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CAPITULO L MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION.

Indudablemente en el dmbito de la dosificacién de medicamentos la via de administracion
oral® ha side altamente empleada debido a ciertas ventajas, tales como: ficil administracidn, mangjo
sencillo, ficil formulacidn, aseguramiento de dosis exactas, entre otras; sin embargo, existen fuertes

inconvenientes que provocan la necesidad de buscar oiras formas de administrar firmacos.

Actualmente, una de las rutas de administracién alterna a la via oral convencional estd
constituida por la mucosa bucal,'*'%"""%* debido a las ventajas que esta Uitima tiene sobre la

primera, entre las que se encuentran Jas siguientes™:

* Evita {a eliminacion del farmaco por degradacion gastrointestinal

* Elude ef efecto del primer paso hepétogastrointestinaf®!%163140.53

* Permite alcanzar un efecto terapéutico en la administracidn de pequefias cantidades de
farmaco™

* El sitio de aplicacion del fairmaco ¢s accesible
Entre otras ventajas, enconiramos que’:

* Posee una permeabilidad superior a la piel, pudiendo modificar ésta propiedad de manera
local.

* Su actividad enzimatica es inferior a la d¢ otras mucosas

* Probabilidad de irritacidn menor que en ofras mucosas

* L& manera de aplicarse medicamentos ha tenido buena aceptacidn por parte del paciente,

Para que queden mds claras las ventajas de esta viz de administracién como via alterna en la
dosificacion de ciertos firmacos, cabe mencionar algunos casos en los que se han empleado firmacos

y los resultados han sido favorables: la nitroglicerina ofrece un efecto terapéutico rdpido y similar at



L]

administrarse tanto por via bucal como por via sublingual (mucosa no queratinizada); por otra parte
la biodisponibilidad de fa morfina es de 40 a 50% mejor por via bucal que por via intramuscujar®.

%52, nitratos

Algunos de los farmacos que se han administrado por la mucosa bucal son
orghnicos, esteroides, analgésicos opidcens (morfina, petidina), blogueadores del canal de calcio

(nifedipina, verapamil} y proteinas y peptidos'? {oxitocina, insulina, tirotropina).

Para comprender el paso de farmacos a través de ésta mucosa, resulta importante conocer las
propiedades fisicoguimicas de la molécula (estructura, pKa, punto de fusion, solubilidad, etc.), las
caracteristicas histologicas y fisiolégicas del tejido y las condiciones en las que se lleva a cabo Ia
permeacién (tiempo de comtacto del fArmaco sobre la mucosa, concentracién inicizl del farmaco,

caracteristicas del vehiculo, usc de agentes pramotores, etc. )™

Recientemente con la via de administracitn transmucosat se han realizado permeaciones de

52,53 9,30,15,16

firmacos en perros™®, conejos . monos™ y cerdos'®'%*, Estas dos filtimas especies animales
poseen propiedades de permeabilidad en 1a mucosa oral semejantes a las de la mucosa humana. Las
caracteristicas histolégicas de la mucosa humana con la def cerdo reportan semejanzas, sobre todo en

la composicién, el grosor y la constante de permeabilidad™ “,

El presente trabajo tiene por objeto estudiar la absorcién de tres firmacos con diferentes
caracteristicas de lipofilia (cafeina, buprofeno y 5-fluorouracilo) z través de mucoss oral de cerdo

- . @ . <
no queratinizada, evaluando e} efecto de dos promotores de absorcion (Azona vy 4-deciloxazolidin-2-

ona) sobre las cinéticas de permeacién.



2. MUCOSA ORAL.

En la cavidad oral se encuentra la mucosa oral, en éste sitio se ban utilizado dos vias para la
administracién de formacos: la oral, proplamente dicha y Ia transmucosal; por ello, resulta necesario
explicar la anatomiz y fisiclogfa de dicha cavidad.

La cavidad orai, con un drea de 200 em’ aproximadamente, se divide en 2 regiones™™
(Fig. 1):

1. Vestibula exterior oral, el cual incluye a los labios v las mejillas.
2. Vestibulo interior oral, llamado también cavidad oral, el cual se encuentra

delimitado por los arcos maxilar y mandibutar.

{ ablos

Diente

17

Fig. 1. Las regiones de la cavidad ora

2.1. Fistologia y morfologia de Ia mucosa bucal.

La mucosa oral posee varias funciones importantes, como®™:

2) Barrera de proteceion, de infecciones y del paso de sustancias exogenas en €l proceso de

masticacion.



b) Soporte mecdnico, por ta lamina propria que actia como soporte de vasos sanguineos y
nervios.

¢) Sensibilidad, responde al dolor, tacto y temperatura, independieniemente del sentido del
ZUsto.

d) Elasticidad, permite Ja distensién del tejido.

e) Termorregulacion, algunos animales usan la mucoesa oral cemo termorreguladora, p.e. ¢l

perro.

El tejido epitelial de ésta cavidad, el cual juega un papel muy importante en la proteccién de
infecciones, se encuentra clasificado en regiones, de acuerdo a Jas caracteristicas:
a)fisicas, histolégicas, quimicas.

b)de funcionalidad.
En la literatura se ha dividido a ia cavidad oral, en las siguientes regiones**?(Fig, 2):

1. Mucosa masticatoria. Tejido coligeno conectivo resultado de una comificacion o
queratinizacion, semejante a la epidermis de la piel por su patrén de maduracién. Comprende la encia

y el paladar, representando aproximadamente el 25% de Ia superficie total de la cavidad oral.

2. Mucosa especializada. Esta variacién puede decirse que es mixfa, ya que presenta
caracteristicas de la mucosa masticatoria y de la mucesa de recubrimiento. Se encuentra en el dorso
de 1a lengua y consta de una superficie con regiones queratinizadas y regiones no quératinizadas,

Forma parte del 13% de la superficie total.

3. Mucosa de recubrimiento. Es un epitelio escamoso estratificado; abarca las reglones
faltantes; proporeiona elasticidad y flexibilidad, por Jo que es una superficie deformable y funcional
para los movimientos de masticacion. En éste tejido no se llevan a cabo fendmenos de cornificacién,

por tante s utt epitelio no queratinizado.
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Fig. 2. Organizacion de la mucosa oral™%,

Las regiones de ia boca han sido caracterizadas segiin sus diferencias (Tabla I), entre ellas
podemnos mencionar el grosor, la polaridad v ef proceso de queratinizacion. Es por elio que en el caso
de la permeacién de firmacos resulta importante conacer la presencia o ausencia de depdsitos de
querating, ya que ésta actda como barrera para dicho fendmerto, las caracteristicas polares, las cuales

proporcionan facilidad de paso sélo para ciertas sustancias y sobre todo el grosor del tefido.

Por otra parte la boca se encuentra cubiertz por membrana mucosal (mucosa) con dos
componentes: un epitelio escamoso estratificado que es la superficie tersa (el cual consta de 4
diferentes estratos), y debajo, una capa reticular de tejido conectivo llamada /dming propria, la cual
muchas veces tiene acumulacidn de células linfoides, actia como soporte mecdnico v (en algunas
ocasiones) contiene vasos sanguineos v nervios'™. En algunas regiones, como en el paladar blanda y
en las mejillas, existe una capa profunda de tejido conectivo, denominada submucosa. La submucosa

de la cavidad oral contiene células adiposas y la porcidn secretora de fas gldndulas'™* (Fig. 3).



Tabla I, Diferencias entre las regiones de la boca™.

MUCOSA LOCALIZACION. | GROSOR (M) | QUERATINIZACION | POLARIDAD
Bucal mejilla 500-600 no sf
labios no si
Sublingual frenillo 100-200 no sf
piso de la boca no si
Gingival encia 200 si no
Palatal raiz de 1a boca 250 si T
JNH_‘W moco
-
estrato de distencidn
estrato filamentoso | epitelio
estrato suprabasal
estrato basal J
Idming basal

ldm:na propria

A

Fig. 3. La mucosa de la cavidad oral (corte transversal del tejido)”?

- fepdo conactivo
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Las diferentes regiones del epitelio oral son resultado del proceso de diferenciacion de las
células epiteliales. Generalmente se representan por procesos de queratinizacidn y no queratinizacidn.
La diferenciacion del epitelio queratinizade da lugar al estrato cérneo. Las células comificadas,
poseen una forma estructural plana y hexagonai; en el interior de estas células se condensan
filamentos de citoqueratina y alrededor se localiza una matriz lipidica, dicha capa proporciona

propiedades de resistencia a la difusividad (permeabilidad) del tejido respecto a diversas sustancias.

Las células de Ja cepa basal, son de forma grande y aplastada, conteniendo cantidades
considerables de lipidos y filamentos proteicos en el citoplasma (citogueratina). Una porcién de la

cantidad de lipidos de la célula es convertida en grénulos lamelares (capa celular espincsa).

En &l epitelio oral queratinizado, cerca de 50% del espacio intercelular estd ocupado por
desmosomas v 1a regidn interdesmosomal frecuentemente se encuentra dilatada. El epitelic no
queratinizado, se encuentra en superficies de bajo stress mecénico, tales como: piso de la boca,
mejillas, vestibulo, paladar blando y superficie veniral de la Jengua. Este epitelio carece de estrato
cérneo y estrato granuloso. Sobre 2] estrato germinativo y espinoso, se encuemran capas deformadas
de células con nicleos aplastados, los cuales son removidos facilmente. Et alto contenido de
glucdgens es una caracteristica méds de dicho epitelic’’. Los granulos lamelares en el tgiido no
queratinizado migran hacia la superficie det tejido (zona apical), aqui éstos granulos son responsables

de la formacidn de la barrera de permeabilidad de 1a superficie del estrato escamoso (Fig. 4).
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Fig. 4 Representacién celular de los estratos del epitelio no queratinizado con organelos™™,

2.2 Composicién quimica de la mucosa bucal.

Para entender fas funciones de la mucasa oral, es necesario conocer l2 composicidn quimica
de ésta. Dada la estructura de bicapa lipidica de las membranas celulares, Ja mucosa oral estd
corformada por una gran variedad de lipides y de proteinas. En la Tabla 11 se muestra ia

compesicion lipidica de la mucosa bucal de cerdo (regidn no queratinizada).



Tabla L. Lipidos contenidos en la mucosa bucal de cerdo.
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mucosa bucal porcina.

* barrera de permeacion de la mucosa bucal,

LIPIDO %(P/P)
Esfingomielina 9.6 + 0.38%
Fosfatidileolina 140 = 0.80"
Fosfatidilserina 2.6 £ 0.49%
Fosfatidilinositol 1.6 + 0.19%
Fosfatidiletanolamina 14.9 + 0.57%
Fosfolipidos totales 42773807, 3487
Sulfato de colesterol 8.8 + 0.35%; 7.8"; 0.9%
Acilceramida o' 0%
Glicosilceramida 18.4 £ 0.88%; 19.0%
Ghucosileeramida 0
Acilghicostlceramida 0¥ o™
Acilglicosilceramida 0
Glicosilceramidas totales 18.4%%; 16.5"
Ceramidas 0.9, 0.8"
Ceramidas 2-6 3.3"

Colesterol

15.1 + 0.59%: 13.6"% 16.6™

Acidos grasos

1.8 +0.11%: 1.6, 11.0%

Esteres de calesterol

6.6 +0.717%, 5.9, 3544

Triglicéridos 17.6 :0.87%; 15.7"
Hidrocarburos 1.0 0.18%
Lipidos no polares totales 23.5%
Lipidos totales 94.3%
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2.3 Semejanzas de Ia mucosa bucal humana con la de animales

de laboratorio.

La mucosa oral humana posee una drea no queratinizada, la cual es mas permeable que la
region queratinizada de la piel™. Para obtener datos correlacionables entre las experimentaciones de
permeaci6n de la mucosa bucal en animales de laboratorio con Ja permeacion que pudiese ocurrir en
la mucosa bucal humana, es necesario utilizar animales de laboratorio que posean grandes
semejanzas estructurales v de permeabilidad con la mucosa bucal humana. Asi por ejemplo, se
considerz a la mucosa oral de la rata como un tgfido muy grueso y de capa superficial
gqueratinizada®™; en el caso del hamster se tiene Ia desventaja de que el tejido mucosal estd disefiado
para almacenar comida® y posee diferencias estructurales para dicha funcién, como por ejempio el
tejido es delgado y no presenta flujo de saliva, siendo asi un sistema estitico. Por otra parte la
mucosa de recubrimiento del conejo presenta cierta semejanza al tejido humano y es ampliamente
utilizado para estudios experimentales debido a su semejanza morfolégica®, sin embargo es
dificilmente accesible v el 4rea no queratinizada es sumamente pequefia, en el epitelio oral de congio,
se ha observado un gradoe considerable de paraqueratinizacién, lo cual puede originar la poca
confiabifidad al extrapolar los resultados con la permeabifidad ded tejide oral humeno'. También se
han utilizado animales grandes de Jaboratoric para los estudios de permeacion de farmacos; dichos

44,52,53

animales como: monos'*, perros 1t

y cerdos resultan apropiados para los disefios

experimentales, no obstante, existe el inconveniente det costo y la facilidad de obtencion.
En la Tabla l1I. encontramos los datos experimentales de ja constante de permeabilidad (Kp)
y del grosor de la mucosa bucal de cuatro especies animales, incluyendo las def humano; como puede

observarse, la mucosa de éste Htima posee ciertas semejanzas con la del cerde.

Tabia 11]. Diferencizs en fa mucosa bucal de diversas especies de animales™.

ESPECIE Kp (x 107 em/min) GRGSOR (uhvi)
Humano 579 580
Cerda 634 772
Mano 1025 271
Perra 1045 126
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Considerando gue ka mucosa oral bumana es dificil de obtener, para fines de experimentacion
se ha propuesto el uso de cultivos celulares del tejido oral humano®™ ¥, no obstante, las experiencias

realizadas con tejido animal son las mas comunes.

El tgjido bucal de perro es muy semejante al humano especialmente con respecto a la
estructura y flujo sanguineo™. Los perros sabueso han sido utilizados en estudios in vivo para la
permeacion de diversos fdrmacos, entre ellos péptides,” encontrando buena correlacidn con los
resujtados en tejido humano. Igualmente el tejido bucal poreino es muy semejante al humano, en
cuarnio al grosor y permesbilidad {Tabla IV) y la ventaja que éste posee ante los demas tejidos

animales es su disponibilidad.

Tabla [V. Comparacién de grosor™ {pm) y permeabilidad® (KpX107 em/min) de diferenmes regiones

del epitelio oral y de la piel de cerdo y humana.

MUCOSA GROSOR PERMEABILIDAD
HUMANA PORCINA HUMANA PORCINA
bucal 500-600 772 579 634
sublingual 100-200 192 973 808
gingival 200 208
palatal 250 - 450 364
piet 2300 44 62

2.4 Diferencias de Ia mucosa bucal con ofras mucosas.

A pesar de que tejidos como el nasal, vaginal, gastrointestinal, etc. se agrupan bazjo el comiin
denominador de “mucosas”, éstos poseen propiedades histolégicas y funcionales particulares, los
cuales les confieren caracteristicas de permeabilidad diferentes. A continvacion se enuncian

brevemente algunas propiedades de éstas mucosas.

La superficie de la mucosa nasal humana® estd cubierta por un epitelio columnar ciliado;
entre &sie epitelio se encuentran células caliciformes, las cuales tienen la funcién de sintetizar

secreciones nasales (pH 7.4) v en su superficie contienen cientos de microvellosidades. En los
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espacios intercelulares se encueniran sustancias glucoproteicas y en la membrana basal, fibras

reticulares (paralelas y transversas) y 1ejido conectivo.

F.a mucosa rectal humana® estd constituida de epitelio, limira propria y una capa doble de
midseulo mucose. La superficie del epitefio estd formada por células columnares interrumpidas por
regiones depresivas, en las primeras se encuentran los nddulos linfoides y en las segundas, se
localizan las célules caliciformes. Su ldmina propria consta de dos capas: una capa de coldgeno sin
células y una capa de tejido conectivo, en el cual se encuentran vasos sanguineos y células
responsables del proceso de inflamacidn (macrofagos, eosindfilos y lnfocitos). El misculo muceso
contiene miociles {erses y grandes vasos sanguineos.

En cuanto a ja mucosa vagina) humana®, se sabe que es un tejido extremadzmente elastico,
formado de 5 estructuras: epitelio, 1amina propria, tinica propriz, miscuio mucoso y una capa
exterior fibrosa. Este tejido puede subdividirse en capa superficial, intermedia y basal; la primer capa
sufre confinua descamacidn y estd formada de epitelic escamoso estratificado con varios grades de
corntficacidn; Ja capz intermedia consta de 10 a 30 capas de céjulas polihédricas vy la capa basal se
forma por epitelio cuboidal o columnar. Asf mismo, 1z lamina propria det tefido vaginal es un tejido
conectivo que contiens pequefios vasos sanguineos v células responsables del proceso de inflamacidn.
La tinica propria contiene canales vasculares mds grandes y tejido eldstico. El muisculo mucoso estd
formado por una capa muscular y longitudinal de misculo y Ta capa exterior fibrosa esta constituida
por un tejido conective eldstico que proporciona soporie al drgano. El incremento de estrégencs en la
fase preovulatoria y ovulatoria causa vn incremento en la cornificacion del epitelio superficial.

Por ofra parte la mucosa gastrointestinal®

, estd compuesta de tres capas principalmente,
submucosal (tejido conective areolar) can caracteristicas eldsticas, capa muscular {musculo liso
dispuesto en dos secciones distintas) y capa serosa (peritoneo visceral) es la capa més externa. En el
estomage la capa muscular se dispone de forma longitudinal, circular ¥ oblicua y el epitelio es
columnar simple. El intestino delgado posee pliepues circulares de submucosa, los cuales pueden
exienderse dos terceras partes o mds, vellosidades y microvellosidades, su epitelic es columnar o
cuboideo simple con células caliciformes (secretoras de moco). El intestino grueso no tiene

vellosidades y si contiene muchas células caliciformes; es el tejido que produce mayor cantidad de

moco.
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De acuerdo 2 las funciones que cada tejido mucosal desempefia, presentan algunas
caracteristicas estructurales especificas; asf por ejemplo, dado que [z mucosa nasal humedece y filira
el aire respirado, presenta cilics los cuales sirven en el proceso de filtracién y retienen polvo y
microorganismos del aire; la mucosa gastrointestinal presenta microvellosidades, las cuales poseen la
funcién de absorctén de nuirientes. También podemos observar que el tejido mucosal orab tiene
MEYor grosor en comparacién com los otros tefidos mucosales. En la Tabla V se presentan las

caracteristicas de {as diferentes mucosas, as{ coma el grosor de cada uno de éstos epitelios.

Tabla V. Datos de grosor (um)® y tipos de epitelio mucosal.

MUCOSA GROSOR (:m) TIPO DE EPITELIO

oral 584.0 escamoso estratificado no

queratinizado y queratinizado

nasal 535 escamoso celumnar ciliado

pseudoestratificado con células

caliciformes
rectal 1753 columnar simple con células
caliciformes
vaginal 165.1 escamoso estratificado queratinizado
gastrointestinal [ 0 - columnar ¢ cubiodeo simple con o

sin células caliciformes

2.5 Localizacién de Ia barrera de permeacion en la mucosa

bucal.

Una definicién de lo que se conoce como basrera de permeacidn, es el impedimento o la

resistencia que se opone a [z transferencia de sustancias exdgenas a través de un tejido™,

La barrera de permeacién de Ja mucosa oral, puede dividirse en dos tipos:
1. Fisica.

2. Bioguimica 0 metabdlica,




La barrera fisica de permeacién estd en funcidn de las propiedades fisicoquimicas de la

membranz celular, especificamente de las capas individuales de la mucosa®;

a) Capa de moco, la cual posee un grosor de 600 >, lfiega a ser una barrera en la
permeacidn de firmacos per la presenciz de saliva (1 L/dia)? v mucina salivaria (glicoproteina).
b} Regién queratinizada, limita el paso de sustancias exdgenas debido a los componentes del

estrato cdrneo (Hpidos) v al grosor de éste.

¢y El epitelio, segiin Squier™® quien aplicd peroxidasa de rébano (enzima de 40 000 D, y 5-
& nm), como proteing marcadora de la densidad electrdnica, tdpica e intradermicamente, encontrd que
en la aplicacion tdpica el marcador no penetrd mds alla de la tercer capa de células; mientras que en
la aplicacién subepitelial penetrd a través del tejido conectivo, Ja membrana basal y se enconiré el
marcadar en el 75% aprox. de los espacios intercelulares del epitelio estratificado.

Harvey y Squier™, visualizaron la barrera de permeabilidad en la mejilla del Irimster con
peroxidasa de rdbano em ja superficie de las capas epiteliales®. La mucosa oral muesira que la
barrera de permeabilidad con el lantano y peroxidasa de rdbano se [ocaliza arriba del 25-30% de las
capas epiteliales™.

En la mucosa queratinizada, ¢} limite de penetracién del marcador fue fa capa granutar y
queratinizada del epitelia™,

La presencia de granulos lamelares (cuerpos de d'Odland o membrane-coating granwles) en
el epiteiio escamoso estratificado es un pre-requisito para Ja formacién de la barrera de

permezbilidad.

d) Lémina basal, primordialmente el impedimento al paso de sustancias se debe ai grosor del
estrato (I pm)™; sin embargo dste obstéculo poses baja resistencia ante: proteinas, endotoxinas,

complejos inmunes y farmacos como clorhexidina y agentes B-blogueadores.

e} Lamina propriz, por ¢l contenido de coldgeno y fibras eldsticas, &sta estructura es

considerada permeable 2 moléculas grandes y componentes hidrofilicos.



La barrera de permeacidn metabdlica se enfoca principalmente en la presencia de protefnas y
carbohidratos en las estructuras de la mucosa bucal, tales como: enzimas (a-amilasa), ptyalina,
glucdégeno y almiddn (con pocos residuos de sacdridos) y en la saliva®™ tiocianato, inmunoglobutinas

(proteinas) v bacterias,

Otra barrera de permeacion bioguimica de la mucosa oral, ¢s la presencia de complejos
inmunes encontrados en b epitelio. Recientemente se ha propuesto que la regién basal del epitelio
bucal porcino puede representar un sitic de basrera para sustancias pequefias como agentes f-

bloqueadores™.

2.6 Formacién de la barrera de permeacién en la mucosa

bucal.

Las células de la mucosa ai salir de la capa basal e iniciar su diferenciacion tienden a
acumular [ipidos y proteinas en ef citoplasma. Una proporcidn de esos lipidos acumulados es
empaquetada en pequefios organelos esféricos de aproximadamente 0.2 um de didmetro,” conocides
como granulos tamelares, 7 los cuales probablemente son formados en ! complejo de Golgi; éstos
organelos dan la apariencia espinosa 2 la capa celular siguiente. Mediante microscopia electrénica se
ha vistc que los grdnulos se encuentran organizades en forma de pilas y discos de densidad

electrénica amorfa. Se cree que cada uno de éstos discos representa & un liposoma aplastado.

En el proceso de diferenciacion de éste tejido no queratinizado, los gramilos lamelares migran
a la parte profunda de la capa superficial, aqui la membrana granular se fusiona con la membrana
celular, convirtiéndose en parte de ésta Gltima y ef contenido de los grinulos es depositado en el
espacio intercelular. El contenido lipidico descargado estd canstituide principalmente de fosfolipidos,

colesterol, &cidos grasos, €steres de colesterol, ceramidas y ésteres de glucolipidos™.

Finalmente se ha mencionade que la diferenciacién celular en tejidos no queratinizados
involuera cambios drasticos en la forma, contenido y composicion lipidica (Fig. 4); y que esto induce

a encontrar la barrera de permeabilidad a un cuarto o un tercio de la superficie del tejido.”



3. PROMOTORES DE ABSORCION

3.1 Definicién de promotor de absorcidn.

Un promotor de absorcidn o permeacion es aquella sustancia que provoca cierto incremento
en la permeacién membranal de una sustancia.® Un importante punto es la consideracion de que

estas susiancias deben disminuit de manera reversible la barrera de permeabilidad.

La efectividad de las sustancias promotoras depende tanto de sus propiedades fisicoquimicas
como de las del farmaco, del sitio de administracion (grosor de la membrana, morfologia celular,
actividad epzimatica, composicién lipidica y proteinica, factores estructurales y funcionales), de la

naturaleza del vehiculo en el que se administre e] firmaco-promotor, ete.

Se comsidera que un promotor de absorcidn, debe poseer caracteristicas ideales, tales

coro™?:
* Na téxico. . * No frritante.
* No provocar alergias. | * De accibn rdpida y reversible.

* Compatible con los componentes de 1a formulacién.  * Tener absorcion sistémica nula,
* Farmacolégicamente inerte * Quimicamente estable e inerte,

* Inoloro e incoloro.

3.2. Mecanismos de accién de los promotores de absorcién.

Existen cinco mecanismos de accién de {os promotores de permeacion®:

1. Cambio reoldgico del moce. Diferentes reportes indican un decremento en ¢l pasaje inicial

de agna hacia el epitelio hucal, debide a la presencia de saliva.
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2. Incremento de la fluidizacién de la bicapa lipidica de la membrana. Como el pasc
intercelular es la ruta mas probable para Ja absorcion de farmacos, la disrupcidn de los lipidos
intercelulares proveca un incremento en la permeabilidad. Este aumento en la fluidez de los lipidos se

asocta frecuentemente 2 una disminucion de su temperatura de transicidn vitrea (Tu).

3. Alteracion de los componentes involucrados en [a formacion de enlaces intercelulares, Esto
es particularmente importante en el caso de la mucosa intestinal en donde las uniones “tight”
constituyen Ja barrera de permeacidn. La mucosa oral no tiene éste tipo de conexiones, sin embargo.
los desmosomas ocupan un alto percentaje del espacio intercelular, por lo que la disrupeidn de éstas

estructoras pedria aumentar la permeabitidad.

4. Inhibicidn de la barrera enzimdtica. En ésta categoria estdn representados principalmente
los promotores que actlian como inhibidores proteolitices parz las endo y exo-peptidasas, esto hace

posible que el firmaco penetre debido 2 una actividad proteolitica deficiente.

5. Incremento de la actividad termedinimica del firmaco, la cual puede ser afectada por la
composicién del vehiculo en el que se encuentra f firmaco ¥ también por la formacion de un par jon

entre el promoter y el firmaco.

Ademds de fos mecanismos de accidén de-les agentes promotores, resuita importante
meneionar las posibles rutas de acceso celular de las sustancias exégenas (Fig. 5). En la literatura se

mencicnan dos:

1. La ruta intercelular, es ¢l camino que siguen las sustancias exdgenas entre las céulas.

2. La ruta transcelular es el camino a través de las célutas de la mucosa.

—_PpC_ OIC OC
A O C DiC o

)@( L)(_JL)

Transcelular Intercelutar

I-...-

Fig. 3. Rutas de penetracidn de sustancias exdgenas’.



3.3 Clasificacién de los promotores de absorcién.

Los principales grupos de promotores de permeacién se han clasificado de acuerdo a su

polaridad®y a su naturaleza quimica®?, 1a Tabla VI muestra a clasificacion por grado de polaridad.

Tabla V1. Clasificacién de los promotores de abscreién de acuerdo a su polaridad®.

POLARIDAD EJEMPLOS DE PROMOTORES DE
ABSORCION
No polar Azonz', 4cido oléico.
Baja polaridad Dimetilsulféxido, dimetilformarnida, pirrolidonas.

Polaridad media

Decilmetiisuifoxido.

Alta polaridad

Propilenglicol.

Por ctra parte, !a clasificacion de los promotores de absorcion de acuerdo 2 su naturaleza

quimica se presenta en la Tabla Vil

Tabla Vil. Clasificacidn de los promotores de absereidn de acuerdo 2 su naturaleza quimica

2025

NAT. QUIMICA EJEMPLOS DE PROMOTORES DE
ABSORCION

Solventes Agua, aleoholes, alquilmetilsulféxidos, pirroli-
donas, Azonam, propilengficol.

Surfactantes Sales biliares, 4cidos grasos, alquilsulfatos
{aniénicos), cetilmetil bromurc de amonic
{catidnicos), poliserbatos (no ibnicos).

Oiros Urea, terpenos v aceites esenciales, N,N-dimetil-
m-toluamida, ciclodextrinas.
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3.4, Promotores de absoreién utilizados en el estudio.

3.4.1 Azona® (laurocapram).

El laurocapram o también nombrado como 1- dodecilhexahidro-2H-azepin-2-ona, I-
dedecilazacicloheptan-2-ona o N-dodecil-g-caprolactam es un Houido incolore derivado del
caprolactam, de pe. 160° y p.f. -7° y densidad de 0.91. Es insoluble en agua y muy soluble en
solventes orginices™,

Esta sustanciz fue desarroliada especificamente aumemar la permeabilidad de la piel y con
ello iz absorcion de firmacos. Su mecanismo de accién no estd ligado a la reduccion de Ja resistencia
eléctrica del tejido, sino a Ja formacidn de regiones fluidas, debido a la insercién de moiéculas de

@ ;. . @ . .
Azona en los Hpidos interceluleres. Se ha propuesio que la Azona se inserta entre dos moléeulas de

lipidos, formando puentes de hidrgeno con una de las moléeunlas y dejando la otra libre, lo cnal da
origen 2 una regidn fluida que favorece el paso de farmacos. Estudios de microscopia electrénica de
barrido demuestran un aumento en la fiuidez de las células y un incrementc en los espacios

intercelulares del estrato corneo ceando el tejido es tratado con éste compuesto.

.. - . ® -
Con respecto a su ioxicidad, se menciona que derivados de la Azona  producen dafio a

cultivos de células epileliales humanas cuando su molécula posee cadenas de 2 a 8 carbonos v que al
aumentar su tamafic ([4 carbonos} decrece su toxicidad. En fa figura 6 observamos la estructura

molecular de ésta sustancia, en su forma tineal y plegada.

2}&@

¢®

2o to2pte®ols
e e® 0% o®-

Fig. 6. Estructura mclecular de la Azona®,



20

3.4.2 Dermac SR-38 (4-deciloxazolidin-2-ona)

El presente trabaje pretende comparar el efecto de promocion de absorcion de un agente

- @ . . . n e
conacido, como lo es la Azona con un agente promotor nuevo, sintetizado por Pharmetrix Division

de TCPI, por lo cual, a continuacidn se describen las propiedades fisicoquimicas™ y funcionales de

ésta molécula:

Dermac SR-38 es un cristal sélido inoloro y blanco, con p.f. de 32-33°C, de propiedades
emolientes sobre ia piel, altamente estable en solucidn, muy soluble en vehiculos lipefilicos {aceite
minerzl, aceite de maiz, de algoddn, aceite sésamo, ésteres de 4cidos grasos, entre otros),
moderadamente soluble en vehiculos polares (polietilenglicel 400, etanol, etilacetato, acetona y
ghcoles) pere insoluble en agea; reduce la fensidn superficial del agua y facilita el mojado y
extension de formulaciones de base acuosa sobre la piel, es compatible con aceites esenciales
(terpenos y fragancias) Posee un valor de la escala de HLB de 10, lo que ofrece gran ventaja en su
utilizacién para preparar emulsiones ofw. Sit estrietura es semejante a algunos surfactantes no

idnicos, consta de una cabeza polar pentaciclica y una cadena alquil lipofilica de 10 carbonos (fig. 7).

Dermac SR-38 restablece las propiedades de Ja barrera de permeacidn de [z piel, despuds de
que en la piel se sufrid 1a remocion de los lipidos por uso de detergentes, agentes limpiadores o por
abrasidn mecdnica; éstos atributos favorecen el uso de SR-38 en productos para el cuidado de la plel,
como un promotor de las propiedades de rejuvenecimiento. Ceando es formulado con perfurnes, SR-

38 puede promover la absorcién local en 1a piel.

Dermac SR-38 tiene un gran PM y mayor lipofilicidad comparado con muchos de los
promotores de tipo solvente (etanal, propilenglicol) v es menos efectiva su absorcidn hacia las capas

profundas de la piel.



21

b
i

Fig. 7. Estructura molecular del SR-38.

3.4.3 Propilenglicoﬁ.

Debido 2 que el propilenglicol es ampliamente utilizado en la Industria Farmacéutica y
Cosmética, principalmente en formulaciones dermatolégicas, se han examinado las interacciones de
£sta sustancia con piel v tejido epitehal mediante DSC y & estudios de permeacion. Se ha enconirado
que &l propilenglicel es un agente promotor de absorcidn y puede actuar sinergizando la accion si se

B - aQ . . 31
aplica conjuntamente con ctros promoteres (Azona  y dcido oléico) 5,

Cuando es aplicado individualmente hidrata completamente el tejido, 1o cual no incrementa la
penetracién de firmacos per ésta accidn, sin embargo podemos recordar que cantidades excesivas de
agua presenian funciones de promocién de perrneacion. Si se usa propilenglicol combinade con otre

® . . .. e
agente promotor (Azona ), el propilenglicel entra en el tejido y promueve la difusién intercelular del
firmaco, més que el agua. Similarmente al aumentar el poder de solventes polares, el propilenglicol
actlia como agente de penetracién, promoviendo fa particién del farmaco en el interior del tejido

epitelial, provocande aitos flujos.

En la fig. & se representan las estructuras de Jos lipidos de 1a membrana celular. En el primer

caso cuando se hidrata el tejido, en donde el empaquetamicnte de lipidos se pierde y permite la
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insercidn de cabezas potares en los puentes de hidratacion v en el segundo caso, cuando se trata con

cadenas.

un agente promotor: Azonaw; ia cnal se inserta entre los lipidos previniendo la cristalizacién de las
] ll[%m

HEBT
L == |}
IR T

TENDO HIDRATADSG

A58
SIS N7
U&lﬂw AR,

TE-ﬂDD TRATADDO CON AZONA

Fig. 8 Estructuras Iipidicas de ]Ja membrana celular en el tratamiento con agua y Azona °,

S 7
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4. FENOMENO DE PERMEACION.

Debido a que en las cienclas farmacéuticas la difusién libre o transporte pasivo a través de
sélidos, liquidos y membranas representa wn proceso de considerable importancia, es necesario
estudiar este fenémeno para conocer su comportamiento y las condiciones que lo afectan; por tanto

en esta tesis los fendmenos arriba citados resultan ser la parte medular del trabajo.

La difusidn se define como un proceso en ¢l que se realiza la transferencia de masa de
moléculas individuales de cierta sustancia, dada por movimientos moleculares aleatorios y se asocia a
un gradiente de concentracién™. Por otra parte la permeacion es a capacidad de penetracién de
moléculas individnales a través de cuerpos solides (barreras bioldgicas o artificiales, lignidos o

séfidos).

El pasaje de materia a través de un cuerpo, se lleva a cabo por simple difusidn molecular y/o
medizante el paso de ésta a través de poros y canales™%, Para el primer caso, ha de cumplirse eon
una premisa, 12 cual menciona que la molécula a permear debe estar disuelta en la barrera
(membrana, liquido o sélido). El segundo caso puede involucrar el pasaje de la sustancia por la
afinidad de ésta con el solvente y es mfluenciado por los tamaifios tanto de las molécuias, como de los

poros™.
4.1 Primera ley de Fick.

El fendmene de difusidn se explica mateméaticamente por ia primera y segunda ley de

Fick™4™% En este caso, el flujo de farmaco (I} a través de una membrana ésta definido como:

= _dM
S+t ec. |
en dande: dM, es 1a cantidad de materia permeada (g);

S, es el drea empiezda de la membrana de difusion (erm®);
4, es el tiempo (seg)

v J, es & flujo de permencion (2 / om’ * seg).
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el flujo de la sustancia de acuerdo a la primera ley de Fick en un estado estacionario
{monodimensional) es proporcional &l coeficiente de difusion y al gradiente de concentracién en lz

direccién de menor concentracion:

I=-D dC
dx ec, 2

donde: D, es el coeficiente de difusidn (cm® / seg),
C, es la concentracion (g / cm®)
%, 5 la distancia del movimiento perpendicular a la superficie de la membrana (cm)
dC/dx, representa Ja velocidad de cambio de concentracidn, con respecio a una distancia X en

ia membrana

El coeficiente de difusidn D, se ve afectado por los factores de temperatura, presién,
propiedades del salvente, naturaleza quimica y concentracién de la sustancia a permear; sin embargo
ésta denominacion como coeficiente se ha modificado a constante, para el disefio de sistemas

farmacéuticos; siempre v cuando se maneje éste término a condieiones constantes™™,

51 consideramos S, como el 4rea y k al grosor de fa membrana, y a la conceniracion en [a
membrana del lada danador (C) v a la concentracidn en la membrana del receptor (C,), podemos

escribir ta primer ley de Fick, como:

J=_dM = D*(C,-Cp)
S * dt h e. 3

en donde {C,-C,)h se aproxima a ¢C/dx en el momento en el que la difusién en fa membrana llega al
equilibrio. Las condiciones para ilegar a la ec. 3 son que: el gradiente (C;-Cy)/h dentro def
dispositivo, debe asumirse como constante para un estado cuasi-estacionario; la cantidad de farmaco
en ¢l compartimento donador es muche mayor a la sclubilidad del farmaco; el compartimento
Teceptor se mantiene en condiciones sink; el coeficiente de difusidn se mantiene constante ¥ no existe

interaccion entre el fairmaco y la membrana. La ecuacién 3, presume que el limite de capas acuosas
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(supuestamente denominadas estaticas o sin agitacién) en ambos lados de la membrana no afecta

significativamente el proceso total de transporte.

Si las concentraciones C, ¥ C; no se conocen, pueden reemplazarse por el coeficiente de

particién multiplicado por [a concentracién del compartimento donader Cy 0 del receptor Cy, y por

tanto, el coeficiente de particidn (K, se calcula, como:

entenees:

dM = DSK {Cy - Cr)
dt h

¥ si las condiciones sink se mantienen en el compartimento receptor Cr = {

QM = DSKC;{ = PSCd
de h

donde finalmente P es el coeficiente de permeabilidad,

P = DK (cmvseg)
h

en os casos en los que 1o es posible caleular D, K o b, se puede obtener P .

ec. 5

ec. 6

El fiujo de las sustancias a través de una membrana resulta ser un modelo muy empleado

para el estidio de los procesos de difusidn, para ello se emplean celdas, denominadas celdas de

difusion {Fig. 9). En elias, se coloca la solucion de la sustancia @ permear en ¢l compartimento

donador v el solvente puro en el receptor; generalmente en éste Glume compartimento se resmpiaza

constantemente el total del volumen de solvente, esto con la finalidad de mantenerse en condiciones

sink, al asegurar bajas concentraciones en ¢l compartimento.
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Salida de flujo

Cempartimenio
receptar

Compartimenfo
donados

Fig. 9. Celda de difusién®.

4.2 Dispositivos de permeacién mucosal.

En la literatura se han reportade diversos trabajos experimenizles, los cuales que se han
empleado para ditucidar la abscrcién de firmacos a través de la cavidad oral, en estos se emplean
dispositives denominados celdas bucales de perfusién®®P“\% 5% (Fig  10) y celdas de
difusign®! MBI N3G Bl srimer sistema permite conocer la absercion del farrmaco dentro
de fa cavidad oral y 12 aparicién de éste en ¢l plasma, este dipositivo es utilizado en estudios in vive y
consta de solo un compartimento {cdmara de perfusidn), soportado por una estruciura flexibie de
silicén y adherida al tejido mediante ciancacrilato (sustancia bicadhesiva). El segundo sistema: una
celda de difusién es otro dispositivo utilizade en evaluaciones in virro del comportamiento de
permeabilidad de tejidos bioldgicos y membranas sintéticas; ésta se caracteriza generalmente, por
poseer dos compartimentos {compartimento donador y recepter) en el primero se deposita el prineipio
activo 0 a sustancia en estudio y ¢n el segundo e] medio en el que se pretenda recolectar la fraccién

de la sustancia difundida a través de la membrana colocada entre €stos compartimentos.

Estructura Rexible da sillcén 1 n Selfo de clanoaerilato

P

Cimara
de
perfusion

W ' M:xc;s;ltj;!“'l J‘ fZ ;/ ////// |

Fie. 10 Celda de perfusidn utitizada en estudios in vive sobre mucosa bucal®.
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Una celda de difusién de construcci6n simple, es reportada por Aguiar y Weines™ (Fig. 11),
en la cuzl se facilita la limpicza v visibilidad al interior de ésta, debido a que estd hecha de vidrio o
plastico. También estd acondicionada para controlar la temperatura y recoleccidn automética de

muestras por varias horas.

Sol'n fresca
= [ ITmbmin)

Fig. 11 Celda de difusion de Aguiar y Weiner™,

Biber y Rhodes™ construyeron una cetda de difusion de res compartimentos con vidrio plexi
(Plexigias); la que usaron en experiencias con membranas biolégicas y sintéticas. El firmaco difunde
de los compartimentos donadores a un compartimento receptor central. Los resultados fueron
reproducibles ¥ comparados favorablemente con otros estudios. La razén del disefio de los tres
compartimentos se basa en la posibilidad de disponer de una gran superficie de exposicion y mejorar

ia sensibilidad analitica.

Wurster v col.” disefiaron una celda de permeabilidad para el estudio de difusién de gases,
lignidos y geles a travds del estrato cdrmeo (Fig. 12). En las experiencias de estos estudios se
maentenia una temperalura conslante y las muestras permeadas se recogian a tiempos defimidos, para

analizartos posteriormente.

Tapan de vidrico >

Camare de vidrico

Marmbrmans

- -
H
H

amdduad

collnff;l- mbuminio

Fig. 12 Celda de difusién de Wurster y col.”,
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Owos tipos de celdas de difusidn que se han presentado en diferentes estudios, son las
construidas en forma horizontal*#* %% (Fig, 13) y vertical™ (Fig. 14), éstas se usan en estudios de

dindmica de permeabilidad de pequeiios fragmentos de tejido™ animal aislade.

Orificio de muestreo Orificio de muestreo

|
7 «

P
Ajustador hermético F:dl

Agitadores magnéticos

Fig. 13 Celda de difusidn horizontal®.

Tubo de muestreo

Compartimento donador

4

Tejido — i E:

Compartimento receptor

Y

@_ Aglitador magnético

Fig. 14 Celda de difusion vertical®.
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CAPITULO IL HIPOTESIS Y OBJETIVOS

“E1 aplicar agentes promotores de absorcién sobre tejido mucosal oral no queratinizado,
permmitird la disminucion de la barrera de permeabilidad de dicha membrana, lo gue

provocara un zumento en la velocidad de permeacion de los principios activos utilizados™.

<% Caracterizar el comportamiento de permeacion de tres férmacos con diferente
lipofilia a través de mucosa oral de cerdo, usando dos diferentes agentes promotores de

absorcién (Azona® y Dermac SR-38™).

< Determinar e} efecto de éstos promotores sobre el flyjo de los firmacos,

v¢ Comparar el flujo de los farmacos, de acuerdo a la aplicacidn de los agentes

promotores.



CAPITULO IIL PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIALES.

1.1 Material.

* Tejido mucosel oral poreino. * Barras magnéticas.
* Estuche de diseccién. * Pipetas pasteur
* Celdas de difusion tipo Franz. * Celdas espectrofotométricas.

* Material de vidrio en general.

1.2 Reactivos.
* Cloruro de sodio. (3.T. Baker)
* Fosfato de sodio dibésico, (J.T. Baker)
* Fosfato de potasic monobésico. {J.T. Baker}
* Brij 68. (ICI Speciality Chemical)
* Propilenglicol. {Spectrum Chemical Mfg)
* Cafeina. {Sigma)
* Tbuprefeno. (Helm de México 8.AL)
* 5-Fluorcuracito. (Sigma)
* Azona. (Whitby Research, Inc Richmond U.5.A.)
* 4.deciloxazolidin-2-ona (Pharmetrix Div. of TCPI}
* Etanol. (30% Spectrum Chemical Mfg Corp.)
* SSF (Abbott)

1.3 Equipo.
* Espectrofotdmetro Mod. CARY. * Electrodoe de pH Pasco scientific 08-92
* Potencidmetro PASCO scientific. * Tarjeta CI-5507 series 6500 pH probe

* Placa de agitacidn de 15 plazas. *Termostato.
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2. METODOLOGIA.

2.1 Curvas de calibracion.

Se realizaron 2 sistemas diferentes para las curvas de calibracién. Cada punto de las curvas
se realizé por triplicado. Los primeros se prepararen con solucién amortiguadora de fosfatos como
soiventea los principios activos. Bl otro sistema utilizade como solvente de los principios actives, fue
Ia solucion amertiguadora de fosfatos con componentes celulares de la mucosa oral porcina. Fsta se
elaboré adicicnando 2 la solucion amortiguadora una mucosa bucal de cerdo completa por cada 2 L
de solucién. Después de 24 horas de contacto con agitacién constante, la solucidn se centrifugd y

filtré.

2.2 Pruebas de solubilidad.

Para determinar experimentalmente la solubilidad de los principios actives en la solucién
amortiguadora de fosfatos (selucidn receptora) y en el propilenglicol (vehiculo donador), se saturd un
volumen conocido de &tos solventes con los principios activos. Después de mantener éstas soluciones
a 37°C y agitacion constante, durante 24 b, se analizaron especirofotométricamente. leyendo a las
longitudes de onda de méxima absorcion correspondientes a cada principio activo. Cada experiencia

se realizé por triplicado

2.3 Permeaciones.

La mucosa buca} fue obtenida del cerdo inmediatamente después del sacrificio. El tejido
muscular v conective se elimind y la mucosa se conservd en solucidn saling fisiologice;
posteriormente, se coloc ef tejido mucosal en las celdas verticales de difusién tipe Franz (Fig. 14),
exponiendo un drea del tejido de 0.6876 % 0.0006 cm’ el cual se hidraté con solucién amortiguadora
de fosfatos de pH 7.4 por 30 minutos. Posteriormente se cambiaron las soluciones donadora y
receptora por uma solucién sobresaturada de principio active en propilenglicol y por solucidn
amortiguadora de fosfatos {pH 7.4), respectivamente. Finalmente se procedio a realizar las cinéticas
de permeacidn por 24 horas muestreando a las 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 24 horas, manteniendo una
temperatura de 37°C y agitacién constante. Las experiencias se realizaron por sextuplicado. La

concentracién del firmaco permeado se determing por espectrofotometria UV.
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En el caso de las experiencias con agentes promotores de absorcion, después de hidratar el
tejido, éste se tratd durante una hora con 100 uL de una solucidn 0.4 M del agente promotor;
transcurrido el tiempo se removié Iz solucién con una gasa y se colocd la suspension del firmaco,

iniciando la cinética de permeacién.

Al final de la permeacién, se enjuagé 3 veces ¢l compartimento donador con 2 ml. de etanol
al 90% cada ocasién; por otra parte se extrajo el principio activo retenido en el tejido mucosal,
expeniéndole a un velumen de 4 il de etancl al $0% por 24 h. para posteriormente leer
espectrofotométricamente & la longitud de onda de méxima absorcién correspondiente a cada

principio activo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

1. Curvas de calibracion.

1.1 Cafeina

25 T
2=
;
15 4 ¥= 00185 + D 0452
o i y = -0 0668 * 4 9523
z
-
".
0.8 + f~—So'namert,
[ Sol'n clcomp. memb,
[
g -
Q 1a 29 30 L1 5Q
Conc. (pgiml)
1

Fig. 15 Curvas de calibracién de Cafeina.

La Fig. }5 muestra a5 curvas de calibracion preparadas con sol’n amortiguadora y con
solucién con componentes membranales. La primera posee un r’= 09991 y C.V.= 2.5820% v la
curva preparada con sol'n con componentes de membrana, r’= (.9967 y C.V.= 8.5961%. El anjlisis
estadistico mostré que no hay diferencia significativa entre Jas pendientes de ambas curvas y ambas

curvas pasan la prueba del intercepto {arexo a2).

1.2 Ybuprofeno
b
25 !
|
z - e - I
15+ y=00612+ 004520 o
L. -
2 i ,,-—"’/yx-oozunams«
| e
11 L |
; //
05 1 :
i - + Sob'n amort.
‘: . S¢l'n cicomp. memb.
o - + "
o 10 20 Y] 40 50
Ceonc, {pgimL)

Fig, 16 Curvas de calibracion de Ibuprofeno.
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En cuanto a la curva de calibracién de Fouprefeno con sol'n amortiguadora tiene un valor =
0.9995 y C.V.= 2.5965% y la curva con sol'n con componentes de membrana poses un ’=0.9974 y
C.V.= 9.8065%. No se encontré diferencia significativa entre las pendientes de ambas curvas y

ambas curvas pasan la prueba del intercepto (anexo a2).

1.3. 5-Fluororuracilo

i72.5 v[
21 -
t e
1.5 % yo oo e b taSIx
" -
i L =T y=00I54 + DOAYIX
R s
i . -
13 Lo
0.5 + -
i - + Sol'n amort.
e Snl‘ndccrnp,mnmh._‘l
B Az
1] 1 20 k1 4 50
9 Conc. (pg/mL} 0 J

Fig. 17 Curvas de calibracién de S-fluorouracilo.
Finalmente la curva de soln amortiguadora de 5-Fluorouracilo estd caracterizada por un
valor de r’= 0.9998 y C.V.= 1.9301% y la curva con componentes de membrang, r=0.9982 y
C.V.= B.6963%. De acuedo al andlisis estadistico de las curvas no se encontrd diferencia

significativa entre las pendientes de éstas y ambas curvas pasan la prueba del intercepto {anexo a2).

2. Pruehas de solubilidad.

De acuerdo 2 los resultados obtenidos en la prueba de solubilidad se reporta lo siguiente:

Tabla VII. Datos de solubilidad {mg/mL) experimental de los principios activos wtilizados.

PRINC. ACVO. PROPILENGLICOL SOL'N AMORTIGUADORA
{mg/mL) (mg/mL)
Cafeina 17.0795 % 2.1410 23,9897+ 0.7229
Ihuprofeno 260.0015 % 2.379% 1.3196 £ 0.0062
5-Fluorouracilo 206342 * 0.8977 13.5163 £ 0.0321




3%

3. Permeaciones.

Las velocidades de permeacién de cada principio activo se calcularon con la siguiente formula:
I= (AQ/At)/ S

donde AQ/At = cantidad de soluto transferida por unidad de tiempo y S = superficie de exposicién.

Tabla IX. Velocidades de permeacién (J = pg / h * cm?)

PRINC. ACVQ., SIN PROMOTOR | DERMAC SR-38 AZONAT
Cafeina 104.8292 £ 40.6138 | 180.6511 = 344425 | 381.6232 % 44.2805
Tbuprofeno 132.1998 % 18.8518 | 37.4740 & 15271 | 147.0032 % 67.906!
5 Fnorouracilo 128.8098 * 6.1927 | 56.7716 £ 8.909 | 249.5667 * 28.6453

En las sipuientes tres figuras (fiz. 18, 19 v 20) se comparan las cinéticas de permeacién de

cada vno de los firmacos empleados, sin prornotor y con los dos promotores propuestos.
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Fig. 18 Cinética de permeacion de la Cafeina.
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Fig. 19 Cinética de permeacion del Ibuprofenc.
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Fig 20 Cinética de permeacion del 5-Fluorouracilo,

En ¢l tratamiento de la mucosa con solucién etandlica al final de la permeacion permitio

determinar la cantidad de firmaco acumulada en éste tejido, como lo muestra la Fig. 21.

O Sin promotor
o SR-38
DAzona

Cantidad retenida {ug)
[-13
E=
]

Caf ib 5-Fu

Fig. 21 Cantidad de farmaco retenido en la mucosa oral de cerdo.
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Por altimo se caleularon los factores de promocidn de acuerdo a la siguiente férmuta:

EF=Jpl'Jsp

donde: ¥, = velocidad de permeacidn del principio activo utilizando un agente promotor y

Jsp= velocidad de permeacidn del principio active sin uso de dicho agente.

Tabla X. Factores de promocion.

PROMOTOR CAFEINA IBUPROFENO 5-FLUOROURACILO
Azona 2.0209 % 0.4821 1.1310 * 0.5468 1.9411 % 0.2415
Dermac SR-38 0.9567 & 0.2703 0.2883 % 0.0427 0.4416 £ 0.0679




CAPITULO V. ANALISIS DE RESULTADOS

De scuerdo a los resultados obtenidos la velocidad de permeacion de los tres principios
activos sin uso de agente promotor, sigue el siguiente orden: Jeyr > Jp 2 Jopg sto implica que se
absorbe con mayor velocidad el farmaco de lipofilia intermedia (Cafeina). El fenémeno encontrado,
puede deberse muy probablemente, a que el firmaco mds lipofilice (Ibuprofeno) posee una gran
afinidad por los componentes lipidicos de la membrana mucesal; y a que el principio activo mis
hidrofilico (5-Fluorouracilo) por Ia parte polar de las proteinas membranales; ésto se corrobora al
observar la cantidad de Ibuprofenc depositada en la mucosa (722.7257 mg), misma que indica una
mayor retencién de éste firmaco; de forma contraria se comportd Ja Cafeina, la cual presentd un

difusion rapida sin depositarse en el tejido.

La accién de la Azona® como agente promotoer ha sido asociada, por un lado, a la

fluidizacion de lipidos de la bicapa y por otro lado a a formacién de espacios interceiulares. Los
resuitados muestran un aumento en el flujo de los tres firmacos tratados en dste estudio, que

3, 37,67 confirman Ja capacidad de promocién de dicha

comparadoes con otros trabajos experimentales
molécula para cualquier tipo de firmaco, independientemente de su grado de lipofilia, Sin embargo,
con el uso del nuevo agente de absorcién {Dermac SR-38™) se observa un efecto totalmente opuesto
al propuesto en estudios anteriores®™™: las velocidades de permeacidn se ven disminuidas en
comparacién con las einéticas en las que no se utilizd agente; ésto podria sugerir una actividad
retardadora por parte del Dermac SR-38>. Una observacién importante fue que con el Dermac SR-
38> Ja velocidad de permeacidn de ta Cafeina, no disminuy6 significativamente en comparacion con
la cingtica del firmaco sin agente promotor; no asi con los otros dos principios activos (Ibuprofeno y
5-Fluorouraciio) en donde Ja promocién de la difusividad y la cantidad retenida disminuyd
notoriamente. Por otra parte, se encontraron diferencias significativas entre la cantidad de Cafeina
retenida en la mucosa sin v con promotor, encontrando una mayor retencidn con el uso de Dermac

SR-38™; probablemente ésto sea debido a la paturaleza dipolar det Dermac SR-38™ la cual captura

al firmaco por su caracter nucleofilico.
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Son varios los factores que determinan el mecanismo de accién de un promotor. Diversos
autores 10 IIBMADE ban empleado 1éenicas como la DSC, FTIR, vy rayos-X, entre otras, para
tratar de esclarecer su interaccion con los componentes membranales y por tanto su efecto en ja
barrera de permeabifidad. Hadgraft et al®™® propone analizar la distribucion de carga de las
moléculas moduladoras, ya que ésta propiedad puede condicionar st accién como promotoras o
retardadoras. Es por ello, que en éste trabajo, se realizaron modelajes moleculares con Unichem 4.1
Oxford Molecular Inc. y Spartan 5.0 Wavefunction, Inc., de los cuales se obtuvo: la superficie
clectrostatica (Fig. 22), la distancia del anillo de la molécula del agente promotar, asi como el gasto
energético del movimiento de éstas moléculas entre el anillo y la cadena alquilica (Tabla X1). El
anaiisis de la distribucién de cargas en los anillos, arrojé résultados muy interesantes, acordes a lo

® . ;
encontrado por Hadgraft et 21, mostrando que la Azona posee upa carga positiva uniforme,

mientras que €l Dermac SR-38™ presenta una distribucion de carga dipolar; en el easo de la Azona
su tendencia es la de repeler molécuias lipidicas membrauales, permitiendo asi, la formacidn de
canales intercelulares, y favorectendo consecuentemente, el paso de los farmacos; por otra parte et
Dermac SR-38™ tiende & atraer moléculas bipidicas y por tanto dificulta el paso de los farmacos,
debido al empaquetamiento enire ¢l agente v Jos lipidos intercelvlares, lo cual aparentemente

incrementa el orden de la bicapa,

En cuanto ai movimiento libre de las moléculas, se observa que el gasto energético molecular
€5 minime, por tanto se asegura la formacién de un “pero” en el momento en que Ja molécula se
encuentre en su forma plegada y que la cadena alquilica se haya insertado en los lipidos membranales
del tejido, promoviendo la competicion por formar puentes de hidrégeno. El tamafio del “poro™ se

: . ®
calcula con la distancia de la cabeza polar del agente promotor, en el caso de la Azona  es mayor que

¢l Dermac SR-38~,

Tabla X1, Datos de las estructuras de los promotores.
AHg= calor de formacién y p=momento dipolar

PROMOTOR | OBSERVACIONES | AH; (Keal/mo}) | p (Debye) | DIST. DEL ANILLG {4)

Azona lineal -128.5831 3.5623 3.9839
Azona plegada -128.3008 3.5195 6.1356
SR-38 lineal -142.6380 5.5193 4.1102

SR-38 plegada -140.1346 5.1619 5.5156
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®
Fig. 22, Superficie del potencial electrostatico de la Azona  (izquierda) y del 4-deciloxazohdin-2-ona

Dermac SR-38™ (derecha).
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@
Hadgrafi et al®. propone la disposicidn de la Azona  en la membrana celular de manera

intercalada con los Yipidos, y formando puentes de hidrdgeno entre las cabezas polares del promotor

®
con los grupos polares de los componentes de membrana. En el caso de la Azona  argurmenta la

formacion de puentes de hidrdgeno del grupo cetona de ésta con los hidroxilos de Ja ceramids;

®
permitiendo el paso del firmace por el otro lado del anillo de la Azona , en donde no existe

formacitn de puentes de hidrogero.

- - +x 1 @
Finalmente podemos mencionar que 1a permeacion de Cafeina con Azona  presentd a las 3

horas de injciada la cinética, Ja difusion de firmaco maxima, encontrando posteriormente valores
minimos de perreacion, los cuales no incrementaron significativamente Ta Q; por ello que el valor de
flujo se calould con la pendiente de Ja curva hosta ef punto de las 3 horas, ésto no afectd en algo la

promoecidn de fa Azona®, incrementando fa permeabilidad en un 100%, parz éste lapso de tiempo, en

comparacion con el control.

- . ® . . .
La experiencia de 5-Fluorouracilo con Azona  mostré resultados semejantes a los obtenidos

por Araki et al. 1992, observindose un incremento de 100% aproximadamente, mientras que con
Ibuprofeno el incremento del flujo fue menor (EF 1.1310). En cuestién de cantidad de 5-
fluorouracilo depositada en el tejido resulté poco confiable en andlisis estadistico debido 2 la gran

variabilidad en los resultados.

. @ - " . . .
El pretratamiento con Azana produjo vra disminucidn de  aproximadamente 75% en la

cantided de Thuprofeno retenido en el tejido, en comparacién con la cantidad retenida del fAirmace en
la membrana mucosal en [a experiencia control; 1o que pone de manifiesto una vez més la capacidad

@
de la Azona para formar “poros”.

Todas las permeaciones con el Dermac SR-38™ disminuyen las velocidades de flujo (J) en
comparacidn con las permeaciones sin promofor (Tabla IX.); en el caso de Ibuprofeno y 5-
Fluorouracilo disminuyen a mds de la mitad y en el caso de la Cafeina su disminucidn no es

significativa.
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En las experiencias con ambos promotores, el orden de permeacion fue Jes > so> lm lo
anterior confirma el comportamiento general®® de las sustancias permeantes, en donde se describe
una distribucién normal (campana gaussiana) en el grafico de grado de lipofifia (log F) en funcidn de
la capacidad promotora (coef. de permeacion), asegurando si el paso de farmacos de lipofilia media

{en éste caso Cafefna) con mayer facilidad.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES

1. El uso de SR-38™~ sobre ¢l tejido mucosal no queratinizado, no presentd un efecto

promotor ent la permeacién de los principios activos utilizados.

2. Se encontré que la disiribucién de carga dipolar en la molécula del Dermac SR-38™,
propicia que ésta actiie como agente retardador de la permeacién en tejido mucosal no queratinizado.
Se sugiere que fa interaccién del Dermac 8R-38™ con los lipidos intercelulares provoca la
condensacidn de las cadenas lipidicas, incrementando el orden y por lo tanto, dificultando el paso de

los farmacos.

3. Enel caso de la Azona. se confirma el cardcter promotor de permeacion de ésta molécula,
fundamentando asi que ésta actila como agente promotor de farmacos tanto lipefilicos como

hidrefilicos.

4. La formacién de un “poro” en la membrana celular estd fimitada por el movimiento Jibre

de las moléculas “promotoras”, lo cua! puede favorecer el paso de los fdrmacos.
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CAPITULQO VI PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en éste trabajo, dan pauta para que se realicen estadios a profundidad,

sobre todo en los siguientes rubros:

Aplicacién de firmacos de diversas lipofilias, experimentando con un grupo mayor de éstos.

Para el caso del Dermac SR-38 sera de gran utilidad dilucidar ¢l mecanismo de accidn

aplicando téenicas como DSC, FTIR y/o rayos X.

En cuanto a} modelaje molecular, es conveniente enfrentar a dos molécuias (componente
membranal vy agente promotor) de manera tebrica computacional y comparar las posibles
interacciones de estos dos elementos segin el gasto energéiice, lo anterior nos ilevard 2 uma

aproximacién de los sucesos in vitro realizados.
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ANEXO

al.Monografia de los principios activos utilizados en el estudio.

1. Cafeina®®s'.

CsH gN4O2
PiE 194,19
Conocida como  7-metilteofiling, 1,3,7-trimetilxantina, —metilteobromina, 1,3,7-trimetil-4,6-
dioxopurina, cafefna anhidra, guaranina, teina, 1 H-puring-2,6-dicna, 3, 7-dihidro-1,3,7-trimetil,

coffeinum monohydricum

J
N J\N}/

>
Fig. 23. Estructura molecular de la Cafeina.

CARACTERISTICAS: cristales blancos o polvo blance cristaiine, incoloro y de sabor amargo. Es
un alcaloide obtenido decafé; puede obtenerse por secamiento de Camelia

sinesis o sintetizado en [aboratorio.
USOS- estimulante del sistema nervioso central.

SOLUBILIDAD: ligeramente soluble en pirroles y Acidos diluidos. Un gramo se disuelve en 6 mL de
cloroformoe, 600 mL de éter, 100 mL de benceno, 22mL de benceno hirviendo, 75
mi de aleohol, 25 mL de alcohol a 60°C, 50 mL de acefona, 50 mL de agua y 6
ml de agua a 80°C. La solubilidad de ia cafeina en agua es incrementada en
presencia de 4cidos orgdnicos o sus szles alcalinas como benzoatos, salicilatos,

citratos o cinamatos.
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Su bajo caracter basico provoca la no formacion de sales estables y frecuentemente sus sales

son Acidos fuertes (hidroclorida ¢ hidrobromida).

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P (cametaga i 74 = -0.07

IDENTIFICACION: por UV, IR, HPLC, espectroscopia de masas, cromatografia de gases y capa
fina y reacciones coloridas. La respuesta mdxima en UV es de 272 nm en

metanol, 273 en etanol, 272, 275 en HC1 0.IN y 275 en NaOH 0.1N.
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Fig. 24. Espectro UV experimental de la Cafeina.
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2. Ibuprofenoﬁa’“.

C3H:0,
PM 206.3

Conocido como cido 2-(4-isobutilfenil) propiénico.

0

HO

Fig. 25. Estructura molecular def Ibuprofeno.

CARACTERISTICAS: polvo o cristales blancos, posee un p.1. de 75-78°C yun pKa de 4.4 y 5.2
US(OS: analgésico.

SOLUBILIDAD: inscluble en agua, soluble en solventes crgénices, en etanol (0.667 g/mL), en
coroformo (1 @/mL) y en éter (0.5 g/mL).

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P foounctisguy = 3-51
iDENTIFICACION: por UV, IR, espectroscopia de masas, HPLC, cromatografia de capa fina y de

gases y por reacciones coloridas, La respuesta maxima en UV es de 265 y 273nm en lcall acuoso.
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Fig. 26. Espectro UV experimental del Ibuprofeno.
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3. 5-Fluorouracilo®®®!,

C.HFN,O,
PM 130.1

Conocido como S-fluoropirimidina-2,4 (1 H, 3 H)-diona..

Fig. 27. Estructura molecular del 5-Flucrouracilo.

CARACTERISTICAS: poivo blanco cristzlino, se descompone a 282°C, posee un p.f. de 282°C y

un pKa de 8.0 y 13.0. Es irritante en la piel y mucosas.

USOS: en el tratamiento de cincer, antineopldsico.

SOLUBILIDAD: escasamente soluble en agua, legeramente soluble en efanol, inscluble en

cloroformo y éter.

COEFICIENTE DE PARTICION: Log P (scunovagsy = -0.95

IDENTIFICACION: por UV, IR. La respussta méxima en UV es de 265-266 nm en HC1 0.IN.
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1 CAFEINA Conc CAF Abs SB Conc CAF Abs CM
10 0 4916 2 -0 1134
= 20 1012 5 02456
25 12167 10 04264
30 14351 30 1,448
50 2 4283 50 2 6824
std de reg SB
1 099955982
2 0989110834
R2 austado 0.998826446
£rror tipico 0024424342
Observaciones 5
ANOVA
G L SC MC & Fcritico
Regresion 1 2.031515567 2 031515567 3405 44921 1 10854E-05
Residuos 3 0001789644 0.000596548
Total 4 2033305212
Coef Error tipica Estadistico t Prob Inf 95% Sup 95%
Intercepeion 0019463636  0.024768849 0785811083 0.489328125 -0.05936197 0 008280243
Conc CAF 0.048047273  0.000823344 58.35622683  1.10854E-05  0.045427021 0 050667525
sfd do reg CM
r 0 998809351
12 0 957819891
R*2 ajustado 0.986729838
Error tipico 0 061585975
Observaciones 4
ANOVA
GL SC MC F Feritico
Regresion 1 3.471902075 3471002975 915 3853075 0.001090649
Residuos 2 0007585665 0003792832
Total 3 3 47948864
Coal, Error Hpico Estadistico Prab inf 85% Sup 95%
intercepaién -0 066794089  0.051326702 -1.301351659 0 322865923  -0.287835216 O 154047039
Cone, CAF 005231133 0.001728985 30,25533519 0 001090649 0.044872059  (.058750601
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CAF pend SB pend CM
0 04916 -0 0567
0 (0506 0 04912
0.048868 0 04264
0047836667 0.048266657
0 048568 0 051648
Pha F pfvananzas de 2 miras
pond S8 pend CHM
Media 00480668133 0 (026594833
Varianza 1.05785E-C6  0.002199847
Cbservagiones 5 5
G.L 4 4
F 0.000480819
P(F<=f) una cola 0.999999307
Ferinco {una coia) 0 156537884
Fba t p/2 miras suponiendo varianzas iguales
pend. S8 pend CM
Media 0048966133 0 026994933
Varianza 1.05785E-06  0.002199847
Observaciones 3 5
Varlanza agrupada 0001100453
Dif, hupotética de medias a
Gl )
t calculada 1.04722045
P{T<=t) uracola 0 162801802
t eritico (una cola) 185954832
P{T<=t) dos colas 0 325603604
{ critico (dos colas) 2 306005626
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2 IBUPROFENOD Conc 18 Abf SB Cfbnc‘ [} {Abs CM
fol a4378] 2 0.7282
NN ; D 2402
20 0 8767 10 05777
30 12541 30 1.4487
50] 2 1222 50 2 2035
std de reg SB T
" 0.909735978
r2 C 998471901
R*"2 gjustado 0,999295868
Error tipico G 017579714
Observaciones 5
R
ANCVA,
G L T T8CT L MG F Feritico
Regresitn 1 1754688321 17654588321 5677.,751624 5.15147E-06
Residuos 3 0.000927139  ©.000308046
Total 4 176561546
r'i i —r L
j Coaf Errortipico  Estadisboo t Prob inf 95% Sup 95%
intercepcidn 0.020675 0015967588 1204812001  0,286032413  -0.030140575  G.071490975
Conc 18 0041889 0000555919  75.35065682 5 1514706 0040119815 0 0435658185
std de reg CM i
r 0.998712398
r2 0 997426454
f*2 =justado 0,996568606
Error tipico 0.083773223
Observaciones 5
ANQOVA
e} SC MC F Feritico
Regresion 1 3362036453 3362036453 1162 706982 5.54526E-05
Residuos 3 0.008674679 0 00238156
Total 4 3370711132
Cosf, Errar tipico Estadistico t Prob Inf 95% Sup 5%
Intercepcidn 0061204689 0039199276 1.738B805626 0 180453567 -0 050815212 0 173224609
Conc 1B 0045176108 000132493  34.05848844 5.54526€E-05 Q040861566  0.049384631
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B pend SB pend, CM
004376 Q641
004328 0 Q4804
0 043235 0 05777
0,041803333 0.0482%
0.042444 0 04587
Pha F pivanianzas de 2 miras
poang S8 pend. CM
Medsa 0043020467 0052814
Varianza 7 70368E-07  6.005ME-05
Observaciones 5 5
Gl 4 4
F 0.012659487
P{F<=f) una cola 0 999535065
Fecritico (una cola) 0 156537894
Pba t p/2 miras supeniendo varianzas Iguales
pend S8 pend CM
Madia 0 043020467 0.052814
Varianza 7.70369E-07 6 08531E-05
Observaciones 5 3
Varianza agrupada 3 08117E-05
O, hipotética da medias 0
GL. 8
t calculada -2 789659708
P(T<=t} uha cola 0011785339
t aritico {una cola) 1.85354832
P(T<=t) dos colas 0023570679
t critico (dos colas) 2 306005626
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Cang 5FL) TAbs B Conc 5FU - |Abs. CM
3 5-FLUORQURACILO 10 f) 4262 2 0 0933
15 0 6352 5 0 254
20 0 8657 10 0O 4448
25 10782 30 1 2987
20 1.2789 50 2 3041
&0 2174
sid de reg 5B
r 0 999897514
2 0 986795038
R*2 ajustado 0 999743799
Errar tipico 000988851
Chservaciones 6
ANOVA
Gl SC MC F Fetitico
Regresién 1 1907156241 1.90715624 19511 23042 1.57544£.08
Restduos 4 0000390972 9,7743E-05
Total 5 1907547213
Coef Error tipieo  Estadistico t Prob inf G5% Sup 85%
Intercepecion .0 015408333 Q008796587 175162634 (154722046  -0.030831620  0.008014858
Cong 5FU 0 043671 0,000312639 139885112 1 57544E-08 0.042802973  0.044539027
sid de reg CM
T 0.999122099
2 0 998244968
RA2 ajustado 0.997659957
Error tipico 0 044621805
Observaciones 5
ANCOVA
G L SC MC F Feritico
Regresion 1 3397563911 3 39756301 1706.370611 3 12208E-05
Residuos 3 0.005973317 000199111
Total 4 3403537228
Coef, Error lipico  Estadistico t Prob inf 95% Sup 95%
Intercepcidn -0 (0209389 0.029208873  -0.0718902  0.947360261 -0.095049746  0.090881767
Conc 5FU 0045415185 0001099446 41308238 3 12209E-05 0041917263 O 048815117
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5FU pend SB pend, CM
0 04262 0.04665
0 042346667 0.0508
0.043285 0 04448
0.043128 004326
0 04263 0 048082
004348
Pba F pivarnanzas de 2 mtras
pend 58 pend CM
Media 0042914844 0.0462604
Varianza 158845E-07 8 18617E-06
Observaciones 6 5
G.L 5 4
F 0024224648
P(F<=f) una cota 0 958448703
Ferltico {una cola) 0 15984547
Pba t pf2 mtras suponiendo vananzas 1guales
pend 58 pend GM
Media 0.042514944 0.0462604
Vananza 198540E-07  §1981VE-08
Observaciones 6 5
Vananza agrupada 3.75305E-06
Dif. hipotética de medias 0
GL 9
t calculada -2 801855411

P(T<=t) una cola

t critige (una cola)
P(T<=t) dos colas
t critico {dos colas)

0.009516752
1833113856
00185031503
2 262158887

9



1 CAFEINA CAF GAFISR-38
15 0354 104 6256
357208 109 8624
430874 91 566
67 9902 88 8044,
21 6768 06,4884
232164
PROM 34 3857 100 26936
DESV. STD. 19 32196645 7127207642
CV 56 15186529 7 108151066
Pba F pivananzas de 2 mlras
CAF CAF/SR-38
Media 343857 100 26936
Varanza 373333288 20 79837125
Qbservaciones <] 5
Grados de lbertad 5 4
F 7 349416504
P{F<=f) una cola 0038098892
Valor critico para F {una cola) G 266072993
Pha t p/2 mtras suponienda varanzas desquales
CAF CAF/SR-38
Media 343857 100 26035
Vananza 373.3380388 50 79837126
Qbservaciones 8 5
Duf hipotética de medias o}
GL 7
{ caleulado -7 743908463
P{T<=t) una cola 5 606 E-05
t critico {una cola) 3 B2Ra5TIS08
P(T<=t) dos colas 0000112128
L oritico (dos colas) 2 64622506

*BSOINW B[
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2, IBUPRCOFENOD B I8/SR-38 1BIAZONA
7357876 88,2212 260.7345
7639115 150 531 2044 4425
4539823 147 2424/ 222477
572212 142 3274 128 3894,
73 el ] 226 5186
PROM 604 65132 132073 210 21241
DESV. STD. 135,6841129 29,420806075 51,65588917
[ 18 53260346 22 26166208 24 57366415
ANOVA (1 faclor)
Grupos Cronta Suma Fromedia Varanza
B H] 3473.2568 084 5132 184101785
I1BISR-38 4 528.292 132073 866.0107597
1B/AZONA 5 1051 062 2102124 2668 434199
ANOVA
Fuente SC GL MC F Probabidad Forftico
Entre gpos 870000 6657 2 436065 3328 S5 68381536 1 7oS02E.DE 3982307817
Dentro de los gpoes B6912 48309 11 7901 134026
Total 966643 1448 13
Pba Duncan
GL 11
50 25.49127218
para pba de 2 3
R critico 31 327
menar inlervalo significative TG 7785648 83 35646003
Fuente IB/SR-38 IB/AZGNA 18
Media 132.073 2102124 694 6313
18 - 1B/SR35 562.5783
18 - IB/ATONA 484,4389

£9



3 5-FLUOROQURACILO

SFU SFUISR-38 SFUTAZONA
30 5868 166 2066 50 8275
37 &1 3 153231 160 5626
22022 425824 3531428
28 1084 51 3758 15989
435420 372658 0.6857
2 6769
PRGM 3185056 6251076 116 86152
DESV. ST0. S /Bo002R7 59 46336061 14591245;5'
TV 3007354732 G5 72250080 124 8503762




CAFEINA

CAFISR-38

Tiempo (frs), A B [+ D E F Prom. Desv.std.
1.5 120 4531 11150877 75694 B4.76% 60,3441 66.5162 89.7629 27.1665
1 7408432 1957342 1403176 1603423{ 131 5461)  134.1625 168 652 46.4028
2 386 D42 305.042] 2768699 2730401 2136539  229.8565| 2125764 65,6223
3 543 2447 440.385]  Ob4.4856)  424.6806]  339.1893]  362.7034f 4201271  111.9484
4 B31.604( 5714206, 50502161 6000069 4604913)  515.0707]  567.5824 134.103
5 1033 5487|  648.3996| 6321675 704 4722 584 4081]  GOZ4722]  71B6.0774]  161.4336
8 107 2087|  7o4.2447| 7419843 632.0B47]  6B0.8967! 837 9177|844 11850 1781621
7 13233726, Q00507  Dos.JGU6|  06a.6137|  788.0535 991.107) 9684073 188 8237
[ 8 1500.6711 910.0674]  960.3785] 1070 3231 886,547)  1106.4225]  1075.4349]  230.3598
24 1886 0306]  9418967| 13485315 13837973 1270.29631 1662 0374) 1495 665)  326.6330
0 656,1759]  3020764] 3169063 3529769 9804435 3575602.99] 596317.2619| 1450692.958
M 1975852 40,4397 43,4015 738126 26,5353 28,1671 39,5085 19.7241
A 60,962 844769 12,2177 25 14% 33857 30966 26,6703
B B4 8343] 1109365 1203024 133606]  111.0584] 14284971 133.0645
¢ §.6977 05048 0,599 09495 0.5992 C 598 0.9591
ro2 0 9954 0 9856 Qagg 0,8591 0 9984 0.9961 09983 __[
J 2CEBI07]  161.3387] 174 0608] 19430781 61A068]  F0T.0514]  194.6092 40,6138
Tismpo (hrs). A B [+ D E F Prom. Dasv.std,
035 76 4741 60,7601 34,6021 66.5391 73 4168 91,5407 67.2418 19.0573
1 156.0229)  100.0152 71.5230]  106.0674]  186.6300] 199 2676 134238 £0.3200
2 H6ATIE|  24606912]  1/45iB4)  227.2108]  34a.1031]  352.7323]  275.1229 F0.4679
3 474.9252] 2071059 28087281 342 2065]  505.5474 528.172] 4256305 102,523
4 6304847 530.6B16]  306.8126]  451.54D1] 7035764  7ORBSAB|  GIS0A5)  137.7077
5 754.0755]  B6a.66B2)  497.1300]  5750544|  866.80211 8689674 704 9408] 1524610
3 #393518] 8036808|  £81.3919) 665 1998 052.4055| 1032 /27|  8124536]  169.7039
7 §251357] 907 3307| _ €51.2753  747.22370 1003 4196] 11025291 902 868] _ 187.8064
3 855 0697 991.0411 701.7217 820,1099 10268 3546 1285 217 950 2523 152.4027
24 1115 5958] 1257 1602)  B96.2058]  OB7.1414|  1222.4360] 1531.0860f 1164 9302| 297 6428
D 1291778 05,5869 241 8722 126.8508 02,0535 180.828 144 2447 57.5254
M 1156175 1208637 102.2868 86,2485 109 6749 107.3116 107.0172, 12 0775,
A 694211 ~0.7385 4154 22 5135 89.0377 39,7453 35,1242
B 1230078 12982706 D3 6768]  104.2038] 134,2078323 160.8931 1242156
r 0.985 0.6979 0.9955 G 9971} O 974584057 0.8975 0.9934
™z 0.5703 0.9959 0.9912 05942 0 6503 G 9051 $.9860
] 1780255 107,03 136.2373]  151.5471] 105 1742] 233 9321 180.651 34 4425{
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CAF/IAZONA

Tiempo {hrs). A B [ D E F Promt, Deasv.std,
0.5 16,0087 19 4768 37 3414 37,1529 Z1.6675 Z0 5106 25,6507 3.6662]
1 88,6067 706 011] 264 5208 286 2021 193 839 172.4376] 222 2661 50,2064
3 A6A252] 449 2156] 5756726 557.0018]  518.6307]  A%6.0791] 489 BOS7 65 7649
3 EBS G671l GO0 967B| 755 9031]  BI02017)  705.50202]  GUB.2458|  BU2 4157 70404
4 675 1642|695 0627|847 0005 6B4.4015] 796 6336) 706 2084|  782.7465 84,5492,
5 735.3701] 730 7548] _ G05 5751} O4B.6037| 548 13481 B56 1116 B35.545 55 9989
B 758,574 757 G54 935 651 989 9B6]  B71.5774|  BEOGHYZ] 057 3853 BB 0171
7 773.2482( 7663957 $46 037) 076 6604 B885.008]  908.7459] 876 4815 85 5265
] 784.404B] 776 B6BB| 954 507B|  GG64205)  00G.4015]  G16.7613] 863 7411 87.4557]
24 792 7736|  760.9747 893.0121  1023.453]  Ges.3403)  957.1455] 696 9482 G2 4565
) 78,1261 B60130] 179 0133 59 2657]  106.8208 154982 67 7629 54 1531
M C 0 i 15 6202 0 i ZHRT © 4585}
A -50 6579 .52 574 52 551 B3 0359) -89 1614]  -106.809]  -66.8899
B 522.028] | 297 Gpa2|  2B0.8188 208 G025|  27635711  0674620|  262.4041
r 0 9914 0.9863 0.5817 T 5909 FELEH 0.99% DEEFH
A2 09629 04728 ¢ 9637 G.987 0.9875 09993 Q9846
J 3242132] 3315367  40BACAS|  434.6806]  A01.9155  3BB.O9BU5|  JB1 6232 44 7804
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IBUPROFENGO

IB/SR-38

Tiempo {hrs). A B C 4] E F Prom, Dasv.std,
4.3 57 5442 52 7655 87.2411 557123 72 657 B9 1327 62,5088 8 1857,
1 85 8236 86.5453 110 5084 112 6592 113.8357 108 7737 102 706 13.0227
2 146.5669 149 5536 153,654 180 4563 18002357 190.4004 169 4425 22,0808
3 209.2301 236 4623 226,3042 281.59 301.0271 259,648 252 4433 34.6035
4 334 5348 347.3794 280.0193 364 11 3722323 374.00359 346,552 28 6481
5 434 0426 4254205 3714.7328 454 5132 4506637 496 1482 438 7035 40,0707
5 547 2878 500 5536 454 9546 550.0719 508.8324 £519.1664 530,311 557807
7 608 141 599.6324 573 8561 860 7748 580.5431 761 5436 6457829 74.7107
8 B839.1803 712 5215 669,6554 758 5801 6215658/ 61,2853 T43. 7997 94.3778
24 22310874]  1514.4175] 143837227 1502.7826| 1241.6498] 17083672 1605.6728 341.2001
2] 7356.4248 7733469 12515.23082| 10544.8141] 110028194]  8811.0798] 9661.2009) 20248613
M 725 7876 763.9115 863 0073 453 9823 757.2212 772 3539 7227256 138.4889
A 48 3511 -0.4882 6 6283 4.37759 50 8741 -18.7661 -2,G245
B 103.6861 87 5651 76 6397 92 5884 75 4561 107.4577 80 9005
¥ 0.9887 0998 09934 0.9089 09551 0.9949 {6978
™2 09775 0.886 0.967 0.597% 0 9903 088 0.9957
J 150 7943 127 3489 114.3684 134 6545 104.753 156 2794 1321998 {88818
Tiempo (hrs) A B [+ 2] E F Prom. Desv.std.
0.5 11 4823 1.7721 19845 4,1747 15 5398 2.8274 64834 6,119
1 18,8955 13,6128 7.1415 11,9734 26 9668 7.0752 14,2942 7.6396
I 2 45.9026 42,9159 53 3561 3G 8296 58,5398 36 4646 45,6881 48308
3 102 1393 91,3071 58 7676 65.2168 105 9623 853207 51 4657 14,8604
4 127.8451 116 8008 121.9579 100 8982 132.1524 106 6383 117 7223 12,1369
5 151 6725 134,9535 147 5508 1251769 152 6415 124 1946 138,365 12,4693
5 170 7942 15298 159 1392 139.0383 167.8207 142 2743 155 3407 13.0472
7 185 3594 173.2234 74,5378 158 8539 185 2699 160 646 172,9834 11.4777
8 208.8982 1848.5402 198 5774 182 5469 206.2632 186 195,271 10.84121
24 4993274 4951991 435 318 5920387 470.23 457.2544 482.061S 54 5002
2} 874.2477 580.2676 615,5309 712.4336 525 230 6415 589,6502 214.4275
M 08 2212 150 5302 255.6637 147 2123 21,5575 142 3274 134,2522 77 5343
A 2 8068 -2,1145 -1 1982 -7 6036 12 3982 -6 2396 -0 3251
B 27.338 256333 26545 24 4805 25 TR 24 BG57 25.7671
r {9856 0986 09815 0.9953 0 0854 0.9887 09883
rh2 0.9715 09722 0.9634 09906 pXrgl 05776 (.9758
J 39 7586 37.2794 38.5617 356028 374784 36.163 37 474 1.5271
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IB/AZONA

Tlempo (hrs). A 5] C D E 3 Prom, Dosy,std,
0.5 26 3898 9273 5 8181 10 20681 1.6561 2.8331 9 5204 89328
1 26,3698 9.273 65181 40 5725 1.6561 28234 14.5604 15 B467
2 58,0676 33,519 VT 5309 174 4973 45,6252 54 9318 74.0453 51 3308]
3 1237104 818345 200 2482 3151309 166.3761 142.2225 171 587 80 B25
4 197.8252 136.9429 345 1362 £17.8761 2751721 2213668 282,5189 135 3758
5 296.838 202.8796 525,9973 710.953 405.0446 291 8433 405926 186302
3 285,196 2566 088 687 1442 907 9225 514.4123 346 296 516.3432 243.3508]
7 485 4752 3150384 854 86541  1074.1977 640.5017 409 4331 529.9188 280.695]
8 531 7646 J0.0504]  1027.7991]  1235.5206 707.7415 480.0948 727.1633 337 347
24 701.9076 546.0753 1216.9735 1514,3452 880.8737 652 9042 318 8466 3746162
%] 9087046/ 772981 0 [} 452 5453 0 355 7051 416.8655
M 269 7345 204.4424 564071 222 1769 128.3893 226 3185 184 5781 77.9578
A 60.3747 -50.2952 -159,9984 -137 3731 -109 3681 -53.9323 -95.3081
] 73.3651 514358 141,7381 170 6246 102.5344 66 7738 101 0763
r 0.94882 0 8306 $ 9356 0 5569 09925 0997 09942
42 0.9767 0.9814 0.9793 09939 09851 0.694 0,9885
J 106 6974 74 8107 206 1248 245.1451 1491193 57,1145 147.0031 67 9061
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5-FLUQOROURACILO

S§FU/SR-38

Tiempe (hrs). A B C D E F Pram. Desv.std.
0.5 10 2484 5.2747 13,5966 9.745 12.0923 12,3428 10.5454 29474
1 47,367 39,2835 62,8615 42.7252 46.8791 451518 47.378 8.15
2 153 1208 151.7736 167.4305 156.1846 160.6351 1702714 161.5708 86,8053
3 238.0879 229 0648 2636109 234,089 2373428 2433791 2409209 12.0743
4 257.165% 248.8351 277 9417 266.1032 270623 281.0501 266 9598 12.3194]
5 341.8351 347 6373 369 4252 350 6429 347 BOB4 396.5373 A58.9807 20.6718
6 468 2307 482.6868 492 1219 493 912 464 2219 5307164 488,6483 23 9105|
7 558.7648 567 3857 585 6628 590 6076 5629845 625.4439 581 8098 24 8568
8 574 9241 692 7824 632.0307 716 8054 677.4923 747,7351 700.295 27,6059
24 813 9989 847.572% 827 9802 880 6351 820.523 9045032 849,2021 36.2243
D 466 6153 §21.1846 258 € 208 5076 207.1384 350.3692 427 0692 261.8631
M 39 5868 37,0813 220219 28,1634 43,5428 20.6769 31.8505 9.5785
A -36.6261 -50,8674 -27,1684 -50,7264 -35.8448 40 8406 41,5456
B 84,6404 88.2885 BG6.8275 90 8864 B5.0051 955242 88 50854
r 0.9919 0.9919 0.9939 09918 (.9937 0 9543 D 9532
"2 0 9838 0.9839 0 9878 0.9837 09875 0 9887 0.9865
J 123 0547 128 3636 126 2395 4321407 4235859 139 4652 128 8098 6 1927
Tiempo (hrs). A B C i) E F Prom, Dosv.std.
0.5 24.974 23 6028 25 4583 22 6953 422118 36.836 29,6298 8.562
1 60 1037 64 5345 6B 6769 79 5358 69 0848 77 8057 B8 9560 7.5132
2 123 0487 122 2611 170.6057 138 1063 121.5789 128.4712 134.012 18 9706
3 186 0149 164.4026 228 2268 184.8608 168 6092 175 5081 184 6504 22 9%667)
4 232 1371 194 0254 278 7573 2199349 203.0558 2135419 223 7421 30 4556
5 274.138 218.1485 08,4786 247 946D 223.578 241.2096] . 251.5832 34.4817)
[ 314.8941 244 8208 338.3068 285 2837 262.4773 267 2386 285 4868 351773
7 339 1789 2625736/ 2366 1503 3115604 287,149 290.8342 310.7411 36,1308
8 352.1969 284.8 387.4531 326 8149 304.9142 305 4909 326.945 374718
24 372.5292 318.3147 434.5959 354 3701 334.5501 45,9375 359.7843 41,1971
D 24 6593 25 0901 114 5934 143 8681 61 6679 66.888 734813 A7 2861
M 166.2065 15 223 42.3824 235.4637 51.3758 37.2659 91,3362 883.4004
A 29.7514 40,4572 50,4847 44.3548. 44 9761 51 001 43,5058
B 44.902 33,4754 47,1165 38,7009 35,0212 35.0689 390475
r 0.9828 08764 Q9549 08779 0.0878 G 5801 0.9791
2 0.9661 0 5535 0.9311 0 8563 09753 0 9605 09588
J 65,2638 48 8703 G8,5032 56,2677 50,8177 50,8871 56.7716, 82909

BSTA TEVS WA DESE
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SFUIAZONA

Tiampo (s}, A B [¢] D E F Prom. Deosv.std.
0.5 6.0004 15.229] 27498 471217 70 9441 0 23.034 79.5308!
1 631054) 2508158,  1089345] 368 5186]  372.4806] 1318751 222685 1379203
2 256 3898|663 0373 393309 7562048  B10.5898]  461.4734 566.834 219,782
3 480.238] 9060789 6306413]  1010.3371] 1024.7437] 6756272 788.094]  224.3859
4 640.843| 1121.5375] 8036751 1172.1774| 11687 1202]  BA20100]  OGT.6055|  295.7024
5 7B4.4202) 1283.0030) 9395107 1334.2712] 1320.3360]  1044.8597] 1119.2341 231.144
[ 889.7003|  1390.8681| 1026.6628] 1407 0013]  1423.1116] 11-8.85061 42160458 226 CAa1
7 960 1142| 144047651 1082.6171 1477 781|  1505.6008] 1219.418] 12828013 2296323
8 1009.956]  14989226] 1127.4074]  1538.3907( 1556.27951 124803781 ~ 3328 8323]  233.8176
24 11243005)  1636701] 1262.8006] 1654,8131] 1693.2808] 1320.1147] 1456.3416|  248.7607)
1] 29.5516 70378 44,0307 80.5846 38.2945 534153 54 3758/ 20.0327
™ 50 9274 160.5626 -9.5472| ~ 353.1428 18 988 06857 95.7934] _ 140.3408
A -11.2808] 180 7969 55 0421 2507795] 2816348 61.2467)  137.56%9
B 142.257|  1915752] 1539761 185.5941 1848078 1717013 1716519
r 09818 05518 0.9539 0.9404 0.8401 0.9653 0.9586
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