1 Cuantificacién del contenido proteico del plasma de rata y la solucién de esterasa de 

higado de cerdo. 

in ta tabla XXXII se muestran los resuttados de la cuantificacién de proteinas en el 

plasma de rata y en la solucion de esterasa de higado de cerdo. En la yrafica 16 se presenta la 

‘curva de calibracion de soluciones de albumina bovina tratadas con el reactive de Biuret 

Grafica 16. Curva de calibracién para la cuantificacion de 

' proteinas en solucion. 
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‘Tabla XXXIIL Resultados de la cuantificacion de proteinas en plasma de rata y en solucin de 

esterasa de higado de cerdo. 

  

  

Muestra Numero de Promedio D.E. CV. %, 

observaciones (z/100 ml) 

Plasma de rata. 10 12.1255 0.1878 1.5488 

  Solucion de 
10 32.6830 O.41tt 1.2578         esterasa     
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Resultados, Evatuacién biofarmacéutica deb Ibuprofenate de Ibuprofilo, 

63.3.2 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma 

de rata. 

En la grafica 17, asi como en las tablas XXXIV a XXXVI, se muestran los resultados de 

+ Ja determinacién de la cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprotilo en plasma de rata en la 

cual se cuantificaron los productos obtenidos de la misma (ibuprofeno e ibuprofol). Las claves 

que explican la grafica son: Ibu 5* 10°, Ibu 1* 10 ¢ Ibu 2*107= Ibuprofeno liberado a partir de la 

hidrdtisis del Ibuprofenato de ibuprotilo en una concentracion de 5 x lo ix @4y2x 4 

moles/L, respectivamente: Ibol 5 * 10°, [bol 17107 e [bol 2*10%= Ibuprofol liberado a partir de 

la hidrdlisis del lbuprofenato de ibuprofilo en una concentracion de $ x 10°, 1x "4 y 2x "4 

moles/L, respectivamente 

Grafica 17. Hidrélisis en plasma del ibuprofenato de ibuprofilo. 
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Tabla XXXIV. Hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de rata, a partir de una 

solucidn del profarmaco en concentracion $ x 10° M. 
  

Datos de formacién de ibuprofeno. 
  

Concentracién de Concentracién de 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

‘Tiempo ibuprofeno DE. ibuprofenato no 

(minutos) formado (x 107) cv% hidrolizado 
(x 10% moles/L.). (x 10% moles/I.). 

o 0 0 0 5.0000 

10 29154 3.3638 1.8498405 2.1846 

20 3 7693 21.5806 5.6206418 1.3307 

30 41984 12.7403 3.03513111 090160 

40 4 1843 19.6970 4.65240659 0.9106 

50 45958 21.1579 4.7579698 1 0 5044 

60 4 3602 5.1523 118977853 0.5032 

90 4 5760 2.4363 055924665 0.5018 

Datos de formacién de ibuprofol, 

Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofol formado DE. ibuprofenato no 

(minutos) («108 motes/L). (107) ove hidrolizado 
(x 10° moles/L). 

0 0 0 0 $.0000 

10 2.8549 4.6899 1.5354 2.2451 

20 3.6606 26.9456 7.0179 1 4397 

30 41194 25.7140 6.2421 0.9806 

40 4 2483 12.2172 2.8756 0 8687 

50 4.4304 31.1606 7.0526 0.6096 

60 4.0415 7.9519 1.8664 1.0585 

ou 4.7372 13.5444 2.8962 0 3628           
    Los resultados son el promedio de tres detenninaciones independientes en cada punto de mucstrco. 
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‘Tabla XXXV. Hidrdlisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo, a partir de una 

solucion del profarmaco en concentracion 1 x 104M 

Datos de formacién de ibuprofeno. 

Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofeno DE. ibuprofenato no 

(minutos) formado («10"} CN.% hidrolizado 

(x 10* motes/L). (x 10% moles/L.). 

0 0 9 0 10.0000 

10 5.8623 63.5024 10.6158 4.3377 

20 5.9669 45.2731 7.6125 4.2331 

30 7.1395 3.1598 0.4383 3.0615 

40 7.5391 42.214 3.5094 2.6609 

50 9.1729 1.9972 0.1872 1.0271 

60 9.2229 90.4446 TL.1651 3.4363 

90 9.8564 2.4363 0.5592 0.9771 

Datos de formacién de ibuprofol. 

Concentracién de Concentracién de 

Tiempo ibuprofo! formado DE. ibuprofenato no 

(minutos) (x 10% molesiL.). (107) Cw hidrolizado 
\& 10° moles/1.). 

0 0 0 0 10.0000 

10 6.0051 63.1126 10.3785 4.1949 

20 6.3143 56.7566 9.2202 3 8857 

30 74942 20.7380 2.7353 2.7058 

40 8.1038 28.8236 3.6331 2.0962 

50 10.0489 6.9998 0.6283 0.152! 

60 9.8564 96.4321 10.2033 0.3463 

90 10.0040 95.2145 10.0236 0.1963               
Los resultadas son el promedio de tres determinaciones independientes en cada punto de nuiestrco. 
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solucién del profarmaco en concentracion 2 x 107 M. 

Tabla XXXVI. Hidrolisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo, a partir de una 

  

Datos de formacién de ibuprofeno. 
  

Concentraci6n de Concentracién de 

  

  

  

  

  

  

  

  

    
  

  

  

  

  

  

  

  

            

Tiempo ibuprofeno D.E. ibuprofenato no 

(minutos) formado (x 10°) ow hidrolizado 

{x 10 § moles/L}. {x 10% moles/I.). 

0 0 0 0 20 0000 

10 17.0731 23.9728 13.7014 3.3268 

20 19 4741 3.27225 1 6526 0 9250 

30 17 3612 17 8132 10,0604 3 0388 

40 19.5698 3.1273 1.5568 0 8006 

50 20.4000 1.4659 0.7826 0 0000 

60 20.4000 3.2783 1 $405 0 0000 

90 18.3325 18.4047 9.9833 2.0676 

Datos de formacién de ibuprofol. 

Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofolformado DE. ibuprofenato no 

(minutos) (x 10* motes/L). (10°) cv% hidrolizado 

(x 10° moles/L). 

o 0 0 0 20 0000 

10 18 8071 26.0615 13.8944 1.5932 

20 20 4000 3.27695 1.54706 0.0000 

30 19.2251 20.7910 10.8401 L.U7S1 

40 20.4000 1.7077 0.2088 0 0000 

50 20.4000 0.1847 0.6608 0 0000 

60 20.4000 3.4035 1.8235 0.0000 

90 19.3509 20.1546 10.3876 10431     

Los resultados son cl promedio de ires determinaciones independientes en cada punto de muestreo. 
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ee 

6.3.3.3 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion 

de esterasa de higado de cerdo. 

En la grafica 18, asi como en las tablas XXXVI a XXXIX, se muestran los resultados de 

la determinacidn de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucin de esterasa 

+ de higado de cerdo, donde se cuantificaron los productos obtenidos de la misma {ibuprofeno e 

* ibuprofol). Las claves que explican la grafica son: [bu 5* 10°, Ibu 1*107 e Ibu 2*107= 

Ibuprofeno liberado a partir de la hidrélisis de! Ibuprofenato de ibuprofilo en una concentracién 

de 5x 10°, 1x4 y 2x '4 moles/L, respectivamente; Ibol 5 * 10°, Ibol 1*107 € Ibol 2*107= 

Ibuprofol liberado a partir de la hidrdlisis del Ibuprofenato de ibuprofilo en una concentracion de 

$x 10°, 1x '“4y2x '4 moles/L, respectivamente. 

i Gréfica 18, Hdrdlisis evimittica del ibuprofenato de ibuprofifo en sdlucidn de esterasa de higado de 1 
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Tabla XXXVEL Hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion de esterasa de higado de cerdo. a 

partir de una solucién del profarmaco en concentracion 5 x 10° M. 

Datos de formacién de ibuprofeno, 

Concentracion de Concentracion de 

‘Tiempo ibuprofeno DE. ibuprofenato no 
+ 6 CVv.% 

(minutos) farmado (x 10") — hidrolizado 

(x 10% moles/L). (x 10% moles/L.). 

o 0 0 a 3.0000 

10 1.1978 0.6903 3.7314 3 8022 

20 1.7202 0.7482 4.3498 3.2798 

30 1.7453 0.8596 4.9254 32547 

40 L.7OL7 0.5299 3.1143 3 2983 

50 1.8133 0.8436 4.6523 3 1807 

60 1.7885 0.5625 3.1453 3 2tI5 

Datos de formacién de ibuprofol. 

Concentracién de Concentraciéa de 

‘Tiempo ibuprofol farmado DE. ibuprofenato no 

(minutos) 5 (x 10°) CV. % a 
(x 10° moles/L). hidrolizado 

(x 10% moles/L). 

0 0 0 0 5.0000 

10 2.5742 0.6679 2.5903 2.4258 

20 2.8b15 O.8718 3.1014 2.1895 

30 2.9108 0.9817 3.3728 2 URO2 

40 2.8305 0.5243 1.8524 2 1095 

50 2.9645 0.9033 3.0470 2.0355 

60 3.0537 0.5618 1.8398 1.9463 

90 3.0824 0.8426 2.7337 1.9176             
  

Los resultados son el promedio de tres detenminaciones independicntes en cada punto de muestreo. 
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; ‘Tabla XXXVIIL Hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion de esterasa de higado de cerdo, a 

partir de una solucién del profarmaco en concentracion | x 107 M. 

Datos de formacién de ibuprofeno. 

Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofeno ‘ DE. ibuprofenato no 

(minutos) formado (x 10%) Cv % hidrolizado 

. (x 0% moles/L). {x 10% moles/L). 

oO 0 0 0 10,0000. 

10 2.4704 0.4686 1.8944 7.5296 

20 3.0208 0.5617 1.8597 6.9792 

30 3.0499 4.1046 13.4583 69501 

40 . 3.2805 4.0243 12.2661 67192 

50 3.5341 0.5476 1.5495 6 4659 

60 3 6764 4.6151 12.5533 6.3236 

90 3.8199 4.9688 13.0076 6.1801 

Datos de formacién de ibuprofol. 

Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofol formado DE. ibuprofenato no 

: (minutos) (x 10% moles/L). (x 10° cv hidrolizado 

{x 10% moles/L.). 

0 0 0 0 10,0000 

10 3.3816 4.1075 12.4464 6.6184 

20 3.7738 4.1498 10.9964 6.2262 

30 3.8461 3.3265 8.6491 6.1539 

40 3.9672 4.4418 11.1961 6.0328 

s0 4ISI3 5.1261 12.3478 5.8487 

60 4.3137 6.6611 15.4417 5.6863 

90 4.2794 2.6509 6.1944 5.6206               
Los resultados son ct promedio de tres determinaciones independientes en cada punto de mucsirco. 
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‘Tabla XXXEX, Resultados de la hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion de esterasa 

de higado de cerdo, a partir de una solucién del profarmaco en concentracién 2 x 10% M 

  

Datos de formacién de ibuprofeno. 
  

Concentracién de Concentracién de 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

‘Tiempo ibuprofeno DE. ibuprofenato no 

(minutos) formado (10°) ow hidrolizado 

(x 10° mates/L). (x (0% motes/L). 

0 0 0 0 20.0000 

ww ELALEO 0.2555 2.2394 & S887 

20 11,7223 6.2688 3.3479 R.2781 

30 11.6262 2.1092 1.8142 83743 

40 11.6754 4.6658 3.9962 $3251 

50 12-4115 1.5487 £2478 7.5886 

60 14.3900 17.3675 12.0688 5.6099 

90 13.2561 7.4304 5.6034 6.7444 

Datos de formacién de ibuprofol. 

: Concentracién de Concentracién de 

‘Tiempo ibuprofol formado DE. ibuprofenato nc 

(minutos) (x 10 moles/L). (x 10") oy hidrolizado 
(x 10% moles/L). 

6G 0 0 0 20 UO00 

10 11.4000 1.9351 1.6975 8 6004 

20 t 7641 9.0454 76886 8 2359 

30 11.9765 2.5062 2.0923 8.0223 

40 VL.7314 2.5775 2.1971 8.2687 

50 12.4198 1.4628 L778 75812 

60 13.8194 17.0675 12.7905 6.1813 

90 13.3214 14.6752 11.0162 6.6788           
  

Los resultados son cl promedio de tres determinaciones independientes en cada punto de muestrco 
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6.4, Farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir de la administracién oral del 

ibuprofenato de ibuprofilo en ratas. 

6.4.1 Estudio preliminar en dosis de 99.22 mg de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg de peso de 

la rata en administracién oral. 

En la tabla XL, se muesiran los valores de concentracién plasmatica de ibuprofeno vs. 

tiempo de muestreo en cada uno de los animales. Por otra parte, en la grafica 19, pueden verse 

estos mismos valores representados en perfiles de concentracién plasmatica vs. tiempo. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

‘Tabla XL. Datos crudos de la concentracién plasmatica del ibuprofeno liberado a partir del 

ibuprofenato de ibuprotilo en ratas Wistar macho, tras la administracion de una dosis de 

profarmaco de 99.22 mg/Kg de peso de rata. 

‘Tiempo (horas) Cp Rata I Cp Rata 2 Cp Rata 3 Cp Rata 4 

(ug/ml) {uig/m!) {ug/m!) (ug/ml) 

0.000 0.0000 0.0000 0.0000 0 0000 

0.250 0.5714 2.8322 2.1654 0.0000 

0.330 — — 8.4198 —_ 

0.500 1.7085 1.4057 — 9.2131 

0.750 1.8730 2.0365 11.3386 14.3513 

1.000 6.6710 4.4634 10.8089 12.3578 

1.500 4.8707 10.4432 —_ 149224 

2.000 §.2193 9.9242 13.6851 18.8284 

3.000 7.9615 10.4656 — — 

4.000 5.0369 9.5010 16.1537 20 2129 

5.000 6.2541 8.4128 — 

6.000 —_ — 14.0812 20 9374 

7.000 — _— 11.3610 —               
El simbolo —., indica que no se realizé muestreo a ese tiempo 
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Grafica 19. Perfiles de concentracion plasmatica vs. tiempo del 

ibuprofeno liberado tras una dosis de 99.22 mg/Kg de ibuprofenato de 

ibuprofilo por via oral. 
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6.4.2 Estudio preliminar en dosis de 18.02 mg de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg de peso de 

la rata en administracién intravenosa. 

En la tabla XLI, se muestran los valores de concentracién plasmatica de ibuprofeno en la 

rata vs. tiempo de muestreo en cada uno de tos animales. Por otra parte, en la grafica 20, estos 

mismos valores se encuentran representados en los perfites correspondientes 

  

Tabla XLI. Datos crudos de los niveles plasmaticos det ibuprofeno obtenidos despues de la 

administracion de ibuprofenato de ibuprofilo en ratas Wistar macho, tras la administracion de una 

dosis de profarmaco de 18.02 mg/Kg de peso de rata por via i.v 

  

  

  

  

  

  

  

    
Tienspo (horas) Cp Rata 5 (g/ml) Cp Rata 6 (ig/ml) 

0.500 20.2854 19.4506 

1,000 14.6963 14,0562 

1.500 L1.5868 9.1292 

2.000 10.4312 8.9416 

3.000 9.8732 8.8199 

4.000 9.5547 8.5009 

6,000 9.3589 8.3502       
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1 Grafica 20. Perfiles de Concentracién plasmatica vs. tiempo para el 

ibuprofeno liberado a partir del ibuprofenato de ibuprofilo, tras la 

: administracion 1.v. de una dosis de 18.02 mg/Kg del profarmaco. 
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6.4.3 Estudio farmacocinético con la administraciéu de una dosis de 49.61 mg/Kg de 

ibuprofenato de ibuprofilo por via oral. 

En Ja tabla XLII, se muestran los valores de concentracién plasmatica de ibuprofenv en Ja 

rata vs. tempo de muestreo en cada uno de los animales. En la grafica 21 se encuentra su 

representacion gratica. La grafica 22 ilustra el perfil promedio de concentracidn plasmatica vs 

tiempo det ibuprofeno derivado a partir del ibuprotenato de ibuprofilo en estas cuatro ratas 
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Tabla XLIL. Datos crudos de los niveles plasmaticos del ibuprofeno liberado a partir del 

ibuprofenato de ibuprofito en ratas Wistar macho, tras la administracién de una dosis de 

profarmaco de 49.61 mg/Kg de peso de rata por via oral. 

‘Tiempo Cp Rata? | Cp Rata’ | Cp Rata9 | Cp Rata 10 

(horas) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) {ue/ml) | Promedio DE. Cv. % 

0.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 60,0000 0.0000 0.0000 

0.250 2.8082 2.0997 4,6668 3.4903 3.2662 1.0928 33 4505 

0.750 * 6.5576 4.3737 6.5594 7.0962 6.0838 1.0563 17.3630 

1.000 9.0532 7.0208 7.4401 8.7699 9.6151 3.5581 37,0056 

1.500 9.8876 8.2876 8.9161 11.2679 10.3534 2.0442 19 7444 

2.000 12.0092 7.4936 10.5171 9.2256 10.6467 2.5000 23.4810 

4.000 7.4680 $.8652 10.1027 4.9159 7.8154 2.5168 32 2038 

6.000 5.2308 3.9139 6.9942 4.3964 5.7929 1.8835 32 S145 

8.060 3.7055 3.3795 3.9840 3.8604 4.5437 1.8284 40 2396 

9.000 3.3737 2.7374 2.6162 3.4280 3.8699 1.8939 48.9388 

12,000 2.6418 2.8790 3.3272 3.1336 2.9954 0.2988 9.9737 

18.000 2.5254 2.7512 3.4400 3.0753 2.9480 0.3981 13 5058 

24.000 2.5633 2.7397 2.4857 2.8042 2.8931 0.5626 19.4459                   
  

t soe wee ee eee 

Grafica 21. Niveles plasmaticos del ibuprofeno liberado tras la 

administracion de una dosis de 49.61 mg/Kg de ibuprofenato de 

ibuprofilo por via oral. 

  

  

z B38 
= 6 

G4 
2 
0 r r r r 7 

0 4 8 12 16 ~ u 

1 Tiempo (horas). 
  

—@—Rata7 —®-Rata8 —th-Rata 9 We Rata 10 
  

95 

 



  

Resultados. Evaluacién biofarmacéutica de! Ibuprofenate de Ibuprofilo. 

    

Grafica 22. Valores promedio de los niveles plasmaticos del 

ibuprofeno liberado tras la administracion de una dosis oral de 49.61 

mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofito. 
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7, ANALISIS DE RESULTADOS. 

7.1 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de ibuprofile. 

7.1.0 Determi 

  

cién del coeficiente de absortividad molar del ibuprofenato de ibuprofile. 

Como se puede observar en la figura 7, los espectros de absorcion U.V. del ibuprotenato 

de ibuprofilo en diferentes disulventes son muy similares. El] maximo mas prominente se 

encuentra en una longitud de onda de aproximadamente 219 nm, y existe otro maximo de menor 

intensidad en la region de 264 nm; estos maximos pueden explicarse, principalmente, en funcion 

de las transiciones 1 —» 2* de los dos anillos de benceno 1,4-disubstituidos presentes en la 

molécula del ibuprofenate de ibuprofilo, siendo esto muy similar a lo que ocurre en Ja molecula 
  

del ibuprofeno. Asi mismo, es posible que exista también una contribucidn de las transiciones 

  

n> n* y n—» 7+ det grupo éster de la molécula en la absorcion del ibuprofenato de ibuprofilo, 

las cuales pudieran estar involucradas en el marcado efecto debido al disolvente en la intensidad 

de su absorcion. 

Al analizar los resultados de la tabla XII, se observa que no existe diferencia significativa 

en cuanto a los coeficientes de absortividad molar de! ibuprofenato de ibuprofilo en disolventes 

de diferente polaridad (como lo son el metanol y el acetonitrilo), a su vez, no existen 

desplazamientos en la posicién del maximo de absorcién debidos a cambios en la naturaleza det 

disolvente (figura 7). A pesar de que solo se realizaron experimentos en dos disolventes 

diferentes, puede decirse que el efecto de la polaridad en las caracteristicas de absorcidn de la 

radiacién de la molécula es despreciable. 
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Ibuprofilo. 

Al realizar modificaciones en el pH de fa solucién en que se disuelve la sustancia, asi 

+ como en su polaridad, se encontré una variacién significativa en el coeficiente de absortividad 

molar del ibuprofenato de ibuprofilo, mas no en la posicion de sus maximos de absorcion. 

Al comparar el valor de € de !as soluciones en acetonitrilo con el obtenido en una mezcla 

acetonitrilo-amortiguador de acetatos pH 3, 0.04 M, se observa un efecto de hipocromismo 

ostensible, e! cual puede deberse a la adicion de agua al disolvente y el cambio de pH, ya que el 

soluto tiende a orientar las moléculas de disolvente en su proximidad para mantenerse en estado 

solvatado, obteniéndose de esta manera el sistema soluto-disolvente mas estable. por 

consiguiente, al recibir una radiacion que excita a los ¢lectrones de la molécula, éstos suften 

transiciones electronicas %—> m* y n—> 7* en una relacion cuantitativa diferente a como fo 

hacian en presencia del disolvente puro, la cual se ve condicionada debido a que lus nticleos 

atomicos no cambian de posicién (efecto Franck-Condon), ya que son mas pesados que los 

electrones y requieren una mayor cantidad de energia para cambiar su orientacién”’, Como una 

consecuencia de ello, la cantidad de energia necesaria para llevar a cabo fa transicion m > ™* es 

menor, con lo que la absorbancia de la muestra disminuye y se acompaiia, generalmente, con un 

desplazamiento batocromico en cuanto a fa posicion de! maximo de absorcion de la molécula, el 

cual es dificil de observar, ya sea debido a la gran amplitud del mismo (ver figura 7), 0 a la 

competencia que se origina por el desplazamiento hipsocrémico del maximo debido al aumento 

de energia necesario para Hevar a cabo las transiciones n > 2* dentro de la molécula”. Por otra 

parte, el aumento en la polaridad y ja variacion de pH de las soluciones del compuesto en 

sistemas conteniendo metanol parecen tener un efecto contrario (al verse incrementada Ja 

intensidad de la absorcién), lo cual puede explicarse también a través del efecto Franck-Condon 

pero, en este caso, el factor dominante seria el aumento en la cantidad de energia necesaria para 

Jas transiciones n— 7* en la molécula (el nimero de observaciones experimentales fue bajo 

debido a la baja solubilidad de! ibuprofenato de ibuprofilo en la mezcla metanol-amortiguador de 

acetatos pH 3.5, 0.04 M). 

Estas observaciones son importantes, ya que el cambio en el valor de € debido al 

disolvente y su pH, puede tener un efecto importante en el método analitico empleado. De no 

considerarse esto, se correria el riesgo de afectar la precision del método. 
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7.1.2 Determinaci6n del coeficiente de parti 

  

én octanol/agua (Log P) del ibuprofenato de 

ibuprofilo. 

Como puede observarse en la tabla XIV, el ibuprofenato de ibuprofilo es-un compuesto 

que presenta un valor de Log P de entre 5.74 y 6.37, lo que refleja, come podria presuponerse, 

que esta substancia es altamente lipofilica, lo cual puede tener importantes implicaciones en sus 

propiedades farmacocineticas. 

El alto valor de Loy P obtenido para este compuesto refleja las ventajas del uso de un 

método cromatografico como el aqui implementado ya que, de haberse realizado la 

determinacién del coeficiente de particion mediante métodos convencionales (como es el de 

partician en embudo), hubiera sido posible que se presentaran problemas de indole analitica (por 

la baja solubilidad del ibuprofenato de ibuprofilo en agua) o, posiblemente, de inestabilidad (ya 

que el compuesto es un éster)"" . Por otra parte, a! realizar la prediccién matematica del valor de 

Log P del ibuprofenato de ibuprofilo utilizando el método propuesto por Dunn’, se obtiene un 

valor de 11.81 (tabla XLII). Este ultimo resultado podria estar altamente influenciado por varios 

factores ya que, como se ha demostrado experimentalmente™, no siempre existe una aditividad 

real en cuanto al efecto de los sustituyentes en el valor de Log P. Por lo anterior, el método aqui 

empleado permitid predecir adecuadamente el comportamiento de particion octanol/agua de 

varias moléculas, cuyos valores de Log P fueron determinados utilizando métodos 

convencionales, por lo que esta técnica brinda resultados confiables, como ya se ha demostrado 

en numerosos trabajos"? 
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‘Tabla XLIIL. Prediccién matematica del valor de Loy P del ibuprofenato de ibuprofilo, 

utilizando ef método propuesto por Dunn’, 

Contribucién total por 

Sustituyente. Numero de veces que se Valor unitario por el efecto del 

repite en la molécula. | efecto del sustituyente. | sustituyente en el valor 

de Log P. 

H 36 0.19 6.84 

: CH 6 0.70 4.20 

CH: 3 0.52 1.56 

CH 4 0.44 1.76 

: CoHe 2 1.73 346 

0 . 2 -1.54 -3.08 

coo | -1.24 -1.24 

co -1.69 -1.69 -1.69 

Valor de Log P predicho, 1.31       
  

El valor de coeficiente de particién obtenido experimentalmente parece ser el correcto, ya 

que la molécula no presenta grupos ionizables o con un alto momento dipolar, por lo que se 

” podria suponer que se comportara como un compuesto hidrofilico. El vator de Log P obtenido, 

+ indica que ef compuesto es de 10° a 10° veces mas soluble en octanol que en medios acuosos, 

. aunque hay que considerar que varios autores’? han mencionado la posibilidad de sobrestimar 

“el valor de Log P utilizando esta técnica, debido a que, en ella, se presupone que el Unico factor 

determinante en el valor de Log P, es la variacién en el porcentaje de agua en la fase movil, no 

existiendo un efecto significativo por la interaccion soluto-fase estacionaria, para los esteres, se 

.ha observado que existen fuertes interacciones fase estacionaria-soluto, lo que provoca una 

sobreestimacian en ef valor de Log K’, con la subsecuente sobreestimacién de! valor de Log Ko 

y. por consiguiente, del Log P. A partir de lo anterior, seria necesario considerar una leve 

: disminucién en el valor de Log P determinado, aunque puede suponerse que el valor real estara 

dentro de los limites del intervalo de confianza para la regresion de Log Ko vs. Log P. 
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Resulta interesante comparar los valores de Log D para el ibuprofeno (de entre 2.0 y 

” 4.0"7) con el Log P obtenido para el ibuprofenato de ibuprofilo. La esteriticacion de! grupo 

carboxilo de la molécula provoca que: 1) se pierda la parte ionizable del ibuprofeno y 2) aumente 

el tamaiio de la cadena correspondiente al acido propionico. Lo anterior da lugar a una 

- disminucidn drastica en la hidrotilicidad del ibuprofenato de ibuprofilo. 

Al comparar los valores de Log P de otros candidatos a profarmacos del ibuprofeno (tabla 

iV)° con el del Ibuprofenato de ibuprofilo, se observa que este Ultimo tiene, en general, un valor 

de Log P que duplica al de los otros compuestos (los cuales estan entre 2.3 y 3.8). La diferencia 

puede estribar en que el ibuprofenato de ibuprofilo es una molécula mucho mas voluminosa y 

casi plana, lo cual ocasiona, posiblemente, que su solvatacion sea atm mas dificil en comparacion 

con los otros compuestos Los compuestas IV, V1, VII y VII, derivados de alcoholes 

ramificados, tienen valores de Log P ligeramente mas altos que los del ibuprofeno (de entre 2.3 y 

3.0); Por otra parte, los compuestos X, XI y XII, derivados de alcoholes de 14, 16 y 18 atomos de 

carbono, presentan los valores de Log P mas altos (3.55 a 3.8), lo que indica que el aumento en ef 

valor de Log P se debe principalmente al incremento en el nimero de atomos de carbono 

enlazados en el grupo éster y, en cierta medida, al incremento en la ramificacion de la misma, lo 

cual concuerda en cierta medida con la lipofilicidad encontrada para el ibuprofenato de 

ibuprofito, ya que et alcohol con el que se esterificé al ibuprofeno (el alcohol ibuprofilico o 

ibuprofol) es un compuesto que contiene 13 atomos de carbono en su estructura lo cual, junto con 

su gran tamajio, impide una libre hidratacién del éster, lo que lo hace mas Siposoluble. Cabe 

aclarar que la comparacién entre el valor de Log P obtenido para el ibuprofenato de ibuprofilo en 

este estudio y ef de los otros candidatos a profarmacos reportados ha de realizarse con ciertas 

reservas, debido a que existen importantes diferencias metodologicas entre esta determinacion y 

las otras, siendo que las previamente reportadas se realizaron utilizando una técnica poco 

conveniente para el tipo de compuestos estudiados (la del “matraz agitado”) 
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7.2 Determinacién de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas 

acuosas. 

7.2.1 Desarrollo del método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato 

de ibuprofilo en mezclas acuosas. 

E] desarrollo de un método analitico que permitiera cuantificar a los tres analitos de 

interés en mezclas acuosas se realizé mediante el uso de una estrategia fiindamentada en el disefio 

_ experimental y el analisis inmediato de la informacion que brindaba cada uno de los 

experimentos. Las variables de respuesta mas importantes fueron la resolucion de! par critico 

- ibuproteno-ibuprofol {se ij como minimo un valor de 16) y el tiempo de elucion del 

ibuprotenato de ibuprofilo (el cual debia ser menor a 15 minutos) ya que, estos parametros, seran 

los determinantes de Ja precision de los resultados analiticos y det gasto de tiempo y recursos 

para el analisis de !as numerosas muestras generadas a partir de este estudio 

  

En un inicio, se planted la posibilidad de obtener resultados adecuados mediante la 

elucién isocratica de la mezcla con sistemas metanol-amortiguador de acetatos pH 28 0 

acetonitrilo-amortiguador de acetatos pH 2.8. Dado que con esta metodologia la resulucion del 

par critico era extremadamente baja, ademas de que los tiempos de corrida eran exageradamente 

altos fue imposible obtener las respuestas necesarias. 

A partir de los resultados anteriores, se decidié continuar el desarrollo utilizando clucion 

por gradientes. En una primera fase, se realiz6 la elucién utilizando un solo gradiente durante 

toda la corrida, mas los resultados en cuanto a la resolucion del par critico ibuprofeno-ibuprotol 

  

no fueron los mas adecuados. La mejora en la resolucion del par critico y ta disminucion del 

tiempo de retencidn del ibuprofenato de ibuprofilo se logrd con ef conocimiento obtenido acerca 

de que la resolucion entre analitos en una elucién por gradiente dependia del valor del factor de 

capacidad promedio para éstos (K), es decir, a mayor valor de K, mayor resolucion. Este valor, 

podia aumentarse aumentando la duracién del gradiente (lo cual no era adecuado, debido al 

aumento resultante en el tiempo de retencion del ibuprofenato de ibuprofilo) o disminuyende la 

velocidad de gradiente (es decir, menor % de cambio en contenido de disolvente organico en ta 

102 

 



  

Analisis de resultados. Evaluacién biofarmacéutica det Ibuprofenato de Ihuprofilo, 

———S— eee ee 

mezcla con respecto al tiempo). Por lo anterior, se optd por la segunda posibilidad, llevando a 

cabo experimentos en los que se consideré un “doble gradiente” de elucidn, en el cual se tenia un 

cambio lento de % de disolvente organico al inicio, seguido por un cambio veloz para eluir al 

profarmaco. 

Con el aumento de pH del amortiguador de la fase movil de 2.8 a 4.0, se logré obtener la 

mayor resolucion del par critico, ademas de que disminuyd ligeramente el tiempo de retencion 

del ibuprofenato de ibuprofilo. El aumento en la resolucion tue consecuencia del aumento en ef 

porcentaje de ibuproteno disociado, por lo que su tiempo de retencién disminuyd, a la vez que el 

tiempo de retencidn del ibuprofol aumento debido a que la proporcion de alcohol protonado 

presente en la mezcla era menor. Como resultado de este desarrollo, se obtuvicron 

cromatogramas del tipo del presentado en la figura 8, donde se observa que los analitos pueden 

cuantificarse en tiempos cortos con una buena resoluci6n. 

7.2.2 Validacién del método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato 

de ibuprofilo en muestras obtenidas a partir de medios acuosos. 

El método anatitico desarrotlado se validé de acuerdo con los criterios internacionales 

. eet b. + oy Ss ONL! 
establecidos en diferentes referencias im 

En lo referente a la linealidad del sistema y del método, se observé que los parametros 

* obtenidos después de cuantificar muestras preparadas en fase movil o en solucién amortiguadora 

de fosfatos pH 7.4 0.02 M eran equivalentes. Como se puede observar en las graficas 4-6 y en la 

tabla XVI, el sistema y el método son lineales para los tres analitos en un intervalo de 

  

concentracion de 4 a 80 g/mL ya que el valor de coeficiente de determina 

  

ion tue mayor a 0 98, 

la pendiente fue signiticativamente diferente de cero, y el intercepto no fue significativamente 

on 55 
diferente de cero” 

E] sistema también fue preciso en el nivel de 50 pg/mL, ya que el coeticiente de variacion 

fue menor a 2% para todos los analitos”’, Esta misma determinacién, sirvié para demostrar que la 

muestra analitica es estable en el cromatdgrato durante 24 horas. 
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El método fue exacto en el intervalo de concentraciones de 5 a 80 py/mL, ya que los 

valores de recobro de los tres analitos, en todos los niveles, fueron de 98 a 102%, con 

coeficientes de variacién menores a 2% (tabla XVID, 

A partir de los datos de las tablas XIX a XXL, se demostré que el método era repetible en 

todos los niveles de concentracién estudiados, ya que los valores de coeficiente de variacion 

. nd 
fueron menores al 2%""*", 

7.2.3 Determinaci6n de ta cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en suluciones 

acuosas con diferentes valores de pH. 

El ibuprofenato de ibuprotilo fue estable en los diferentes valores de pH estudiados (pH 1, 

3, 5. 7.0 9), lo cual puede explicarse a partir del conocimiento del alto coeficiente de particion 

octanol/agua determinado para el ibuprofenato de ibuprofilo, ya que su alta lipofilicidad impedira 

que éste se mezcle (o disuelva) con el medio acuoso, por lo que la probabilidad de que las 

moléculas del mismo entren en contacto con ios iones hidronio (HjO"" presentes en medio acido) 

v hidroxilo (HO” presentes en medio alcalino) sera casi nula, impidiendo entonces que la reaccion 

transcurra de acuerdo con los mecanismos de hidrdlisis comunes. Es posible que, de haber estado 

presente un agente que permitiera una emulsificacion mas fina del ibuprofenato de ibuprofilo, ta 

reaccion se hubiera verificado, ya que se aumentaria el contacto de las moléculas del mismo con 

el medio Es necesario que, en investigaciones futuras, se considere el efecto de un emulsificante 

en fa cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en medios acuosos 

La grafica 23 muestra la comparacién de los resultados de hidrdlisis en medios acuosos 

obtenidos en este estudio y las observados con algunos de los compuestos sintetizados por Bansal 

et al”. En esta grafica, se correlacionaron los valores de tiempo de vida media de hidrolisis en 

solucién acuosa de pH 7 4 para 14 de los profarmacos obtenidos por Bansal y sus valores de Log 

P (serie 1), encontrandose que existe una cierta correlacion (P= 0.65) entre la vida media de 

hidrdlisis (1) 2) y ef valor de Log P, Ja cual puede expresarse también con el siguiente modelo 
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tua = -108.79 + 62.09* LogP 

I - aes 

( GrAfica 23. Relacién existente entre el valor de Log P y el tiempo de 

vida media de hidrélisis de algunos profarmacos del ibuprofeno en 

1 solucién acuosa pH 7.4 (datos tomados de la referencia 6). 
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Esto indica que, conforme aumenta el valor de Log P, el tiempo de vida media de hidrdlisis 

también aumenta, lo cual podria entonces corroborar la hipotesis planteada acerca de que la 

hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo es nula en un periodo de 24 horas debido a que es un 

compuesto altamente liposoluble. 

7.3 Determinacion de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de 

rata y en'presencia de esterasas de higado de cerdo. 

  

7.3.1 Desarrollo de un método de extraccion del ibuprofeno e ibuprofol a partir de pls 

de rata. 

En los experimemts realizados durante el desarrollo del método de extraccion, se 

encontré que los factores de polaridad del disolvente y cantidad adicionada del mismo 

influenciaban de manera marcada el porcentaje de recobro de cada una de fas sustancias de 

interés, 

  

endo ademas que la interaccion de los factores era también altamente significativa para 

el proceso de extraccién 
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A partir de los resultados anteriores, se procedié a realizar una optimizacion del método 

de extraccién (metodologia, tabla VHD), En el caso del ibuprofeno e¢ ibuprofol, los recobros 

fueron cercanos al 100% en todos los experimentos realizados, ademas de que se observé un bajo 

valor de % de coeticiente de variacién para los mismos. Los recobros se debieron a la atinidad 

ambas si 

  

stancias por et medio preponderantemente organico, ademas de que la adicién de Acido 

al liquido extractor pudo provocar que los analitos se desplazaran de sus sitios de unibn a las 

proteinas. Finalmente, se utilizé para la extraccion la adicion a las muestras de 250 \l de una 

solucion de metanol-acetonitrilo (99:1) conteniendo naproxeno (2.5 pg/ml}, seguida por la 

agitacion en vortex durante 20 segundos. Lo anterior, debido a que con este método lus recobros 

tueron altos, y la dilucion de la muestra fue minima 

7.3.2 Validacién del método analitico por CLAR para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol en 

plasma de rata y en soluciones de esterasas de higado de cerdo. 

El métado analitico fue selectivo, de acuerdo con lo mostrado en las figuras 12 y 13, ya 

que las sustancias enddgenas del plasma y otros posibles contaminantes (precursures de la 

sintesis, productos de degradacion, etc.) fueron resueltos de las sefiales del ibuprofeno y el 

ibuprofol"* °° 

El método analitico para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol a partir de plasma de rata fue 

lineal, exacto y preciso en el intervalo de concentraciones de 2 a 80 tg/mL para ambos analitos, 

ya que’ 

1) El coeticiente de determinacion fue mayor a 0.98, la pendiente fue significativamente mayor 

que cero y la ordenada al origen no significativamente diferente de cero” (seccion 6 3.2). 

ja una alta     2) En las graficas 12 y 13, y en las tablas XXV y XXVI se mostro que exis 

correlacién entre los parametros de cantidad recuperada vs. cantidad adicionada para ambos 

analitos. En tas mismas tablas se observé que los promedios de porcentaje de recobro para 

ambos analitos estuvieron comprendidos dentro del intervalo de 85 a 115% en ambos dias de 

la validacion, ademas de que el coeticiente de variacion en todos estos niveles fue menor al 
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15%. La unica excepcién fue el nivel de | g/mL, en el cual se obtuvo, de manera general, 

una mayor variacion en los recobros. A partir de lo anterior, y con base en los criterios de 
6! rn . 55, 68 . . we . 

validacion internacjonales”™”°", se demastré que el método analitico es exacto en el intervalo 

de concentraciones de 2 a 80 pg/mL 

. . see ; - : co, 8 
3) Lous coeticientes de variacién intradias en todos los niveles fueron menores al [5% 

Ademas, el método es repetible por un mismo analista en dos dias diferentes, que fos 

  

intervalgs de confianza al 95% para la variable de respuesta (relacidn de alturas 

analito/estandar interno) se traslapan en cada uno de los niveles de concentracion’> al 

comparar entre ambos dias de validacion. 

A partir de los resultados de linealidad, exactitud y precision det método analitico, el 

limite de cuantificacién del mismo fue de 2 jty/mL. Por su parte, ef limite de deteccién tue de | 

nym 

Las muestras conteniendo ibuprofeno e ibuproful fueron estables durante 25 horas en el 

cromatografo y durante 8 dias en congelacion, de acuerdo con los resultados expresados en las 

tablas XXVIII y XXVIII y las graficas 14 y 1S, donde no se encontraron diferencias 

estadisticamente significativas entre las muestras cuando éstas se cuantificaron a las 0, 5, 10, 15, 

20 y 25 horas, asi como a los 8 dias después de estar en congelacion a —20 °C. 

En lo que respecta a la validacion cruzada del método analitico, se encontrd de acuerdo 

con lo expuesto en fas tablas XXXI y XXXIL, que el fue preciso y selective para la cuantificacion 

de ibuproteno e ibuprofol a partir de la solucion de esterasas, y que esta precision era equivalente 

a la demostrada para las muestras en plasma. 
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7.3.3 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en matrices 

bioldgicas. 

~ 7.3.3.1 Cuantificacion del contenido proteico del plasma de rata y de Ia solucién de 

esterasa de higado de cerdo. 

La gratica 19 demostr6 que el método utilizado para la cuantificacién de proteinas en el 

plasma y en la solucion de esterasa de higado de cerdo brindaba resultados adecuados en el 

intervalo de concentraciones esperado, ya que fue lineal y presento baja variabilidad. No se lleva 

a cabo una validacién formal det método, debido a que este es un método rutinario en el area de 

bioquimica, y su robustez y confiabilidad han sido ampliamente demostradas ” 

Los valores reponados para el contenido proteico de ambas matrices bioldgicas aparecen 

en la tabla XLU. En este caso, se observa que el plasma de rata parece contener una cantidad de 

proteinas (12.18 + 0.18 mg/dL) similar a Ja reportada para el plasma humano (8-15 g/dL), la cual, 

a su vez, fue menor a la cantidad de proteinas presente en la solucion de esterasa (32.68 + 0.41 

, my/dL) 

7.3.3.2 Determinacién de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma 

de rata, 

A partir de los resultados de la grafica 17 se observé que, en las tres concentraciones 

molares de profarmaco probadas (5 x 10°, 1 x 10% y 2 x 10* M), la hidrdlisis se levd a cabo de 

manera muy rapida, Al analizar fos datos crudos se encontré que, conforme aumento la 

concentracion del substrato, la velocidad de la hidrolisis se vio incrementada. Por ejemplo, para 

la concentracién mas baja, la reaccién habia transcurrido en casi un 100% a los 90 minutos, para 

la conceniracion intermedia este tiempo se acorté a casi 40 minutos y, para la concentracion mas 

alta, la reaccidn se comptetd a los 20 minutos. Este es un comportamiento caracteristico de las 

reacciones bioquimicas mediadas por enzimas’’, en las que la velocidad de la reaccién aumenta 

conforme se incrementa la concentracion del substrato, hasta alcanzar un punto en el que existen 

cambios poco significativos en 1a velocidad de reaccién atin cuando el aumento en la 
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concentraci6n del substrato sea excesivo; en este punto, se dice que se ha alcanzado la velocidad 

+ maxima de fa reaccion (Vmay), ya que el sistema enzimatico esta saturado con el substrate, y no 

puede actuar mas aprisa. 

La cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofito para cada una de las 

concentraciones probadas, se ajusta a un modelo de primer orden (tabla XLIV} Lo anterior se 

puede explicar asi: 

1) El valor de la constante de velocidad de hidrdlisis aumenta conforme se incrementa la 

concentracién del substrata, lo cual se observé ya con los datos cnidos 

2) Lo anterior indica que el sistema enzimatico todavia no se ha saturado, y el proceso cinético 

global de hidrolisis transcurre en una primera elapa mediante la formacion reversible de an 

complejo enzima substrato (figura 16): 

Enzima + Substrata “=== Enzima-Substrato 

Una vez que esto ocurre, el complejo se destruye mediante una segunda reaccion reversible, que 

es la mas lenta, y origina el producto de la reaccion dejando libre a la enzima: 

Enzima-Substrato > Producto + Enzima 

Como la segunda reaccidn es Ja etapa limitante, la velocidad global del proceso es proporcional a 

la concentracién del complejo enzima-substrato Si no se ha saturado el sistema, la concentracton 

del complejo depende, a su vez, de la concentracién de substrato presente, lo que explica que la 

cingtica se ajuste a un modelo de primer orden para cada una de las concentraciones de 

ibuprofenato de ibuprofilo probadas, donde ef cambio de concentracién de substrato se define por 

la ecuacion: 

-dS/di= KS 
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Tabla XLIV, Ajuste de los datos de hidrdlisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo 

a modelos de orden cero o de primer orden. 

Solucién 5 x 10° M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

3.7667 0.9928 -3.842 2.3733 0.7285 
Orden cero | x 10% moles/L |x 10% moles | Mol/L/min Mol/L/min 

Primer orden. | 10.1691 0.2502 -0.0416 min™ | 0.0059 min™ 0.9237 

Solucion 5 x 10" M de ibuprofenato de ibuprofile. Datos de ibuprofol. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

Orden cero 3.7945 0.9717 +7.647 2.3233 0.7300 

x 10 moles/L | x 10% moles/L | Mol/L/min | MoV/L/min 
+ | Primer orden. 10,1834 0.2378 -0.0383 min” 0.0056 0.9187 

Solucién 1 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno. 

Error estandar Error estandar 2 
‘Modelo Intercepto de intercepta Pendiente de pendiente r, 

79724 1.6589 -14.876 3 9656 07787 

Orden cero’ | x 10° moles/L | x 10° moles/L | Mol/L/min | Mol/L/min 

Primer orden. -9.3390 0.2753 -0.0379 min™ 0.0065 0.8924 

Solucién ¢ x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de interceptu Pendiente de pendiente r. 

Orden cero 8.1559 1.8773 -17.697 5.9365 0.7476 

x 107 moles/L | x 10% moles/L | Mol/L/min Mol/L/nin 

Primer orden. -9,4225 0.2237 -0.0360 min™ 0.0071 0.8963 

Solucion 2 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo, Datos de ibuprofeno. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

. 17.9555 5.9898 -97.372 4.2354 0 8409 

Orden cero | x 10% moles/L | x 10° moles/L | _Mol/L/min Mol/L/min 
Primer orden. -8.5864 0.2181 -0.1546 min™ 0.0154 0 9901 

Solucion 2 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

17.9897 §.524] -98.823 6.2541 0.8312 

Orden cero | x 10° moles/L | x 10 moles/L | MoW/L/min Mol/L/min 

Primer orden. -8.1254 0.2312 -0.1424 min™ 0.0094 0.9898               
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Enzima + Substrato —_; Enzima-Substrato 

Kz 

Ks 
Enzima-Substrato + tbuprotol %@ —* Enzima + lbuprofeno 

    
  

Figura 16. Esquema de la secuencia de reacciones probables en ta hidrdlisis enzimatica del 

ibuprofenato de ibuprofilo. 

Por otra parte, dado que no se alcanzé ta saturacion del sistema enzimatico, no fue posible 

‘ cealizar un correcta calculo de los parametros para el modelo clasico de Michaelis- Menten. 

Solamente se puede suponer que, para Iegar a la saturacién del sistema a vitro, se necesitaria 

una concentracion de substrato muy alta, siendo mayor ésta en un sistema vivo 

Al comparar los valores de tiempo de vida media de hidrélisis de los profarmacos 

sintetizados por Bansal et. al.° y Murtha ev. al (tabla IV) con el obtenido aqui para el 

ibuprofenato de ibuprofilo, se observa que éste ultimo presenta una velocidad de degradacion 

muy superior a la de los compuestos mencionados. Para los compuestos de Bansal, 1a velocidad 

de hidrélisis enzimatica disminuye conforme aumenta el tamaiio de! alcohol con que se esterifica 

al ibuprofeno pero, para el colesteril ibuprofeno, la velocidad de hidrolisis es mucho mayor, 

comparada con la de los profarmacos derivados de alcoholes lineales. Estos resultados podrian 

llevar a suponer que el tamaiio del alcohol enlazado al ibuprofeno no es el determinante de la 

velocidad de hidrélisis en el plasma sino que, posiblemente, el factor determinante sea la 

planaridad de la molécula. Esa planaridad puede favorecer el ataque de los grupos nucledtilos de 

. Lo - ok . 
- la enzima (principalmente los restos de serina’“) sobre e! sustrato, aumentando la velocidad de 

  

. hidrdlisis 

7.3.3.3 Determinacién de la cinética de hidrélisis enzimatica del ibuprofenato de ibuprofilo 

  

en presencia de solucién de esterasas de higado de cerdo. 

Si se comparan los datos de la grafica 18 y las tablas XXXVI a XXXIX con los obtenidos 

de fa hidrdlisis en plasma de rata al 80%, se observa que la hidrolisis en presencia de estera 
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_ porcinas hepaticas transcurre a una velocidad mucho menor, lo cual parece contradictorio, sin 

embargo, este fendmeno es explicable a partir de las siguientes observaciones: 

1) El tipo de esterasas de higado de cerdo utilizadas corresponde a la clasificacion bioquimica 

EC 3.1.1.1, o B-esterasas. En et plasma de rata no solamente se encuentran esterasas B, sino 

tambien estan presentes, en gran cantidad, esterasas tipo A (EC 3. 1.1.2)". 

2) Se ha demostrado que existen importantes diferencias en cuanto a la actividad de una misma 

enzima presente en los tejidos de diferentes animales (por ejemplo, las esterasas de hiyado de 

cerdo hidrolizan algunos substratos a una velocidad menor que las esterasas de higado de 

rata)” 

3) En la solucion de esterasa de higado de cerdo puede darse el caso de que el profarmiaco sea 

menos soluble que en el plasma, pero la reaccion de hidrélisis transcurre debido a que la 

eficiencia catalitica de las esterasas de higado de cerdo es 10° veces mayor que la de los 

grupos hidroxilo en solucion de pH 7. 

4) Se ha reportado que la albumina sérica muestra actividad tipo esterasa con algunos 

substratos” por lo que la presencia de albimina en plasma, puede catalizar la reaccién de 

hidrolisis 

En ninguna de las concentraciones de substrato se alcanzo un proceso completo de formacion 

di e ibuprateno ¢ ibuprofol. A pesar de ello, se observ que, conforme aumentd la concentracion 

de subsirato, se incrementé la velocidad de la reaccién enzimatica, aunque es dificil describir los 

datos experimentales mediante un modelo de primer orden en la hidrélisis, a diferencia de cuando 

el proceso transcurre en presencia de plasma de rata (tabla XLV). Ademas, se observo que la 

cinética de apariciOn del ibuprofenato de ibuprofilo fue, en las concentraciones baja e intermedia, 

casi el doble de la velocidad de formaci6n del ibuprofeno. Si se regresa al esquema planteado en 

la figura 16, se observa entonces que, en este Caso, el valor de Kz es mucho mayor que el de Ky, 

fo que hace mas complejo el modelo de cinética de hidslisis. 
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Tabla XLV. Cinética de hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de rata 

Ajuste a modelos de orden cero o de primer orden. 

  

Solucién 5 x (0 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Ervor estandar | Error estandar 2 

Modelo Intercepto tle intercepto Pendiente de pendiente re, 

40873 0.4916 “15197 6.3739 0.4863 

Orden cero x l0*moles/L_ |x 10" moles/L Mol/L./min Mol/Lémin 

Primer orden. 10.1192 0.1186 -0.0039 min™ [0.00135 min™ 0.5232 

Solucién Sx 10° M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo tntercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

Orden cero 3.3089 0 8678 -2.2330 11351 0 3963 

x tO" moles/L_ |x 10 moles/L Mol/L/min Mol/Léimnin 

Primer orden. -10 3835 0.2479 -0.0073 min™ 0.0032 O4884 

Solucién | x 10% M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno. 

Evvor estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

8.3534 O.RS581 -3.2267 1.1126 0 5830 

Orden cero x 10" moles/L | x 10° motes/L. Mol/Lémin Mol/Lémin 

Primer orden, +9399) 0,0992 -0.0042 min™ 0.0013 0.6437 

Solucion 1 x 107M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol. 

: Error estandar Error estandar 2 
Mudelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente nr. 

Orden cero 8.2245 1.0873 “5.2418 2.0548 0.5854 

x 10‘moles/. |x 10" moles/L. Mol/L/min Mol/L/nun 

Primer orden. “94244 0.1313 -0,0070 min™ 0.0025 0.6171 

Solucién 2 x 107M de ibuprofenato de ibuprofilo, Datos de ibuprofeno. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

12.9574 3.6685 -10.0569 47558 0.4206 

Orden cero | x 10*moles/L_| x 10° moles/l. | Mol/L/min Mol/L/min 
Primer orden. -9.0222 0.2794 -0.0092 min™ 0.0036 0.5183 

Solucion 2 x 107M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol. 

Error estandar Error estandar 2 
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r. 

. 128774 3.6658 -9.8437 4.7523 0.4169 

Orden cero | x 10° moles/L |x 10% moles/L_| Mol/L/min Moi/L/min 
Primer orden. -9.0307 0.2713 -0.0088 min™ 0.0035 O.5142               
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Como se observé en la grafica 18, los valores de concentracién de substrato probados no 

permitieron alcanzar la saturacion de! sistema, por lo que no se pudo determinar, de nueva 

cuenta, el valor de las constantes para el modelo de Michaelis-Menten. 

Cabe mencionar que, hasta la fecha, este es el unico estudio en donde se reporta la 

cinética de hidrélisis de profarmacos del ibuprofeno en presencia de diferentes sistemas 

enzimaticos. 

  

' 7.4 Estudios de la farmacocinética det ibuprofeno liberado a partir del ibuprofenato de 

ibuprofilo en ratas. 

En el caso del estudio preliminar de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a party de 

una dasis oral de 99.22 mg de ibuprofenato de ibuprofilo por kilogramo de peso de la rata, no se 

observaron claramente la o las fases que ilustran la disposicién del ibuprofeno y, por lo tanto, fue 

imposible realizar algun tipo de modelaje con estos datos. Ademas de esto, se observd una gran 

variabilidad interindividual en los perfiles de concentracion plasmatica del farmaco (tabla XL.) 

Los altos niveles y la variabilidad pudieron deberse a que el profarmaco presento diferentes 

velocidades de hidrdlisis en cada animal, lo cual trajo como consecuencia una diferente velocidad 

de liberacién del principio activo en el plasma. Por otra parte, existe la posibilidad de que Ja 

cinétivca de hidrdlisis del profarmaco absorbido no sea en realidad la que determine la 

farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir de éste, sino que el paso que esta condicionando 

al proceso sea la velocidad de absorcién del profarmaco. A pesar de que no se conoce el proceso 

mediante el cual se pueda absorber el ibuprofenato de ibuprofilo, ni su principal sitio de 

absorcion, es posible que por efecto de la alta dosis administrada (equivalente a 50 my de 

ibuprofeno/Kg), se tenga un problema de saturacion en tos sitios de absorcion y. por 

consiguiente, una alteracion de la farmacocinética de una manera dosis dependiente 

Con fa finalidad de estimar si el paso limitante en la farmacocinética del ibuprofeno 

liberado a panir del ibuprofenato de ibuprofilo in vivo podia ser la cinética de hidrdélisis det 

profarmaco, se decidié realizar un estudio en el cual se analizaran los perfiles plasmaticus del 

farmaco obtenidos en dos ratas después de la administracion por via intravenosa de una emulsion, 

Ll4 
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en dosis de 18.02 mg de ibuprofenato de ibuprotilo/Ky de peso de la rata. Se observé (en la tabla 

XLI y la grafica 20) una cinética compuesta por dos fases: en la primera, e! ibuprofeno se 

distribuyd de una manera rapida (en 1.$ horas, aproximadamente), para pasar a una fase de 

eliminacion muy lenta. La transformacion logaritmica de los datos demuestra los dos son 

procesos de primer orden (grafica 24), sin que esto implique que el ibuprofeno liberado a partir 

del profarmaco siga necesariamente una farmacocinética bicompartimental. 

Grafica 24. Perfiles de Ln de la concentracién plasmatica vs. Liempo 

para ef Ibuproteno liberado a partir de una dosis intravenosa de 18.02 

my de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg 

w Es 

Rata 6 

—™ Rata 5 

Ln
 
Cp

. 

nw + 

tiem po (min). 

En la grafica 24 no se observa un aumento en la concentracién de ibuprofeno hasia 

alcanzar un maximo en el valor de concentracién plasmatica del mismo (como seria de esperarse 

para un farmaco que es liberado it vive) sino que solamente se nota una porcion de la fase de 

disposicion del farmaco. Estos resultados indican que la hidrdlisis del ibuprofenato de ibuprotilo 

in vive ocurre de manera extremadamente rapida debido a que existe gran disponibilidad de 

 carboxilesterasas inespecificas no solo en Ja sangre, sino también en otros tejidos. Por lo anterior, 

es posible considerar que la farmacocinética del ibuprofeno derivado a partir del protarmaco no 

depende en gran medida de fa velocidad de hidrdlisis del mismo, sino de otros factores. 

 



  

*  Anatisis de resultados. , Evaluacién biofarmacéutica det Ibuprofenate de Ibu profilo. 

SS EE 

Al calcular el valor de ta constante de velocidad de la segunda fase de los datos de la 

grafica 24 por el método de minimos cuadrados, se encontré que éste es muy bajo, lo que puede 

implicar que la eliminacién del ibuprofeno es lenta a partir del organismo de la rata. Si se 

compara este valor con el obtenido por Satterwhite et.al** para la fase de eliminacién del 

ibuprofeno (Tabla XLVI) se observa que, a partir de! profarmaco, la eliminacién'es mucho mas 

lenta para el ibuprofeno, La explicacién del retardo en la eliminacién del ibuprofeno podria 

deberse’ a que el farmaco tuviera un elevado valor de volumen de distribucién tras ser 

. administrado come profarmaco. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabla XLVE. Parametros farmacocinéticos calculados para el ibuprofeno, tras la administracion 

de una dosis de 18.02 mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo por via intravenosa. 

Promedio tras administrar 

Parametro IbIb Satterwhite et. al.” 

ABCo. (Hg x h/ml) 2969.8675 ee 

at (hy 1.5683 — 

Bin’) 0.0032 02977 

A (ng/ml) 23.5712 _ 

B (ug/ml) 9.5921 — 

ABCM (ig x h’/ml) 910237.9854 _ 

TMR (bh) 309.4909 2181 

Va (mL) 157.4024* 20.2315 

lia B (h) 216.5625 2.328           
*Calculado como Vd=D/(A+B). 

A partir de las observaciones anteriores, resulta necesario el explicar el por que de las 

diferencias en distribucién y eliminacién del ibuprofeno tras ser administrado como farmaco puro 

“© como profarmaco, En primer término, debe recordarse que el Coeficiente de distribucion 

octanol/agua del ibuprofenato de ibuprofilo es muy alto. Ahora bien, puede suponerse que, tras la 

administracion intravenosa del ibuprofenato de ibuprofilo la aparicion de! ibuprofeno en plasma 

_ esta determinada por un modelo farmacocinético similar al mostrado en la figura 17, en donde ta 

Ilo 
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dosis intravenosa del profarmaco se deposita directamente en sangre, y una porcion del 

profarmaco pasa a un compartimiento periférico poco irrigado (el cual podria tener dentro de sus 

componentes al tejido adiposo) mediante un proceso de primer orden cuya velocidad esta 

limitada por la constante K,.". Ahora bien, el ibuprofeno puede aparecer en plasma mediante la 

hidrélisis del profarmaco en el compantimiento central, cuya velocidad esta determinada por la 

constante Ky), ademas de que puede aparecer en el compartimiento periférico por la hidrolisis del 

profarniaco a una velocidad determinada por el valor de Kaz. Una vez liberado el farmacu, éste 

continua distribuyéndose en los dos compartimientos, y es eliminado a partir del central, 

mediante un proceso de primer orden delimitado en su velocidad por el valor de Kyo. 
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Kn 

Prot Profarmaco en 

rolarmaco compartimiento 
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Ki2 periférico,             

Kw   
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Figura 17, Modelo teérico de la farmacocinética del ibuprofeno tras su administracion 

intravenosa como ibuprofenato de ibuprofilo. 

Si este modelo tedrico fuera cierto, seria posible que, ya que se sabe que la cindtica de 

hidrdlisis del profarmaco en plasma es extremadamente rapida, el valor de Ka no fuera limitante 

del proceso Ademas, debido a la alta lipofilicidad del ibuprofenato de ibuprofilo, puede pensarse 

, que éste sea distribuido casi de inmediato al compartimiento periférico, en donde podria 

depositarse en tejidos con alto contenido graso, de donde se liberaria al plasma de una manera 

V7 
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muy lenta, por lo que el valor de Ko)? seria casi de cero, dando como resultado que la cantidad 

inicial de profarmaco en plasma fuera muy limitada. Finalmente, conociendo que las 

  

carboxilesterasas inespecificas se encuentran altamente distribuidas en todos los tejidos, atin en 

drganos que tienen un allo contenido graso (tales como los testiculos, sistema nervioso central y 

epitelio del intestine delgado de fa rata), podria pensarse que el valor de Ky sea bajo, no 

equiparable al de Ku: por lo que los tejidos con alto contenido graso actuarian como un depdsito 

de! profarmaco, a partir del cual el ibuprofeno seria liberado lentamente, to que haria que el paso 

limitante de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del profarmaco fuera el ansporte 

del farmaco del compartimiento periférico al central determinado por el valor de Kai, 

ocasionando que la eliminacion del mismo (Kio) sea lenta. Esta hipétesis puede apoyarse en las 

observaciones de Wechter ef. al.” y Williams e¢. al.?, quienes describen algo similar a lo que 

podria ocurrir aqui: el R-ibuprofeno forma ésteres con el glicerol, los cuales se depositan en 

tejido adipose, liberando al ibuprofeno de una manera muy lenta, por lo que se encuentran 

concentraciones de hasta 1S py de farmaco/g de grasa a las 116 horas después de su 

administracion intraperitoneal. 

Lo anteriormente expuesto es solamente una teoria para explicar el largo tiempo que tarda 

en eliminarse el ibuprofeno liberado a partir de una dosis intravenosa de ibuprofenato de 

ibuprotilo. No es posible corroborar el ajuste al modelo de la figura 17 ya que los datos son 

escasos. Sin,embargo, puede asegurarse que el valor obtenido para la pendiente de la segunda 

fase exponencial de los datos de la grafica 24 no depende de la sensibilidad del método analitico, 

ya que las concentraciones plasmaticas encontradas en ese estudio estan en un intervalo que no se 

ve afectado por los traslapes entre las respuestas analiticas encontradas para niveles adyacentes 

de la curva respuesta vs, concentracion. 

En la tabla XLU y en las graficas 21 y 22, se mostraron los resultados de la 

farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del ibuprofenato de ibuprofilo tras su 

administracion por via oral en una dosis de 49.61 my/Ky. Estos datos, fueron tratados de la 

siguiente manera: 

118 

 



  
  

Evaluacion biofarmacéutica del Lbuprofenato de Wbuprofile, 

  

1) Se intento ajustar los datos a un modelo con una sola exponencial en ta fase de disposicibn, 

utilizando ef programa WinNonlin, versién beta 1.17, con el algoritmo de Gauss-Newton 

  modificado por Levenberg y Hartley. 

2) Se lev a cabo un ajuste de los valores experimentales a un modelo que tiene dos 

  

exponenciales en la fase de disposicion del ibuprofeno. Esto se realizo por el metodo de las 

residuales 

3) Se ajustaron los datos a un modelo con dos exponenciales en la fase de disposicion, 

considerando el calculo de un tiempo de retardo (tay) en los parametros del modelo, 

  
utilizando ajustes no lineales con el algoritmo de Gauss-Newton, y el programa STATISTICA 

for Windows ver. 4577 

4) Finalmente, se considera el ajuste a modelos con un mayor numero de exponenciales en fa 

fase de disposicion (de 3 a 4), realizando una transformacién de los datos de Cp vs tiempo a 

Ln Cp vs. tiempo, seguida por un analisis de minimos cuadrados. Los parametros alculados 

  

para cada modelo eran introducidas como iniciales en un ajuste no lineal con el alyoritmo de 

Gauss-Newton, en el programa STATISTICA for Windows ver. 4s” 

Cabe aclarar que, en todos los casos, se considerd que ta aparicion del ibuprofeno en plasma 

ocurria de acuerdo con un proceso de primer orden. En la tabla XLVIL, se muestran los resultados 

del Criteria de Informacion de Akaike (AIC) para todos los ajustes realizados’’, El mejor ajuste se 

obtiene con el modelo de residuales, que considera una fase monoexponencial de aparicion del 

ibuproteno en plasma, seguida por una disposicion que involucra también dos exponenciales, ya 

que el valor de AIC es menor. Este ajuste apoya lo observado con los datos intravenosos, pero 

parece ser insuficiente para la explicacidn tedrica de ta farmacocinética del ibuprofeno liberado a 

partir del profarmaco Ademas, no es adecuado hacer un mayor énfasis en un ajuste a un 

determinado modelo, ya que los datos y ef numero de observaciones son pocos 
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49 2 mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo. 

Tabla XLVI, Resultados del Criterio de Informacion de Akaike para todos los ajustes realizados 

con los datos de niveles plasmaticos del ibuprofeno tras la administracién oral de una dosis de 

  

  

  

  

            

Rata 1 exponencial | 2 exponenciales lise 3 exponenciales | 4 eaponenciales 

1 78.2563 26.5184 40.2473 47.2561 49.0167 

2 87.5211 23.0031 28,3138 39.2114 40,7602 

3 69.2563 35.2896 35.7861 43.2154 44.0289 

4 79.6354 29,5109 32.4703 35.8879 36.2388     
  

En la tabla XLVIU, se muestran los resultados de los parametros calculados, considerando 

que el mejor modelo es el que resulta de la aplicacion del AIC, y tomando en cuenta que los datos 

SON eScasas. 

  

Tabla LIX. Parametros farmacocinéticos calculados para el ibuprofen, tras la administracion de 

una dosis de 49.2 mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo por via oral. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                

Parametro Rata7 | Rata 8 | Rata9 | Rata 10|Promedio] D.E. | C.V.% 

tau (b) 2 Ls 2 15 1,75 0.29 16.50 

Cam (ne/ml) T20092 | 8.2876 [| losi7) | 11.2679 | 1052 rer {529 

ABCs (hg x b/ml) 99,2958 | 86.3555 | 118.0759 | 96.7808 | 10013 B21 13.20 

a(n) 0.5004 | 0.5869 | 0.4582 | 0.7669 0.59 013 2166 

Bib") ooo | o.0ons | oot 0.0069 [| 0.0023 | 0.0029 127.78 

A (ug/ml) 25.3078 18.6235 19.2564 30,6946 23.47 S68 24:20 

B (ug/ml) 2.5031 2.586 2.1495 3.4333 2.67 54 2040 

ABCMoa (ug x b’/mly | 879 6024 | 862.5845 ]1117.8628 | 940.9577 948,00 118.59 1251 

ba p (h) 630 1732.5 693 100.4347 T8898 O82 B+ 86.55     
  

Los datos obtenidos tras el ajuste al modelo presentan una variabilidad alta, 

principalmente aquellos relacionados con la fase de eliminacion del ibuprofeno (es decir, , ti2 
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de B). Es_en esta fase donde se encuentra la mayor variabilidad en los datos interindividuales. 

Esta variacién puede deberse a la dificultad que existe para llevar a cabo el ajuste logaritmico de 

la pendiente de eliminacion, debido a que se tienen en realidad pocos puntos para caracterizarla 

(los cuales, ademas, estan muy espaciados entre si en cuanto al tiempo de la toma de las 

muestras) 

Es necesario llevar a cabo algunas suposiciones acerca de cual es el paso que limita la 

velocidad de aparicion del ibuproteno en plasma La cinética de hidrélisis del profarmaco en 

plasma transcurre de manera rapida, por lo que es de esperarse que este proceso no sea el 

limitante de la velocidad de aparicion de ibuprofene en plasma. Es posible explicar el por que del 

largo tiempo requerido para que se alcance C,,,, (de aproximadamente 1.75 horas) ya que, por la 

  

  

lipotiticidad del profarmaco, es necesario que las micelas del mismo ingresen a través de tos 

lacteales, pasen a la linfa, y de ahi sean distribuidas a la circulacion sanguinea", en donde se 

Hevara a cabo la hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo de manera rapida Ahora bien, este tipo 

de mecanismo de absorcion involucra que ef ibuprofenato de ibuprofilo sea distribuido 

preferentemente al tejido adiposo, de donde puede liberar al farmaco mediante el procesa ya 

deserito en ta discusién de la farmacocinética del ibuproteno tras administracion intravenosa del 

profarmaco Otra explicacidn para la baja velocidad de aparicion del farmaco en sangre seria ta 

baja solubilidad del profarmaco, la cual no permitié que este se absorbiera de manera rapida 

En lo referente a la disposicion del ibuprofeno tras la administracion oral del profarmaco, 

se observa que tanto @ como % son atin menores que cuando se comparan con las obtenidas por ta 

administraciOn intravenosa del ibuprofenato de ibuprofilo, Estas observaciones apoyan, en cierlia 

manera, la teoria de que el ibuprofenato de ibuprofilo es absorbide en la tinfa, va que el 

profarmaco se distribuira aun con mayor preferencia en el tejido adiposo Ahora bien. debe 

considerarse que, tras la administracion de esta dosis oral de profarmaco, las concentraciones 

alcanzadas en plasma en ta tase terminal del proceso son muy cercanas al limite de cuantificacion 

del metodo analitico utilizado, por lo que cualquier supuesto podria no ser del todo correcta. Sin 

embarvo, al igual que en la administracion inwavenosa del profarmaco, se puede asumir que ta 

  

farmacocinetica del ibuprofeno liberado en el organismo tras la administracion oral del 

ibuprotenato de ibuprotile se ajustura a un modelo poliexponencial. 
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No fue posible utilizar un analisis modelo-independiente de los datos farmacocinéticos 

utilizando momentos estadisticos, debido a que las concentraciones plasmaticas alcanzadas 

durante la fase de eliminacién nunca fueron menores a 1/10 de la maxima concentracion 

plasmatica observada, lo cual es un requisito indispensable para tener certidumbre en los 
specs we a coat 79 

resultados del analisis farmacocinético utilizando momentos estadisticos’. 
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8. CONCLUSIONES. 

  

Con base en los resultados obtenidos se encontrd que: 

El ibuprofenato de ibuprotilo es un compuesto altamente lipolilico, ya que su coeliciente de 

particion lipidos/agua esta en el intervalo de 5 74 a 6 37 

Es estable a la hidrolisi 

  

en medios acuosos con diferente pli 

El ibuprofenato de ibuprotilo se hidroliza rapidamente en presencia de plasma de rata al 80° 

y en contacto con soluciunes que contienen esterasas de higado de cerdo, aunque existen 

diferencias significativas en cuanto a la velocidad de hidrélisis en ambos medios. lo cual 

puede deberse al tipo de esterasa presente en cada uno de ellos. 

Los resultados preliminares obtenidos del estudio de la farmacocinética del ibuproteno 

formado después de ta administracién intravenosa y oral del ibuprotenaty de ibuprotile en 

ratas Wistar macho indican que, tras fa administracién del nuevo compuesto, el ibuproteno 

permanece durante un periodo muy prolongado en el organismo, tal vez como consecuencia 

  

de su almacenamiento en los tejidos de! organismo de la rata, La informacion del estudio 

farmacocinético preliminar del ibuprofeno liberado a panir del ibuprofenato de ibuprotilo en 

ratas Wistar macho es muy limitada, y no permitio definir un modelo farmacacinetico 

adecuado para el curso temporal del farmaco en el organisme. 
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9. RECOMENDACIONES. 

1) Se requiere que. antes de continuar con los estudios, se realicen experimentos (en modelos 

4) 

bioloyicos adecuados) para conocer si el ibuprofenato de ibuprofilo o el ibuprofol presentan 

actividad farmacologica y/o toxica 

Es necesario desarrotlar un método analitico que permita la adecuada cuantificacion del 

ibuprofenato de ibuprofilo en el plasma de las ratas e, inclusive, en diferentes tejidos, ya que 

sin ello no es posible obtener resultados concluyentes en cuanto al comportamiento 

farmacocinético del campuesto y del ibuprofeno liberado a partir del mismo 

El estudio de la hidrélisis det ibuprofenato de ibuprofilo debe encaminarse ahora al 

conocimiento de la cinética con que el compuesto se degrada en homogenados de diferentes 

tejidos animales (incluyendo al tejido adiposo), para reforzar algunos de los planteamientos 

derivados del estudio farmacocinético preliminar realizado en este trabajo. Inclusive, debe 

considerarse la cinética de hidrélisis en los fluidos gastrico e intestinal, asi como en presencia 

de microorganismos del tracto gastrointestinal, con la finalidad de saber si el ibuprofenato de 

ibuprofilo es absorbido en el organismo como tal, o si es hidrolizado antes de que ingrese al 

mismo 

Los estudios farmacocinéticos deben contemplar un nuevo esquema de muestreo, que permita 

obtener un mayor ntimero de muestras durante periodos mas prolongados de tiempo para 

ello, debe considerarse la utilizacién de un método con mayor sensibilidad, asi como el 

aumento en el numero de animales utitizados. El nuevo esquema de muestreo, debe permitir 

la caracterizacian total de la fase de eliminacion det ibuprofeno y el ibuprofenato de 

ibuprofilo. 
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6) 

  

Es recomendable que, para poder inferir un modelo farmacocinético adecuado tanto para el 

ibuprofenato de ibuprofilo como para el ibuprofeno derivado de éste, se considere el muesireo 

no solo de la sangre o plasma, sino la cuantificacién de las substancias en otros teidos del 

organismo. 

Finalmente, es recomendable el realizar estudios que permitan conocer el sitio de absorcion 

sa aislada”, 

  

principal del ibuprofenato de ibuprofilo, mediante experimentos del tipo del “i 

con lu tinalidad de saber si esta substancia se absorbe en la misma proporcién en todo el 

fracto gastrointestinal, o Ste: 

  

sten lugares donde se lleve a cabo el proceso de manera 

preferente, ya que esta informacién seré muy importante para llevar a cabo una adecuada 

varacterizacién de la farmacocinética del compuesto 
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