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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 invesiigacion abarco la determinacion de algunas de sus propiedades fisicas
(tales como su coeficiente de extincion molar en diferentes disolventes y su coeficiente de
particion lipidos/agua, ¢l establecimiento de su cinética de hidrolisis 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
administracidn por via oral a ratas Wistar macho. Para llevar a cabo tos estudios de hidrolisis 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 Ant-Inflamatorios No Esteroidales (AINE’s) son un grupo de farmacos amphamente
utilizado en el ambito mundial, debido a sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y
antipiréticas. El grupo de los AINE's estd integrado por compuestos de naturaleza quimica
diferente, entre los que se encuentran: ¢l 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 ¢l dolor y la inflamactén provocados por esta
enfermedad. Por otra parie, 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 fa utilizacion de los profenos puede ser

altamente benéfica para estos pacientes,

El ibuproteno es uno de los farmacos en los que se ha centrado la atencion para el
tratamiento de pacientes con artritis reurnatoide y otras enfermedades que provocan dolor,
inflamacién y fiebre. Este es un compuesto de alta eficacia clinica, pero algunas de sus
propiedades toxicologicas (tales como el incremento en la formacion de dlceras, debido al
contacto directo del acido con las mucosas gastricas} han restringido su uso en ciertos sectores de
la poblacidon por periodos prolongados. Debido a lo anterior, existe un creciente interés en
relacidn con el desarrallo de nuevos profirmacos del ibuprofeno, en los que se mantengan los
beneficios farmacolégicos, pero con la disminucion de las caracteristicas quimicas que brindan al

compuesto sus propiedades toxicas.

b
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Los profairmacos son substancias que liberan al fairmaco padre inr vivo, wilizando para ello

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

con ¢l 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 reponta el estudio de algunas de las propiedades fisicoquimicas
(coeficiente de absonividad molar, coeficiente de particion, cinética de hidrolisis 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 fas caracteristicas farmacologicas del

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

El grupo de los Anti-Inflamatorios No Esteroidales (AINE's) estd imtegrado por
compuestos de naturaleza quimica diferente, entre los que se encuentran: los salicilatos, los
derivados del indol, los derivados de la pirazolona, los derivados del acido fenamico, y el grupo

de los profenos'.

Los profenos son farmacos derivados del acido 2-fenilpropidnico. 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 la tabla 1, se encuentran los

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

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

o utilizados en la clinica’,

Alminoprofeno Flurbiprofeno lbuprofeno
Benoxaprofeno Indoprofenc Naproxene
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 utilizacion 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 nimero 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 1993, 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 nimero de personas que
padecen esta enfermedad como los gastos economicos derivados de ella tienden a aumentar con
¢l paso del tiempo, por lo que, hacia 1993, existian alrededor de 42 firmacos en desarrollo para el
tratamiento de pacientes con reumatismo®. Esta informacion puede dar una idea de la
imponancia que tendria el desarrollo de nuevos compuestos antiinflamatorios v 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
tratamierio de pacientes con artritis reumatoide y otras enfermedades que provocan dolor,
inflamacion y ficbre'. Es un compuesto de alta eficacia clinica, pero algunas de sus propiedades
toxicoldgicas han resiringido su uso en ciertos sectores de la poblacion o durante periodos
prolongados por lo que, a continuacion, se hard una revision de sus propiedades farmacologicas,
farmacocinéticas y toxicologicas 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  ibuproteno se conoce «con los nombres de acido  o-Metil-4-(2-
metilpropil}bencenacético, acido p-isobutilhidratropico, acido 2-(4-isobutilfenil)-propionico,
ibufrén, ibufreno, ibuprofén, y otros nombres comerciales derivados de los laboratorios que
producen medicamentos con este compuesto. Fue desarrollado en el afic de 1964 en Inglaterra
por las taboratorios Upjohn™*. Se empezd a comercializar en Reino Unido hacia 1969, y en 1974
fue aprobada su venta en los Estados Unidos de Noreamérica®. Actualmente, se comercializa en
México en un gran nimero de preseniaciones para uso humano: tabletas (200, 400 y 800 mg),

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

.. 9
como sal de lisina)™.

El ibuprofeno es un solide incoloro, cristalino, estable, el cual presenta dos
estereoisdémeros debido a la presencia de un carbono quiral en la cadena del acido: ¢l S(+)-

Ibuprofeno y el R(-)-tbuprofeno. Las estructuras de estos compuestos se muestran en la Figura [,

H CH;

H CH;
OH ;

0O

S(+}-1buprofeno. R(-}-Ibuprofeno.

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

La mezcla racémica de ibuprofeno es relativamente insoluble en agua, pero es muy
soluble en la mayoria de los disolventes organicos, Es posible distinguir entre los isémeros y la
mezcla racémica del ibuprofeno debido a su solubilidad en soluciones acuosas, como se observo
en un estudio en donde se determind que la solubilidad del S(+)-ibuprofenc 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 importanie de hacer notar es que, debido a las caracteristicas acidas de la molécula del
ibuprofeno {pKa= 4.60), este compuesto es soluble en soluciones acuosas alcalinas (hidroxidos y

carbonatos)"' s

Se ha evaluado la tipofilicidad del ibuprofeno mediante la determinacion de su coeficiente
de distribucion octanol- amoniguadores de fosfatos: Bansal eral® mencionan que el Log D*
(coeficiente de distribucion lipidosfagua) del ibuprofeno es de 2.22, mientras que Rao et al’
describen un valor de Log D cercano a 4.05, al hacer la determinacion 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 wiilizado en cada

Caso.

Los enantidmeros del ibuprofeno pueden diferenciarse a partir de los 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 tamafio de las celdas es diferente para cada uno de los

- 5
enantidmeros’, como puede verse en la tabla 1.

Tabla 11. Datos de la estructura cristalina del $(-+)-ibuprofeno y la mezcla racémica’.
Isdmero {+)-Ibuprofeno (¥)-1buprofeno
Férmula ' CiaHjx0 CiH O,

Peso molecular 206.3 206.3

Sistema cristalino Monoclinico Monaoclinico

Grupo espaciat P2y P

a[A] 1246 12.67
b[A] 8.03 7.8%
c[A] 13.53 10.73
af*y |
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
isémero S(+) muestra un pico ancho a 221 nm cuando se determina su espectio UV, con
radiacion polarizada en n-heptano, debido a las iransiciones m — n* del antllo de benceno |.4-
disubstituido; este pico cambia de posicion dependiendo del indice de refraccion y polaridad del
disolvente, y no se presema para el R(-)-ibuprofeno. Cabe aclarar, que solamente es posible

distinguir entre los enantidmeros si se utiliza luz polarizada en la obtencién de sus espectros U.V.

* Se reperta como valar de Log D debido a que en estos vitlores de pH, no se estd determinando 1a distribucion del
compucsio totalmenie no ionizado, sino kb mezcla Fnnaco ionizado-fanmaco no ionizado.
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En estado solido, puede distinguirse claramente entre los enantiomeros y Ja 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 el punto de fusian (52.1 £ 1 °C para el $(+)
ibuprofeno, 75.3 + 0.3 °C para la mezcla) y su entalpia de fusion (91.0 = 1 Mg 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 verdi mas adelante, en cuanto a propiedades
farmacologicas y farmacocinéticas), los medicamentos que se distribuyen contienen a la mezcla

racémica de tbuprofeno.
2.2 Propiedades farmacodindmicas del ibuprofena,

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 reatizado estudios en los cuales se demuestra
que ¢l ibuprofeno es muy superior como analgésico y antiinflamatorio al compararlo con otros

AINEs'.

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 lleve a cabo la formacidn de los precursores de las
prostaglandinas y el tromboxano, si el ibuprofeno interfiere con la formacién de prostaglandinas,
es posible entonces evitar una serie de reacciones que pueden ser desencadenadas por estas

i . - 8.9
moléculas y que son causantes del dolor, la inflamacion y la fiebre™”.
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Fosfolipidos.

Fosfolipasa

Lipooxigenasa Acido araquidénico. Lipooxigenasa
Acido 5-hidroxiperoxieicosansico. HPTE
— Ciclooxjgenasa
Leucotrieno A HETE
%,s”s -
Leucotrienos B, C, D, E. v :
4' Endoperdxidos ciclicos (PGG,, PGH7) Ii
Prostaciclin Isomerasa Tromboxano
sintetasa reductasa sintetasa
v 4 v
PGI; (prostaciclina) PGE;, PGF3q Tromboxano A2.

Figura 2. Metabolismo del acido araquidonico. En el esquema, se puede observar el lugar donde

aclia el ibuprofenc en esta “cascada”, debido a la inhibicion de la cicloxigenasa®.

En el caso de la anntis reumatoide, existe una controversia en cuanto al mecanismo de
accién de farmacos tales como el ibuprofeno, ya que si éstos compuestos inhiben solamente la
sintesis de prostaglandinas, actuarian tan sélo como paliativos de_los sintomas, debido a la
disminucién del dolor y la inflamacion. Esta duda puede despejarse mediante el conocimiemo del
modelo clasico de la artritis, en el que ¢l evento fisiopatologico clave para desencadenar la
enfermedad es la acumulacién de linfocitos en el sinovio de la articulacion como respuesta a
estimulos desconocidos, junte con una predisposicién genética. Los linfocitos producen altas
cantidades de¢ factores reumatoides los cuales, junto con las inmunoglobulinas, llevan 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 monociios y leucocitos polimorfonucicares,
producen enzimas degradantes (principalmente colagenasa) y radicales oxigeno toxicos, que son
las substancias responsables de la destruccién 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 descubieno 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™:

i} Disminuye la produccion de IgM a partir de 1os 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

B en la formacion de los factores reumatoides,

3) Interfiere con la migracion de los leucocitos a los lugares inflamados.

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

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

granulocitos, tnterfiriendo con el proceso inflamatorio.

6} Inhibe la liberacidon 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-1) y Ciclooxigenasa-2 (COX-2) gue 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 actuahidad en medicamentos que contienen la mezcla racémica y no al
enantiomero S(+) puro, 1o cual implicaria una disminucién en el potencial terapéutico del
medicamento y, como se verd mas adelante, un posible aumento en la toxicidad provocada por la

mezcla racémica, al encontrarse presente el enantiémero 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) Exislen excepciones en cuantod a la correlacion entre la inhibicion in vitre de la
ciclooxigenasa vy el efecto antiinflamatorio y analgésico (p. ¢j., 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 la COX, exhibe efectos

analgésicos en la rata y el humano.

4) Generalmente, no hay una correlacioén entre la dosis o la concentracion plasmatica de los
AINE's y la respuesta analgésica o antiinflamatoria, a pesar de que existe una relacion
excelente entre la concentracion de los AINE's v la inhibicion de la COX.

Con base en tales observaciones, se han propuesto hipdtesis alternativas que puedan explicar
de manera correcta la actividad farmacoldgica de estos compuestos, a partir de estudios que aan
estan atn 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 oxidacion mitocondrial de los acidos grasos de manera no

. .
enantioselectiva .
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5) Los AINE’s no sélo 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:

* Decbido a que las allas concentraciones plasmaticas del ibuprofeno inhiben la migracion,
adherencia y agregacion de los neutrofilos y favorecen la inhibicion de la liberacion de
enzimas lisosomales, se ha observado que la adminisiracion de dosis altas de ibuprefeno
durante periodos prelongados disminuye la declinacién de la funcién pulmonar en pacientes

con fibrosis quistica y dafio pulmonar moderado'".

* La administracion de ibuprefenc 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 las células polimorfonucleares, limita la

magnitud del infarto al miccardio'?.

e El ibuprofeno es util en el tratamiento del shock séptico y endotoxico en animales de

. Y k3
Jaboratorio y domésticos'.

» Se ha administrado ibuprofenc a ovejas con la 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

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

aguda'.

12
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1.3. Farmacocinética del ibuprofeno.

De manera general, puede mencionarse que la farmacocinética del ibuprofenc 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 cf. af" discuten la posibilidad de una cinética de absorcion 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 resuho ser
valido durante cierto tiempo, se han publicado repertes en los que se apoya que la absorcion del
compuesto se lleva a cabo de manera lineal'®, ademas de que no es comun administrar dosis de
1200 my del compuesto en una sota 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, tos perfiles promedio en estudios farmacocinéticos tienden a enmascarar ¢l
segundo compartimiento, debido a que existe cierta variabilidad interindividual en los perfiles de
concentracion plasmatica contra tiempo. Las posibles causas de esta variabilidad se discutirin
posteriormente, asi como la observacién de la existencia de una posible dosis dependencia en la
farmacocinética det ibuprofeno, la cual no se debe a que la absorcion se lleve a cabo mediante un

proceso saturable,

El farmaco presenta una biodisponibilidad absoluta cercana al 100% en voluntarios
sanos'’. Se sabe que la absorcion 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 encontrade que el factor limitante de la velocidad de absorcion es la rapidez con que ¢l
ibuprofeno se disuelve en el iracto gastrointestinal, asi como la propoccion de ibuprofeno
ionizado presente en la solucion, siendo que estos dos factores dependen en gran medida del pH

del entorno'®,

La absorcion del ibuprofeno no es enantioselectiva, como se ha demostrado al administrar
la mezcla racémica del farmaco; sin embargo, es necesario considerar que las propiedades
fisicoquimicas de los enantiémeros son diferentes y, por lo tanto, pueden afectar 1a velocidad de

absurcion, ya que depende de la velocidad de disolucién del farmaco en el tracto gastrointestinal .

13
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Se sabe también que la absorcion 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 liberacion
sostenida a voluntarios hindies', se encontré que este tipo de alimentacion produje picos
maltiples en los perfiles plasmaticos del ibuprofeno y, aungue el valor de concentracion
plasmatica (C,) de uno de los picos miximos es mayor debido al efecto de la diela, no hay
diferencias significativas en los valores de Area Bajo la Curva (ABC) o tiempo para alcanzar la
concentracién plasmatica maxima (i), En otro estudio realizado en voluntarios britanicos a los
gue se les administré un desayuno “local” ligero (646 KJ), se observaron mesetas cercanas al
valor de la concentracidon plasmatica maxima (Cy.) en lugar de picos y, al administrar un
desayuno de alto contenido calorico (3327 KJ), solo se observo un pico de C;. La conclusion que
pudo obtenerse de ambos estudios es que, a pesar de que la absorcion del ibuprofeno se Heva a
cabo a lo largo de todo el intestino, su biodisponibilidad esta en funcion 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 del planeta, pueden dar lugar a diferencias en la biodisponibilidad del
ibuprofeno'”’, aunque aqui hay que aclarar que hace falta un mayor nimero de estudios y la
consideracion de que las diferencias también podrian deberse a la variacion entre las poblaciones

estudiddas.

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 distribucion en el estado

estacionario (Vig= 12-15 litros)".

En uno de los primeros estudios realizados para evaluar la union del ibuprofeno a las
proteinas plasmaticas, Whitlam et. a. ™ reportan porcentajes de farmaco unido a albimina 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 distribucion. L.os autores
mencionan que ¢xiste una fuerte dependencia entre el porcentaje de farmaco unido y la
concentracién de proteinas en el plasma, ademis de que la unidon es dependiente de la

temperatura y de que sustancias endogenas como el palmitato, la bilirrubina, el colesterol y el

14
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uralo 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, sole que, en un estudio
posterior, Lockwood et af®' retoman estos experimentos, realizandolos de manera similar a
Whitlam, para comprobar que no existe evidencia de una segunda constante de asociacion del
ibuprofeno con la albimina sérica humana. Por su parte, Tanaka et. al, ® realizaron un estudio en
el cual se determind el nimero de sitios de enlace del ibuprofeno en albiumina sérica bovina,
encontrando que sdlo existe un sitio de union proteina- farmaco, que ocurre de manera
hidrofobica mediante enlaces débiles entre el fenilo y la albimina y entre el metino adyacente al

fenilo del ibuprofeno vy la albimina.

En un estudio mas reciente acerca de la unidn in vive a proteinas del ibuprofenc,
administrado a voluniarios sanos como mezcta racémica o como S(+) y R{-) de manera separada,
Paliwal ¢r. al.™ concluyeron que el enlace a proteinas ocurre de manera mutuamente competitiva,
enantioselectiva v no lineal, ya que: a) un esteresisomero desplaza al otro de los sitios de union;
b) 1a fraccion libre (1) del S(+) ibuprofeno es mayor que la del R(-}-ibuprofeno (§=0.006 vs.
Rfi=0.004} y ¢) el desplazamiento de un enantiémero por el otro ocurre de manera dosis

dependiente.

La informacion expresada en el parrafo anterior, sirve para explicar la observacion de que
la farmacocinética del ibuprofeno es dosis dependiente. Lockwood ef al®™ repontaron la
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 relacion dosis-ABC para el farmaco libre, se pierde esa no linealidad, lo
cual se debe al enlace dosis-dependiente de los estereoisdmeros a las 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 Cpa para el enantiomero R{-) pero, para el enantiémero 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 €l valor de ABC/dosis

para ¢l enantiomero R(-), y no asi para el S(+), cuyos valores de ABC/dosis son iguales en todo ¢l
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intervalo de dosis. Estos datos son importantes ya que, al parecer, el enantiomere R(-) contribuye

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

Por otra parte, se han realizado estudios acerca de la distribucion del ibuprofeno en fluido
sinovial. Day et 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 enantiomeros de
ibuprofeno en liquido sinovial, y los datos se ajustaron a un modelo poliexponencial que puede
verse de manera esquematica en la figura 3. Tras el estudio, se encontrd que la entrada del
farmaco al fluido sinovial solo se lleva a cabo con el ibuprofenc libre, siendo que el valor de Ky,
del isomero S(+) es 60% mayor que el del R(-), por lo que existe una relacion entre este valor y la
proporcién libre de ambos enantiomeros, ademas, el valor de K, es mayor para ¢l enantidmero
S(+) con respecto al R(-). No se encontrd una correlacion entre ta C; y la concentracion en fluido
sinovial, por lo que se sugiere que las futuras comparaciones farmacocinética-farmacodinamia se
.Iie\'ren a cabo considerando al liquido sinovial ya que, al parecer, la eficacia terapéulica 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 ¢n
este compartimiento durante periodos prolongados. Se tienen resultados similares cuando se
cuantifica el farmaco en fluido de ampollas generadas por succion™®. Todas estas observaciones
implican que el transponte del ibuprofenc de la 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 sanguincos sinoviales.

En lo que respecta a la depuracion del ibuprofeno, ésta se lleva a cabo principalmente por
vias metabélicas {glucuronidacién, lidroxilacion y carboxilacién), las cuales dependen de que el
farmaco haya sido administrado como racemato o como enantiomero puro. El metabolismo del
farmaco se lleva a cabo principalmente en el higado, aunque el ibuprofenc es un compuesto de
bajo coeficiente de extraccion hepética, ya que no sufre un pronunciado efecto de primer paso
después de su administracion por via oral. En la figura 4 se muestra un ¢squema general de las
reacciones que forman parte de la biotransformacian del ibuprofeno en el ser humano y en otras

- : 27-28
cspecies estudiadas™ ™.
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Dosis de lbuprofeno racémico,

Absorcion
Eliminacion % Compartimiento central I »  Otros compartimientos
A
Kps Ksp

Fluido sinovial

Figura 3. Modeto farmacocinético que explica la distribucion del ibuprofeno hacia ¢l fluido
sinovial®®.

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

biotransformacion™ a través de {a 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 los-metabolitos hidroxiibuprofeno ¢ carboxiibuprofeno y menos de un 10% de manera
inalterada (la eliminacion del ibuprofeno inalierade por via renal se esquematiza en la figura 4
mediante la constante Ky,); la cantidad restante, se elimina en orina como glucurénido del
ibuprolcno o de sus otros metabolitos®’. 1La reaccion de oxidacion en el grupo isobutilo del
ibuprofeno se ve favorecida con la presencia de los metabolitos S{+)-S(+)-carboxiibuprofeno y
R(-)-R(-)-carboxiibuprofeno™?’. La formacion del hidroxiibuprofeno ocurre al doble de
velocidad para el S(-+)-ibuprofeno en comparacion con la velocidad de biotransformacion del

R(-)-ibuprofeno al metabolita hidroxilado™.
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Se cree que la glucuronidacion del ibuprofeno puede llevarse tanto a nivel hepatico como
en otros organos en el ser humano, ya que Jamali et. al*! han reportado que puede formarse el
glucuronido en el tracto gastrointestinal; por su parte, Cox ef. al.encontraron que la rata excreta
pequefias cantidades de ibuprofeno conjugade y no conjugado en la bilis, ademas de que tiere la
capacidad de sintetizar el glucurénido a nivel gastrointestinal . Finalmente, se ha postulado que
puede existir estereoselectividad en cuanto a la conjugacion del ibuprefeno: Oliary ¢/, al?
mencionan que la velocidad de transformacion del S(+)-ibuprofeno a glucuronido es mayor que
la del isomero R{-), aunque Rudy et. i ® explican que debe tenerse cuidado en esta conclusian,
ya que es posible que el efecto por la hidrélisis del conjugado, la cual se lleva a cabo de mancra
espontanea lanio 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 mencion especial a una serie de reacciones que estan
involucradas en la biotransformacibén enantioselectiva del farmaco, las cuales tienen importantes
implicaciones en la farmacodinamia, farmacocinélica y toxicologia de este compuesto. Como
puede verse en la figura 4, el isomero R{-) del ibuprofenc esta sujeto al ataque enantioselective
de la enzima Acetil-CoA-sintetasa, Jo que resulta en la formacion reversible del tioéster del R{-)-

ibuprofeno con la Coenzima-A; tal reaccion no tiene lugar con el S(+)-ibuprofeno® . |

.a
primera censecuencia de este alaque enantioselectivo por parte de la enzima es que, (ras la
administracion del isdmero S{+) puro, sc obtenga un nimero mucho menar de metabolitos que
cuando se administra la mezcla racémica del ibuprofeno, sin embargo, éste no es el efecto mis

importante provocado por la formacion del R(-)-lbuprofeno-CoA.

Una vez formado el tioéster R(-)-Ibuprofeno-CoA, éste puede verse involucrado en una
serte de reacciones en el organismo debido a su alta reactividad. La reaccion mas importante que
suffe este tioéster es la epimerizacion o inversion de configuracion del centro quiral, dando lugar
a la formacion del S(+)-ibuprofeno-CoA, lo que conlleva a que, después de administrar una dosis
determinada del racemato, la relacion (S8):(R) en el organismo sea de aproximadamente (70:30), y
no de (50:50) como podria esperarsen. El mecanismo por el que se lleva acabo la epimerizacion

aun 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
discusion acerca del silio anatomico en donde se lleva acabo la epimerizacion: Jamali ef. af.”
reportan que existe la posibilidad de que la inversién se lleve a cabo en mayor grado a nivel

presistémico; por su parte, Hall et al™

contradicen tal hipotesis ya que, después de la
administracion del racemato tanto por via oral como por via intravenosa en humanos, no
encontraran diferencias entre los valores de constante de eliminacion para los isdmeros entre una
. . .. . . . . T
via de administracion y la otra. Nuevos estudios in sitw ¢ in vitro™ indican que, en la rata, la
reaccion de inversion es catalizada a nivel hepatico™, siendo que el proceso se lleva a cabo
principalmente en el espacio intermembranal de las mitocondrias®. La estrecha similitud en ¢l
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', lo que los leva a ser precursores de la
biosintesis de ¢steres del glicerol {en mayor proporcion del R-(-)-ibuprofeno) , el cual a su vez
puede hallarse unido también a dcidos grasos. Se ha observado que estos ésteres del R(-)-
ibuprofeno y el glicerol se acumutan en el tejido adiposo de la rata, y a pantir de ellos se va
liberande de una manera extremadamente lenta al R{-)-ibuprofeno, mediante la hidrolisis
mediada por carboxilesterasas inespecificas, lo que ocasiona que su tiempo de vida media se
vuelva exageradamente prolongado (se reportan valores de t1» de eliminacion de 116 horas y

17
mayoresy™ .

Las caracieristicas 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 conlinuacion se enumeran;

+ En estudios en ratas se ha observado gue, conforme aumenta la edad, hay un aumento
en la fraccion de farmaco libre, como consecuencia de una disminucidn en la
concentracion de albimina plasmitica, lo que conlleva a un aumentoe 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 disminucion del contenido de proteina microsomal en el higado®®. En
estudios en humanos se encontraron datos similares, con una disminucion en CUF del
11% y un aumento de V&F de 15% debido a la edad, pero la gran variabilidad en los

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

s La variabilidad interindividual observada en los perfiles farmacocinéticos de los
enantidmeros se debe, en gran medida, a las diferencias en la unién a proteinas y

. . .. .1
metabolismo entre los sujetos que participan en los estudios™.

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

debido a la saturacién de los sitios de union de las proteinas®'.

¢ Las diferencias interindividuales en la velocidad de inversion del R(-)-ibuprofeno
pueden ser una de las causas principales de la falta de correlaciéon farmacocinética-

L . . 13
farmacodinamica para ! ibuprofeno cuando se administra como racemato ™~ .

*- En general, la depuracion del isomero R(-} es mayor que la del isomero S(+), debido a
todos los procesos metabolicos que puede sufrir el primero, siempre y cuando no se¢

vea conjugado con ¢l glicerol z

En lo 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 disfuncién renal
provoca que los niveles plasmaticos del ibuprofeno, después de que éste ha sido administrado
como racemato, se vean incrementados, aungque no en una proporcion clinicamente
significativa®™. Por otra parte, se sabe que la hemodialisis no provoca variaciones significativas en

la disposicion del ibuprofeno®.

Se sabe que el dafio hepatico provocado por el alcohelismo en humanos provoca un

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

40

datos obtenidos no permitio establecer que este efecto fuera en realidad significativo™, LIn otro

estudio, Cox et. al.*® establecieron un modelo del dafio provocado por el alcoholismo
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{principalmente, formacion de depositos de grasa) en el higado de rata y encontraron que la
permeabilidad hepatica del isomero R(-)} aumenta casi en un 100% en presencia de depositos de
grasa en el higado, lo que no provoca un aumento en el valor de Cl para este enantiomero sino,
por el contrario, una disminucion, 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 la depuracion del isomero S(+) no se ven afectadas.

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

K - . 14
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 los pardmetros farmacocinéticos determinados con respecto a los
reportados para voluntarios sanos, pero se menciona que en nifios con edades menores a 2.5 aios

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

distribucion’.

En lo que respecta a las alteraciones en la farmacocinética del ibuprofeno provocadas por
la interaccidén con otros firmacos, se ha encontrado que la administracion conjunta con
cimetidina afecta la farmacocinética del compueste, ya que los valores de ABC se ven aumentados
debido a unma disminucion en su depuracion. Este efecto no se observa en presencia de
ranitidina® Se sabe también que el probenecid inhibe la secrecion tubular de los glucurénidos de
los AINE's, por lo que provoca un aumento en la inversion quiral del R(-)-ibuprofenc' La
administracion de aspirina de manera conjum.a 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

. 14
con acetaminofeno’ .

H B - 42 2]
Estudios realizados en animales tales como el perro™, vacas productoras de leche',

27, 36. 42

R} B 3 .
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:

» El 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

que el ibuprofeno puede enfazarse al rumen, lo que disminuye su biodisponibilidad"

s Enel perro vy la rala, se reporta la posibilidad de que el S{+)-ibuprofeno inhiba la inversion

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

s Debe tenerse en cuenta, como ya se menciond, que en la rata pueden existir diferencias
considerables en los parametros farmacocinéticos observados con respecto a los de los
humanos, ya que ¢l R(-)-ibuprofeno forma en mayor cantidad los conjugados con el glicerol

. - - I ..o 27
en esta especie, lo que provoca un aumento exagerado en su vida media de eliminacidn™.
2.4 Propiedades toxicologicas del ibuprofeno.

Una vez revisados los aspectos farmacodinimicos y farmacocinéticos del ibuprofeno, es
posible hacer una explicacion mas adecuada de sus propiedades toxicas. En primer lugar, se
hablara acerca de los aspectos toxicologicos menos comunes del farmaco, para proceder a una
explicacion mas amplia en lo que se refiere a los efectos sobre el tracto gastrointestinal derivados

del uso de este compuesto.

l.a capacidad del R{-)-ibuprofeno de formar ésteres con el glicerol ha provocado un
aumento en el debate acerca de que se siga permitiendo su administracidn en la forma de mezcla
racémica en humanos. Como ya se ha mencionado, éstos ésteres tienen la capacidad de
depositarse en ¢l tejido graso debido a su lipofilicidad, provocando que el tiempo de vida media
{tiz)de! farmaco en animales como la rata se vea aumentado de manera exagerada’. La

posibilidad del ibuprofeno de formar estos depdsitos implicaria que el farmaco, después de una
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administracion durante periodos prolongados, llegue a acumularse de tal manera en la prasa que
provoque una toxicidad asociada con los altos niveles del compuesto en el organismo, ademds de
que la alta lipofilicidad de los ésteres del ibuprofeno con glicerol pude provocar que el firmaco
alcance el sistema nervioso central con mayor facilidad, generando una serie de efectos toxicos a
este nivel”™, como es el caso de la meningitis aséplica12 en pacientes que padecen de lupus

eritomatoso.

Par 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 tiogster-albimina que son inmunogénicos, y pueden llevar 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
contacte directo®, debido a la acidez del farmaco, o por la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas® siendo que el segundo mecanismo puede presentarse por accion local después de
la administracidon 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
infravenosa™. En un estudio en el cual se administraron conjuntamente paracetamol e ibuprofeno,
se observd una potenciacion del efecto erosivo del segundo, y se llegd 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 abservé que, en las ratas, et R(-)-flurbiprofeno
exacerba la ulcerogenicidad del S{+)-ibuprofeno mediante un procese aquiral, debido a que
provoco un aumento de la marginacion de neutrofilos hacia las venas mesentéricas postcapilares,
lo cual no era resultado de una inhibicion de la ciclooxigenasa. La marginacion de leucocitos, al
igual que la inhibicion de la ciclooxigenasa, puede ser mecesaria 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 vasoconstriceion local que, junto con la formacién exacerbada de coagulos
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blancos genera isquemia pasirica, la cual se conjunta con una ulceracion inducida tanto por la

acidez del farmaco como por la presencia de radicales libres?.

Para finalizar con los aspectos toxicologicos 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 Gltimo debido a su actividad como inhibidor de la sintesis
de factores de coagulacion)'. Ademas, se ha hecho alusion 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 vasoconstriccidn, ya que

inhibe la sintesis de las prostaglandinas vasodilatadoras'®**

2.5 Uso de profirmacos del ibuprofene para disminuir su ulcerogenicidad.

El potencial ulcerogénico del ibuprofeno implica que este farmaco no pueda ser utilizado
en pacientes que sufren de gastritis o dlcera péptica, ademas de que no puede administrarse
durante periodos muy prolongados a un paciente sin que éste sufra alguna alteracidn a nivel
gastrointestinal. Ha habido numerosos intentos para lograr disminuir estos efectos: dosificacion
conjunta del ibuprofeno con farmacos antagonistas del los receptores H-2 (cimetidina o
ranitidina), administracion del farmaco en 1abletas 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 farmacologica, ha sido la sintesis y posible administracién de profarmacos que
enmascaren el grupo carboxilo del compuesto, evitando asi la contribucion de la acidez del

tarmaco a su toxicidad.

Los profarmacos son compuestos que pueden ser utilizados para mejorar las propiedades
farmacéuticas y biolégicas 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 pane del paciente y el cumplimiento de los
regimenes de dosificacion al eliminar problemas de sabor, olor, dolor de la inyeccion y/o al

. . . .. v , . . . . B 47
disminuir la irritacidn gastrica producida por substancias agresivas al organismo™
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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
biotransformacion en el organismo para liberar in site a la substancia activa, ya sea mediante un
proceso de hidralisis o mediante la transformacion del profirmace al compuesto activo por algin
mecanismo que implique la utilizacién de ia 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 ¢l
cuerpo para ejercer su efecto, por lo que no son consideradas como profarmacos, sino como

N 3 4
analogos del farmaco ¥

Profinnaco en

Profiarnuco en
silio de

Absorcion,

circulacion

Distribucion

Profiinmaco en
Lejidos

> .. eneral
administracion, &

Biotransformacién Biotransformacion

Profirmaco + c Farmace cn Firmaco ¢n
farmaco circulacion tejidos
eliminados. genenal.

Figura 5. Liberacion det firmaco a partir de un profarmaco dentro del organismo.

En lo que respecta al ibuprofeno, la revision bibliografica exhaustiva realizada sirvi6 pura
observar que a la fecha no se han realizado muchos trabajos en relacion a los profarmacos de este
principio activo. En los pocos reportes existenies 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, farmacologicas y
farmacéuticas y, en un articulo, se teportan datos concernientes a la determinacion de sus

parametros farmacocinéticos™.
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En la tabla Ui, se enumeran algunos de los profirmacos del 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 0 una amina, siendo que ¢! grupo

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

Tabla 111. Profirmacos del ibuprofeno reportados en la literatura cientifica.

0

Estructura general del profarmaco.

Substituyente (R).
-0-CH; -0-CH;-CH, -0-{CH;);-CH;
1" I m°
0 CH; H;C .
- \( -0-(CH2)-CH, \(\C Hy
CH; O\
v Ve VI°
HC P CH;
\I/\O \O CH} -O-(C“z)q-cl'h
CH_':. CH;3
v vIn® 1x°
-0-{CHa);3-CH, -0-{CH;);5-CH; -0-(CH1)7-CHa
X X1* xn®
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Tabia 111, Profarmacos del ibuprofeno reportados en la literatura cientifica (continuacidn).

Substituyente {R).

-0-(CHy)s-CH;3

-0-(CHz),-CH;

-0-(CHy);-CH,

Xt Xive XV
0
0 o~ A0 0 NH;'Cf
- 07 TCH;
CH; NH; CI
Xvi¥ Xvir* xviurt

-0-(CHz)-NH,'CI

XIx®

-0-(CH2):-N(CHs)z » HCH

XX43

-0-(CH1}2—N(C1H5)2 + HCI

xxi®

-O-(CHz)j-N(CHJ)z « HC!

XX

-O-(CH:)_;-N(C:Hj); +« HCI

XX+

-0-CH2(CHj3)-N(CH;)z » HCI

axiv?

-O-CH3(CH3)-N(C;Hs ) » HCI

xxv

~0-(CH7);-N-marfolina ® HCI

XXVI*S

-0-(CH,);-N-piperidina » HCI

xxvi®
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Tabta 111, Profarmacos del ibuprofeno reportados en la literatura cientifica (continuacion).

Substituyente (R).

/‘0\/\N,CH3
-0-(CH3z):-NH{CH;) s HCI -NH-CH,-COOH
xxvi? XXX xxx"
_NH
(8] / \
-NH{(CH;)-N(C:Hs), AINATNNH O NeH20 @\ .
A4 COOH
xxx1* xxxi® XXX
COOH
—N Poli-(N-hidroxietil)-DL-
aspartamida
't
XXXIV‘” xxxvm xxxv[il

NH;-CH,-CH;-0-

XXXV

Polietilenglicol-2000-1

xxxvim®*?

Polivinilpirrolidona-1

xxxix*
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En la tabla 1V, se muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas, el tiempo de vida
media de hidrolisis del profirmaco en plasma y solucidn acuosa, asi come la ulcerogenicidad
para algunos de los profirmacos enumerados en la tabla 1Il. Como podrd 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 ¢l

organismo:

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

mas altos de Log P.

[S8]

Presentan mayor estabilidad en soluciones acuosas alcalinas que en plasma, por lo que
pueden perimanecer tnalterados en el fluido del 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 el ibuprofeno.

Con respecto a las propiedades descritas en la tabla 111, Bansal ¢f. ol dividen a los
compueslos que son candidatos a utilizarse como profarmacos del ibuprofeno en cuatro grupos,

los cuales tienen las siguientes caracteristicas;

Grupo 1. Son compueslos que mantienen una actividad farmacologica 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. e)., profarmaco 1},

Grupe 1. Presentan una menor actividad farmacoléogica que el farmaco, debida a una pobre
absorcion, hidrolisis ineficaz en plasma, o porque pueden presentar un metabolismo alicrno que
altera la actividad farmacologica, Generalmente, su cinética de hidrolisis evita que sean
ulcerugénicos, pero impide que se llegue a concentraciones terapéuticas del farmaco {p. ¢j.,
protarmacos 1X, X, X1, X1, X1, XIV y XV).
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Tabla V. Propiedades fisicoquimicas, tiempo de vida media de hidrolisis del profarmaco en
plasma y solucién acuosa y ulcerogenicidad para profarmacos del ibuprofeno.
Solubilidad
Compuesto® acuosa Lag P Lin solucién | tyg plasma (h) | % de ulceras
(meg/mL) acuosa (h)
lbuprotenc 71.28 222 -—- - 100
¢ 5502 2.97 2279 11.25 100
11° 41.82 3.02 98.7 10.5 80
e 46.96 288 724 78 83
v 67.75 2.30 40.5 113 66,6
Ve 3633 3.13 429 49 40
VI 43.32 2.68 63.3 17.3 80
vi® 13.45 3.06 79.7 14.7 20
v 89.94 2.37 34.0 14.5 100
1x° 30.75 3.30 74.6 12.5 60
x* 24.74 3.55 157.1 49.1 40
XI° 2110 3.75 1513 453 40
XIe 2021 3.79 87.6 43.4 20
Xure 12.85 3.60 1155 32.6 0
X1v*® 11.18 3.71 105.2 213 0
XV° 6.80 3.71 138.6 239 0
xvn® 13.5
xXx* 19.2
xxi 12
XXIv? 153
XNXIL 1222
xxx” 27.2
XXXVY 4.0

* Los niimeros corresponden a tos asignados en la tabla L11.
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Grupo L. Son profarmacos que no reducen la ulcerogenicidad del ibuprofeno, aungue
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 &cido carboxilico, sino que esta
substitucion debe hacerse con los grupos funcionales mas adecuados. Ejemplos de este caso son
los compuestos 1V, VI y VIIl (como podra observarse, todos son derivados de alcoholes

ramificados).

Grupo 1V. Ejemplificado por las substancias 1l y V, son los compuestos que presentan
una retencion de la actividad terapéutica y reduccion en la 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 absorcion a nivel de! tracto gastrointestinal.
Estos son los mejores candidatos, y son ¢l tipe de compuestos sobre los que hay que centrar la
atencion en los estudios que tienen como objetivo la obtencién de profarmacos eficientes del

ibuprofeno.

A partir de esta clasificacion, salta a la vista que las propiedades fisicoquimicas, tales
como el coeficiente de particion lipidosfagua y la solubilidad, asi como la estabilidad del
compuesto en el organisme, son los factores determinantes para obtener un profarmaco real del
ibuprofeno, ya que influyen directamente en su actividad farmacologica y toxicologica, asi como

en su farmacocinética.

En o que se refiere a las propiedades farmacocinéticas de los profarmacos del ibuprofeno,
Samara ef. «l™ enconmtraron que no existen diferencias significativas en cuanto a la
farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del ibudice (compuesto XV en Ia tabla [} en
comparacién con la farmacocinética del ibuprofeno cuando es adminisirado por via oral o
intravenosa como farmaco base, lo cual puede deberse a que el ibudice es hidrolizado
rapidamente en el {luido intestinal simulado (t)2= 3 minutos). Es interesante mencionar cue, en
este caso en especial, 1a vida media de hidrolisis del ibudice en plasma es mucho mayor que en ¢l
Nuide intestinal simulado {t,,= 7.3 horas en plasma). Su inestabilidad quimica y su “alta”

estabilidad a la hidrolisis enzimatica provocaron que este compuesto no fuera considerado como
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una buena alternativa para su uso como profirmaco de! 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 (ibudice)”.
{budice p.o.
Parametro {dosis equivalente [buprofeno p.o. Ibuprofeno iv,
farmacocinético. a 175 mg de {dosis de 175 mg) (dosis de 175 mg)
ibuprofenc)
ti2 (h) 29405 29113 3.0+13
ABC (ug * h/mL) 76 £260 17150 94 1 21.0
Crnax {pg/mL) 14 +6.0 16 £6.0 —
Inias (1) 23+17 34127 —
Fi (%) 96 £ 16.0 — —
Fas (%) 84 +29.0 87310 —

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 de! compuesto y puedan ser alternativas reales para substituir al
farmaco en la terapia de aquellos pacientes que no lo puedan utilizar en forma de farmaco libre.
Una de estas substancias puede ser el ibuprofenato de ibuprofilo, el cual se ha simetizado
recientemente en nuestco pais ' (su estructura se muestra en la figura 6). En las siguientes

paginas, se detallara la evaluacion biofarmacéutica que se realizo a este compuesto.

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

profarmaco del ibuprofenc.

i3
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3. OBJETIVOS,

3.1 Ohjetivo general.

Llevar a cabo la evaluacion biofarmacéutica del ibuprofenato de ibuprofilo, para recabar

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

3.2 Objetivos especificos.

L Determinar el coeficiente de extincion molar {£) del ibuprofenato de ibuprofilo en medios

ACUOS0S ¥ Organicos.

11, Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de ahta 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 particion lipidosfagua del ibuprofenato de ibuprofilo.

IV.  Determinar la cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo in vitro en medios

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

V. Obtener datos preliminares acerca de la farmacocinética del ibuprofeno liberado i vive
en ratas Wistar macho, tras la administracién por via oral e intravenosa dei ibuprotenato

de ibuprotito.
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4, HIPOTESIS.

El conocimiento de las propiedades fisicoguimicas del ibuprofenato de ibuprofilo
(lipofilicidad, cinética de hidrélisis a diferentes pH’s y cinética de hidrélisis 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 profirmaco del ibuprofeno.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

5.1 Materiales.
5.1.1 Equipo.

Balanza analitica OHAUS modelo AS-200.
Espectrofotdometro U.V.-visible marca Shimadzu, mod. UV-1601
Cromatografo de liquidos Shimadzu, equipado con:
Detector U.V. mod. SPD-10AV.
Bomba isocratica LC-10AS.
Automuesireador SIL-1tP.
'Conlrolador de sistema SCL- (¢,
Software Class VP Chromatograph
- Cartucho Beckman Ultrasphere-XL C)3, de 4.6 mm (d.i.) x 70 mm, y un tamafio de particula de 3
pem.
Cromatografo Hewleu-Packard Series 1100, equipado con:
Desgasificador mod. G13224
Bomba cuaternaria mod. GI311A,
Muestreador automatizado mod. Gi1313A
Detector U.V. de longitud de onda variable modelo G1314A
Sofiware HP Chemstations.
Columna Zorbax cianopropil SB-CN de 4.6 mm (d.i.) x 250 mm, con un tamafie de particula de 5
.
" Bafio para incubacion Lab-Line/DubnofY Incushaker.

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

Ibuprofeno estindar USP (donacion PROMECO, andlisis 062095).
Ibuprofenato de ibuprofilo (donacion) b

Ibuprotol (donacion)®.

Naproxeno, estandar USP (donacion SYNTEX. analisis 261097).
Metanol Mallinckrodt UltimAR, lote H488KPCP,

Acetonitrilo Tecnolab, lote GLI%0G/12/%.

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 Ca., lote 011920H0).

Tolueno (Sigma-Chem_ Co., lote 126H367)

Benceno {Aldrich HPLC, lote 033 145W),

I t-bis(p-clorotenil}-2,2 2 -tricloroetano (DDT, Sigma Chem. Co., lote 7743614).
Nafialeno (Sigma Chem. Co., lote 65H3492).

Antraceno (Sigma Chem. Co | lote SHH3451).

Fosfato monobasico de sodio (JT Baker, 999, lote 12530).
Fostato dibasico de sodio (JT Baker, 99%, lote 31632),
Amortiguador de citratos (Sigma Chem. Co., lote H67589).
Sulfato cuprico pentahidratado (JT Baker, ACS, lote 6548).
Tartrato de sodio y potasio (JT Baker, ACS, lote 9865).
Hidroxido de sodio (JT Baker, ACS, lote 4712).

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

Esterasa de higado de cerdo (20000 UIF, EC. 3.1.1.1, Sigma Chem. Co., lote 64H7200)

heparina (100 UI/mL, Inhepar).

" Los conpuestos fueron donados. Se infornu que s¢ ebluvicron mediante suucsns quumcx ¥ 8¢ someticron W
andhisey dc sus propicdades fisicas (T,.. rotacion dptica) y espectrométricas (RMN- 'H y RMN-""C} para comprobur si
idemidad ™

¢ Una Unidad intermacional (U1 hidroliza 1.0 pmol de butirato de metilo por minuto, a pH 8.0y 25 °C.
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52 Determinacion de algunas de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de

ibuprofilo.
8.2.1 Determinacion del coeficiente de extincién molar del ibuprofenato de ibuprofilo.
1) Se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofenato de ibuprofilo, por triplicade.

2) Cada una de las pesadas se disolvid con metanol y se llevd a un aforo de 10 mL en matraces

volumétricos. Estas soluciones, se denominaran stock A, Bo C.

3) De cada uno de los stocks (A, B y C), se tomaron alicuotas de 100, 200, 300, 400 y 500 pL,y
se llevaron a un aforo de 10 mL con cada uno de los siguientes disclventes: metanol,
acetonitrilo y acetonitrilo-solucion amortiguadora de acetatos pH 3 0.04 M (1:1). La

concentracion de las soluciones de prueba estaba entonces en el intervalo de 10 a 50 ug/mL.

4) A cada una de estas soluciones se les realizo un barrido en la region del espectro de radiacién
ultravioleta {200 a 370 nm). En cada uno de los espectros, se determinaron las zonas de

maxima absorcion de radiacion y el valor de la absorbancia para estos maximos.

5) Se construyeron curvas de concentracion 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 ibuprofile, considerando el ajuste de los datos a la ley
de Lambert y Beer. El ajuste lineal se realizé utilizando el software STATISTICA for Windows,

ver. 3.0, 1993,

6) Finalmente, se realizd 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 solucion de acclatos se prepard a partir de la mezcla de 2.1 mL dedicido acético glacial mas 92.5 g de acctato
de sodio pentahidraiado en 1000 ml de agua, ajusiando ¢ pH 4 3.0 con HC1 concentrado.
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5.2.2 Determingcion del coeficiente de particibn octanol/agua del ibuprofenato de

ibuprofilo.

1) Se pesaron con exactitud 10 mg de cada una de las siguientes substancias, por separado:
ibuprofenato de ibuprofilo (el cual se denominara Iblb), benzaldehido, p-xileno, tolueno,

benceno, |, 1-bis(p-clorofenil}-2 2,2 -tricloroetano, naftaleno y antraceno.

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

matraces volumétricos.

3) Por separado, se prepararon mezclas de metanol-solucién amortiguadara 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 ¢l inciso 4 fueron sometidas (por triplicade cada una) 4 elucion
en el cromatograto de liquidos Shimadzu. La fase estacionaria utilizada fue un cartucho
Beckman Ultrasphere-XL Ciz. 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 procedio a
calcular el valor de factor de capacidad en cada una de las condiciones, de acuerdo con la

ecuacion:

k'= (Tr.\uhhumcia - Trmn:l.‘lml)lf Trm:r.nnul

Tr= tiempo de retencion de los compuestos de interés.

¢ La solucidn amortiguadora s¢ prepard adicionando 144.9 mg de NaH:PO, « H:O 'y 519.2 mg de Na;HPO, » 12H.0
a 2500 ml. de agua desionizada,
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7)Y Se construyeron graficas de Log ¥ vs. % de metano! en [a solucidn. A partir de la curva
ajustada, se caleuld ¢l valor de Log Ky, el cual es el valor de factor de capacidad 1eorico

cuando el % de metanol en ka solucion es de 0%.

3) Finalmente, se generd una grafica de Log P vs. Log Ky, en donde ¢l valor de Log P es el
reportado en la literatura para las substancias utilizadas como estindares de coeficiente de
particion en el estudio (benzaldehido, tolueno, benceno, DDT, p-xileno, antraceno y
naftaleno). En esta curva, sc interpolo el valor de Log Ko obtenido para ¢l [blb, y se predijo

de esta {orma su valor de Log P.

Tabla VI, Fases moviles utilizadas para la clucion de tas soluciones mencionadas en el incise 4%
Compuesto Mezclas Metanol-Amortiguader de fosfatos pH 7 4.
(50:50) (65:35) (70:30) {80.20) {85:15) {9 10)
Benzaldehido 4 v J v -
Tolueno 7 v v v _
Benceno 7 v "4 v __
poT ' v v v v v
Xileno B v v v 7
Antraceno _ 7 v v v v
Nafialeno . v v v v v
Ibtb _ _ v v v v

e Elsimbolo « representa que con esa fase ménil fue eluido ¢ compuesto. Por el contranio. ¢l simboto  indica

que ¢l compuesto ne s cluyé con csa fase mgvil
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5.3 Determinacion de la cinética de hidrdlisis del ibuprofenate de ibuprofilo en medios

acuosos con diferentes pH’s.

5.3.1 Desarrollo de un métode analitico para cuantificar ibuprofenato de ibuprofilo,

ibuprofo! e ibuprofeno en mezelas acuosas.

Todo el desarrollo analitico se realizo utilizando un cromatografo Hewlett-Packard Series y
una columna Zorbax cianopropil SB-CN. Tras una serie de experimentos encaminados al
desarrollo del método analitico mis adecuado, se llegd a un disefio experimental factorial 2 x 2,
en cl cual se variaron la velocidad de flujo y el pH de la fase movil, y se utilizé un “doble
gradiente” de metanol, con una cantidad inicial de 55% de metanol, con un gradiente de 0.25% dJe
metanol/minuto el cual, a los 7.5 minutos, se aumentd a 9.375% de aumento de metanol/minuto
hasta alcanzar 85% de metanol, para continuar con esta proporcion hasta los 16 min, Ll disefio
experimental utilizado se describe en la tabla VIL Se utilizaron amortiguadores de acetatos pH
28y pH4"

Tabla V1L Disefio experimental utilizado para la optimizacion del método analitico.
Experimento Velocidad de flujo (mL/min) pH
I ! 28
2 1.2 28
3 1 4.0
4 1.2 4.0

" La sotucién de pH 2.8 se prepard mezclando 1.1 mL de icido acético glacial ¥ 26.33 mg de acctato de sodio
wrihidratado en 500 ml. de agua desionizada. La solucion de pH 4.0 se prepard mezclando 0.5 mil. de #écido acélico
glacial ¥ 201.3 mg de acctato de sodio trihidratado en 500 ml de agua desionizada
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53.2 Validacion del métode analitico para la cuaotificacién de muestras conteniendo

ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo en solucién acuosa.

1) En el primer dia, se determinaron los parametros de linealidad y precision del sistema, asi
como la estabilidad de la muestra analitica en la fase méavil de Metanol-acetatos (35:45). Para
ello, se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofeno, 10 mg de ibuprofol y 10 my de
ibuprofenate de Ibuprofilo, los cuales se mezclaron y se llevaron a un aforo de 10 mL con
metanol (solucidn A). De la solucién A, se tomaron alicuotas de 10, 20, 30, 40, 50, 200, 350,
500, 650 y 800 pL, las cuales se llevaron, por separado, a un aforo de 10 mL con la fase
movil, para obtener concentraciones de |, 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 denoming “estandares™ y, al conjunto de
10 estandares de diterente concentracion, se le denomind “curva estandar”). El procedimiento
se realizd por triplicado. Cada uno de los estindares 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 cromatografo (el sistema utilizado fue el descrito en 5.3.1).

2} La determinacién de los parimetros de linealidad, exactitud y precision del método analitico
se Hevé a cabo de la siguiente manera: se pesaron con exactitud 25 mg de ibuprofeno, 25 ing
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 80O pL, las cuales se llevaron a un aforo de 10 mL con
amortiguador de fosfatos 0.02 M pH 7.4%. (dando como resultado las soluciones 1, 2. 3, 4. 5,
6,7, 8, 9y 10, respectivamente). De cada una de las soluciones (1-10) se tomaron alicuoias
de 500 pl., y se mezclaron con 500 pL de metanol HPLC antes de ser inyectadas al
cromatgralo (a estas diluciones, se les denomind “muestras”). Todo el procedimiento
anterior se realizo por wiplicado en un mismo dia. Cada una de las muestras se inyectd por
dupticado Por otra parte, se inyectaron curvas de calibracion en fase mowvil de los compuestos

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

¥ Se prepard miczclando 1449 myg de NaHaPO, » HO y 519.9 my de Na;HPO, # 12H;O con 125 mL de agua
desioni zda.
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seccion (inyeccién también por duplicado a cada nivel de la curva). Todo lo descrito en este

inciso, se repitid en otra sesion de trabajo.

3) Los resultados obtenidos tanto de la validacion del sistema como de la validacion del méiodo

se analizaron utilizando el programa Statgraphics, ver. 2.0.

5.3.3 Determinacién de la cinética de hidrolisis 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 pL. Una alicuota se llevé a un aforo de 10
) mL con amortiguador de pH 1.7 en concentracion 0.02 M", otra se ilevé al mismo aforo, con
amortiguador de pH 3.0 y las tres restantes se llevaron al mismo afore, cada una con
diferentes reguladores (de pH 5.0, 7.0 y 9.0, respectivamente). Estas diluciones se incubaron

en un baiio con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 £ 0.5 °C). De cada una de las
diluciones se tomaron alicuotas de 500 uL 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 €l
procedimiento anterior se realizd por triplicado. Ademas, se inyectaron curvas de calibracion
preparadas de acuerdo con el procedimiento descrito en el inciso 1 de la seccion 53.2

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

" pH 1.7; 4.9 mL de HCI concentrado en 250 mL. de agua desionizada;, pH 3.0: 300 b de dcido acélico glacial + L3
myg de acctuto de sodio trihidratado en 250 mL. de agua desionizada; pH 5.0: 100 pl de acido acético glacial + 4308
mg de ucctato de sodio trihidratado en 250 mlL de agua desionizada; pH 7.0: 28% mg de NaH,PO, monohidrado +
10384 ¢ de Na;HPO, dodecahidratado en 250 mL de agua: pH 9.0: 395 mg de NaHCO, + 314 mg de Na:CO, en
250 ml. de agua desionizada.
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5.4 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de

rala y en presencia de esterasas de higado de cerdo.

5.4.1 Desarrolle de un método de extraccion de ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de

ibuprofilo a partir de plasma de rata.

1) Se prepard una solucion stock de ibuprofeno, ibuprofenato de ibuprofilo e ibuprofol, pesando
con exactitud 10 mg de cada uno de los compuestos, y llevandolo a aforo de 10 mL con

metanol.

2) De la solucion stock, se tomaron 600 uL y se llevaron a un aforo de 10 mL con una mezcla
Metanot-amortiguador de aceiatos pH 4.0 (60:40) (a esta se le denomind solucion en fase
mévil). Por otra parte, se tomaron 600 pL del stock, y se llevaron a un aforo de 10 mL con

plasma de rata (solucion en plasma).

3} Para encontrar el método de extraccion mas adecuado, de cada una de las soluciones
preparadas en el inciso 2 de esta seccidn se tomaron 6 alicuotas de 200 pl., las cuales se
extrajeron de acuerdo con el esquema presente en la tabla VIII (cada experimento se realizo

por triplicado). La centrifugacion de estas muestras se llevé a cabo a 5000 rpm durante 10

min.

Tabla VIIL Disefio experimental para el desarrollo de un método de extraccion

para ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo a partir de plasma.
) ] Solucion de Cantidad de disolvente | Tiempo de agitacion
Experimento extraccion®. {u). (segundos)

[ MeOH:AcOH (99:1) 500 30

2 AcN:AcOH (9%:1) 500 30

3 MeQH:AcOH (99:1) 500 30

4 MeOH: AcOH (99:1) 500 10

5 AcN:AcOH (99;1) 500 10

6 MeOH:AcOH (99:1) 250 20

* Cada solucion de extraccion se adiciond con naprexeno USP. e wna concentracion de 5. pg/ml. MeOH= mctanol.
AcN= acetonitrilo, AcOH= acido acético glacial.
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5.4.2 Validacion del método por CLAR para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol en plasma

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

1) Preparacién de soluciones patrén: se pesaron 50 mg de cada uno de los estandares
(ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato de ibuprofilo), se mezcharon y se llevaron a un volumen
de 25 mL con una solucion de acido acético al 1% en metanol. A ésta, se le denomind
sohicién patron A. De la solucidn patrdn A, se toméd | mbL y se llevo a 10 mL con una

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

2) Preparacion de la solucién de estindar interno: se pesaron 5 mg de naproxeno y se
llevaron a un volumen de 100 mL con solucion de acido acético al 1% en metanal. Se
tomaran 2.5 mL y se aforaron a 25 mL con la solucion de acido acético al 1% en metanol. A

esta ultima, se le denomind solucion de estandar interno.

3) Método analitico. El método analitico utilizado fue similar al desarrollado para la
cuantificacion de ibuprofenc e ibuprofol en soluciones acuosas, y consistid en colocar, en un
wbo de ultracentrifuga de polipropileno, 100 pl de fa solucién de muestra (ya sea en agua 0
en plasma) y adicionar 250 pL de solucidn de estandar interno. Se agitd en vortex durante 20
segundos, y se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min. Se tomd el sobrenadante y se deposito
en un microvial y se inyectaron 75 pL de este sobrenadante al cromatografo. El sistema
analitico estaba conformado por el cromatdgrafo Hewlett-Packard Series 1100, una columna
Zorbax SB-CN y una precolumna Waters Resolve-ciano. El analisis se realizo utilizando un
método que consistia en la elucion por gradiente de metanol (A):Buffer de acetatos pH=4 (B),
iniciando con una proporcion de 55% de A, con gradiente de 0.25% de A/min de 0 a 10 min,
Se dio un tiempo de recuperacion de 5 minutos después de terminada cada corrida, para

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

4) Linealidad del método y limites de deteccidn y cuantificacién. Se prepararon, ya sca en
agua {suluciones 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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deteccion y de cuantificacion). Todos los niveles se utilizaron para determinar la linealidad

del método

Muestras para la determinacion de estabilidad. De cada uno de los niveles marcados con
(*} en la labla IX se prepararon 40 muestras, separadamente de las muestras a analizar el
primer dia, Se guardd 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 Gltima 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.

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 veriticéd que no

exislieran picos debidos a substancias endogenas que interfirieran con las sefales 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

(L) (uL) Aforo (mL) (Hg/mL.)

4] 50 10 |

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 0 10 50
325 0 10 65*
400 0 10 80
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7} Exactitud del método. Se determind a pariir de las curvas de cantidad recuperada (relzcion
alturh del analito/alura del estandar interno en plasma) vs. cantidad adicionada {(relacion

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

8) Precisién (precision intermedia en dos dias diferentes por un mismo analista, y
repetibilidad por un analista en el mismo dia). Se determind mediante el analisis
estadistico de cada nivel de la relacidn concentracion-respuesta para ¢ada curva en cada dia y

entre los diferentes dias.

9) Validacién cruzada (para el caso de cuantificacion del ibuprofeno e ibuprofol en
soluciones de esterasa de higado de cerde). Consistid en asepurar la especificidad y
exactitud del método en solucion de esterasa de higado de cerdo, analizando por triplicado las
muestras preparadas tanto en plasma de rata como en soluctones de esterasa de higado de

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

5.4.3 Estudio de Ia cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de rata’

y en solucion de esterasa de higado de cerdo.

5.4.3.1 Cuantificacion de proteinas en solucion de esterasa de higado de cerdo y en plasma

de ratal.

S prepard una solucion 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 patrdn. Por otra parte, se disolvio el contenido total
del frasco en que se recibio la esterasa de higado de cerdo en 100 mlL del amortiguador de

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

*Debe aclrarse que el plasima extraido para 1a validacion se 1omé a panir de 30 ratas Wistar macho. con un pso de
cntre 2301y 300 g unlizado come anticoagulante heparing (20 Ul/ml. de sangre). El plasi pasa Ja Lididlisis sc
extrajo de 6 ratis Wistar tiicho del niisnio peso. s6ko que en este caso se utilizd amoniguador de citrttos.

' 2 reactivo de Biuret utilizado se prepard de la siguiente mancra: En un matraz voluméurico de 500 mil. se colocaron
0.75 g de CuSO, » S HA0 v 1.0 g de tantrato de sodio y potasio. Se agregaron 2560 mb de agua destiliudy y s ugid
hasta disolucion total. Se adicienaran, con agitacion constante, 150 wml, dl. solugion de NaQH 2.5 N Se agregaren
0.5 g de Kl y se agita lasta disolucién total, llevando finatmente al alore”’
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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
determinacion de la concentracion de proteinas en las muestras problema se realizo 10 veces, y la

curva patron de albimina se construyd por triplicado.

Tabla X. Muestras para la cuantificacion de proteinas en solucion de esterasa y en plasma de rala.
ML de Buffer | ML de stock de | ML de solucion | ML de solucion | Nowmbre de la
Tubos. de fosfatos, albimina. de Biuret, problema. muestra,
1-3 0 1 4 Q Curva,
20 o/100ml,
2-6 . 02 08 4 0 Curva,
16 v/100ml.
7-9 04 0.6 4 0 Curva,
12 ¢/100ml
10-12 0.6 04 4 0 Curva,
8 w/100ml.
13-15 0.8 0.2 4 0 Curva,
4 p/100ml.
16-18 10 0 4 0 Blanco
19-28 ¢ 0 4 1.0 Iisterasa
29-38 0 o 4 1.0 Plasma

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

solucion de esterasa de higado de cerdo.

Se pesaron con exactitud 10 mg de ibuprofenato de ibuprofilo, y se llevaron a un alore de 10
ml con metanol. De esta solucion, se tomaron 20, 40 o 60 ul., colocando cada volumen cn un
wbo de ensaye, y se adiciond la cantidad suficiente de plasma de rata al 80% (diluide con
solucion salina isolonica) para llevar a | mL (la concentracion final de profarmaco era de 80, 40
0 20 pg/ml, 02, 1 005 x 107 M). Cada una de las soluciones se prepard por triplicado

Inmediatamente después, las soluciones se sometieron a incubacion con agitacién (60 rpm) y
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. calentamiento (37 = 0.5 °C). Se tomaron muestras de cada uno de los wbos a los 0, 10, 20, 30,

40, 50, 60 v 90 minulos y se depositaron en tubos de polipropileno conteniendo 250 ul. de la
solucion de estandar interno {descrita en la seccion 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
IX). las cuales se analizaron de manera conjunta con las muestras de la hidrolisis. Este mismo
procedimiento se utilizd para la hidrolisis del profarmaco en presencia de soluciones de esterasas

de higado de cerdo.

5.5 Fstudios preliminares de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del

ibuprofenato de ibuprofilo en ratas.

Las dosis wiilizadas en cada estudio se seleccionaron tomando como base los repories
encontrados en la literatura internacional, en los que se ha administrado desde 25 y hasta 50

. N 16 v
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 16xicos o la muerte {la dosis
letal para el 50% de la poblacion en ratas adulias es de 626 my/Kg tras la administracion

intraperitoneal y de 1026 mg/Kg tras la administracion oral').

1} Estudio L. Se llevo a cabo en cuatro ratas, a las cuales se les adminisird una dosis de 99.22
mg de ibuprotenato por Kg de peso de la rata {equivalentes a 50 my de ibuprofeno/Ky), por
via oral en forma de una emulsion conteniendo 0.05% de Tween 80. Los tiempos de muestreo

se describen en la tabla X1.

2) Estudio 1. Se realizd en dos ratas de 221 y 251 g, a las cuales se les administro 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 emulsion comeniendo 0.05% de Tween 80.

Se tomaron muestras a tas 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 4.0 horas.




Metodologia experimental, Evaluacion bivfarmacéutica del lhuprofenato de Ibuprofilo.

s e P —

Tabla X1. Esquema de muestreo de las ratas del estudic preliminar con dosis de
99.22 mp/Kg de peso del ibuprofenato de ibuprofilo.
Rata Peso (g) Esquema de muestreo (h).
t 2870 0,0.125,0.25,0.5,0.75, 1.0, 1.5,2.0,30,4.0,5.0.
2 240.0 0,0.125.0.25.05,0.75,1.0,1.5,2.0,30,4.0,5.0.
3 264.0 0,025 033, 10,20,4.0,6.0, 7.0, 8.0.
B 261.0 0.0.25 0.5.0.75,1.0,1.5,2.0, 4.0, 6.0.

3) Estudio 1. Se llevo a cabo en cuatro ratas con pesos de 310, 297, 270 y 316 g, a las que se
adminisiré una dosis oral de 49.61 mg/Ky de ibuprofenato de ibuprofilo(eguivalentes a 25 mg
de ibuprofeno/Kg), en forma de emulsion conteniendo 0.05% de Tween 80, 3¢ 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, §2.0. 18.0y 24 horas.

El prutocolo experimental general utilizado fue el siguiente:

Tratamiento de las ratas antes del inicio de la toma de muestras. Los animales fucron
sometidos a un ayuno previo de por lo menos 24 horas. El dia del estudio se anestesio a cada
animal, por scparado, en un camara de éter. Una vez anestesiado, se llevo a cabo la diseccion de
la vena caudal, iniciando a partir de un cone longitudinal de aproximadamente 2 cm, a partir du
una distancia de 2 cm de 1a base de la cola. A través de este corte, se aislo la vena y se inserto en
ella una porcian de 2 cm de canula PE-10, la cual se conectd a una porcion de 2 em de canula PE-
s, Una vez canulada la vena, se hizo pasar a través del tubo una solucidn de heparina (100
UI/mt., 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 incisién | s¢ pegaba el catéter a la cola con
cinta Micropore, y sé insertaba en la canula una aguja acoplada a una jeringa para la loma de
muestras. Para la administracién intravenosa, se canuld la vena femoral de los animales de una

manera similar a esta. Para la administracién oral, se administro la dosis de ibuprofenato de
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ibuprotilo correspondiente, utilizando una sonda para depositar la emulsion a nivel del estomago

a través de la faringe de las ratas.

Recoleccion, conservacion y andlisis de las muestras. Las muestras de sangre se
colectaron en tubos de polipropiteno (Elkar) de 1000 pl., los cuales contenian 10 Ul de heparina
seca. Se cemril"ugaro.n 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
seccion 5.4.2. El analisis de las muestras se realizo al dia siguiente o en el mismo dia de su toma.
Cabe aclarar que, en cada comida, se analizaron muestras de control de calidad preparadas en
plasima de rata conteniendo ibuprofeno e ibuprofol en concentracion de 5, 35 v 65 pg/mL {por

triplicado en cada nivel).
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6. RESULTADOS,

6. 1 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de ibuprofilo.

. 6.1.1 Determinacion del coeficiente de absortividad molar (€} del ibuproefenato de

ibuprofilo.

Los espectros obtenidos para el ibuprofenato de ibuprofile en la regién uliravioleta

utilizando diferentes disolventes se muestran en la figura 7.

o - T 1
2 _, :
,/.’:“_‘*_. Ny
- ;
! J
g0 \
2
'2: 05 18 x
/ \a.,% _
P e
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 KL
| Longitud de onda (nm).
, IR
| [ = - metanol ——acetonitrilo = = acetonitrilo:buffer pH3| |
i - — P i - = 3

Figura 7. Espectros de absorcion en la region ultravioleta para el ibuprofenato de ibuprotilo, en

diferentes disolventes.
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En la 1abla X1l y en la grafica 1 se pueden observar los resultados de la regresion linea
aplicada a los datos de absorbancia obtenida experimentalmente en cada sistema vs. la
concentracion de las soluciones a partir de las cuales se llevo a cabo la cuantificacion. Se
encontraron dos Tmaximos de absorcion en la regidn U.V. para el ibuprofenato de ibuprotilo, uno

en 219 nm (el mas intenso) y el otro en 264 nim.

Tabla X11. Resultados del célculo de € del ibuprofenato de ibuprofilo en diferentes disolventes a
partir de la regresion lineal de los datos de Absorbancia vs. Concentracién Molar.
£
Disolvente A (nm) nt t? Intercepto
{L/(tmol  cm})
Metanol ) 204 30 0.9938 0,0005 679.78
{1 0001 } (27.01)
Acetonitrilo 264 30 0.9973 0.0034 692,76
(L3 l) (56.61)
Metanol 219 30 0.9966 0.6129 17407.27
(0.1ny7) {463.11)
Acetonitrilo 219 30 0.9962 0.0325 17292.33
{0.0007) (30%.00)
AcN:AcOH 204 30 0.9981 0.0021 566.33
(L (0.0001) {41.80)
AcN:AcOH 219 30 0.9920 0.0014 12077.89
(1:1) {0.0002) (410.61)

“ 1 representa ¢l nduncro total de observaciones, y corresponde al numero de puntos en las curvas multiplicado por
las réplicas. AcOH= Acido acélico.
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Gafica 1. Determinacion del coeficiente de absortividad molar (g) del
ibuprofenato de ibuprofilo en diferentes disolventes.

1 I.dm
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, y—— Metanol (219) —e— AcN(219) —— AcN:AcOH(219}
| mEMe

—8— MeOH:AcOH(219)

6.1.2 Determinacidn del coeficiente de particion (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 elucion de los mismos en diferentes fases

mdviles, se muestran en la tabla X111 A partir de estos datos, se realizo el calculo de Log k', 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 grifica 3. se muestra la

curva de Log P vs. Log Ky, junto con la ecuacion ajustada de ésta, en la cual se interpold el valor

de Log k'y del ibuprofenato de ibuprofilo para predecir su valor de Log P (ver 1abla X1V}
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Tabla X1IL. Valores de k* para cada uno de los compuestos utilizados para determinar Log P

Mezclas Metanol-Ameortiguador de fosfatos pH 7.4.
Compuesto 5,50y | (65:35) | (70:30) | (80:20) | (85:15) (90:10)
Benzaldehido | 3010 0.0077 -0.0537 -(1.4660 ND ND
Tolueno 0.9643 0.6626 0.5046 0.0954 ND ND
Benceno 0.7409 (.3964 0.2838 -0.1259 ND ND
o ND 1.6986 1.5931 0.9913 0.5750 0.3511
Nileno ND 0.9469 0.7373 0.1935 0.0634 ND
Antraceno ND 1.2936 L1124 0.6229 0.3792 0.2634
Naftateno ND 0.8795 0 6747 0.2248 0.0776 -0 ()37
iblb ND ND ND } 6192 11517 0 8272

ND significa no deterniinado con csa fasgmovil.

Gréfica 2. Correlacion entre el valor de Log K y el % de metanol en fa fase
movil,

Log k'.

% de MeOH en fase mévil.
i—D— Benzaldehido —a— B_cncct_l-o —a Tc-)lumo —x— Ibuprofenaty
—— Naflaleno -0— Antraceno —— X_ilt:no ——DDT
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‘Tabla X1V, 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 Ky Log ek LdeC.
(95%)

Benzaldehido 1.2371 1.48 1.25-11
Toluens 2.6748 251 2.11-2.80
Renceno 22267 1.99 1.56-2.15
DDT 5.8969 6.19 3 98-6.19
Nileno 43718 4.15 3.77-4 53
Anlraceno 5.8969 5.85 5 66-0.04
Naftaleno 3.3305 330 301-3.59

Iblb 7.8789 6.1660 5.7404-6.3728

Grafica 3. Correlacion entre ¢l valor de Log P y ¢l de Log k', para los
diferentes compuestos estiudiados.
Ecuscion sjustada: Log P=0.3358 + 1.6638 Lug Ko.
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6.2 Determinacién de la cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas
aAcuosas.
6.2.1 Desarrolle del

método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol e

ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas acuosas.

Como se indico en la seccion 5.3.1, el disefio experimenial fue una herramienta
imponante para desarrollar ¢l método analitico para la cuantificacion de los tres analitos de
iiterés en soluciones acuosas, A partir de la elucion de la mezcla conteniendo los tres compuestos
de interds con fases moviles isocraticas, asi como con la etucion utilizando un gradiente simple
de metanol o acetonitnlo en fases moviles conteniendo amoniguador de acetatos, se observd que
nu existia una separacion adecuada de los componentes de la mezcla. Por lo anterior, se decidio
continuar ¢l desarrollo utilizando un doble gradiente, que iniciaba de forma lenta para resobver al
ibuprofeno v al ibuprofol, continuando después de la salida de ambos compuestos con un
gradiente rapide para eluir al ibuprofenato de ibuprofilo. Los resultados obtenidos finalmente en
el desarrolio 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 55% de metanol, con un
gradiente de 0.25% de metanol/minuto ¢l cual, a los 7.5 minutos, se aumentd a 9.375% de
metanol/minuto hasta alcanzar 85% de metanol, para continuar con esta proporcion hasta los 10

minutos, manteniendo constante la velocidad de flujo durante toda la corrida (1.2 m¥/min).

Tabla XV. Resultados de la optimizacion del método analitico para cuantificar ibuprofeno,
ibuprotol e ibuprotenato de ibuprofilo en mezclas acuosas.

Velocidad de pH del Tr lbu Tr Ibol Tr Iblb Resolucion
fMujo (ml/min}. | amortiguador. (minutos). {minutos}), {min). Ibu-lhol
1.0 28 9.296 9.768 16.285 09617
12 28 7.685 8.090 15.654 09132
1.0 4.0 8.795 9.678 18.952 2.0600
12 4.0 7519 8.343 14.362 1.4700

Como se puede obsenvar. se reportan los resultados del promedio de cada experimento. realizado por duplicado
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Resultados.
mAU
Tr= 14262
T=7263 Tr=8542 ibuprcfenato
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Figura 8. Cromatograma tipico de la mezcla de ibuprofeno, ibuproful ¢ ibuprofenato de

ibuprofilo con el métode desarrollado.

6.2.2 Validacién del método analitico para la cuantificacion de muestras conteniendo

ibuprofene, ibuprofol ¢ ibuprofenato de ibuprofilo en medios acuosos.

Los resultados de linealidad del sistema se muestran en las graticas 4 a 6 La ecuacion que
define a la curva y los valores de coeficiente de correlacion se detallan en la tabla XVI En la
talla X V11, se muestran los resultados de la precisidn del sistema, mientras que en la tabla XV
y en kas grificas 7 a 9 se pueden observar los resultados para la exactitud del método Los datas

concermientes a la precision del métado se expresan en la tabla X1X a XXI

58




Resultados. Evaluacién biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ihuprofile.

e —

Grafica 4. Validacion del sistema analitico. Linealidad para ¢l ibuprofena.

(Las lincas discontinuas representin ¢l intervilo de conliueza al 93%).
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Grifica 5. Validacion del sistema analitico. Linealidad para ¢l ibuprofol

(Lits lineas discontins representan el intenvalo de confinnz ak %5%).
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Grafica 6. Validacion del sistema analitico. Linealidad para el ibuprofenato de ibuprofilo.

{Las lincas discomtinuas representan el intervalo de confianza al 95%).
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Grafica 7. Validacion del método analitico. Exactitud del método para cuantificar

ibuprofeno. Resultados de ambos dias {n=6 por cada nivel en la curva).
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Grifica 8. Exactitud del método analitico para cuantificar ibuprofol. Resultados de ambus

dias de la validacion (n=6 por cada nivel en la curva).

{Las lineas discontinuas representan el intervalo de confimwza al 45%).
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Grifica 9. Exactitud del método analitico para cuantificar ibuprofenato de ibuprofilo
Resultados de ambos dias de la validacion (n=6 por cada nivel en la curva).

(Las lineas discontinuas representan eb intervalo de confianza al Y5%4).
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Tabla XVI. Lincalidad del sistema para la cuantificacion de los compucstos.

Ibuprofeno.
Curva v Pendiente Intercepto p (m)" p ("
1 0.9961 49.2184 -17.9504 0.0000 00487
2 0.9975 48,7488 -18.5231 0.0000 l 0.0333
3 0.9972 46.3521 -11.3215 00000 (U338
. Ibuprofol
Curva P Pendiente Intercepto p (m}* p {hy*
1 0994y §51.2051 -18.5749 0.0000 0 0063
2 0 Y6l 54.3379 -16.3254 0 0000 VLTRSS
3 0.9969 44.5213 -17.9263 0.0000 0 0052
Ibuprofenato de Ibuprofiio.
Curva r Pendiente Intercepto p {m)* p by
1 0.99%.4 52.0421 -11.2363 0 (00 (10021
2 9975 48.9562 -12.3251 0.0000 0.0036
3 (Y960 50.4609 -6.2354 0.00040 0.0045

“Corresponde al valor de significancia después de ks prueba de 1 para Ho: m= 0.Corresponde il valor de
significanciy después de L prueba de 1 para Ho: b= 0.

Tabla XVII. Resultados de la determinacion de precision del sistema {en ¢l mvel de 30 pg/mi).

Ibuprofeno.

Parimetro n Promedio Varianza D.E. C.V%
ABC 24 2435.76 990,504 L4631 1.29
Tr 24 7.5437 0.0:042 (h06AG (183

1buprofol

Parimetro n Promedio Varianza D.E. CVia
ABC 24 2596.83 180943 333084 1.2%
Tr 24 §.3191 0.0034 (0.038Y 070

Ibuprofenato de Ibuprofilo.

Parimetro n Premedio Varianza D.E. CV%
ABC 24 252845 1637.26 40,4630 1.6d)
Tr 24 [4.2275 00003 0.0219 e
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Tabla X VIiL Resultados de la determinacion de exactitud del método.
Ibuprofeno.
Niveles Promedio de
Dia Curva (pg/ml) % de recobro D.E. CV. %
i | 5-80 98.2564 1.2789 1.30
I 2 3-8 98 5478 1.2874 1.30
1 3 5-80 98.7562 1.3652 1.3%
2 | 3-80 99 2415 13521 1.36
2 2 3-80 992512 | 4123 142
2 3 3-80 989956 | 4236 144
Ibuprofol
Niveles Promedio de
Dia Curva {pg/mi) % de recobro D.E. CV. %
1 ] 3-30 1004256 1 4785 1.47
1 2 3-40 U4 2875 b 2874 131
1 3 3-80 100,245 1.3741 1.36
2 1 5-80 101 4584 1.5213 1.50
2 2 5-80 9%.3261 1.2314 123
2 3 5-80 99.4123 1.8745 I X%
Ibuprofenato de [buprofile.
Niveles Promedio de
Dia Curva (ng/ml) %, de recobro D.E. C.V. %
1 1 5-80 98 5214 13874 141
1 2 5-80 101 9985 1.8541 .82
[ 3 3-80 101.2132 1.4362 144
2 | 5-80 161.5241 1.2351 122
2 2 5-80 101.4752 (15412 0.53
2 3 5-80 101.7456 0.9981 n.uy

63
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Tabla X1IX. Precision de! método analitico para cuangificar ibuprofenato de ibuprofilo.
Dial
Concentracion Promedio D.E. C.V.% 1.C 95%.
{pg/ml)
2 34 4551 02840 0.5308 53.949-34 Y]
3 B0 9694 0.7599 0.9385 79.76-82 1%
+4 113.3357 0 9053 0.79%87 L1.89-114 7%
5 135 1687 0.5296 0.6138 i33.85-1364Y
20 335.646Y 70518 1.2623 5347 43306987
35 8747714 16.0087 1.4301 R49.29-900 25
50 11363613 I 10.6779 0.9396 1E19.37-1153.53
65 1491 0577 4 8771 0.3271 1483 3-14u% 82
80 22710975 14.6837 0.6463 2247.73-2204 46
Dia 2.
Concentracion ABC D.E. C.V.% 1.C 95%.
{(pg/ml) Promedio
2 34.8002 0.6952 1.26%6 33.69-533 90
"3 810130 0.6492 0.8013 79.94-%2 03
4 113.4196 0.4847 0.4273 112 65-114 14
-] 1359478 1.0015 0.7367 134.35-137.54
10 566.2409 8.3841 14807 332 9-372.5%
3s 894 8057 6.6067 0.7383 B84, 29-905 32
S0 1147.9122 52315 0.4557 1139.59-1136,24
65 1498 5944 17.8073 1 1883 1470.26-1526,93
80 2292.6770 351588 1.5333 2236.73-234% 62
Comparacion entre dias.
Concentracién 2 3 4 5 20 35 50 65 80
(mcg/ml)
I. de C. 95% 034+ | 004+ | 008+ ] 0782 7594 [2003 ) 115241 754+ |21 53R
para ph=pl 1.05 1.22 1.36 1.60 13.26 2119 14.25 22.549 46.52
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Tabla XX. Preeision del método analitico para cuaatificar ibuprofol.
Dia 1
Concentracidn Promedio D.E. CV.% L.C 95%.
(pg/mi)
2 495047 0.2624 (15308 48.76-50.23
3 713.6087 0.6909 .9386 72.05-74 26
4 113 0325 0.8230 0. 7987 101.02-103.26
5 122.8801 0.7543 (6138 120.13-125.62
20 SOT. RO 64107 12623 500 21-512 05
35 7053 2474 14,5334 1.8300 TH5.63-801 25
50 1033.0558 9. 7072 U.v397 1023 36-1041 24
65 1355.5071 4.433% 0.3271 1349 ¥3-136] 78
80 2064 6341 13.3489 0.6463 2051 24-2073 33
Dia 2. )
Concentriciin ABC D.E. CV.% 1.C 95%.
(pgfml) Promedio
2 50,1321 0.3290 0.6562 40.26-51 47
3 745425 (L8735 1.1719 T2.50-76. 87
4 104 3386 09sMm 09180 O 36-107 e
5 124.4359 0.5397 0.4337 121 65127 ot
20 5143055 7.5624 1.4704 S08.23-520.14
35 803.3539 16,9245 21015 T2 8YU-T20 |9
50 1046 1525 11,1357 1.0644 1033 21-1058 02
65 1372 6888 7.5830 0.5524 1363.25-1382.00
80 HW0.8274 19.9364 - 0.95335 2070 43-2108 37
Coemparacién entre diss.
Concentracion 2 3 4 5 20 35 50 65 80
(mcg/ml)
I. de C. 95% 045+ 1 0222 | 0872 | 089+ | 829 [ 29632 | 1799+] 642¢& | 670 ¢
para pl=p2 1.34 1.17 .89 (.1 10,12 30.22 25.69 15.24 H49Y




Resultados, Evaluacidn biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofilo.

e ————————

Tabta XXI. Precision del método analitico para cuantificar ibuprofeno.
Dial
Concentracion Promedio D.E. C.V.% 1.C 95%.
{pyfmd)
2 30.7784 06279 1.2365 49.16-50.99
"3 753.53006 09101 1.2053 74.58-76.035
4 105.6831 1.4081 1.3324 103.25-107.98
5 126.0450 1.9061 15122 124.02-128.71
20 3209114 7.3960 L4198 517.42-522.91
35 £15.6525 13.6292 1.6710 804 21-827.79
50 1059.62735 14.7257 1.3897 1044 11-1072 56
65 . 1390.3785 15,3893 11212 1378.26-1408.20
80 2117.7020 21.0987 (.9963 2095 12-2135.94
Dia 2.
Concentracién ABC DE. CV.% LC 95%.
{pgfmly Promedio
2 50.7125 0.5451] 1.0748 50,02-51 (0
3 75 4047 1.0180 1.3500 74.43-76 43
4 105.5481 1 4843 1.4063 103.11-106.57
5 125 8824 1.8505 14700 123.95-127 21
20 520.24%0 £.0021 1.5381 512.26-328 19
Is $14.6020 13.4020 1.6432 ®01,21-828.15
50 10582801 1597719 1.509% 1043 22-1073.01
65 1388.5911 15.4171 11103 1363.20-1403.50
80 21149973 23.0714 1.0908 2M92.66-2147 54
Comparacién entre dias.
Concentracion 2 3 4 5 20 3s 50 65 80
{mcpg/ml)
I. de C. 95% 051+ f 031+ ] 0044+ | 1.89% | 1023|2822+ |25 10| 705+ | 5244
para pl=pl 1.62 1.14 1.26 2.01 1524 | 3236 | 32.87 | luee 1.86
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6.2.3 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en soluciones

acuosas con diferentes valores de pH.

El ihuprofenato de ibuprofilo no sufrié hidrélisis en el intervalo de valores de pli
estudiados durante un periodo de 24 horas. Ello se ¢jemplifica cn las figuras 9 y 10, en fas que se
muestran los cromatogramas del ibuprofenato de ibuprofilo en condiciones de pll 9.0 alas Oy a

las 24 horas de tratamiento hidrolitico.

— —
\AUDS A, Wta vehenggh=219 nem (HIDROLHIDRG LG O)
“mA) ]
Touprofenate de
15 ibuprotiio
100 h
o |
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Figura 9. Cromatograma del experimento de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprotilo a pH 9 0, a

las 0 horas.

MWD A Wavelength=210 ovn (HIDROL\HIDROLIS O)

Thuprofenats de
150 4 buprofle

5 B 7 B 2 10 11 12 13 14 may

Figura 10. Cromatograma del experimento de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo a pti 9 0,

a las 24 horas.
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6. 3 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de

rata y en presencia de esterasas de higado de cerdo.

6.3.1 Desarrollo de un método de extraccion del ibuprofeno e ibuprofol a partir de plasima

de rata.

En todas las muestras en plasma, se detectd la presencia de un pico que interferia con la
cuantificacion del ibuprofenato de ibuprofilo {figura 11), ¢! cual no fue posible eliminar o separar

del compuesto de interés utilizando variaciones en el método analitico,

WD A Winelargthe=218 nmBlanco plasma rmétodo.
bt erted elead,
o Tt BESTon

T
=] 7 B 9 LY 11 © 13 1<) me

Figura 11. Cromatograma blanco en el cual se muestra que existe un componente enddgeno del

plasma que intertiere con el ibuprofenato de ibuprofilo.

De los resultados obtenidos durante la fase preliminar de! desarrollo del métudu de
extraccion, se encontro que al aumentar la cantidad de disolvente de extraccion adicionada asi
como al aumentar su polaridad, se incrementaba el % de recobro de los analitos, y que el Liempo
de agitacion no era un factor determinante en la extraceion, por lo que, en la optimizacion del
método, se cambio el pH del disolvente de extraccion adicionando icido acético glacial, y s¢
probo ademas la utilizacion de un estandar interno (naproxeno) para mejorar la reproducibilidad
entre determinaciones. En la tabla XXI11, se muestran los valores de recobro promedio después de
l4 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

08
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ibuprofilo, debido a que se decidio no comtinuar con su determinacion dado gue el (los)

compuesto(s) endogeno(s) interferia(n) con su tiempo de retencion, lo cual pravocaba un exceso

_y variabilidad en sus valores de recobro (como puede verse en la tabla XXI11).

Tabla XXIE Resultados la optimizacion del método de extraccion a partir de plasma para cada
uno de los analitos.
Disolvente | Volumen de | Tiempo de Yo Yo Y
| Experimento de disolvente agitacion | Recuperado | Recuperado | Recuperado
extraccion. (pl) (segundos}. 1bu. lbol. Iblh.
| Metanol 500 30 100.4275 100 3215 143.2562
(1.45) (177) (12.9%
2 Acetonitrilo 500 30 99.6231 100.0123 149 6521
(2.1 (203 (143
3 Metanol 500 20 100.5423 100 5114 142 8874
(.21} {117 1423
4 Metanol 500 10 99 9687 100 4520 137.5401
(1.98) (1.03) (1188
5 Acetonitrilo 500 10 98.5210 99 6231 147.5231
(2.15) (2.13) {13.02)
6 Metanol 250 20 100.0206 99 2521 123.2544
(1.16) (1.2 (SRR

[bu=lbuprofeno. Ibol= ibuprofot, Iblb= lbuprofenato de ibuprofiloe. Los valores cire paréntesis indican ¢l %% de

coeficienic de variacidn cntre wres repeticiones.

mAU -]
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VWD A Wavelengln=’.‘19 nm
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~—f
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Figura 12, Cromatograma tipico obtenido al utilizar el método analitico de exiraccion para

ibuprofeno ¢ ibuprofol a panir de muestras de plasma de rata. Los picos con los nomeras 6,7y §

pertenecen al naproxeno(0.5 pg/mL), ibuprofeno(35 pg/mL) e ibuprofol(35 pg/mL),

respectivamente. Las condiciones cromatograficas son las descritas en la seceion 5.3.2.
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* 6.3.2 Validacion del método analitico por CLAR para cuantificar ibuprofeno e ibuprofol en

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

Los resultados de finealidad del método para ambos analitos, se muestran en las graficas

FO y |1, asi como en la tabla XXIL

Grifica 10. Lineaiidad del método para ibuprofeno. Resultados de dos dias.
{las lincas punicadas representan ¢l Intervalo de Confianza al 95%)
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Grifica 11. Linealidad del método para ibuprofol. Resultados de dos dias
(1as lineas puntcadas represemian ¢l Inienvalo de Confians al 95%)
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. Tabla XXIII. Linealidad de! método para la cuantificacion en plasma de rata.

Ibuprofeno dia 1.

2

Curva r Pendiente Interceplo p(m)* p
1 0.9936 0.0145 0.0021 0.0000 01,0321
2 (3.9941 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 0.00060 0.0198
Ibuprofeno dia 2.
Curva “ Pendiente Intercepto p (m)* p (b)*
1 (9938 00128 0.0014 0.0000 00087
2 09947 00159 00012 0.0000 ouLl4
3 0 U936 0.00127 -(1.0074 0.0000 0.0398
4 0.98%6 0.01499 00018 0.0000 00412

Ibuprofol dia 1..

Curva r Pendiente Intercepto p (m)* p by
1 .9919 0.0171 00011 0.0000 0.0021
- 0.9939 0.0179 0.0014 0.0000 0.0025
3 0,986 0.0184 0.0015 0.0000 0.0142
4 09930 00198 0.0026 0.0000 (0323

Ibuprofol dia 2..

Curva . Pendiente Intercepto p (m)* p bt
1 (.9946 0.0159 0.0987 0. 0000 0.0421
2 9919 0.0177 0.0059 0.0000 1.0062
3 ) Y965 0.0155 0.0002 0.0000 0.0021
4 0.vd44 (0191 0.0041 0.0000 0.00%7

"Corresponde al valor de significancia después de la prueba de 1 para Ho: m= 1 *Corresponde al valor dv

significancia después de la prucba de 1 para Ho: b= 0.

En la figura 13, s¢ muestra un cromatograma de un blanco de plasma de rata donde se

comprueba la selectividad del método. Esto puede corroborarse en la figura 12.
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Figura 13, Cromatogrania de un blanco de plasma de rata. Especiticidad del método analitico,

En la figura 14, se presenta un cromatograma representativo de la etucion de una muestra

con una concentracion de ambos analitus de 1 pg/mi, la cual es el limite de deteccion del método,

En la tabla XXV, se expresan los resultados del limite de cuantificacion d el método analitico.

VWD A, Wavelength=213 nm
PLA$MA3\VALIDA14 m
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Figura 14. Cromatograma que ilustra el parametro de limite de deteccion del método analitico

El ibuprofeno (pico 7} e ibuprofol (pico 8) estin en una concentracion de | pg/ml en la muestra.
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Evaluacion biofarmacéuntica del Ibuprofenato de Ibuprofile.

plasma de rata para ibuprofeno e ibuprofol.

Tabla XXIV. Resultados de la determinacion del limite de cuantificacion del método analitico ¢n

1buprofeno
Nivel (pg/ml) Ruido (ASTM) Altura (mAU) Relacion Valor de p
(Promedio, 0=8)" | (Promedio, n=8) | Alura/ruido (95%)"
] { 2598 2.1398 1 6986 0.01065
2 1 2551 4.3934 3.5060 00102
3 | 2661 6.5331 5 1600 00097
4 1.2598 8.7867 6.9750 00054
5 1.2761 10.9265 85627 0.0021
Ibuprofol.
Nivel {jtg/ml) Ruido (ASTM) Altura (mAU) Relacién Valor de p
{Promedio, n=8)" | (Promedio, n=8) Altura/ruido (95%)"
1 1 2598 21859 1.7352 0.0187
2 12531 43718 34888 o011z
3 | 2661 6.5577 51794 40103
4 1 2598 8 7436 6 9407 0.0062
5 1.2761 10.9205 8.5651 00024

“Deterniado de los 4.5 i los 5.5 munutos. con el prograuma Shimadzu Class-VP Chroaaograph
e muparacton entre medias de alura y ruide. Un valor de p< 0,05, indica diferencia cstudisticauncnte signiticativi

En las tablas XXV y XXVi y en las graficas 12 y 13, se muestran los resubados de la

. exactitud del método analitico
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Tabla XXV. Resultados de la exactitud del método para la cuantificacidn de ibuprofeno.

Dia 1
Cantidad Promedio Promedio
Adicionada | Recuperado D.E. CVv. Y de D.E, CV. %
(ug/mi) (pg/ml) recobro
1 I.9148 (1.4649 24.2790 161 4878 65,7433 48,0319
2 2.2189 1.3650 14.4919 110.5104 101810 9 301
3 3.1402 0.1699 34106 102.5374 38242 3.6054
4 4.3474 (}.3806 87350 104.1082 12 (1355 11,5603
5 3.0876 (.5506 108217 102.2551 14,7734 144476
20 22,4123 0.6512 2.9054 103.4037 34716 33373
35 JU 2185 0 8255 20524 103.8775 6 4363 6.2443
50 350169 2.0303 36%3 103.461% 38648 3.7335
65 72 374R 1.5216 2.0965 103.5622 6 4664 n 240
80 904313 1.0216 1.1297 13,6091 34722 52810
Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada
Curva v m b plm)* piby’
1 (.9946 11128 {).0564 (0000 10.0412
2 (.U880 1.0843 0.0425 (.0000 00316
3 0.9903 1 0676 0.0324 00040 ) 0398
4 0.9028 1.0984 00541 0.G000 (O3 1Y
Dia 2
Cantidad Promedio Promedio
Adicionada | Recuperado D.E. C.V. % de D.E. C.V. %
(pg/imi) (pg/ml) recobro
1 1.2603 .4360 34539 110 4778 43 9384 397713
2 26223 03413 13.0164 110.3665 12,0529 10,8355
3 3.1735 01341 42177 101.2588 60709 5.9954
4 3.8786 0.1768 45596 100.4376 7 3881 735354
5 5.4089 0.3727 6. 8899 101,5997 108669 10,6058
20 22.0843 0.6872 3.1117 103.3528 32782 3.1719
35 39 §4438 (1.5941 1 5061 103, 1408 59369 573610
50 54 8984 24326 44673 103 4501 39815 3.8487
65 72 4042 §.3435 b 9108 102.5979 4.9693 4 8434
80 88.1321 2.8991 3.2895 102.9741 27471 26678
Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada,
Curva r m b ptm)* p(b)"
1 (19932 1.0123 0.0210 0.00040) 0.0321
2 0.9958 1.0078 0.0422 0.0000 0.0412
3 0,904 | 1.0541 00374 0.0000 0 0342
4 0.9914 1.0152 00412 0.0000 (0422
“Corresponde al valor de significancia después de la prucha de t pura Ho: m= 0. Comresponde al valor de

significancia después de la prucba de ( para Ho: b= 0.
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Tabla XXVI. Resultados de la exactitud del método para la cuantificacion de ibuprofol.

Dia }
Cantidad Promedio Promedio
Adicionada | Recuperado D.E, C.v, %o de DLE. CV. %
(pg/ml) (pg/ml) recobro
1 09852 0. 1404 14.2:489 99.1140 19,1226 202484
2 2.2419 0.1236 35134 105.0648 8.6103 ¥ 1952
3 3.3149 0.3739 11.2801 11,1644 12,5394 11,2801
4 3.5812 11.2046 57119 90.0710 31448 37114
5 5.0224 0.7433 13.6004 98.5697 4282 11,9908
20 21,9924 0.5979 27187 H10.6257 3.0075 27187
35 39 4065 2.8439 71.2167 113.2645 81744 7.2167
50 554124 2.5245 4.555% 1114948 5.0795 4 353K
65 72,4449 6 3037 R.6418 112.9003 Y, 7566 5.641¥
80 88, 7482 6. 70182 7.5587 1116049 % 4358 75587
Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada
Curva v’ m b plm)" ptb)”
1 0.9920 1.1299 (L0521 0,000 0.0427
2 0.9943 11069 0.0521 (LU0 0 (M40
3 (9472 | 0850 0.0412 0,0000 40387
4 0 9930 1.0872 0.0502 (0 (00 0 444
Dia 2
Cantidad Promedio Promedio
Adicionada | Recuperado D.E. C.V. Y de D.E. C.V, %
{py/ml) {pg/mib) recobro
1 1.0045 00.2230 222026 103.3521 436913 42 2742
2 22807 01§51 5.0462 105.3540 Y 0877 §.6234
3 33649 (.3855 11.4557 107.3390 11.3501 10 3741
4 3.6528 .2080 5.7119 97.2251 10,6844 10,9893
5 4. 8606 0.4361 93833 101.7463 12 3774 12 6359
20 22.4322 1.6094 27187 102.1341 7 2454 7 0940
35 40,1946 2.9007 72167 10}3.64930 135818 13,0981
50 56,3835 2.6148 4.6376 103.5823 9 6347 O 30EA
65 74,4038 6.4298 86418 103 4438 15,0058 14 5062
80 91,1635 64672 7.0941 1043,9563 13,4643 12 9520
Datos de ajuste lineal para cada una de las curvas cantidad adicionada vs. cantidad recuperada.
Curva r m b piny® plh)"
1 D uYgl 10024 0.0012 00000 002110
2 0.9942 1.0821 0.0431 (. 0D)00 10422
3 ).997] 10019 0.0041 (.0000 (+ 251
4 0 Gul] 1.0043 0.0487 0.0000 00356

“Correspande al vator de significancia después de la prucba de 1 para Ho: m= 0.PCorresponde al valor de
signiftcancia despuds de la prucba de t para Ho: b 1.
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Grifica 12. Exactitud del método para ibuprofeno. Ambos dias.

{Las lineas punteadas representan el 1, de C. al 95%).

o 20 40 50 80
Cantidad adicionada ihuprofol (incg/ml)
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ki 0 20 40 60 80
Cantidad adicionada ihuprofeno (incg/ml)
Grilfica 13. Exactitud del método para ibuprofol. Ambaos dias.
{Las lincas pumeadas representin ¢f | de €. al 95%).
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En las tablas XXVII y XXVIII, al igual que en las graficas 14 y 15, se muestran los

resultados de la estabilidad de la muestra analitica a las 5, 10, 15, 20 y 25 horas, asi como a Jos 8

dias. La variable de respuesta en todos los casos es la relacion de alturas analito/estandar interno.

Tabla XXVIL Kesultados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica para ibuprofeno (35
] pg/ml)y
Poblacion Observaciones | Promedio Varianza D.E. C.V.%
. Tiempo 0 6 0.4016 0.00001 0.0036 (.9041
Tiempo 5 h, 3 0.3925 0.00001 0.0072 1.8654
Tiempo 10 h. 3 0.3970 0.0001 1 0.0107 2.6978
Tiempo 15 h. 3 0.3894 0.00012 0.0109 28074
Tiempo 20 h. 3 0.3925 0.00007 0.0088 23314
Tiempo 25 h. 6 0.3901 0.00002 0.0052 1.3472
Tiempo 8 dias. 6 04027 0.00001 00036 0 8409
Total 30 0.3949 0.00006 0.0079 1.9758
Anilisis de varianza para las poblaciones.
Fuente de Suma de Grados de Media de Razon de Valor de
variacion, cuadrados. libertad. cuadrados. F P (95%).
Entre 0.00047 5 0.00009
poblaciones.
Dentro de la 0.0007 25 0.00005
publacién. 1.83 01081
0.0012 30
Total

Grifica 14, Promedios e intervalos de confianza al 95% para la determinacion de la estabilidad

de la muestra analitica conteniendo ibuprofeno. Concentracion de 35 pg/mlL.

=9

2 Ll.42—|
=2

=]

g u.a14
= {04
-5

-

= 0.39
=

=]

= 0.38
=3 5 h.

10h. 15h.

20 h.
Poblaciomn.

25 h. B8dias. Oh. Total.
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‘Tabla XX VI111. Resuliados de la prueba de estabilidad de la muestra analitica para ibuprofol.
Concentracidn de 35 pg/ml.
Poblacion Observaciones |  Promedio Varianza D.E. CV.%
Tiempo 0 6 0,4875 0.00005 0.0072 1.4735
Tiempo S h. 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 00211 4.3082
Tiempo 20 h, 3 0.4752 0.00039 0.0199 4.1903
Tiempo 25 h. 6 0.4890 0.00017 0.0132 27121
‘Fiempo 8 dias. 6 04729 0.00025 0.0154 2.6541
Total 30 04819 0.00020 0.0143 29674
Analisis de varianza para las poblaciones.
Fuente de Suma de Grados de Media de Razon de Valor de
variacifn. cuadrados. libertad. cuadrados. F p (95%).
Entre 0.0012 5 0.00025
poblaciones.
Dentrode la - 0.0028 25 0.000138
poblacién, b3l 03111
00012 30
Taotal

Grafica 15. Valores promedio e intervalos de confianza al 95% para la determinacion de la

estabilidad de la muestra analitica conteniendo ibuprofel. Concentracion de 35 pg/ml.

B
= 057 A
=
[~
S 054
“
5 0.51
LU
‘ P 048 %
5 045 o
‘S
S 042 -
24 Sh. 15h. 10h. 20h. 25h. 8dias. Oh. Total.

Poblacion.

En las tablas XXIX y XXX, se muestran los resultados de la precision del método

analitico.
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‘ Tabla XXIX. Resultados de la precision del método para cuantificar ibuprofeno.
Dia 1
Moles/L Promedio
{p/mb) ( 16%) (relacion de D.E. C.V.% 1.C 95%.
alturas lbu/Nap)
2 5.26 0.0249 (0031 12,4524 0.0201-0 6286
3 7.89 0.0348 0.0025 6.0863 00312400378
4 10.52 0.0437 0.0081 14 9341 0 0396-0 D3 L6
5 13.15 00345 (10028 3.5639 0.05326-40.0378
0 52.6 0.1940 0019y 10} 2669 0. 1874-0 2048
35 92.05 (14230 0.0173 4.0964 0.4158-0.4397
50 1J1.5 0.6005 (L0301 S 0071 (0.3T12-0.60321
65 170.95 0.8074 00874 108312 (0 72149-0 ¥39)
80 2104 1.0704 (10397 37137 1 04 16-1. 1106
Dia 2.
Promedio
{(pe/mly Mules/L (relacién de D.E. C.V. % 1.C 5%,
(x 104 alturas Ibu/Nap)
2‘ 5.26 0.0223 0.0013 65271 0.0208-0 0242
3 1.89 00321 (0011 33572 0. 03060-0 0342
4 10.52 0.0429 00015 3.6269 (LOJOR-0. (1449
5 13.15 0.0301 0.0045 §.9232 (L6Y-0 0357
20 52.6 0.1863 0.0046 24501 0. 1%02-0 102]
35 92.05 04021 0122 20983 0 39 16- 4150
50 131.5 0.5752 G378 6.57494 (33100 6033
65 170,95 0.8393 0.0151 18011 08217008549
80 2104 10338 1.0294 28431 1 G031-) 0394
Comparacién entre dias.
Concentracién 2 3 4 5 20 35 S50 65 80
{mcg/ml)
1. de C. 5% 002+ | 003+ [ 00dx ] 005+ | 019 | 041+ | OF8E [ OB L 103 ¢
para pl=p2 IRIN .06 0.06 0.07 0.56 .99 .83 1.23 1.26
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Tabla XXX. Rusultados de la precision del métedo para cuantificar ibuprofol.
Dial
Males/L Promedio {relaciton

(ug/ml) x 10%) de alturas Ibol/Nap) D.E, C.V.% 1.C 95%.,
2 5.26 (3.0299 0,0037 12.5312 0.0234-0.0326
3 7.89 0.0431 1.0043 9.8039 (LO3Y2-0.04805
4 10.52 0.0579 0.0044 49,2654 (LOSOK-0.0642
5 [EA E (0.0678 0.0031 11.0897 0.0654-0 0712
20 52.6 0.2547 0.0196 7.7206 0.2315-0.2723
35 92.05 0.3464 (L0647 11,8373 0.4826-0 6101
50 131.5 (1.BORS 0.0502 62038 DTS5 10 B ]
65 170,95 1.1894 0.0923 7.7584 1.0897-1.2799
80 2104 14711 0.0871 5.9196 1.3912-] 53623

Dia 2,
Moles/L Promedio (relacidn .

(s (10 de alturas Ibol/Nap} D.E. CV.% LC 95%.
2 5.26 0.0326 0.0042 11.2621 0 D2RY-1LU3TI
3 7.89 0.0419 0.0009 2.1916 004010 0430
4 10.52 0.0520 0.0030 5.7924 0049200553
5 13.18 0.0694 0.0031 7.3924 0.06412-0.0731
20 52.6 0.2432 0.0085 3.5020 (1.2326-0 2324
35 92.05 0.5024 (10264 5.2619 048120 5299
50 131.5 0.7297 0.0359 49174 0.6895-01.7024
65 170.95 09947 0.1462 14.6921 OR526-1 1412
80 210.4 1.3090 01245 95150 1.1716-1 4387

Comparacion entre dias.
Concentracion 2 3 4 5 20 35 S0 65 80
{mcg/ml)
I. de C. 95% 003+ ] 0042 {0032 0062 | 0242 | 051% | 073 & 1.01 % 135 ¢
para pl=p2 G.07 049 0,08 0.12 0.72 §.02 0.97 i.76 I w7
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Finalmente, en las 1ablas XXXI y XXXIl, se muestran los resuliados de la validacion

cruzada para la cuantificacion de ibuprofeno e ibuprofol en solucion de esterasa de higado de

_cerdo y, en la figura 15, se puede observar un cromatograma de un blanco de solucion de esterasa

. de higado de cerdo.

Tabla XXXI. Resultados de Ja precision del método para la validacion cruzada,
Ibuprofeno en plasma, dia 1.
Mules/L Promedio
{pg/ml) x 10 {relacidon de D.E. C.V.% L.C 95%,
alturas Ilbu/Nap}

5 13.5 0.0545 0.0028 5.5639 0.0526-0.0578
5 92.05 0.4230 0.0173 4.0964 h4158-0.4397
65 170.95 0.8074 0.0874 §10.8312 0,7219-01. 8894

Ibuprofeno en plasma, dia 2,

5 13.5 0.0501 0.0045 89232 0.0468-0.0337
35 92.05 0.4021 0.0122 2.0985 0.3916-0.4130
65 170.95 0.8393 0.0151 18011 0.8217-0.8549

Ibuproleno en solucion de esterasa, dia 1.
Motes/L Promedio
(g/ml} (%) | o (relacién de D.E. C.V.% [.C 95%.
alturas [bu/Nap)

5 13.5 0.0498 0021 42874 0.0471-0.0319
35 92.05 04186 0.0036 0.8624 0.4142-0 4226
65 170.95 08216 0.0125 1.5249 0.3017-01.8416

Ibuprofeno en solucién de esterasa, dia 2..

5 13.5 G.0501 0.0045 89232 G.0468-0.0557
35 92.05 (.4082 .ulie 2.0985 (.3921-0.4164
65 170.95 08416 0.0142 1.6957 0.8379-0.8561

Comparacién entre dias en solucion de esterasa,
Concentracién 5 K k] 65
(mcg/mi)
1. de C. 95% para 0.05+0.06 0.41£1.02 0831122
pl=p2
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Tabla XXXIL Resultados de la determinacion de precision del métode para la validacion cruzada.
Ibuprofol en plasma, dia 1.
MalevL | Promedio {relacidn de

gl | 010 alturas Ibol/Nap) D.E. C.V% 1.C 95%,
5 13.5 0 0674 0.0031 14.0897 0 0634-0 0712
35 92.05 0.3404 0.0647 11.8373 0.4826-0.6101
65 170,95 1.1894 0.0523 7.7584 1.0897-1.2799
Ihaprofeno en plasma, dia 2.
5 13.5 0.0694 0.0031 7.3021 0.06412-0 0731
35 92,05 105024 0.0264 3.261Y 0.4812-0.5299
65 170.95 0.9947 0.1462 14.6921 0.85206-1 1412

Ibuprofenc en solucién de esterasa, dia 1.
Moles/Le [ Promedis(relacion de

(u/mb) | (» 10°%) alturas Fbol/Nap) D.E. C.V.% I.C 95%.

S 13.5 (.0634 0.0036 35042 G 0622-0 0691
35 92.05 0.4978 0.0028 0.5633 0 4951-0 5072
65 170,95 1 0206 0.0101 10031 1 0056-1 U308

Ibuprofeno en solucion de esterasa, dia 2.

5 13,5 1.0622 00074 11 8974 1 0354-007]2
35 92.05 0 5024 0.0026 (14087 ) JUR2-0 300K
65 170.95 14159 HO151 1.4864 1 0001-1 0318

Comparacién entre dias en solucién de esterasa.
Concentracign 5 35 65
{mcg/ml)
I. de C. 95% para U612 051110 1O+ 1.21
pl=p2
VWDT A Wavelength=219 nm
HICROL\HIDROLDA D)
mAU _
70 4
1]
60 -
0
20 4
0
A0
]
30 4
]
20
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Figura 15. Cromatograma de un blanco de solucion de esterasa de higado de cerdo
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6.3.3 Determinacian de la cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de

rata y en solucion de esterasa de higado de cerdo.

6.3.3.1 Cuantificacion del contenido proteico del plasma de rata y la solucion de esterasa de

higado de cerdo.

EEn la tabla XXXIU se muestran los resultados de la cuantificacion de proteinas en cl
plasma de rata y en Ja solucion de esterasa de higado de cerdo. En la gratica 16 se presemta la

* curva de calibracion de soluciones de albamina bovina tratadas con el reactivg de Biuret

Gralica 16. Curva de calibracion para la cuantificacion de
' proteinas en solucidn.

0.6
g
P2 0.4
-
]
o
S 0.2
L
«
0 L | L] L] L

140 220 3oo 380

Concentracion (mg/ml)

‘Tabla XXXI11. Resultados de la cuantificacion de proteinas en plasma de rata y en solucion de

esterasa de higado de cerdo.

Muestra Numero de Promedio D.E. C.V. %,
abservaciones (g/100 mly
Plasma de rata. 10 12,1255 0.1878 1.5488

Selucion de
10 32.6830 04111 1.2578
esterasa.
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6332 Determinacion de Ia cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma

de rata.

En la grafica 17, asi como en las 1ablas XXXIV a XXXVI, se muestran los resuliados de

* Ya determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo 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: lbu 5% 10°%, tbu 1%107" e 1bu 2*107'= Ibuprofeno liberado a partir de la
hidrotisis del lbuprofenato de ibuprotilo en una concentracion de 5 x 10° 1 x 4 y2x'd
molesfL, respectivamente; lbol 5 * 10, Ibol 1*10™ ¢ [bol 2*1G™'= Ibuprofol liberado a partir de
la hidrolisis del lbuprofenato de ibuprofilo en una concentracion de 5 x 107, 1 x 4 y 2 x "4

meles/L., respectivamente

Grafica 17. Hidrélisis en plasma del ibuprefenato de ibuprotilo.
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B 0 00025 4
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Tabla XXX1V. Hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma de rata, a pantir de una
solucion del profairmaco en conceniracién 5 x 107 M.
Datos de formacién de ibuprofeno.
Concentracién de Concentracion de
Tiempo ibuprofeno D.E. ibuprefenato no
{minutos) formado (x107) CV.% hidrolizado
(x 10 moles/L). (x 107 moles/L).
0 0 0 0 5.0000
10 29154 5.30638 1.8498405 2 1840
20 37693 21.5806 5.6206418 1.3307
30 4 1984 12.7403 303513111 09016
40 4 1843 19.6970 4.65240659 0vide
50 4 5958 21.1579 4.7579698 1 0 5044
60 43602 5.1523 1. 18977853 0.5032
90 4 5760 2.4363 0.55924665 0.5018
Datos de formacidn de ibuprofol.
Concentracién de Concentracion de
Tiempo ibuprofol formade D.E. ibuprofenato no
(minutos) (x 10° moles/L). (x 107 v hidrolizado
(x 10" moles/L).

0 0 0 0 5.0000
10 2.8549 4.689% 1.5354 2.2451
20 3 6606 26,9456 70179 1 4397
30 4 1194 25.7140 6.2421 0.9806
40 4 2483 12.2172 2.8756 0 BOE7
50 44304 31.16006 7.0326 0.6690
6l 4.0415 7.9519 1.8664 1.0585
90 47372 13.5444 2.8962 03628

L.os resuttados son ¢l promedio de tres detenminaciones independienies en cada pumo de muesireo.
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Tabla XXXV. Hidrolisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo, a partir de una
solucion del profarmaco en concentracion 1 x 10" M.
Datos de formacién de ibuprofeno.
Concentracion de Concentracidn de
Tiempo ibuprofeno D.E. ibuprofenato no
(minutos} formado (x107) ov-% hidrolizado
{x 10° moles/L). {(x 10° moles/L).
0 0 0 0 10.0000
10 5.8623 63.5024 10.6158 43377
20 5.9669 452731 7.6125 4.2331
30 7.1395 3.1598 0.4383 3.0015
40 7.5391 42214 5.5094 2 6609
50 91729 1.9972 0.1872 1.0271
60 9.2229 90.4446 11.1651 3.4363
90 9.8504 2.4363 0.5592 0.9771
Datos de formacion de ibuprofol.
Concentracidn de Concentracibn de
Tiempo ibuprofol formado D.E. ibuprofenato no
(minutos) (x 10° moles/L). e 107) V.5 hidrotizado
{x 10 moles/L.).
1] 0 0 0 10,0000
10 6.0051 63.1126 10.3785 41949
20 6.3143 56.75606 9.2202 3 8857
30 74942 20.7380 2.7353 2.7058
10 8.1038 28.8236 3.633) 2.0962
50 10,0489 6.9998 0.6283 0.1521
60 9.8564 96.4321 10.2033 0.3463
90 10.0040 95.2145 10.0236 00,1963

Los resultados son el promedio de tres determinaciones independientes en cada punto de muestreo.
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Tabla XXXVI. Hidrolisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo, a partir de una
solucion del profarmaco en concentracién 2 x 107 M.
Datos de formacién de ibuprofeno.
Concentracion de Concentracion de
’ Tiempo ibuprofeno D.E. ibuprefenato no
{minutos) formado (x 109 V. hidrolizado
i {x 10 molesfL}). (x 10 moles/L.).
| 0 0 0 0 20 D000
10 17.0731 239728 13.7014 3.3268
20 19 4741 3.27225 1 6526 049250
30 17 3612 17 8132 10.0604 30388
40 16.5698 31273 1.5508 0 8006
S0 20.4000 1.4659 0.7826 0 DOOO
60 20,4000 3.2783 1 5405 0 Dot
90 18.3328 18.4047 9.9833 2.0076
Ditos de formacion de ibuprofol.
Concentracion de Concentracinn de
. Tiempo ibuprofolformade D.E. tbuprofenato no
(minutos) n (x 10} CV.% . .
(x 107 moles/L). hidrolizado
(x 10°* moles/L.).
1] 0 0 0 20 (000
10 18 8071 26.0615 13,8044 1.5932
20 20 4000 3.27695 1.547006 0 0o
30 19.225] 20.7910 10.8401 11751
40 20.4000 1.7077 0.2088 0 0000
50 20.4000 0.1847 0.6608 0 0000
60 20.4000 3.4035 1.5235 0.0000
90 19.3509 20.1546 10.3876 131
Los resultados son el promedio de tres determinaciones independientes en cada punto de muestreo,
87
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6.3.3.3 Determinacién de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucién

de esterasa de higado de cerdo.

En la grafica 18, asi como en las tablas XXXVII a XXXIX, se muestran los resultados de
la determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo én solucion de esterasa
de higado de cerdo. donde se cuantificaron los productos cbienidos de la misma (ibuprofeno e
* ibuprofol). Las claves gque explican la grafica son: [bu 5* 10%, Ibu 1¥10™ e lTbu 2*107=

Ibuprofeno liberado a partir de fa hidrolisis de! Ibuprofenato de ibuprofilo en una concentracion
de 5x 107, 1 x "4y 2 x '*4 moles/L, respectivamente; Ibol 5 * 10, Ibol 1*107 e [bol 2*107*=
lbuprofol liberado a partir de la hidrélisis del lbuprofenato de ibuprofilo en una concentracion de

§x 107, 1x "4y 2 x "4 moles/L. respectivamente.

| Grifica 18 Hdtisis envimitica dd ibuprofnaio d2 ibuprdito en sduciin de esterasa de higado de .

0.00018 -

Tiempo (min).

| e T 54105 o[l 5*105  —A—l I*104

] - lhol 14104 —A—Tbu 2*104 —8— [bol 24104
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Evaluacion biofarmacéutica del Ibuprofenato de lbuprofilo.

Tabla XXXVIL Hidrélisis del ibuprofenate de ibuprotilo en solucion de esterasa de higado de cerdo. a
partir de una solucion del profinmace cn concentracion 5 x 10" M
Datos de formacion de ibuprofeno,
Concentracion de Concentracion de
Tiempo ibuprofeno D.E. . ibuprofenato no
(minutos) farmado (x10%) ey hidrolizado
(x 10°* moles/L). (x 10°* molesiL.).
0 0 0 1] 5.0000
10 1.197% 16903 37314 3 K022
20 1.7202 1.7482 4.349% 312798
30 1.7433 0.83490 49254 32547
40 L7017 0.5299 31143 3 I983
50 1.8133 0.8436 1.6323 3 1867
60 1. THRS 0.3625 31453 R
Datos de formacion de ibuprofol.
Concentracion de Concentracion de
Tiempo ibuprofol formado D.E. ibuprofenato no
(minutos) (x 10 moles/L}. (x 10%) V. v hidrolizado
(x 10™* males/L).
(1] 0 0 0 500
10 25742 0.6679 2.5903 24258
20 238115 08718 3.1014 2 1895
3¢ 29108 09817 33728 2 4842
40 2.8305 0.5243 1.8524 2 1693
50 2.9645 1 9033 3.0470 20335
6l 3.0537 03618 1.8398 1.9463
90 3.0824 (1L.8426 27337 19170

Los resultiidos son el promedio de tres detenniniciones independicnies en cada punto de mucstreo.
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parur de una solucion del profarmaco ¢n concentracion | x 0% M.

\ Tabla XXXVI1IL. Hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion de esterasa de higado de cerdo, o

Datos de formacion de ibuprofeno.

Concentracion de

Concentracion de

Tiempo ibuprofeno ' D.E. ibuprofenato no
{minutos) formado (x 107 Cv-% hidrolizado
(x 10° moles/L). {x 10°° moles/L).
0 0 0 0 10,0000
10 24704 0.4686 1.8944 752496
20 3.0208 0.5617 1.8597 6.9792
30 3.0499 41046 13.4583 6 Ys0l
40 3.2R05 40243 12.2661 67192
50 3.5341 0.5476 1.5495 6H 1659
60 36764 4.6151 12,5533 6.3236
90 3.81%9 4.961% 13.0076 61801
Datos de formacion de ibuprofol.
Concentracion de Concentracion de
Tiempo ibuprofol formado D.E. ibuprofenato no
{minutos) {x 10°* moles/L). (x 107 V. hidrolizade
(x 10"* molesiL.).
0 0 1] 0 16,0000
10 3.3816 4.1075 12,1464 6.6184
20 37738 4.1498 10.9964 6.2262
30 3.8461 3.3263 8.6491 6.1534
40 3.9672 44418 11.1961 6.0328
50 41513 5.1261 123478 55487
60 43137 6.6611 15.4417 5.6%63
90 4.2794 2.6509 6.1944 5.6206

Los resultados son cf promedio de tres detenninaciones independientes en cada punto de msucstreo.
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Fabla XXXIX. Resultados de la hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en solucion de esterasa
de higade de cerdo, a pantir de una solucién del profarmace en concentracion 2 x 107 M,
Datos de formacion de ibuprofeno.
Concentracion de Concentracién de
Tiempa ibuprofeno D.E. ibuprofenato no
(minutos) formado x10%) cv. hidrolizado
(x 10 moles/L). (x 107 maoles/L),
0 4] ] 4] 20,0000
10 L4110 (0.2355 2 3394 8 A8K7
20 11,7223 6.2688 5.3479 8.27%1
30 11.6262 21002 18142 83743
40 11.6754 4.663K 3.9962 §.3251]
50 {24115 1.3487 1.2478 7.58%6
60 14.3900 17.3675 12 0688 5.6099
90 13.2561 7.4304 5.6034 67444
Datos de formacion de ibuprofol.
. Concentracion de Concentracion de
Tiempo ibuprofol formado D.E. ibuprofenato ng
(minutas) (x 10" moles/L). (x 107) oy hidrolizado
{x 10" moles/L).
0 0 0 0 20O
10 11.4000 1.9351 1.6973 8 6l
20 11 7641 9.0454 7.6886 % 2339
30 11,9765 2.5062 20923 8.0223
40 117314 25715 2.1971 8.2687
50 12,4198 1 4628 11778 75812
60 13 8194 17.0675 12,7905 6.1813
90 13.3214 14.6732 11,0162 6.6TRY

Los resultados son ol promedio de tres detcrminaciones independientes en cada punto de mucstreo.
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6.4. Farmacocinética del ibuprofenc 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 ibuprofito/Kg de peso de

la rata en administracion oral

En la tabla XL. se muestran los valores de conceniracion plasmatica de ibuprofeno vs.

tiempo de muestreo en cada uno de los animales. Por utra parte, en la grafica 19, pueden verse

estos mismos valores representados en perfiles de concentracién plasmatica vs. tiempo.

Tabla XL. Datos crudos de la concentracion ptasmatica del ibuprofeno liberado a partir del

ibuprofenata de ibuprafilo en ratas Wistar macho, tras la administracion de uma desis de

profarmaco de 99.22 mg/Kg de peso de raa.

Tiempo (horas) Cyp Rata | Cp Rata 2 Cp Rata 3 Cp Rata 4
(jrg/ml) (ug/ml) {pg/ml) {pg/ml)
0.000 0.0000 (.0000 0.0000 0 0000
0.250 05714 2.8322 2.1654 () 0000
0.330 —_ — 8.4198 —
0.500 1.7085 1.4057 921314
0,750 1.8730 2.0365 11.3386 11.3513
1.000 6.6710 44634 10.8089 12,3578
1.500 4.8707 10.4432 —_— 149224
2,000 5.2193 9.9242 13.6851 18.8284
3.000 7.9615 10.4656 — —_
4.004¢ 5.0.36‘) 9.5010 16.1537 202124
5.000 06,2541 8.4128 —
6.000 — — 14.0812 209374
7.000 — — 11.3610 —

El simbole —, indica que no se realizb muestreo a ese tiempo.




© Resultados, Evaluacitn biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofilo.

Grafica 19. Perfiles de concentracién plasmatica vs. tiempo del
ibuprofena 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 los amimales. Por otra parte, en la gratica 20, estos

mismos valores se encuentran representados en los perfiles correspondientes.

Tabla XL1. Datos crudos de los niveles ptasmaticos del ibuprofeno obtenidos despuds 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.
Tiempo (horas) Cp Rata 5 (ug/ml) Cp Rata 6 (jag/ml)
0.500 20.2854 19,4506
1.000 14.6963 14,0562
1.500 11.5868 91292
2.000 10.4312 8.9416
3.000 98732 8.8199
4.000 9.5547 8.5009
6.000 93589 8.3502
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1 Grafica 20, Perfiles de Concentracion plasmatica vs. tiempo para el
ibuprofeno lhiberado a partir del ibuprofenato de ibuprofilo, tras la
admimstracidn 1.v. de una dosis de 18.02 my/Kg del profarmaco.

Cp {ugiml}.

Tiempo (horas).

——Cp Rata 5 —&8—Cp Rata 6

6.4.3 Estudio farmacocinético con la administracion de una dosis de 49.61 mg/kg de

ibuprofenato de ibuprofilo por via oral.

En 1a tabla XLI1, se muesiran los valores de concentracion plasmatica de ibuprofeno en la
rata vs tiempo de muestreo en cada uno de los animales. En la grafica 21 se encuentra su
represetacion grafica. La grafica 22 ilustra el perfil promedio de concentracion plasmatica vs

tiempo det ibuprofeno derivado a panir del ibuprofenato de tbuprofilo ¢n 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 administracion de una dosis de

profarmaco de 49.61 mg/Kg de peso de rata por via oral.

Tiempuo CpRata7 | CpRatad | CpRatay | Cp Rata 10
(buras) {pp/mil) (ng/mi) (ug/mi) {pgfml} Promedio D.E. CV.%

0.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ¢.0000
0.250 2.3082 2.0997 4,6068 3.4903 3.2662 1.0928 33 4505

0.750 [ 6.5576 43737 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 89161 11.2679 10,3534 2.0442 19 7444

2.000 12.0092 7.4936 10.5171 92256 10.6467 1.5000 234810

4.000 74680 5.8652 10.1027 4.9759 7.8154 2.5168 322038
6.000 5.2308 3.9139 6.9942 43964 5.7929 1.8835 325145

8.000 3.7055 3.3795 3.9840 3.8604 4.5437 1.8284 40 2396

9.000 3.3737 27374 26162 3.4280 3.8699 1.8939 48 9388

12.000 26418 2.8790 3.3272 3.1330 2.9954 0.2088 9.9737
18.000 2.5254 27512 3.4400 3.0753 2.9480 0.3981 13 5058
24.000 2.5033 27367 2.4857 2.8042 2.8931 0.5626 19.4459

r PN - e e . — e — — -

Grafica 21. Niveles plasmaticos del ibuprofeno liberado tras la
administracién de una dosis de 49.61 mg/Kg de ibuprofenato de
ibuprofilo por via oral.

Cp (pg/ml).
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Grafica 22. Valores promedio de los niveles plasmaticos del
ibuproteno liberado tras la administracion de una dosis oral de 49.61
mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS.

7.1 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del ibuprofenato de ibuprofilo.

7.1.1 Determinacion del coeficiente de absortividad molar del ibuprofenato de ibuprolilo.

Como se puede observar en la figura 7, los espectros de absorcion U.V. del ibuprofenato
de ibuprofilo en diferentes disolventes son muy similares. El maximo mas prominenie 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, principalimente, en {uncion
de las transiciones m — n* de los dos anillos de benceno 1.4-disubstituidos presenies en la
malécula del ibuprotenato de ibuprofilo, siendo esto muy similar a lo que ocurre en la molecula
del ibuprofeno. Asi mismo, ¢s posible que exista también una contribucion de las transiciones
% — n*+ y n — n* del grupo éster de la molécula en la absorcion del ibuprofenato de sbuprofilo,
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 posicion del maximo de absorcion debidos a cambios en la naturateza del
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 caracieristicas de absorcion de la

radiacion de la molécula es despreciable.

a7
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Al realizar modificaciones en el pH de la solucién en que se disuelve la sustancia, asi
- como en su polaridad, se encontrd una variacion significativa en ¢l coeficiente de absortividad

molar del ibuprofenato de ibuprofilo, mas no en la posicion de sus maximos de absorcion.

Al comparar el valor de € de las soluciones en acetonitrilo con el obtenido en una mezcla
acetonitrilo-amortiguador de acetatos pH 3, 0.04 M, se observa un efecto de hipocromism
ostensible, el cual puede deberse a la adicion de agua al disolvente y el cambio de pH. ya yue el
soluto tiende a orientar las moléculas de disolvente en su proximidad para mantenerse en estado
solvatado, obteniéndose de esta manera ¢l sistema soluto-disolvente mas estable. por
cousiguiente, al recibir una radiacion que excita a los electrones de la molécula, éstos sufren
(ransiciones electromicas T — T* y n > 1+ en una relacion cuantitativa diferente a como lo
hacian ¢n presencia del disolvente puro. la cual se ve cendicionada debido a que los aucleos
atomicos no cambian de posicion (efecto Franck-Condon), ya que sen mas pesados que los
electrones y requieren una mayor cantidad de energia para cambiar su orientacion®’. Como una
consecuencia de ello, la cantidad de energia necesaria para llevar a cabo la transicion m — = es
menor, con lo que la absorbancia de la muestra disminuye y se acompana, generalmente, con un
desplazamiento batocromico en cuanto a la posicion del maximo de absorcion de la moléeula, ¢l
cual es dificil de observar, va sea debido a la gran amplitud del mismo (ver figura 7). 0 a la
competencia que se origina por el desplazamiento hipsocromica del maximeo debido al aumento

i)
" Por otra

de energia necesario para Hevar a cabo las transiciones n — n* dentro de la molécula
parte, ¢l aumento en la polaridad y fa variacion de pH de las soluciones del compuesio en
sistemas conteniendo metanol parecen tener un efecto contrario (al verse incrementada la
intensidad de la absorcién)., o 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
Yas transiciones n— 7+ en la molécula (el numero de observaciones experimentales fue bajo

debido a la baja solubilidad del ibuprofenato de ibuprofilo en la mezcla metanol-amortiguador de

acelatos pH 3.5, 0.04 M),

Estas observaciones son importantes, ya que el cambio en el valor de ¢ debido al
disulvente y su pH. puede tener un efecto importante en el método analitico empleado. De no

considerarse esto, se comeria el riesgo de afectar la precision del método.
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7.1.2 Determinacion del coeficiente de particion 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, como podria presuponerse,
que estd substancia es altamente lipofilica, lo cual puede tener importantes implicaciones en $us

propicdades farmacocinéticas.

El alio valor de Log P obienidu para este compuesto refleja las ventajas del uso de un
métode cromatografico como el aqui implementado ya que, de haberse realizado la
determinacion de! coeficiente de particion mediante métodos convencionales (como es el de
particion 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 prediccion matematica del valor de
Log P del ibuprofenato de ibuprofilo uwtilizando el método propuesto por Dunn*’. se obtiene un
valor de 11.81 (tabla XL1II). Este altimo 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 ¢l valor de Log P. Por lo anterior, el método aqui
empleado permiti¢ predecir adecuadamente el compornamiento de panicion octanolfagua de
varias moléculas, cuyos valores de Log P fueron determinados utilizando metados
convencionales, por lo que esta técnica brinda resultados confiables, como ya se ha demostrado

T
&n numerosos trabajos® >
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‘Tabla XLI1IL Prediccion matematica del valor de Log P del ibuprofenato de ibuprofilo,

utilizando el método propuesto por Dunn®,

Contribucidn total poy
Sustituyente. Nimero 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
CuHe 2 1.73 340
0 ' 2 -1.54 -3.08
Ccoo 1 -1.24 -1.24
cO -1.69 -1.69 -1.6Y
Valor de Log P predicho. 11.81

El valor de coeficiente de particion obtenido experimentalmente parece ser ¢l correcto, ya
gue la molécula no presenia prupos ionizables o con un alto momento dipolar, por lo que se
* podria suponer gue se COMpOTtara COMO un CoMpUESIo hidrofilico. El valor de Log P ubtenido,

indica que el 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.posibi]idad de sobrestimar
el valor de Log P utilizando esta técnica, debido a que, en ella, se presupane que €l dnico factor
determinante en el valor de Log P, es la variacion en ¢l 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
sobreestimacion en el valor de Log K’, con la subsecuente sobreestimacion del valor de Log Ky
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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e e e
Resulta interesante comparar los valores de Log D para el ibuprofeno (de entre 2.0y
" 4.0"" con el Log P obtenido para el ibuprofenato de ibuprofilo. La esterificacién del prupo
carboxilo de la molécula proveca que: 1) se pierda la parte ionizable del ibuprofeno y 2) aumente
el tamafio de la cadena correspondiente al acido propionico. Lo anterior da lugar a una

- disminucion drastica en la hidrofilicidad del ibuprofenato de ibuprofilo.

Al comparar los valores de Log P de otros candidatos a profarmacos del ibuprofeno (tabla
1V)° con el del tbuprofenato de ibuprofilo, se observa que este oltimo 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 ain mas diicil en comparacion
con los otros compuestos  Los compuestas 1V, VI VI y VI, derivados de alcoholes
ramificados, tienen valaores de Log P ligeramente mas altos que los del ibuprofeno (de enire 2.3 y
3.0), Por otra parie, los compuestos X. X1 y Xl1, derivados de alcoholes de 14, 16 y 18 dlomos de
carbono, presentan los valores de Log P mas altos (3.55 a 3.8), lo que indica que el aumento en ¢l
valor de Log P se debe principalmente al incremento en el nimero de atomos de carbono
enlazados en el grupo ester 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
ibuprotfilo, ya que el alcohol con el que se esterificé al ibuprofenu (el alcohol ibuprofilico o
ibuprofol) es un compuesto que contiene 13 dtomos de carbono en su estructura lo cual, junto con
su gran tamaio, impide una libre hidratacién del ésier, lo que lo hace mas liposoluble. Cabe
aclarar que la comparacidn entre el valor de Log P obtenide para el ibuprotenato de ibupronilo en
este estudio y el de los otros candidatos a profarmacos repontades 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 hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en mezclas

acuosas.

7.2.1 Desarrolle del método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenato

de ibuprofilo en mezclas acuosas.

El desarrollo de un método analitico que permitiera cuantificar a los tres analitos de
interés en mezclas acuosas se realizd mediante el uso de una estrategia fundamentada en ¢l disefo
experimental vy el analisis inmediato de la informacién que brindaba cada uno de los

experimentos. Las variables de respuesta mas imponantes fueron la resolucion de! par critico

- ibuprofeno-ibuprofol {se tijo como minimo un valor de 16) y ¢l tiempo de clucion del

ibuprotenata de ibuprofilo (el cual debia ser menor a 15 minutos) ya que, estos paramelros, seran
los determinantes de la precision de los resuliados analiticos y del gasto de tiempo y recursos

para el analisis de las numerosas muestras generadas a partir de este estudio

En un inicto. se planed la posibilidad de obtener resultados adecuados medianie la
elucion isocratica de la mezcla con sistemas metanol-amortiguador de acetatos pH 28 o
acetonitrilo-amortiguador de acetatos pH 2.8, Dado que con esta metodologia 12 resolucion del
par critico era extremadamente baja, ademas de que los tiempos de corrida eran exageradamente

altos fue imposible abtener las respuestas necesarias.

A partir de los resultados anteriores, se decidié continuar ¢l desarrollo utilizando chucion
por gradientes. En una primera fase, se realizd la elucién utilizando un solo gradiente durunte
toda la corrida, mas los resultados en cuanto a la resolucion del par critico ibuprofenc-ibuprofol
no fueron los mas adecuades. La mejora en la resolucion del par critico y ta disminucion del
tiempe de retencian del ibuprofenato de ibuprofilo se logréd con el conocimiento obtenido acerca
de que la resolucion entre analitos en una elucidn 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 duracion del gradiente (lo cual no era adecuado, debido al
auments resultante en el tiempo de retencion deb ibuprofenato de ibuprofila) o disminuyendo la

velocidad de gradiente (es decir, menor % de cambio en contenido de disolvente organico en ta
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m
mezcla con respecto al tiempo). Por o anterior, se opto por la segunda posibilidad, llevando a
caba experimentos en los que se considero un “doble gradieme™ de elucian, en el cual se tenia un
cambio lento de % de disolvente organico al inicio, seguido por un cambio veloz para eluir al

protarmaco.

Con el aumento de pH del amortiguador de la fase movil de 2.8 a 4.0, se logrd ubtener 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 el
porcentaje de ibuprofeno disociado, por lo que su tiempo de retencidn disminuyod, a la vez que el
tiempo de retencion del ibuprofol aumenté debido a que la proporcidn de alcohol protenado
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 conos con una buena resolucion.

7.2.2 Validacién del método analitico para cuantificar ibuprofeno, ibuprofol e ibuprofenate

de ibuprofilo en muestras obtenidas a partir de medios acuosos.

El método analitico desarrollado se validd de acuerdo con los criterios internacionales

- e - L 5564k
establecidos en diferentes referencias 5,

En lo referente a la lineatidad del sistema y del método, se observd que los parametros

" obtemdos después de cuantificar muestras preparadas en fase movil o en solucion amortiguadora
de fosfatos pH 7.4 0.02 M eran equivalentes. Como se puede observar en las graficas 4-b y en la
tabla XVI, el sistema y el método son lineales para los tres analitos en un intervalo de
concentracion de 5 a 80 pg/mL va que el valor de coeficiente de determinacion tue mayor a 0 98,
la pendiente fue significativamente diferente de cere, y el intercepto no fue significativamente

. k]
diterente de cero

El sistema también fue preciso en el nivel de 50 pg/mL, ya que el coeliciente de variacion
b - 5 - + . - - ..
fue menor a 2% para lodos los analitos™. Esta misma determinacion, sirvid para demostrar que la

muestra analitica es estable en el cromatografo durante 24 horas.
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B! método tue exacto en el intervalo de concentraciones de 5 a 80 pg/ml, ya que los
valores de recobro de los tres analitos, en todos los niveles, fueron de 98 a 102%, con

coeficientes de variacion menores a 2% (tabla XV,

A partir de los datos de las tablas XIX a XXI. se demostrd que el método era repetible en
“todos los niveles de concentracion estudiados, ya que los valores de coeficiente de variacion

N 5
fueron menores al 204",

7.2.3 Determinacion de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en seluciones

acuosas con diferentes valores de pH.

El ibuprotenato de ibuprotilo fue estable en los diferentes valores de pH estudiados (pH 1,
3, 5. 709), lo cual puede explicarse a partir del conocimiento del alto coeficiente de paricion
actanolfagua determinado para el ibuprofenato de ibuprofilo, ya que su alta lipofilicidad impedira
que éste se mezcle (o disuelva) con ¢l medio acuoso, por lo que la probabilidad de que las
moléculas del mismo entren en contacto con los iones hidronio (HyO', presentes en medio dcido)
v hidroxilo (HO' presentes en medio alcalino) sera casi nula, impidiendo entonces que la reiccion
transcurra de acuerdo con los mecanismos de hidrdlisis comunes. Es posible que. de haber esiado
presente un agenle que permitiera una emulsificacion mas fina del ibuprofenato de ibuprofilo. fa
reaccion se hubiera verificade, ya que se aumentaria el contacto de las moléculas del mismo con
¢l medio Es necesario que, en investigaciones futuras, se considere €l efecto de un emulsificante

en ba cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprotilo en medios acuosos,

La grafica 23 muestra la comparacion de los resultados de hidrolisis en medios acuosos
abtenidos en este estudio y los observados con algunos de los compuestos sintetizados por Bansal
ef. ul”. En esta grafica, se correlacionaron los valores de tiempo de vida media de hidrolisis en
sulucion acuosa de pH 7 4 para 14 de los profarmacos obtenidos por Bansal y sus valores de Loy
PP (serie 1), encontrindose que existe una cierta correlacion (r’= 0.65) entre fa vida media de

hidralisis (1, 2) v el valor de Log P, la cual puede expresarse también con el siguiente modelo
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tuz=-108.79 + 62,09% LogP

| - Grafica 23. Relacion existente entre el valor de Log P y el tiempo de
vida media de hidrélisis de algunos proférmacos del ibuprofeno en
i solucion acuosa pH 7.4 (datos tomados de la relerencia 6).
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Esto indica que, conforme aumenta el valor de Log P, el tiempo de vida media de hidrolisis
también aumenta, lo cual podria entonces corroborar la hipotesis planieada acerca de que fa
hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo es nula en un periodo de 24 horas debido a que vs un

compuesto altamente liposoluble.

7.3 Determinacion de la cinética de hidrélisis 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 ¢ ibuprofol a partir de plasma

de rata.

En los experimentos realizados durante el desarrollo del métode de extraccion, se
encontrd que los factores de polaridad del disolvente y cantidad adicionada del mismo
influenciaban de manera marcada el porcentaje de recobro de cada una de las sustancias de
imerés. siendo ademds que la interaccion de los factores era también altamente significativa para

¢l procese de extraccion.
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A partir de los resultados anteriores, se procedid a realizar una optimizacion det meétodo
de extraccion {metodologia, tabla Vill). En el caso del ibuproteno e ibuprofol, los recobros
tueron cercanos al 100% en todos los experimentc;s realizados, ademas de que se observd un bajo
valor de % de coeficiente de variacion para los mismos. Los recobros se debieron a la afinidad
ambas sustancias por ¢t medio preponderantemente organico, ademas de que la adicion de acido
al liguido extractor pudo provocar que los analitos se desplazaran de sus sitios de union a las
proteinas. Finalmente, se utilizd para la extraccion la adicion a las muestras de 250 pl de una
solucion de metanol-acetonitrilo {99:1) conteniendo naproxeno (2.5 pg/ml}, sepuida por la
agitacion en vortex durante 20 segundos. Lo anterior, debido a que con este método los recobros

tueron altos, y la dilucion de la muestra fue minima

7.3.2 Validacion del método analitico por CLAR para cuantificar ibuprefeno e ibuprofol en

plasma de rata y en soluciones de esterasas de higado de cerdo.

El método analitico fue selectivo, de acuerdo con lo mostrado en las figuras 12y 13, ya
que las sustancias endogenas del plasma y ofros posibles contaminanies (precursares de la
sintesis, productos de degradacion, etc.) fueron resueltos de las sefiales del ibuprofeno y el

ibuprofol™™ "

El método analitico para cuantificar ibuprofenc e ibuprofol a partir de plasma de rata fue
lineal, exacto y preciso en el intervalo de concentraciones de 2 a 80 pg/mb. para ambus analitos,

ya que’

Iy El coeliciente de determinacion fue mayor a 0.98, la pendiente fue significativamente mayor

. . . . . A .
que ceru y la urdenada al origen no significativamente diferente de cero™ (seccion 0 3.2).

2} En las praficas 12 v 13, y en las tablas XXV y XXVI se mostrd que existia una alta
correlacion entre los parametros de cantidad recuperada vs. cantidad adicionada para ambos
analitos. En tas mismas tablas se observo 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 coeficiente de variacion en todos estos niveles fue menor al
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15%. La unica excepcion fue el nivel de 1 pg/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
S e - 55,65 . . . .
validacion internacionales™ ™", se demostro que ¢l método analitico es exacto en el intervalo
de concentraciones de 2 a 80 pg/mlL.
- e . . . - - co. %
i) Los coeficientes de variacion intradias en todos los niveles fueron menores al 15%
Ademas, el método es repetible por un mismo analista en dos dias diferentes, ya que fos
intervaltos de confianza al 95% para la variable de respuesta (relacion de alturas
. . . ) . . s
analitofestandar interno) se traslapan en cada uno de los niveles de concentracion” al

comparar entre ambos dias de validacion.

A partir de los resuliados de linealidad, exactitud y precision det método analitico, el
limite de cuantificacion del mismo fue de 2 pg/mi. Por su parte, ef limite de deteccion fue de |

85,68

pgfml.s

Las muestras contenicndo ibuprofeno e ibuprotul fueron estables durante 25 horas en el
cromatograto y durante 8 dias en congelacion, de acuerdo con los resultados expresados en las
tablas XXVI y XXVIUI y las graficas 14 y 15, donde no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras cuando éstas se cuantificaron a las 0, 5, 10, 15,

20y 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 las tablas XXX y XXXII, que el fue preciso y selectivo para la cuamificacion
de ibuproteno e ibuprofuol a partir de la solucion de esterasas, y que esta precision era equivalente

a la demuostrada para las muestras en plasma.
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7.3.3 Determinacién 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 la solucion de

esterasa de higado de cerdo.

La grafica 19 demosird que el método utilizado para Ia cuantificacion de proteinas en el
plasma y en la solucidén de esterasa de higado de cerdo bnndaba resultados adecuados en el
intervalo de conceniraciones esperado, ya que fue lineal y presento baja variabilidad No se llevo
a cabo una validacion formal del método, debido a que este es un método rutinario en ¢l area de

. . . - . . . 47
bioguimica, y su robusiez y confiabilidad han sido ampliamente demostradas

Los valores reponados para el contenido proteico de ambas matrices bioldgicas aparecen
en la tabla XLI1. En este caso, se observa que el plasma de rata parece contener una cantidad de
proteinas {12.18 + Q.18 mg/dL) similar a la 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

’ mg/fdi)

7.3.3.2 Determinacidn de la cinética de hidrélisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasma

de rata.

A partir de los resultados de la grafica 17 se observo que, en las tres concentraciones
molares de profarmaco probadas (5 x 107, 1 x 10 y 2 x 10™ M), la hidrélisis se llevé a cabo de
manera muy rapida. Al analizar los datos crudos se enconmtrdé que, conforme aumentd la
concentracion del substrato, la velocidad de la hidrolisis se vie incrementada. Por ejemplo, para
la concentracion mas baja, la reaccidon habia transcurrido en casi un 100% a los 90 minuto_s. para
la concentracion intermedia este tiempo se acortd a casi 40 minutos y, para la concentracion mas
alta, la reaccion se completo a los 20 minutos. Este es un comportamiento caracteristico de las

- reacciones bioquimicas mediadas por enzimas®, en las que la velocidad de la reaccion aumenta
conforme se incrementa la concentracion del substrato, hasta alcanzar un punto en el que existen

cambios poco significativos en la velocidad de reaccidn adn cuando el aumento en la
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concentracidon del substrato sea excesivo; en este punto, se dice que se ha alcanzado la velocidad

. maxima de fa reaccion {Vm,), ya que el sistema enzimatico esta saturado con el substrato, y no

puede actuar mas aprisa.

t.a cinética de hidrohsis del ibuprofenato de ibuprofilo para cada una de las
concentraciones probadas, se ajusta a un modelo de primer orden (tabla XLIV} Lo anterior se

puede explicar asi:

I} El valor de la constante de velocidad de hidrolisis aumenta conforme se incrementa la

concentracion del substrato, lo cual se observd ya con los datos crudos

2) Lo anterior indica ue el sistema enzimatico todavia no se ha saturado, y el proceso cinético
global de hidrolisis transcurre en una primera etapa mediante la formacion reversible de an

complejo enzima substrato (figura 16):
Enzima + Substraio “"“__'. Enzima-Substraio

Una vez que esto ocurte, ¢l complejo se destruye mediante una segunda reaccion reversible, que

s la mas lenta, y onging el producto de la reaccion dejando libre a la enzima:
- _— ..
Enzima-Substrato 4—— Producto + Enzima

Como la segunda reaccion es la etapa limitante, la velocidad global del proceso es proposcional a
1 concentracion del complejo enzima-substrato Sino se ha saturado el sistema, la concentracion
del complejo depende, a su vez, de la concentracion de substrato presente, lo que explica que la
cinetica se ajuste a un modelo de primer orden para cada una de las concentraciones de
ibuprofenato de ibuprehlo probadas, donde el cambio de concentracion de substrato se define por

la ecuacion:

-dS/di=KS§
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a modelos de orden cero o de primer orden.

Tabla XLIV. Ajuste de los datos de hidrolisis en plasma de rata del ibuprofenato de ibuprofilo

Solucién 5 x 10" M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno.

Error ¢stindar Error estandar ;
Modelo intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
3.7667 0.9928 -3.842 23733 0.7285
Ordencero | 15 mgles/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 107 M de ibuprofenato de ibuprofile. Datos de ibuprofol.
Error estindur . Error estandar 2
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
Orden cero 3.7945 09717 -7.647 23233 07300
x 10" moles/L | x 10" moles/L |  Mol/L/min Mol/L/min
+ | Primer orden. -10.1834 0.2378 -0.0383 min”’ 0.0056 09187
Solucion 1 1 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibugrofeno.
Error estdndar R Error estandar 3
‘Modelo Intercepto de intereepto Pendiente de pendiente .
79724 |1.6589 -14.876 3 9656 07787
Orden cero | x 107 moles/L | x 10” moles/L. | Mol/L/min Mol/L/min
Primer orden. -0.3390 0.2753 -0.0379 min” 0.0065 08924
Solucién | x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol.
Error estindar Error estindar 3
Madelo Intercepto de intercepty Pendiente de pendiente .
Orden cero 8.1559 1.8773 -17.697 5.9365 0.7470
x 10" moles/L | x 107" moles/L |  Mol/L/min Mol/L/min
Primer orden. -0.4225 0.2237 -0.0360 min” 0.0071 0.8903
Solucién 2 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno,
Error cstindar Error estindar 3
Maodele Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
17.9555 5.9898 07372 42354 (O 8409
Ordeacero | 0% moles/L | x 10" moles/L | Mol/Lfmin | 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 estindar )
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
17.9897 5.5241 -98.823 6.2541 0.8312
Ordencero | 0% nples/L | x 107" males/L | Mol/L/min Mol/L/min
Primer orden. -8.1254 0.2312 -0.1424 min”! 0.0094 0.9898
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Enzima + Substrato -—4—4—-pl Enzima-Substrato

K2

Ki
Enzima-Substrato + fbuprofol ““’_" Enzima + lbuprofenc

Figura 16. Esquema de la secuencia de reacciones probables en la hidrélisis enzimatica del

ibuprofenato de ibuprofila.

Por otra parte, dado que no se alcanzo la saturacion del sistema enzimatico, no fue posible
« realizar un correcto calculo de los parametros para ¢l modelo clasico de Michaelis- Menten.
Solamente se puede suponer que, para legar a la saturacion del sistema i vilro, se necesitaria

una concentracion de substrato muy alia, siendo mayor ésta en un sistema vivo

Al comparar los valores de tiempo de vida media de hidrolisis de los profarmacos
sintetizados por Bansal e, al® y Munha et al® (tabla 1V) con el obtenido aqui .para el
ibuprofenato de ibuprofilo, se observa que éste Ohimo presenta una velacidad de degradacion
muy superior a la de los compuestos mencionados. Para los compuestos de Bansal, la velocidad
de hidrolisis enzimatica disminuye conforme aumenta el tamaiio del alcohol con que se estentica
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 tamano del alcohol enlazado al ibuprofeno no es el delerminante de la
velocidad de hidrdlisis en el plasma sino que, posiblemente, el factor determinante sea la
planaridad de la molécula. Esa ptanaridad puede favorecer el ataque de los grupos nucledtilos de

- la enzima {principalmente los restos de serina®) sobre el sustrate, aumemando la velocidad de

. hidrdliss,

7.3.3.3 Determinacion de la cinética de hidralisis 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 XXXVII a XXXIX con los ubtenidos

de la hidrolisis en plasma de rata al 80%., se observa que la hidrolisis en presencia de esterasas
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_ porcinas hepaticas transcurre a una velocidad mucho menor, lo cual parece contradictoriv, 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  £n ¢f plasma de rata no solamente se encuentran esterasas B, sino

tambien estan presentes, en gran cantidad, esterasas tipo A (EC 3.1.1 27

2} Se ha demostrado que existen importantes diferencias en cuanto a la actividad de una nisma
enzima presente en los tejidos de diferentes animales (por ejemplo, las esterasas de higado de
cerdo hidrolizan algunos substratos a una velocidad menor que las esterasas de higade de

rata)”

" 3) En la sulucion de esterasa de higado de cerdo puede darse el caso de que ¢l profarmico sca
menos soluble que en el plasma, pero la reaccion de hidrolisis transcurre debido a que
eficiencia catalitica de las esterasas de higado de cerdo es 10" veces mayor gue la de los

grupos hidroxilo en solucion de pH 7.

4) Se ha reponado que la albimina sérica muestra actividad tipo esterasa con algunos
substratos”™ por lo que Ja presencia de albamina en plasma, puede catalizar la reaccion de

hidrolisis

En ninguna de las concentraciones de substrato se alcanzd un proceso complete de formacion

d

[

ibuprofeno ¢ ibuprofol. A pesar de ello, se observé que. confurme aumend la concentracion
de subsirato, se incrementd la velocidad de la reaccion enzimatica, aunque es dificil describir los
datos experimentales mediante un modelo de primer orden en la hidrolisis, a diferencia de cuando
¢ proceso transcurre en presencia de plasma de rata (tabla XLV). Ademas, se observd que la
cinética de aparicion del ibuprofenato de ibuprofilo fue, en las concentraciones baja ¢ intermedia,
casi el doble de la velocidad de formacién del ibuprofenc. Si se regresa al esquema planteado en
la Hgura 16, se observa entonces que, en este caso, el valor de K; es mucho mayor que el de Ky,

lo que hace mas complejo el modelo de cinética de hidolisis,
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Tabla XLV, Cinética de hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo en plasina de rata.
Ajuste a modelos de orden cero o de primer orden.
Solurion 5 x 10° M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno.
Ervor estindar . Error estiandar 2
Modelo Intercepto de intereepro Pendiente de pendiente r.
JURT3 04916 -1,5197 6.3739 (). 4863
Orden cero x 10 motes/L | x 10" molesiL Mol/L/min Mol/L/nun
Primer orden. 161192 0.1186 0039 minT | 0.0013 min? 03232
Solucion 5 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol.
Error estandar Error estandar 3
Modelo lntercepto de intercepto Pendiente de pendiente re
Orden cero 33080 (1 8674 -22330 1 1251 33963
s 10 moles/L x 1 moles/L Mol/L/nun Mol/L/nun
Primer orden. -100 3833 01.2479 -0.0073 nun” 0.0032 04884
Solucién | x 107" M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofeno.
Ervor estindar Error estindar 2
Maodelo Intercepto de intercepte Pendiente de pendiente r.
8.3534 08581 -3.2267 11126 38306
Orden cero x 10 males/L | x 107" moles/L Mol/L/mm Mol/Lfimin
Primer orden, -9.3990 0,0992 -0.0042 min” v.0u13 0.6437
Solucion 1 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol,
) Error estindar Error estindar 3
Modelo Intercepto de intereepto Pendiente de pendiente .
Orden cero %.2245 1.0873 -5.2418 20548 0).5854
x 10 "moles/l. | x 107 molus/L Mol/L/min Mol/L/eun
Primer orden. 94244 0.1313 -0.0070 min’' 0.0025 0.6171
Solucién 2 x 107 M de ibuprofenato de ibuprefilo. Datos de ibuprofenc.
Error estandar Error estandar 3
Maodelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
12,9574 31.6685 -10.056Y 4.7558 0.4206
Ordencero | x j0"moles/L | x 10°males/l | Mol/L/min Mol/L/min
Primer orden. -9.0222 0.2794 .0092 min” 0.0036 03183
Solucién 2 x 107 M de ibuprofenato de ibuprofilo. Datos de ibuprofol.
Error estindar . Error estidndar 3
Modelo Intercepto de intercepto Pendiente de pendiente r.
, 128774 36658 -9 8437 4.7523 04164
Orden cero x W moles/L | x 107 moles/L Mol/L/min Mol/L/min
Primer orden. -4.0307 02713 0088 min” 0.0035 05142
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Como se observo en la grafica 18, los valores de concentracion de substrato probados no

permitieron alcanzar la saturacion del sistema, por lo que no se pudo determinar, de nueva

cuenta, €] valor de las constantes para el modelo de Michaelis-Menten,

Cabe mencionar que, hasta la fecha, este es el (nico estudio en donde se reporta h
cinética de hidrélisis de profirmacos del ibuprofeno en presencia de diferentes sistenvs

enzimaticos.

" 7.4 Estudios de la farmacocinética del ibuprofenc liberado a partir del ibuprofenato de

ibuprofilo en ratas.

- 0 el caso del estudio preliminar de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a panir de
una dosis oral de 99.22 g de ibuprofenato de ibuprofilo por kilogramo de peso de la rata, no se
observaron claramente la o las fases que ilustran la disposicion del ibuprofeno y, por lo tanto, fue
imposible realizar algon tipo de modelaje con estos datos. Ademas de esto, se observa una gran
variabilidad interindividual en los perfiles de concentracion plasmatica del tanmaco (tabla X1.}
Los alos niveles y la vanabilidad pudieron deberse a que el profarmaco presento diferentes
velocidades de hidrolisis en cada animal, lo cual trajo como consecuencia una diferente velocidad
de liberacion del principio activo en el ptasma. Por otra pane, existe la posibilidad de que ta
cinética de hidrolisis del profirmaco absorbide no sea en realidad la que determine la
farmacocinética del ibuproteno liberado a partir de éste, sino que el paso que estd condicionando
al proceso sea la velocidad de absorcion del profirmaco. 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 los sitios de absorcion y, por

consiguiente, una alteracion de la farmacocinética de una manera dosis dependiente

Con la finalidad de estimar si el paso limitante en la farmacocinética del ibuprofeno
liberado a panir del ibuprofenato de ibuprofilo in vive podia ser la cinética de hidrolisis del
profirmaco, se decidio realizar un estudio en ¢l cual se analizaran los perfiles plasmaticos del

Farmacu ubtenidos en dos ratas después de la administracion por via intravenosa de una emulsion,

E
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en dosis de 18.02 my de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg de peso de la rata. Se observo (en la tabla
XLI y la grafica 20) una cinética compuesta por dos fases: en la primera, el ibuprofeno se
distribuyd de una manera rapida (en 1.5 horas, aproximadamente), para pasar a una fase de
climinacion muy lema. 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 profirmaco siga necesariamente una farmacocinética bicompartimental.

Grafica 24. Perfiles de Lo de la concentracion plasmatica vs. hempo
para el lbuproleno liberado a partir de una dosis intravenosa de 15.02
mp de ibuprofenato de ibuprofilo/Kg

-~ Rata 6
—— Rata 5

Ln Cp.
5] =
- =
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En la grafica 24 no se observa un aumento en la concentracion de ibuprofeno hasia
alcanzar un maximo en el valor de concentracion plasmatica del mismo (como seria de esperarse
para un farmaco que es liberade i vivo) sino que solamente ¢ nota una porcion de la fase de
disposicion del farmaco. Estos resultados indican que la hidrolisis del ibuprofenato de ibuprofilo
1 vivo ocurre de manera extremadamente rapida debido a que existe gran disponibilidad de

" carboxilesterasas inespecificas no solo en la sangre, sino también en otros tejidos. Por lo anterior,
es posible cansiderar que la farmacocinética del ibuprofeno derivado a pantir del profirouco no

depende en gran medida de la velocidad de hidrélisis del mismo, sino de otros factores.
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Al calcular el valor de la constante de velocidad de la segunda fase de los datos de la
grafica 24 por el método de minimos cuadrados, se encontrd que éste s muy bajo. lo que pucde
implicar que la eliminacion del ibuprofeno es lenta a partir del organismo de la rata. Si se
compara este valor con el obtenido por Satterwhite etal™ para la fase de eliminacion del
ibuprofeno (Tabla XLVI) se observa que, a partir del profirmaco, la eliminacion'es mucho mas
lenta para ¢l ibuprofeno, La explicacion del retardo en la eliminacion del ibuprofeno podria
deberse’ a que el farmaco tuviera un elevado valor de volumen de distribucion tras ser

. administrado como protarmaco.

Tabla XLV Parametros fanmacocinéticos calculados para el ibuprofeno, tras la administracion
de una dosis de 18.02 mu/Ky de ibuprotenato de ibuprofila por via intravenosa.
Promedio tras administrar

Parametro Iblb Satterwhite et. al.™
ABCy, {pg x h/ml) 2969 8675 o
a(hh 1.5683 —
f 'y (0.0032 02077
A (pg/ml) 23,5712 —
B (pg/ml) 9.592] —
ABCM (ug x h’/ml) 910237.0854 _
TMR (h) 309.4909 718)
Va(mL) 157.4024* 202315
1z B (h) 216.5625 2328

*Calculado como Vd=DAi{A+B).

A partir de las observaciones anteriores, resulta necesario el explicar ¢ por que de las

* diferencias en distribucion y eliminacion del ibuprofeno tras ser administrado como farmaco puro

"o como profairmaco. En primer término, debe recordarse que el coeficieme de distribucion

octanolfagua del ibuprofenato de ibuprofilo es muy alto. Ahera bien, puede suponerse que, ras la

administracion intravenosa del ibuprofenato de ibuprofilo la aparicion del ibuprofeno en plasima

. esta delerminada por un modelo farmacocinético similar al mostrado en la figura 17, en donde la
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dosis intravenosa del profirmaco 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 estad
limitada por la constante K,2". Ahora bien, el ibuprofeno puede aparecer ¢n ptasma mediante la
hidrolisis del profarmaco en el campartimiento central, cuya velocidad esta determinada por fa
constante Ky;, ademas de que puede aparecer en el compartimiento periférico por fa hidrolisis del
profarniaco a una vetocidad determinada por el valor de Kg. Una vez liberado el farmacu, éste
continda digtribuyéndose en los dos compartimientos, y es eliminado a partir del central,

mediante un proceso de primer orden delimitade en su vetocidad por el valor de Ky

I
K2
Dusis i v profanmaco e Profirnuico en
! PmL:rm.lco compartimiento
cn plasma, K"l penfénco.
K Ka
Kn
) Fimuico en Fimuaco cn
- plasma companinuenio
Kz perilérico.
' Ko
; lbuprofeno eliminado

Figura 17. Modelo tedrico de la farmacocinética del ibuprofeno tras su administracion

intravenosa como ibuprofenato de ibuprofilo.

Si este modelo teorico fuera cierto, seria posible que, ya que se sabe que la cinética de
hidrélisis del profairmaco en plasma es extremadamente rapida, el valor de Kqi 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 grasa, de donde se liberaria al plasma de una manera
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muy lenta, por lo que ¢l valor de KoF seria casi de cero, dando como resultado que la cantidad
inicial de profirmaco en plasma fuera muy limitada. Finalmente, conociendo que las
carboxilesterasas inespecificas se encuentran altamente distribuidas en todos los tejidos, ain en
drganos que tienen un allo contenide graso (tales como los testiculos, sistema nervioso central y
epitelio del intestino delgado de la rata®), podria pensarse que el valor de Ky sea baju, no
equiparable al de Kyr, por lo que los tejidos con alto contenido graso actuarian como un deposito
del profarmaco, a partir del cual el ibuprofeno seria liberado lentamente, ko que haria que el paso
limitante de la farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del profarmaco fuera cf transporte
del firmaco del compartimiento periférico al central determinado por el valor de Ky,
ocasionandu que fa eliminacion del mismo (Kio) sea lenta. Esta hipétesis puede apoyarse en las
observaciones de Wechter er. ol y Williams er. 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 adiposo, liberando al ibuproteno de una manera muy lenta, por lo que se encuentran
concentraciones de hasta 15 pg de farmaco/y de grasa a las 116 horas después de su

administracion intraperitoneal.

Lo anteriormente expuesto es solamente una teoria para explicar el largo liempo que larda
en eliminarse ¢l ibuprofeno liberado a partir de una dosis intravenosa de ibuprofenato de
ibuprotilo. No es posible curroborar 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 sepunda
fase exponencial de los datos de la grafica 24 no depende de la sensibilidad del método analitico,
ya que las concentraciones plasmaticas encantradas en ese estudio estan en un intervalu gue no se
ve afectado por los traslapes entre las respuestas analiticas encontradas para niveles adyuscentes

de la curva respuesta vs. concentracion.

Fin la tabla XLII y en las graficas 21 y 22, se mostraron los resultadus de la
farmacocinética del ibuprofeno liberado a partir del ibuprofenato de ibuprofilo tras su
administracién por via oral en una dosis de 49.61 my/Kg. Estos datos, fueron tratados de la

siguienie manera:
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1} Se inento ajustar los datos a un modelo con una sola exponencial en la fase de disposicion,
utilizando el programa WinNenlin, version beta 1.1, con el algoritmo de Gauss-Newton

modificado por Levenberg y Hartley.

2) Se llevd a cabo un ajuste de los valores experimentales a un modelo gue tiene dos
expunencrales en la fase de disposicion del ibuprofeno. Esto se realizo por eb método de las

residuales.

3} Se ajustaron los datos a un modelo can dos exponenciales en la fase de disposicion,
considerando el calcwlo de un tiempo de retardo (1) en los parametros del modelo,
utilizandes ajustes no lineales con el algoritmo de Gauss-Newton, y el progriama STATISTICA

for Windows ver 4 577

4} Finalmente, se considerd ¢ ajuste a modelos con un mayor numero de exponenciales en fa
fase de disposicion {de 3 a 4), realizando una transformacion de los datos de Cp vs tempe a
Lo Cp vs tiempo, seguida por un analisis de minimos cuadrados. Los parametros caleulados
para cada modelo eran introducidos como iniciales ¢n un ajuste no lineal con ¢l algoriimo de

Gauss-Newton, en el programa STATISTICA for Windows ver. 457

Cabe aclarar que, en todos los casos, se considerd que fa aparicion del ibuprofeno en plasma
ocurria de acuerdo con un proceso de primer orden. En la tabla XLVIL se muestran los sesultados
del Criterio de Informacion de Akaike (AIC) para todus los ajustes realizados”’. El mejor ajuste se
obtiene con ¢l 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 intravenoses, pero
parece ser insuficiente para la explicacion tedrica de la farmacocinética del ibuproteno liberado a
partir del profirmaco  Ademas, no es adecuado hacer un mayor énfasis en un ajuste a un

determinado modelo, ya que los datos y e} namero de observaciones son pocos
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Tabla XLVII. Resultados del Criterio de Informacion de Akaike para todos los ajustes realizados
con los datos de niveles plasmaticos del ibuprofeno tras la administracion oral de una dosis de

49 2 mp/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo.

Rata 1 exponencial | 2 cxponenciales tae 3 cxponeociales | 4 exponenciales
1 78.2563 26.5184 40.2473 47.2561 49.0167
2 875211 23.0031 283138 39.2114 40.7602
3 69.2563 352896 35.7861 43,2154 . 44.0289
4 79.6354 29.5109 32.4703 35.8879 36.2388

En la tabla XLV1L1, s¢ muestran los resultados de los parametros calculados, considerando
que el mejor modelo es el que resulta de fa aplicacion del AIC, y tomando en cuenta que los datos

50N €SCass.

Tabla LIX. Parametros farmacacinéticos calculados para el ibuprofena, tras la administracion de
una dosis de 49.2 mg/Kg de ibuprofenato de ibuprofilo por via oral.

Parametro Rata 7 | Rata$ | Rata9 [ Rata 10 [Promedio| DE. | C.V.%
tusa (W) ’ 2 1.5 2 1.5 1,75 0.29 16,350
Canns (Hg/ml) 1292 | 82876 | 105171 | 113679 [ 10s2 ror 15
ABCos (g % b/ml) 992958 | 63555 | 1IB075Y | 967808 | L0013 13.21 120
a(hh) 0.5004 05869 | 0.4582 10,7669 0.59 013 1106

B (™" u.00tl oo | oo 0006y | uuo2d 002y 12775
A (ug/ml) 153078 | IE6235 | 192564 | 306936 | 2347 568 2420
B (ug/ml) 25031 | 2586 | 2195 | 14333 267 054 04
ABCMus (ug » h/ml) | 706024 | 8625845 | 11178628 940.9577 | 94800 [ 1183 1231
tiz B (h) 630 1732.5 693 004347 | 78898 | GRLR4 86,33

Los datos obtenidos tras el ajuste al modelo presentan una variabilidad alia,

principalmente aquellos relacionados con la fase de eliminacion del ibuprofeno {es decir, 3, ti2
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de B). Es en esta fase donde se encuentra la mayor variabilidad en los datos interindividuales.
Esta variacion puede deberse a la dificultad que existe para llevar a cabo el ajuste logaritnico 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 du las

muesiras)

Es necesario llevar a cabo algunas suposiciones acerca de cual es el paso que limita la
velocidad de aparicion del ibuprofeno en plasma La cinética de hidralisis del profarmaco en
plasma transcurre de manera rapida, por lo que es de esperarse que este proceso no sei ol
limitante de la velocidad de aparicion de ibuprofeno en plasma. Es posible explicar el por que del
largo tiempo requerido para que se alcance Cua, (de aproximadamente 1.75 horas) ya que, por la
lipotiticidad del profarmaco, es necesario que las micelas del musmo ingresen a traves de fos
lacteales, pasen a la linfa, y de ahi sean disinbuidas a la circulacion sanguinea™, en donde se
llevara a cabo ta hidrolisis del ibuprotenato de ibuprofilo de manera rapida Ahora bien. esie tipo
de mecanismo de absorcion invoelucra que e ibuprofenato de ibuprofilo sea disnribuido
preferentemente al tejido adiposo, de donde puede liberar al firmaco mediante el procesa ya
descrito en la discusion de la Farmacocinética del ibuprofeno tras administracion intravenosa det
profarmace Otra explicacion para la baja velocidad de aparicion del farmaco en sangre sena la

baja solubilidad del profarmaco, la cual no permitia que este se absorbiera de manera rapida

En lu referente a la disposicion del ibuprofeno tras la administracion oral del protarmaco.
se observa que tanto a como f§ son alin menores que cuando se comparan con las obtemdas por fa
administracion intravenosa del ibuprofenato de ibuprofilo. Estas observaciones apoyan, en cierlit
manera, la teoria de que el tbuproienato de 1buprofilo es absorbido en la hinta, va gque o
profarmaco se disiribuird atun 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 la tase terminal del procesa son muy cercanas al limite de cuantificacion
del metado analitico utilizado, por lo que cualguier supuesto padria no ser del todo correcto Sin
embargo, al igual que en la administracion intravenosa del profarmaco, se pucde asumir que la
farmacocinética del ibuprofeno liberado en ¢l organismo tras la adnunistracion vral del

ibuprotenato de ibuprofilo se ajustara a un modelo poliexponencial.
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No fue posible utilizar un anilisis modelo-independiente de los datos farmacocinéticos
utilizando momentos estadisticos, debido a que las concentraciones plasmaticas alcanzadas
durante la fase de elyminacion nunca fueron menores a  1/10 de la maxima concentracion
plasmatica observada, lo cual es un requisito indispensable para tener certidumbre en los

resultados del analisis farmacocinético utilizando momentos estadisticos™ .
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8. CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos se encontré que:

El ibuprofenato de ibuprotilo es un compuesto altamente lipotilico. ya gue su coeliciente de

particion lipidosfagua esta en el intervalo de 5 742 6 37

Es estable a la hidrolisis en medios acuosos con diferente pH

El ibuprofenato de ibuprofilo se hidroliza ripidamente en presencia de plasma de rata al 80%
y en contacte con soluciones que contignen esterasas de higado de cerdo, uungue exisien
diferencias signilicativas en cuanto a la velocidad de hidrolisis en ambos medios. la cuitd

puede deberse al tipo de esterasa presente vn cada uno de ellos.

Los resultados prefiminares obtenidos del estudio de la farmacocinética del ibuprotens
formado después de la administracion intravenosa y oral del ibuproienaty de ibuprodile en
ratas Wistar macho indican que, tras la administracidn del nuevo compuesto, ¢l ibuproteno
permanece durante un periodo muy prolongado en el organisma, tal vez como consecuencia
de su almacenamiento en los tejidos del organismo de la rata. La informacion del estudio
farmacocinético preliminar del ibuprofeno liberado a partir del ibuprofenato de ibuprofito en
ratus Wistar macho es muy limitada, y no permitio definir un modelo larmacocinétive

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
biologicus adecuados) para conocer si el ibuprofenato de ibuprotilo o el ibuprofol presentan

actividad farmacologica y/o toxica

[
—

[s necesario desarrollar un método analitico que permita la adecuada euantificacion del
ibuprofenatu 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 comportamienio

farmacocinético del cumpuesto y del ibuprofeno liberado a partir del mismo

3) El estudio de la hidrdlisis det ibuprofenato de ibuprofile debe encaminarse ahora al
conocimiento de la cinética con que el compuesia se degrada en homogenados de diferentes
1¢jidos animates (incluyendo al tejido adiposo), para reforzar algunos de los planteamientos
derivados del estudio farmacocinético preliminar realizado en este trabajo. Inclusive, debe
cansiderarse la cinética de hidrélisis en los fuidos gastrico e intestinal, asi como en presencia
de microorganismos del tracto gastrointestinal, con la finalidad de saber si el ibuprotenato de
ibuprufilo es absorbido en el urganismo como tal, o si es hidrolizado antes de que ingrese al

mismo

) Los esiudios farmacocinéticos deben contemplar un nuevo esquema de muestreo, que permil
obtener un mayor nimero de muestras duranie periodos mas prolongados de tiempo  para
ello, debe considerarse la utilizacion de un mélodo con mayor sensibilidad, asi como ¢l
aumento en el nimero de animales utilizados. El nuevo esquema de muestreo, debe permitic
la caracterizacion total de la fase de eliminacion del ibuprofeno y el ibuprofenato de

ibuprofilo.
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5) Es recomendable gue, para peder inferir un modelo farmacocinético adecuado tanto para el
ibuprotenato de ibuprofilo como para el ibuprofeno derivado de éste, se considere el muesireo
no soto de la sangre o plasma, sino la cuantificacion de las substancias en ofrus tejidos del

organismo.

6} Finalmente, es recomendable el realizar estudios que permitan conocer el sitio de absorcion
principal del ibuprofenato de ibuprofilo, mediante experimentos ded tipe del “asa aislada™,
con b tinalidad de saber si esta substancia se absorbe en la misma proporcion en todo el
tracto gastrointestinal. o st existen lugares donde se lleve a cabo el proceso de manera
preferente, ya que esta informacion sera muy importante para llevar a cabo una adecuada

caracterizacion de la tarmacocinética del compuesto




. Bibliograﬁ;. Evaluacidn biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ihuprofilo.

s S~

10. BIBLIOGRAFIA.

I. Evans. A Pharmacodynamics and pharmacokinetics of the profens: Enantioselectivity,
clinical implications, and special reference to S(+}-Ibuprofen. .J. Clin. Pharmacol. 36: 18-158
(1996).

[

Banker, G., Rhodes, C. (eds). Modern Pharmaceutics. In: Drugs and the pharmaceutical
sciences. Vol. 40. Ed. Marcel- Dekker Inc. New York, NY (1990). pp 87-90

3. Boudavary, M (Ed.). The merck Index. An encyclopedia of chemicals, Drugs and Biologicals.
The merck Co. lnc., 11 th. Edition, Rahway, N.1. (1994). p. 776.

4, Larios, P (Ed.). Sustancia activa. Ediciones Croissier, S.A. México, 1988. p. 337

5. Leising, G.. Resel, R., Stelzer, F., Tasch, F, Lanziner, A. and Hantich, G. Physical aspects of
dexibuprofen and racemic ibuprofen. .. (lin. Pharmacol. 36, 35-65 (19906).

6. Bansal, A. Dubey. P. and Khar, R. Quantitation of activity of alkyl ester prodrugs of
ibuproten. Drug. Dev, Id. Pharm. 20(12): 2025-2034 (1994).

7. Rao, C.. Schoenwald, R.. Batknecht, C. and Laban, S. Biopharmaceutical evaluation of
ibufenac, ibuprofen and their hydroxyethoxy analogs in the rabbit eye, ./ Pharmacokin.,
Riopharm. 20(4): 357-388 (1992}

% Goodwin, J. Mechanism of action of nonsteroidal anti-inflamatory agents Am. . Med,
T EA) 157-164 {1984).

9 Kauffman, R. and Nelson, M. Effect of age on ibuprofen pharmacokinetics and antipyretic
response. J. Pedratr. 121{69: 969-973 (1992).

10.

=

Boneberg, E., Zou, M. and Ullrich, V. Inhibition of cyclooxygenase-1 and -2 by R(-)- and
§(+)-ibuprofen. /. ¢lin. Pharmacol. 36: 165-195 (1996},

L1 Rifai. N., Sakamoto, M., Law, T.. Galpehian, V., harris, N. and Colin, A. Use of a rapid
HPLC assay for determination of pharmacokinetic parameters of ibuprofen in patients with
cystic fibrosis. (/i Chenr. 42(11): 1812-1816 {1996).




Bibliografia ' Evaluacién biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofilo.

—-——-———-—_—_“_———_—_.—_——-_#l———“——_-_——-_

kel

=]
e

_Kantor, T. Summary; lbuprofen- Past, present and future. Am. J. Med TT(1A). 121-125

(1984).

De graves, F., Anderson, K. And Aucain, D. Pharmacokinetics of ibuprofen in lactating dairy
cows. Am. J. Vet Res. S4(7y 1133-1135 (1993).

_Albert, K. And Gernaat. C. Pharmacokinetics of ibuprofen. Am. J. Med. T7(1A). 40-46
(1984).
Wagner, )., Albert, K., Szpunar, G. and Lockwood, G. Pharmacckinetics of tbuprofen in man

IV Absorption and disposition. 1. Phearmacokin, Biopharm. 12(3): 381-399 (1984).

Evans, A., Nation, R., Samson, L.. Bochner, F. and Somogyi, A The relationship between the
pharmacokinetics of ibuprofen enantiomers and the dose of racemic ibuprofen in humans
Hiopharm. Drug Disposit. 11, 507-518 (1990},

Martin, W.. Koselowske, G.. Toberich, H., Kerkmann, T.. Mangold. B. and Augustin, J
Pharmacokinetics and absolute bioavailability of ibuprofen after oral administration of
ibuproten lysine in man. Hiopharm, Drug. Disposit. 11(3). 265-278 ( 1990)

_Saano, V., Paronen, P . Peura, P. and Vidgren, M. Pharmacokinetics of two 200 mg ibuprofen

film-coated 1ablets and effervescent tablet. Drug. Dev. tnd. Pharm. 18(4): 491-497 {1992).

. Pargal, A, Kelkar, M. and Nayak, }. The effect of food on the bicavailability of ibuprofen

and flurbiprofen from sustained release formulations. Biopharm. Driy Disposit. 17(6) 511-
519 (1996).

20. Whitlam, J., Crooks, M , Brown, K. and Veng Pedersen, P. Binding of nonsteroidal anti-

inflammatory agents to proteins- 1. lbuproten- serum albumin interactions. Riochen,
Pharmacol. 28: 675-678 (1979}

. Lockwood, G.. Albert, K., Szpunar, G. and Wagner, J. Pharmacokinetics of ibuprafen in man-

111. Plasma protein binding. .J. Pharmacokin. Biopharm. 11(3): 469-482 (1983).

Tanaka, M., Asahi, Y., Masuda, S. and Ota, T. Binding position of ibuprofen with bavine
serum albumin determined by measuring nuclear magnetic resonance relaxation time. (fient.
Pharm. Bulf. 3901}, 14 (1991).

Paliwal, J.. Smith, D., Cox, § . Berardi, R., Dunn-Kucharski. V and Elta. G. Stereoselective,
competitive and nonlinear plasma protein binding of ibuprofen enantiomers as determined in
vivo in healthy subjects. /. Pharmucokin, Biopharm. 21(2): 145-161 (1993).

Lockwood, G., Albent, K., Gillespie, W., Bole, G., Harkcom, T, Szpunar, G. and Wayner, J

pharmacokinetics of ibuprofen in man. . Free and total area/dose relationships. fin.
Pharmacol. Ther. 34(1):97-103 {1683).

127




Bibliografiu - Evaluacidn biofarmacéutica del lbuprofenata de Ibuprofilo,

e

) 25 Day. R, Williams, K., Graham, G.. Lee, E., Knihinicki, R. and Champion. D Stereoselective
dispasiion of ibuprofen enantiomers in synovial fluid. Clin, Pharmacol. Ther. 43 480-487
» (1988). :

26. Walker. J.. Knihinicki, R.. seidman, P. and Day, R. Pharmacokinetics of ibuprofen
enantiomers in plasma and suction blister tluid in healthy volumeers. J. Pharm. Sci. 82(3)
787-790 {1963). :

27 Wechter, W. Understanding the chiral pharmacology of nosteroidal antiinflammatary drugs in
the frylpropionic acid class: ${+)-lbuprofen: Overview of the symposium “Update on 5(+)-
ibuprofen J. Chin, Pharmacol. 36: 18-25 (1996)

2% Kaiser, 1), Vangiessen, G, Reischer, R and Wechter, W Lsumeric inversion of’ ibuproten
(R)-enantiomer in bumans 4 Pharm. Sei, 65(2) 269-273 (1970).

29 Rudy. A, Knight, P, Bater, D and Hall, § Stereoselective metabolism ol ibuprofen
humans adminsitration of R-, §- and racemic ibuprofen J Pharmacol. Exp, Ther, 259(3)
TI33-113% (1991)

30 Bailiie, T, Adams. W . Kaiser, D, Olanoff, L. Halstead, G. Harpoolian, H and Van
Giessen, G Mechamistic studies of the matabolic chiral inversion ol R{-)-ibuproten in
humans. . Pharsaced. Exp. Ther, 249(2). 517-523 (1939).

31 Jamali, F.. Mehvar, R., Russel, A., Sattar, S, Yakimets, W And Koo, 1. Hunmn
pharmacokinetics of ibuproten enantiomers tollowing different doses and lormutations
intestinal charal inversion J Pharm. Ser. 81{3) 221-225 (1992}

32 Cox. b, Cox, S, Van Giessen, G. and Ruwart, M Tbuprofen stereoisomer hepatic clearance
and distribution in normal and fany in st perfused rat liver, . Plrmacol. fap. Dher,
232(3) 0630-043 (1985)

Oliary, 3, Tod. M., Nicolas, P, Petitjean, O. and Coille, G Pharmacokinetics o ibuprofen
enantiomers after single and repeated doses in man. Bropharm. Drug. Dispost. 130 337-344
(1992}

34 Hall, . Rudy, A Knigin, P and Brawer, D, Lack of presystemic inversion ol (R}- to {5)-
ibuproten in humans Clen, Pharmacel. Ther, 53(4). 393-400 (1993)

35 Shich, W, Gou, D., Liu, Y, Chen, C. and Chen, C. A Y NMR study on ibuproten
metabolism in isolated rat liver mitochondria. Anal. Biochem. 212: 133-149 (1993)

3o Satterwhite, 1 and Boudisot, D. Effects of age and dose on the pharmacokinetics of ihuprofin
in the rae Drug. Metah. Disposit. 19(1), 602-07 (1991)

37 Albert, K | Gillespie, A., Wagner, J.. Pau, A and Lockwood, G Effects of age on the climicla
pharmacokinetics of ibuproten. Am. /. Moed TTA) 47-50 (1984).




Bibliografia. Evaluacién bivfarmacéutica del Ibuprofenato de Fhuprofilo.

e e L —

38 Chen, C. and Chen, C. Stereoselective disposition of ibuprofen in patients with renal
dystunction, ... Pharmacol. Fxp. Ther. 286(2): 590-594 (1994).

" 39 Antal, E., Wright, G., Brown, B., Albert, K., Aman, L. and Levin, N. The influcnce of
hemodialysis on the pharmacokinetics of ibuprofen and its major metabolites. .. Clin.
Pharmacol. 26 184-196 (1986).

" 40, Juhl, R., Van Thiel. D., Dittent, L.. Albert, K. and Smith, R. Ibuprofen and sulindac kinetics
: in alcoholic liver disease. (fin, Pharmacol. Ther. 34(1): 104-109 (1983).

41, Ochs, H.. Greenblat, 1., Matlis, R. and Weinbrenner, J. Interacition of ibuprofen with the H-
2 receptor antagonists ranitidine and cimetidine. Clin. Pharmacol. Ther, 38(6). 648-051
(1985)

42, Smith, D.. Paliwal, J., Cox, S.. Berardi, R., Dunn-Kucharski, V. and Elia, G. The effect of
competitive and nonlinear plasma protein binding on the stereoselective disposition and
metabolic inversion of ibuproten in healthy subjects. Biopharm. Drug. Disposit 15 545-561
(1994),

43. De graves, F., Anderson, K. and Aucoin, D. Pharmacokinetics of ibuprofen in lactating dairy
goats. Am. J. Vet. Kes. S4(8): 1143-1145 (1993).

44. Hermann, T., Gtowka, E. and Garret., E. Bioavailability of racemic ibuprofen and its lysinate
from suppositories in rabbits. /. Pharm. Sci. 82(11): 1102-1111 (1993).

45. Shanbhag, V.. Crider, M., Gokhale, R., Harpalani, A. and Dick, R. Ester and amide prodrugs
of ibuprofen and naproxen: Synthesis, anti-inflammatory activity, and pastrointestinal
toxicity. J. Pharm. Sct. 81(2); 149-154 (1992).

" 46. Bhattacharya, S., Goel, R., Battacharya, S. and Tandos, R. Potentiation of gastric toxicity of
ibuprofen by paracetamol in the rat. ./ Pharm. Pharmacol. 43: 520-521 (1991).

47 Sinkula, A. Perspectives on prodrugs and analogs in drug design. En: Design of
biopharmaceutical properties through prodrugs and analogs. Ed. American Pharmaceutical
Association- Academy of Pharmaceutical Sciences. Washington, D.C. (1977).

48. Morozowich, W._ Cho, M. and Kexdy, F. Application of physical organic principles 10
prodrug design. En: Design of biopharmaceutical properties through prodrugs and analogs,
Ed. American Pharmaceutical Association- Academy of Pharmaceutical Sciences.
Washington, D.C, (1977). ’

49 Samara, E., Avnir, D., Ladkani, D. and Bialer, M. Pharmacokinetic analysis of diethyl

carbonate prodrugs of ibuprofen and naproxen. Biopharm. Drug. Disposit. 16: 201-210
(1995).

129




Bihliograﬁa;. Evaluacion biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofiln.

e e ————————————  —————————

50. Murtha, J. and Ando, H. Synthesis of the cholesteryt ester prodrug cholesteryl ibuprofen and
cholesteryl flutenamate and their formulation into phospholipid microemulsions. .. Fharm.
Sei. 83(9): 1222-1228 (1994).

51. Zorc, B.. Antolic, S. and Butula, I. Macromolecular prodrugs. Part 1. Synthesis of
) nonesteroidal anti-inflammatory drug esters. Acta Pharmacentica. 43(2). 127-133 (1993),

52 Mork. N. and Bungaard, H. Stereoselective enzimatic hydrolysis of various ester prodrugs of
ibuprofen and tlurbirpofen in human plasma. Pharm. Kes. 9: 492-496 (1992).

53 Sartore, L. Peroni, 1. Ferrui, P., Latini, R. and Bernasconi, R. Synthesis and
pharmacokinetic behaviour of ester derivatives of 4-isobutylphenyl-2-propionic  acid
(ibuprofen} with end-hydroxylated poly (N-vinyl pyrrolidone) and poly (N-acryloyl
morpholine) oligomers. J. Biomater. Sci. Polym. 8(10): 741-754 (1997).

34 Tejeda, V Aplicacion del disefic de experimentos (factorial y de mezclas) para estudiar las
posibles interacciones de farmacos analgésicos antiinflamatorios no esteroideos. Trabajo de
Informe Predoctoral, Facultad de Quimica de la UNAM, Juhio de 1998.

55. Bressolle, F., Bromet-Petit, M. and Audran, M Validation of liquid chromatographic and gas
chromatographic methods. Applications to pharmacokinetics. /. Chromuaiogr. B. 686" 3-10
(1996) '

56. Dofan, J. LC troubleshooting: Changing System conditions. LC-GC [ntl, 4(7): 16-17 (1991)

57 Lynch. M, Raphael. S.. Mellor, L., Spare, P. and Inwood, M. Métodos de laboratorio. Cia
Editorial Interamericana, México (1977) p. 222-229.

58. Garst, J. and Wilson, W. Accurate, wide-range, automated. high performance liquid
chromatographic method for the estimation of octanol/waler partition coeflicients 1. Eftect of
chromatographic conditions and procedure variables on accuracy and reproducibility of the
method. J. Pharm. Sci. 73(11). 1616-1623 (1984).

59 Garst, J. Accurate, wide-range, automated, high performance liquid chromategraphic method
for the estimation of octanol/water partition coefficients 1L Equilibrium in partition
coetticient measurements, additivity of substituent constants, and correlation of biological
data J Phurm. S T3(11y 1623-1629 (1984).

60 Connors, K. Curso de analisis farmacéutico. Ed. Reventé, 2° ed.. Madrid (1981). pp. 195-233
"ol Unger, S.. Cheung, P.. Chiang, G. and Cook, 1. “RP-HPLC determination of L-octanol

partition and distribution coeflicients: experience and results™. /. Pharm. Sci. 69(10) 1345-
134G (1980}.

130




Bililiografia. Evaluacion biofarmacéutica del Thaprofenate de Thuprofilo.

T ——————

62. Dunnn W. Structure effects of partititoning  behaviour of drugs. En. Design of
biupharmaceutical properties through prodrugs and analogs. Ed. American Pharmaceutical
Associalion- Academy of Pharmaceutical Sciences. Washington, D.C. (1977)

=
[

3. Braumann, T. Determination of hydrophobic parameters by reversed-phase liguid
chromatography: theory, experimental technigues and applications in studies on quantitative
structure activity relationships. L Chrom, 3730 1912225 (1986).

64 Lang. J. and Bolton, S. A comprehensive method validation strategy tor bionalytical
applicatios in the pharmaceutical industry — 1. Experimental considerations. ./ fharm.
Biomed, Analysis 95y 357-361 (1691),

05 Lang, ) and Bollon, § A comprehensive method validation strategy for bionalytical
applicatios in the pharmacentical indusiry — 2 Sutistical analyses L Pharm, Brosted,
Anadvses 9(6) A35-442 (1961)

o6 CPMP Working Party on Quality of Medicinal Products- Commission of the European
Communities- Directorate General for International Market and Industriial Adlairs Analytical
Validation August 1989

67. Lehninger, A Bioguimica Tomo L. Ed. Ciencias por una educacion popular Mexico (199-9)
pp 207-248

68 Heymann, E Carboxylesterases and amidases. En. Enzymatic basis of detoxication, Vol 1l
Ed Academic Press lne , New York (1980) pp 291-323

09 Babato, I . La Rotonda, M. and Quaglia, F_ Interactions of nonsteroidal antiinilamimatory
drugs with phospholipids  comparison between Octanol/butfer partition cocfticients and
chromatographic indexes on immobilized artificial membranes /. Puerm Sci. 86(2) 225-229

(1997}

70 Krisch, K Carboxvlic ester hydrolases. En' The enzymes, Vol V. Ed Academic Press Inc
New York, NY pp 41-69

71 Bourne, I3 and Ditiert, L. Pharmacokinetics. In Drugs and the pharmaceutical sciences Val

38 Ed Marcel- Dekker Ine New York, NY {1990). pp 75-119.

72 Ohta, N, Kurono, ¥ And lkeda, K Esterase-like activity of human serum albumin 11
Reaction with N-trans-cinnamoylimidazotes. J. Pharm. Sci. T4H4) 383-388 (1983)

73 Mork. N and Bumgard, H Glycolamide esters as biolabile prodrugs of catboxvlic acd
agents  Synthesis, stability, bioconversion, and physicochemical properties o Dharm. Ser,

T{4) 285-208 (1988}

74 Sciennfic Consulting Inc. WinNuonLin, beta version 1 1, 1984-1995




: Bibliografia. . Evaluacidn biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ihuprofil.

—  ——————————————

75. Williams, K. Day, R., Knihinicki, R. and Duffield, A. The siereoselective uptake of
ibuprofen enantiomers into adipose tissue. Biochem. Pharmacol. 35(19): 3403-3405 (1986)

E 76. StatSofl Inc. Statistica for Windows, version 4.5. 1993,

77. Yamaoka, K_, Nakagawa, T. and Uno, T. Application of Akaike’s information criterion (AIC)
in the evaluation of linear pharmacokinetic equations. ... Pharmacokin. Biophurm. 6(2}. 165-
175 (1978).

78. Rodtiguez, M. Anatomia, fisiologia e higiene. Ed. Progreso, S.A. de C.V., 7. ed.. México
(1977). p-p 147-167

79. Yamacka, K., Nakawaga, T. and Uno, T. Statistical moments in pharmacokinetics. ./
Pharmacokin, Biopharm. 6(6); 547-558 (1978).




	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Objetivos

	4. Hipótesis

	5. Metodología Experimental

	6. Resultados

	7. Análisis de Resultados

	8. Conclusiones

	9. Recomendaciones 

	10. Bibliografía




