





INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION 11
2. ANTECEDENTES 12
2.1. DESARROLLO DE NUEVOS MEDICAMENTOS. 12
2.2. VIAS DE ADMINISTRACION DE FARMACOS. 13
2.3. ASPECTOS GENERALES DE FARMACOCINETICA. 15
2.4. ESTUDIOS DE FARMACOCINETICA Y BIODISPONIBILIDAD. --------s-------- 16
2.5. BIODISPONIBILIDAD DE FARMACOS. 18
2.5.1. LAS REGLAS DE LIPINSKI (Rob5). 20
2.6. CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA. 21
2.7. ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA SOLUBILIDAD Y LA
PERMEABILIDAD. 22
3. JUSTIFICACION 23
4. OBJETIVOS 24
4.1. OBJETIVO GENERAL 24
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 24
4.3. METAS Y ALCANCES 24
5. ASPECTOS ETICOS 25
6. METODOLOGIA 26
7. RESULTADOS Y DISCUSION 27
7.1. Biodisponibilidad absoluta y relativa 27
7.2. Biodisponibilidad durante el desarrollo de medicamentos 28
7.3. Propiedades fisicoquimicas que influyen en la biodisponibilidad de farmacos
30
7.4. Propiedades fisicoquimicas que influyen en la permeabilidad--------------------- 30
7.4.1.  Volumen molecular y tamano 31
7.4.2. Afinidad de enlaces de hidrogeno 32
7.4.3. Area polar superficial 33
7.4.4. Hidrofobicidad 33
7.4.5. Permeabilidad y los postulados de Lipinski 35

7.4.6. Solubilidad 38




7.4.6.1. Factores que afectan la solubilidad
7.4.6.2. Medicion de la solubilidad

7.4.6.3. Métodos para determinar solubilidad

7.5. Metabolismos en el tracto gastrointestinal

7.6. Transporte activo

7.7. Metabolismo hepatico

7.8. Métodos para estudiar permeabilidad
7.8.1.1.  Método por membranas artificiales PAMPA

7.8.1.2.  Método por linea celular Caco 2.

7.9. Estudios de farmacocinética en animales
8. CONCLUSION
9. BIBLIOGRAFIA

Articulo 1. New avenue in
the treatment of temporal lobe epilepsy by classical anti-epileptics: A hypothetical
establishment of executioner Caspase 3 inactivation by molecular modeling. --------

40
43
44
47
51
55
57
57
59
61
70
71



l. ABREVIATURAS

AUC. Area bajo la curva.

NOM. Norma oficial mexicana.

FDA. Food and Drug Adminstration.

CDER. Centro para la Evaluacion e Investigacion de Medicamentos.

COFEPRIS. Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios.

V. Intravenosa.

IG. Intragastrica.



. GLOSARIO DE TERMINOLOGIA ESPECIALIZADA.

Biodisponibilidad. Es la proporcion de farmaco que se absorbe a la
circulacion general después de la administracion de un medicamento y el

tiempo que requiere para hacerlo.

Farmaco. Toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga alguna
actividad farmacolégica, y que se identifique por sus propiedades fisicas,
quimicas o acciones bioldgicas, que no se presenten en forma farmacéutica y
que reuna las condiciones para ser empleada como medicamento o

ingrediente de un medicamento.

FDA. La Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA o USFDA con sus
siglas en inglés) es una agencia federal del Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos; uno de los departamentos ejecutivos
federales de los Estados Unidos. La FDA es responsable de proteger y
promover la salud publica a través del control y supervisidon de la inocuidad de
los alimentos, productos de tabaco, suplementos dietéticos, medicamentos
farmacéuticos recetados y de venta libre, vacunas, productos
biofarmacéuticos, transfusiones de sangre, dispositivos médicos, radiacion
electromagnética (ERED), cosmeéticos, alimentos animales y productos

veterinarios.

COFEPRIS. La Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
es un organo administrativo desconcentrado de la Secretaria de Salud, con
autonomia técnica, administrativa y operativa, responsable del ejercicio de las
atribuciones en materia de regulacion, control y fomento sanitarios en los

términos de la Ley General de Salud y demas disposiciones aplicables.

Sistema de Clasificacion biofarmacéutica (SCB). EI SCB es un marco

cientifico para clasificar a los principios activos en base de su solubilidad



acuosa y su permeabilidad intestinal, considerando tres factores: disolucion,
solubilidad y permeabilidad intestinal que gobiernan la velocidad y cantidad de
absorcion del principio activo desde una forma farmacéutica sélida oral de

liberacidon inmediata.

Solubilidad. Es la cualidad de soluble (que se puede disolver). Se trata de una
medida de la capacidad de una cierta sustancia para disolverse en otra. La
sustancia que se disuelve se conoce como soluto, mientras que aquella en la
cual este se disuelve recibe el nombre de solvente o disolvente. La
concentracion, por otra parte, hace referencia a la proporcion existente entre

la cantidad de soluto y la cantidad de disolvente en una disolucion.

Permeabilidad. Este concepto se usa como sinénimo de absorcion intestinal
y representa el paso de farmacos a través de membranas bioldgicas,

principalmente a nivel de tracto gastrointestinal.

Dendrimero. Los dendrimeros son moléculas poliméricas, versatiles y
tridimensionales de sintesis quimica con forma bien definida, tamano
nanoscopico y con propiedades fisico-quimicas que recuerdan a las de las

biomoléculas.

Micelas. Una micela es una formacién geométrica de moléculas que tienen
una "cabeza" polar y una "cola" de naturaleza no polar adheridas a una
particula o glébulo de una sustancia que se encuentra en un medio en el cual

no es soluble.

Ciclodextrina. Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos
naturales, constituidos por 6, 7, u 8 unidades de glucopiranosa unidas por
enlaces (glicosidicos que se denominan a-, B- y y-ciclodextrina,
respectivamente. Las ciclodextrinas se obtienen a partir de la degradacion del

almidon. A veces también son llamadas cicloamilosas.
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1. INTRODUCCION

La busqueda y desarrollo de nuevos farmacos y medicamentos es una
actividad vigorosa por la comunidad cientifica mundial, tanto las industrias
farmacéuticas como los institutos de investigacién o las universidades invierten
miles de millones de ddlares al afio para desarrollar y comercializar nuevos
medicamentos. La mayor parte de los medicamentos que son aprobados en el
mundo para su comercializacién son para el tratamiento de enfermedades que
tienen un alto impacto negativo en la poblacién, principalmente crénico-

degenerativas como: cardiovasculares, diabetes mellitus o cancer.

Las principales estrategias o fuentes para desarrollar nuevos farmacos son:
biotecnologia, productos naturales y sintesis quimica. Se ha desarrollado una
estrategia general, sistematizada y practica que permite acelerar el proceso
de desarrollo de nuevos medicamentos. Al desarrollar un medicamento se
tiene que valorar su seguridad y eficacia, por lo tanto, los aspectos
fundamentales por evaluar de las moléculas candidatas a farmacos son:

actividad farmacoldgica, toxicologia y farmacocinética.

En México anualmente se publican cientos de articulos cientificos de
moléculas con importante actividad farmacolégica, desafortunadamente, gran
parte de estos no son tomados en cuentas por las industrias farmacéuticas
porque carecen de estudios toxicologicos, farmacocinéticos y/o de
formulacion. Por lo antes descrito, el esfuerzo e inversién econémica aplicados
a la investigacién basica en nuestro pais, queda solamente a nivel de
publicacion y no a nivel de patentes o registros de medicamentos. La
biodisponibilidad es una caracteristica fundamental para que los farmacos
ejerzan su efecto en el organismo, por lo tanto, en este trabajo, se muestra la
problematica que representa la biodisponibilidad durante el proceso de
desarrollo de medicamentos, los factores que la afectan, asi como, las

estrategias novedosas para mejorarla.
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2. ANTECEDENTES
2.1. DESARROLLO DE NUEVOS MEDICAMENTOS.

El desarrollo de nuevos medicamentos en un proceso muy laborioso y costoso
en la cual la industria farmacéutica invierte un promedio de 2.6 billones de
dblares para sacar un medicamento a la venta. La Food and Drug
Administration por sus siglas en inglés FDA, es la agencia reguladora en
Estados Unidos de América del Norte que realiza la regulacion y control
sanitario de alimentos y medicamentos. La FDA tiene un Centro para la
Evaluacion e Investigacion de Medicamentos (CDER) que tiene la tarea de
verificar que los medicamentos (de patente y genéricos) sean seguros y
efectivos para el consumo humano, el CDER es el encargado de aprobar los

medicamentos para su venta.’?

Figura 1. Medicamentos aprobados por la FDA para su comercializacion en Estados

Unidos de Norte América.?

Se realiz6 una consulta a la base de datos de la FDA, de acuerdo con la Figura
1 se encontr6 que, en los afios 2015, 2016 y 2017 fueron aprobados
unicamente 45, 22 y 46 nuevos medicamentos, respectivamente. Y en los

ultimos 10 afos se ha aprobado tan solo 324 nuevos medicamentos han sido
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aprobados para la venta. Los datos anteriores reflejan que esta actividad en

muy compleja, laboriosa y son pocos los medicamentos que salen a la venta.?

Los farmacos que se encuentran actualmente en el mercado son
principalmente de origen sintético, derivados de productos naturales,
productos naturales y biolégicos o biotecnoldgicos. De acuerdo con la FDA el
proceso de desarrollo de farmacos consta de cinco etapas: (1) descubrimiento
y desarrollo; (2) investigacion preclinica; (3) investigacion clinica; (4) revision
de expedientes y aprobacion de medicamentos para su venta; y (5) monitoreo

de seguridad de medicamentos post-mercado.*

2.2.  VIAS DE ADMINISTRACION DE FARMACOS.

De manera general existen dos vias de administracion de medicamentos: la
via parenteral (intravenosa, intramuscular, etc.) en la cual se utilizan jeringas
para inyectar el medicamento y en este proceso se atraviesan membranas,
mientras que en la via enterales (sublingual y oral) no se usan jeringas para la

administracion.

La via de administracion oral es la mas comun debido a que es la mas comoda
para el paciente, tiene otras ventajas como su inocuidad y que no se necesita
de personal capacitado para realizar el procedimiento de administraciéon (el
paciente lo realiza sin ayuda), en cuanto a sus desventajas se encuentran que
el paciente debe estar consciente y con capacidad para tragar y/o beber, tiene
otras desventajas como la destruccion del farmaco por actividad enzimatica,
una absorcion irregular del farmaco en los pacientes y el farmaco pasa por el

higado donde sufre de metabolismo de primer paso.®

En cambio, la via de administracion intravenosa (V) que también es muy
empleada, se utiliza para diferentes circunstancias y propdsitos. Mediante esta
via, el farmaco llega de manera inalterada al torrente sanguineo evitando el

metabolismo de primer paso, por lo tanto, la disponibilidad del farmaco es
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rapida y predecible, y por tanto la biodisponibilidad por esta via es del cien por
ciento. Esta via de administracién es la mas util para pacientes inconscientes
0 que no cooperan con la administracion, dentro de las desventajas se
encuentran las siguientes: causa dolor al paciente, es necesaria la asistencia
de personal capacitado, es mas costosa que la via oral. En la Figura 2, se
representan las principales diferencias entre las vias de administracién oral e

intravenosa.®

Figura 2. Vias de administracion oral e intravenosa.®
Se observa como el principio activo llega directamente al torrente sanguineo

en la administracion IV, en cambio en la administracidn oral el principio activo

pasa por el tracto gastrointestinal y el higado antes de llegar a la circulacién.®
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2.3. ASPECTOS GENERALES DE FARMACOCINETICA.

Como se observa en la figura 3, estudio de la farmacocinética comprende
diferentes etapas: absorcion, distribucion, metabolismo (biotransformacion) y
eliminacion (excrecion). Si se pretende utilizar a la molécula candidata a
farmaco por la via parenteral es necesario que se investigue su

biodisponibilidad por via oral.”

Figura 3. Procesos farmacocinéticos que sufren los farmacos en el organismo.’

La absorcién describe el paso de un farmaco desde el sitio de administracion
hasta el compartimiento central, asi como la medida y tiempo en que esto
ocurre. Para las formas farmacéuticas de administracion oral (capsulas,
tabletas o polvos) es necesario que primero se desintegren liberando el
farmaco, segundo que el farmaco se disuelva, sin embargo, solamente una
fraccidon de la dosis de farmaco pasa por el higado (sufriendo metabolismo de
primer paso) y finalmente alcanza la circulacién sistémica desde el cual tiene
acceso al sitio de accion, esta fraccion se conoce como fraccion

biodisponible.57:8
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Después de la llegar a circulacion general el farmaco se distribuye hacia los
organos y tejidos por medio de los liquidos intersticial e intracelular. La
distribucion de cada farmaco depende principalmente de las caracteristicas
fisicoquimicas como liposolubilidad, caracter acido o basico, capacidad para
atravesar membranas bioldgicas y su unién a proteinas plasmaticas. Al llegar
a circulacién el farmaco se distribuye primero a érganos bien irrigados como
higado, rinones, encéfalo, y posteriormente se distribuye a otros 6rganos

menos irrigados como piel, grasa y el resto de las visceras.>’8

El metabolismo o biotransformacion de farmacos (principalmente ocurre en el
higado) tiene dos propdsitos principales. El primero es terminar con la
actividad biolégica del farmaco y el segundo producir metabolitos mas
hidrofilos o de mayor tamafio que faciliten su eliminacion del organismo, en
casos particulares se producen moléculas con potente actividad biolégica o
con propiedades toxicas. Las reacciones de metabolismo son de dos tipos, las

de fase | o de biosintesis y las de fase Il o de conjugacion.>’8

El dltimo proceso farmacocinético es la eliminacion, algunos farmacos se
eliminan del organismo sin cambios y otros se eliminan en forma de
metabolitos, siendo los riflones los 6rganos mas importantes para la excrecion
de farmacos y sus metabolitos. La segunda via de eliminacion de farmacos es
por medio de las heces, eliminandose principalmente por esta via
medicamentos ingeridos no absorbidos o metabolitos excretados en la bilis o
secretados directamente en las vias intestinales. Otras vias de eliminacion la

constituyen la leche materna, el sudor y los pulmones.>"8

2.4. ESTUDIOS DE FARMACOCINETICA Y BIODISPONIBILIDAD.

La biodisponibilidad tradicionalmente se define como la proporcién o fraccion

del farmaco que se absorbe y alcanza la circulacidn sistémica después de la
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administracién de un medicamento por via oral. Como se observa en la Figura

4, la biodisponibilidad se valora con el area bajo la curva (AUC).°

Figura 4. Formula simplificada para calculo de la biodisponibilidad, Ia
biodisponibilidad EV u oral es representada por f. Representacion de dos perfiles
farmacéuticos y de sus respectivas AUC tras una administracion IV y una via

extravascular (EV).

Tras administrar un farmaco por via oral, este se absorbe en diferentes
secciones del estbmago e intestinos y la fraccion que alcanza la circulacion
sistémica no en todos los casos es del cien por ciento. La variabilidad de la
biodisponibilidad entre uno u otros farmacos depende de las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco como la solubilidad, permeabilidad, estado de
ionizacion, los mecanismos de transporte a través de membranas, y su unién
a proteinas plasmaticas. Si se trata de medicamentos dependera de la
composiciéon de la forma farmacéutica y de las caracteristicas particulares del

paciente.°

La biodisponibilidad se determina durante los estudios farmacocinéticos, y

estos se llevan a cabo en dos etapas del proceso de desarrollo de
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medicamentos: en la etapa preclinica utilizando modelos animales y en la
etapa clinica en humanos (principalmente en los estudios de fase I). En
estudios preclinicos se utilizan principalmente dos especies de mamiferos,
siendo de los mas utilizados ratones y ratas, aunque también se utilizan perros

y primates.

De forma general un estudio de farmacocinética tipico se realiza mediante la
administracién de una dosis fija del medicamento al sujeto de investigacion ya
sean animales o humanos y la coleccion de muestras de sangre a diferentes
tiempos posteriores a la administracion. Finalmente, utilizando métodos
analiticos validados se determina la concentracion del principio activo y de sus

metabolitos.?

2.5. BIODISPONIBILIDAD DE FARMACOS.

La problematica es que aproximadamente el 40 % de los medicamentos que
se comercializan actualmente en el mercado tienen baja biodisponibilidad lo
cual se traduce en una falta de eficacia de los medicamentos para aliviar a los
pacientes, dentro de este grupo encontramos medicamentos contra el cancer,

la diabetes y la hipertension principalmente. 314

Ademas, de las moléculas candidatas a farmaco que se encuentran en fase
de investigacion solamente el 25% no tienen problemas de biodisponibilidad.
Por lo anterior, es un reto para los investigadores lograr que los nuevos
farmacos tengan buena biodisponibilidad cuando son administrados por via
oral, ya que por baja biodisponibilidad aproximadamente el 40 % de las
moléculas en estudio son rechazadas durante la evaluacion preclinica o

durante los estudios clinicos de fase | en humanos.14:15.16

En las ultimas tres décadas esta problematica ha llamado la atencion a nivel

mundial y se han generado estrategias que han dado paso a nuevas
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estrategias y formas farmacéuticas novedosas, como resultado se ha logrado
incrementar la biodisponibilidad de farmacos y moléculas candidatas a

farmacos.

La biodisponibilidad depende de directamente de dos parametros la solubilidad
y la permeabilidad. De acuerdo con la biofarmacia para estudiar estos dos
aspectos se deben tomar consideraciones particulares ya que al aplicarlos a
los sistemas biologicos se presentan limitantes como por ejemplo la

temperatura (37°C) o el pH (cercano a 7), etc."”

Tradicionalmente la solubilidad se define como la cantidad de soluto que se
puede disolver en 100 mL (cm?3) de disolvente. De acuerdo con la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) y la Farmacopea de los Estados
Unidos de Norte América (USP), la solubilidad de una sustancia en otra es una
medida del grado de mezcla molecular entre las dos sustancias puras en
equilibrio termodinamico. La solubilidad puede expresarse en unidades de
concentracion tales como: molalidad, fraccion molar, relacion molar, peso /

volumen o peso / peso.'81°

En este sentido, el estudio de la solubilidad de farmacos y moléculas
candidatas a farmacos debe realizarse en sistemas acuosos y pH cercano a
7. Y los principales factores que la afectan son la superficie de contacto o

tamafio de particula, forma del soluto (sélidos amorfos o cristalinos).?°

Por otro lado, se debe considerar que el proceso de distribucién de farmacos
es un proceso que involucra el transporte a través de membranas, los
mecanismos principales son: transporte activo, y transporte pasivo ya sea por
difusion simple, mediada por canales o mediada por transportadores. Se
considera que para que una molécula pueda atravesar membranas biolégicas
esta debe cumplir con los siguientes criterios: estar en estado soluble, no estar

en estado ionizado y no estar unido a proteinas plasmaticas.”'°
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2.5.1. LAS REGLAS DE LIPINSKI (Rob5).

Para que una molécula tenga buena disponibilidad, esta debe tener la
capacidad de atravesar las membranas biolégicas y se sabe que dentro de los
factores que influyen en el comportamiento biolégico de un compuesto se
encuentran las propiedades fisicoquimicas. Debido a esto, las moléculas
candidatas a farmacos deben ser capaces de transportarse a través de
membranas biolégicas deben de cumplir con los requerimientos de
liposolubilidad, polaridad, carga eléctrica, solubilidad acuosa, tamafo

molecular, etc.21-23

La regla de Lipinski, también llamada regla del 5 (Rule of five, Ro5), es una
regla ampliamente aceptada para detectar y predecir el comportamiento de las
sustancias relacionado a la permeabilidad en membranas biolégicas. Esta
regla se derivdo de un analisis de mas de 2245 sustancias candidatas a

farmacos y que se encontraban en pruebas de fase [1.2224

Esta regla predice que si un compuesto viola 2 0 mas de los siguientes
postulados, tendra problemas de absorcion, los cuatro postulados de Lipinski

son los siguientes:

1. Peso Molecular menor de 500.

2. Numero de donadores de enlace (puente) de hidrégeno igual o menos
a 5 (suma de grupos OH y NH en la molécula.

3. Numero de aceptores de enlace (puente) de hidrégeno igual o menor a
10 (suma de O y N en la molécula).

4. Log P calculado (C log P) menor a 5.2%%4
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2.6. CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA.

Se ha desarrollado una serie de clasificaciones que describen la absorcién o
paso a través de membranas de las moléculas. Amidon y cols encontraron una
fuerte correlacion entre la permeabilidad y la fraccion de farmaco absorbido en
estudios de farmacocinética por via oral en humanos creando el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BSC), en esta clasificacion los parametros
determinantes para la absorcién son la permeabilidad intestinal y la solubilidad,
como se observa en la Figura 5, esta clasificacion es la mas aceptada a nivel
mundial e incluye cuatro grupos: clase | (alta solubilidad, alta permeabilidad),
clase Il (baja solubilidad, alta permeabilidad), clase Il (alta solubilidad, baja

permeabilidad) y clase IV (baja solubilidad y baja permeabilidad).?>28

Figura 5. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica y problematica que representa

cada grupo con respecto a la absorcion por via oral de farmacos.

Desde que fue publicada, la BCS se ha utilizado como herramienta para
conducir estudios clinicos de bioequivalencia. Y se han desarrollado
metodologias para medir la permeabilidad intestinal, dentro de las cuales
encontramos, ensayos de permeabilidad empleando membranas artificiales en

paralelo (PAMPA) y monocapa de la linea celular Caco-2 (de cancer de colon).
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Es importante mencionar que hasta la fecha la FDA no ha aceptado a los
métodos in silico como validos para cuantificar la permeabilidad en

humanos.29:30

2.7. ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA SOLUBILIDAD Y LA
PERMEABILIDAD.

Durante la etapa de descubrimiento y desarrollo del farmaco un alto porcentaje
de las moléculas tienen problemas de solubilidad acuosa y en ocasiones
muchos cientificos las disuelven en DMSO (sustancia ampliamente toxica para
los organismos vivos) para realizar las pruebas in vitro, lo anterior es un
problema y puede ser considerado una mala practica ya que la solubilidad de
un candidato a farmaco debe ser de preferencia en agua y utilizando

excipientes de uso farmacéutico.3

Se ha estimado que de los farmacos que se encuentran en el mercado,
solamente el 25 % corresponde a la clase | de la clasificacion biofarmacéutica,
esto representa una amplia area de trabajo para mejorar la absorcidon y

permeabilidad de farmacos ya existentes para mejorar su biodisponibilidad.?®

Existen varias estrategias para superar los problemas de solubilidad vy
permeabilidad sin modificar la molécula original, para mejorar la solubilidad se
considera el uso de surfactantes, o de cosolventes como el etanol, tween o
propilenglicol, inclusive realizar ligeras variaciones de pH, hasta disminuir el
tamano de particulas. También, existen varias estrategias que han demostrado
resultados positivos para mejorar la permeabilidad como el uso de
acarreadores de tipo nanotecnoldgico dentro de las cuales encontramos
profarmacos, liposomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas

inorganicas, micelas poliméricas, dispersiones y dendrimeros.3233
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3. JUSTIFICACION

El reto actual que representa el disefio de nuevos farmacos y medicamentos
con buena biodisponibilidad oral es una tematica actual y de gran relevancia
para la comunidad cientifica que se dedica al desarrollo de nuevos
medicamentos para consumo humano. La problematica se ha identificado
claramente y consiste en que el 40 % de los medicamentos que se
comercializan actualmente en el mercado tienen baja biodisponibilidad oral, lo
cual se traduce en una falta de eficacia de los medicamentos para aliviar a los

pacientes.

Desde hace tres décadas se han desarrollado estrategias para realizar el
disenio de medicamentos con buena biodisponibilidad por via oral, se
incluyeron métodos in silico, ensayos in vitro y ensayos in vivo utilizando
modelos animales. Las metodologias antes mencionadas son aplicadas en la
etapa preclinica del desarrollo de medicamentos y las tendencias mundiales
apuntan hacia el desarrollo de técnicas de alto rendimiento que permitan

optimizar el tiempo y los recursos empleados.

En la etapa preclinica es necesaria la evaluaciéon de la solubilidad, la
permeabilidad y el metabolismo de primer paso, que son los factores que
pueden contribuir a una biodisponibilidad oral incompleta de las moléculas

candidatas a farmacos.

En este trabajo, se realizara una revision detallada y actualizada de las
estrategias para el disefio de farmacos con buena biodisponibilidad oral, las
metodologias actualizadas para el estudio de la solubilidad, la permeabilidad
y el metabolismo de primer paso, asi como, las estrategias novedosas que se
utilizan para mejorar la biodisponibilidad oral de farmacos y moléculas

candidatas a farmacos.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision bibliografica detallada y actualizada de las
estrategias para el disefio de farmacos con buena biodisponibilidad, el
incremento de la biodisponibilidad oral, asi como, de las técnicas de

evaluacion de los factores que la afectan.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Describir los lineamientos internacionales que se siguen para el
desarrollo de medicamentos.

B. Realizar una investigacién documental sobre los temas citados en
el objetivo general en articulos cientificos con énfasis en la
informacion menor a 5 afios de antigliedad.

C. Analizar y sistematizar la informacién para presentarla en la

presente monografia.

4.3. METASY ALCANCES

A) Escribir un articulo de revisién sobre biodisponibilidad y enviarlo a

una revista de caracter cientifico.
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5. ASPECTOS ETICOS

El coédigo de ética para el farmacéutico mexicano establece que este
profesional tiene influencia directa sobre la promocién de la salud, el
diagnostico del a enfermedad y la investigacion, desarrollo, produccion,
custodia, control, suministro, seguimiento y regulacién de los medicamentos,
ademas en educacion e investigacion por lo que en su practica puede enfrentar

problemas éticos y de valor.

La ética del farmacéutico debe abstenerse de realizar cualquier acto o actitud
que sea susceptible de desacreditar la profesién, aunque no tenga relacion
alguna con su labor profesional. En toda circunstancia, deben velar por la
conservacion y el respeto a la dignidad e independencia a la profesion. Y debe
de respetar las normas éticas de la profesion, siguiendo a su vez los siguientes

principios: excelencia, innovacién, compromiso, respeto y honestidad.

Por lo anterior los aspectos éticos aplicables a este trabajo monografico deben
estar dirigidos a socializar el conocimiento cientifico y gestionar acciones
éticas que integren, progresivamente, la docencia e investigacion con miras a
promover la formacion de equipos interdisciplinarios que permitan la

produccion cientifica con beneficio social.
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo sera una monografia de revision documental, sobre el
estado del arte de las estrategias que se siguen para mejorar la
biodisponibilidad en moléculas candidatas a farmaco durante el proceso de

desarrollo de medicamentos.

Se llevara a cabo una investigacion bibliografica detallada en internet,
consultando bases de datos principalmente en articulos de revision, articulos
de investigacion originales, tesis, y paginas de internet oficiales y de
divulgacion. Lo anterior abarcara principalmente informacion de los ultimos
cinco anos y se utilizaran las siguientes palabras clave: Biodisponibilidad,
solubilidad, permeabilidad, clasificacion biofarmacéutica, desarrollo de

medicamentos, formulacion de medicamentos, nanoparticula y profarmaco.

Se realizara un analisis sistematizado y detallado de la informacion para

posteriormente plasmarlo en el presente trabajo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Biodisponibilidad absolutay relativa

En términos de farmacocinética la biodisponibilidad se expresa como la
fraccidn absorbida del farmaco que se administra (F%), la Agencia Europea
de Evaluacién de Medicamentos (EMEA), define la biodisponibilidad como “la
velocidad y el grado en que el principio activo se absorbe de una forma

farmacéutica, y queda disponible en la circulacion sistémica".3*

En la literatura actual se emplea el termino en dos contextos diferentes, es

decir, se reconocen dos tipos de biodisponibilidad:

v’ Biodisponibilidad absoluta, se refiere a la fraccion de la dosis
extravascular que llega a la circulacion sistémica sin cambios en
referencia a una dosis intravenosa. Este parametro se determina por
estudios farmacocinéticos comparando perfiles de una administracion
extravascular como la administracion intravenosa del mismo farmaco.
Generalmente se determina calculando el AUC respectivo después de
la administracion oral e intravenosa, como se representa en la siguiente
ecuacion, esta ecuaciéon considera que el farmaco sigue una cinética

lineal.

AUCpo _ DOSIS iv
AUCiv DOSIS po

Biodisponibilidad absoluta =

En la ecuacion anterior “AUC” es al area bajo la curva, “po” es

administracion por via oral, “iv” es la administracién intravenosa.3%-37

v’ Biodisponibilidad relativa, se refiere a la fraccién de una dosis del

farmaco que alcanza la circulacion sistémica en relacion con un
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producto de referencia, es decir se utiliza para la comparacion de dos
medicamentos (medicamento A vs medicamento B), la biodisponibilidad

relativa se calcula mediante la siguiente formula:

AUC prueba % DOSIS referencia
AUC referencia  DOSIS prueba

Biodisponibilidad relativa =

La biodisponibilidad oral esta determinada por la fraccion de dosis absorbida
(fa) en el tracto gastrointestinal y la fraccibn de la dosis que no sufre

metabolismo en el tracto intestinal (FG) y ni en el higado.38-40

7.2. Desarrollo de medicamentos y biodisponibilidad

Descubrir agentes terapéuticos novedosos es un proceso cada vez mas
costoso y que lleva mas tiempo, la mayoria de las estimaciones indican que
se necesitan aproximadamente de 10 a 15 afios y mas de $ 800 millones de
dolares norteamericanos para descubrir y desarrollar un producto farmacéutico
exitoso. Durante la ultima década, la industria farmacéutica ha utilizado
métodos de quimica farmacéutica novedosos y de detecciéon de alto
rendimiento, asi como programas in silico mejorados, este enfoque permitié la
creacion de millones de compuestos que fueron examinados contra cientos de

objetivos (dianas farmacoldgicas) potenciales.*'

A pesar de que el nuevo enfoque del proceso de desarrollo de medicamentos
ha disminuido el tiempo del desarrollo del medicamento a 8 o 10 afos, una de
las principales limitaciones de este enfoque es que las nuevas entidades
quimicas descubiertas recientemente tienden a tener un alto peso molecular y
lipofiia con baja solubilidad acuosa, dando como resultado una
biodisponibilidad oral deficiente siendo esta una de las principales causas de
falla del compuesto en el desarrollo preclinico y clinico. Como se observa en

la figura 6 actualmente el proceso de desarrollo de medicamentos consta de
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cinco etapas: (1) descubrimiento y desarrollo; (2) investigacion preclinica; (3)

investigacion clinica;

revision de expedientes y aprobacion de

medicamentos para su venta; y (5) monitoreo de seguridad de medicamentos

post-mercado.* 42

Figura 6. Importancia de la biodisponibilidad durante el proceso de desarrollo de

medicamentos.

<|

=

v

1. Descubrimiento del
farmaco

2. Investigacion
preclinica

3. Investigacion
clinica

4. Aprobacidn por
autoridad sanitaria

5. Monitoreo post-

marketing

In silico se realiza la aplicaciéon de reglas de Lipinski,
Veber, Oprea, la prediccién de las propiedades
fisicoquimica, asi farmacocinética.

Tanto el procedimiento como la evaluacién de
resultados se lleva a cabo mediante software
especializado.

Principalmente hay dos estrategias: (a) Formulacion con
excipientes tradicionales para optimizar la solubilidad, (b)
Formulacion con nanoparticulas para incrementar
solubilidad y permeabilidad.

La evaluacion se realiza por ensayos in vitro como PAMPA,
Caco-2, Hepatocitos. Ademas se realiza farmacocinética en
animales.

Se obtienen una o mds formas farmacéuticas para aplicarlas
en humanos.

La evaluacion se realiza principalmente en estudios clinicos
de fase 1, mediante estudios farmacocinéticos para
establecer la relacion entre dosis administrada y seguridad.
En esta etapa se determinan los parametros
farmacocinéticos y la biodisponibilidad en humanos.
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7.3. Propiedades fisicoquimicas que influyen en la
biodisponibilidad
De acuerdo con la figura 6, el descubrimiento del farmaco comienza con el
disefo in silico de las nuevas entidades quimicas, en el cual se consideran las

propiedades fisicoquimicas y bioldgicas que influyen en la biodisponibilidad.

En la figura 7 se observa que la biodisponibilidad depende directamente del
grado de absorcidn de farmaco a través del tracto gastrointestinal y del
metabolismo hepatico o de primer paso. La absorcién depende directamente
de la permeabilidad intestinal, el transporte de eflujo, el transporte de influjo y

del metabolismo que ocurre en el tracto digestivo en la pared intestinal 434

Figura 7. Parametros fisicoquimicos involucrados en la biodisponibilidad de

farmacos administrados por via oral.4®

7.4. Propiedades fisicoquimicas que influyen en la permeabilidad

El principal mecanismo de transporte de farmacos en el intestino es la difusion

pasiva, que se lleva a cabo en el lumen del tracto y epitelio gastrointestinales,
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este proceso dinamico es descrito por la primera ley de Fick, es decir, es un
proceso a favor de un gradiente de concentracién, en el cual el farmaco
cruzara la barrera intestinal hasta alcanzar la vena porta, es importante que el
farmaco se encuentre disuelto. Este proceso de difusion se puede describir

mediante la siguiente formula:
] membrana = P membrana x AC x SA

Donde: J membrana es el flujo de la droga a través de una membrana
intestinal; SA es el area de superficie de la luz intestinal;, P membrana es la
permeabilidad efectiva (es la velocidad a la que el farmaco disuelto cruza la
pared intestinal alcanzando la circulacién sanguinea en la vena porta); y AC
es el incremento del gradiente de concentracion a través de la luz intestinal. A

continuacion, se describen los factores que influyen en la difusion pasiva.4’-4°

7.4.1. Volumen molecular y tamafio

Al disefar nuevas entidades quimicas el peso molecular es el parametro
fisicoquimico mas importante que debe considerarse si se desea que un
compuesto se absorba por difusion pasiva y tenga buena permeabilidad
intestinal, este parametro ha sido probablemente el mas estudiado y mejor
descrito, histéricamente fue descrito como: volumen molecular, area
superficial, volumen, geometria, conformacion, radio, radio de giro, diametro
de la seccion transversal, tamano hidrodinamico y radio hidrodinamico.
Probablemente los términos que mejor describen a una molécula para cuestion
de transporte por difusiébn pasiva son: radio o diametro molecular, peso

molecular, y radio de giro.%>

Se han hecho innumerables trabajos con respecto al peso y tamano molecular
(estos parametros estan intimamente relacionados), Pantzar et al. y Knipp et
al. demostraron hallazgos similares, concluyendo que la permeabilidad a

través del intestino de rata depende directamente del tamafio: compuestos con
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un diametro molecular menor de 10 A favorece la permeabilidad es a través
de los poros acuosos de la membrana del borde en cepillo apical del enterocito;
compuestos con un diametro entre 10 y 30A, son capaces de atravesar las
uniones estrechas por transporte paracelular; compuestos mayores de 30 A,
son transportados por medio del mecanismo de transcitosis. Por otro lado,
Camenisch et al. realizo estudios de permeabilidad en la linea celular Caco-2,
concluyendo que: las moléculas con peso menor de 200 Da atraviesan
facilmente la mucosa intestinal por las vias paracelular y transcelular;
moléculas con un peso molecular entre 200 y 500 Da difundian libremente;
moléculas mayores a 500 Da disminuia su capacidad de difundir a través de
la membrana. Ambos tipos de estudios se correlacionan ya que las moléculas
de mayor peso molecular tienen mayor tamano, es decir, las moléculas con
peso mayor a 500 Da, tienen un tamafio molecular mayor de 30 A, sin
embargo, esta molecular pueden permear la membrana por el borde del cepillo

a través de los mecanismos de endocitosis y transcitosis.>?-5

7.4.2. Afinidad de enlaces de hidrégeno

En el disefio de nuevas entidades quimicas con actividad farmacolégica, la
afinidad de la molécula para aceptar enlaces de hidrogeno es un descriptor
que ayuda a predecir la permeabilidad molecular, a esta conclusién se llego
mediante varios estudios, algunos estudios muy simples que involucran el
recuento de heteroatomos de azufre, oxigeno y nitrégeno (S, O y N), ademas
del recuento de moléculas en términos del numero de aceptadores de enlaces
de hidrégeno y donantes de enlaces de hidrogeno. Estas metodologias dieron
paso a la formulacion de dos de los postulados de Lipinski: el numero de
donadores de enlace (puente) de hidrégeno debe ser igual o menos a 5 (suma
de grupos OH y NH en la molécula; el numero de aceptores de enlace (puente)
de hidrégeno debe ser igual o menor a 10 (suma de O y N en la molécula). Sin

embargo, hay estudios que sugieren que el conteo simple puede ser
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problematico y arbitrario cuando se aplica a los grupos voluminosos y
conformacionales como es el caso de los antibidticos, la flexibilidad puede
proteger la resistencia del enlace de hidrégeno. Esta metodologia considera
que todos los tipos de enlaces H son energéticamente equivalentes y otra
problematica que presenta esta metodologia es que los efectos de la

ionizacién son ignorados.5%-%7

7.4.3. Area polar superficial

En la ultima década, el desarrollo de las técnicas computacionales dio lugar al
desarrollo de métodos novedosos, mas practicos y sofisticados, el mas
desarrollado fue la estimaciéon del area polar de la superficie o area polar
superficial (PSA). Estudios de permeabilidad (por difusién pasiva) en
segmentos intestinales de rata (ileon) y en monocapas de las lineas celulares
CACO-2 realizados en las décadas de los 90’s mostraron excelente
correlaciéon entre el PSA de las moléculas y su permeabilidad por difusion
pasiva obteniendo correlaciones (R?) mayores a 0,92. Este mismo autor (Palm
et al. y Kelder et al.) realizé un estudio mas en el cual encontr6é una excelente
correlacion (R? = 0.94) entre el PSA de 20 farmacos y su fraccion de absorcion

(Fab) en humanos.58.59

7.4.4. Hidrofobicidad

Este parametro describe el grado de afinidad que tiene una molécula por fases
lipidicas y al mismo tiempo es una medida del grado de repulsion que muestra
esta molécula por soluciones acuosas. La permeabilidad intestinal de pende
de este parametro debido a que el intestino tiene una capa de mucosa rica en
lipidos en donde el farmaco en solucién debe tener la capacidad de
atravesarla, en este proceso se rompen los enlaces de hidrogeno formados
por la solucién acuosa y el farmaco. La hidrofobicidad a menudo se expresa

como sindénimo de lipofilicidad (aunque estrictamente hablando estos términos
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son diferentes) y para describir este parametro se usa la siguiente férmula de

coeficiente de particion o log P (algunos autores utilizan log D):

C oct
logP = log(Tgua)
Donde C oct y C agua son las concentraciones en equilibrio de la fraccion del
soluto no ionizado en un sistema bifasico de octanol y agua, lo anterior aplica
a la fraccion no ionizada de la molécula. Para el caso de moléculas ionizables,
el pH de la solucion acuosa no debe estar dentro de + 2 unidades de su

respectivo.0-61

Con el desarrollo de métodos computacionales los parametros de lipofilicidad,
c log P y c log D pueden ser calculados in silico, la relacion entre la fraccion
de farmaco absorbido por via oral y la lipofilicidad se ha investigado
concluyendo que los compuestos que tienen un c log P menor a 2 tienen una
absorcion oral deficiente, esto se establecio en los postulados de Lipinski en

el cual el ¢ log P debe ser menor a 5.52

La teoria de la particion por pH o teoria de ionizacion establece que en los
procesos de absorcion por difusion pasiva la velocidad de absorcion esta
favorecida hacia la forma no ionizada de la molécula, de manera general se
establecié que los farmacos acidos se encontraran ionizados en un pH basico
y que los farmacos basicos se disociaran en pH acido, sin embargo, esta teoria
no aplica a otros tipos de transporte y ha sido muy cuestionada por su poca
utilidad para predecir el sitio de absorcion del farmaco, usando técnicas
voltimétricas se demostré que los compuestos en su forma ionizada pueden
pasar a las fases organicas y también podrian cruzar las membranas, los
mecanismos por los cuales un compuesto cargado puede atravesar la
membrana son: transcelular, paracelular, mediado por proteinas

acarreadoras.3-65
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7.4.5. Permeabilidad y los postulados de Lipinski

En 1997, Christopher A. Lipinski publicé un articulo que agrupa una serie de
caracteristicas previamente descritas en esta seccion, correspondiente a los
factores fisicoquimicos que influyen en la permeabilidad de farmacos que se
administran por via oral y que atraviesan la membrana intestinal por difusion
pasiva, estas caracteristicas se conocen como la regla de cinco de Lipinski o
los postulados de Lipinski que fueron descritos previamente en la seccion
2.5.1. La hipotesis de Lipinski surgié de la observacion de que la mayoria de
los medicamentos son moléculas relativamente pequefias vy lipdfilas (Lipinski,
1997 y 2001).56

Estos postulados son una regla general para determinar si un compuesto
quimico con cierta actividad farmacoldgica o biolégica podra ser administrado
por via oral en los seres humanos y desde su publicacion, la regla del cinco de
Lipinski ha sido un filtro critico para los programas de desarrollo de farmacos.
Un algoritmo simple que ayuda a identificar candidatos de farmacos exitosos,
los postulados ayudan a identificar moléculas que probablemente tienen una
mala permeabilidad intestinal o una baja solubilidad acuosa y (cuando violan
dos 0 mas reglas), por lo tanto, estas moléculas tendran una absorcion oral
deficiente. Esta contribucién histérica al desarrollo de farmacos ha influido en
la forma en que la industria farmacéutica se acerca al desarrollo de farmacos

activos por via oral.57:68

La regla es importante para la optimizacién de farmaco para aumentar la
actividad y la selectividad, conservando la capacidad de este para ser
absorbido en la pared intestinal cuando se administra por via oral, ya que a
menudo la optimizacion molecular conduce a farmacos con mayor peso
molecular, mas anillos, enlaces mas giratorios y una mayor lipofilia. La Tabla
1, es de un estudio realizado por Aanandhi MV et al., quien analizé una serie
de 20 agentes antiepilépticos clasicos y no clasicos los cuales cumplieron con

las reglas de Lipinski.®®
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Tabla 1. Las reglas de Lipinski aplicadas a la optimizacion de moléculas para

tratamiento de la epilepsia.®®
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Continuacién de la Tabla 1. Las reglas de Lipinski aplicadas a la optimizacién

de moléculas para tratamiento de la epilepsia.®®
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Un proceso crucial para la absorcién intestinal es que los enlaces de hidrogeno
los cuales aumentan la solubilidad acuosa, los cuales deben romperse para
que un compuesto penetre en la membrana bicapa lipidica. De este modo, al
aumentar el numero de enlaces de hidrogeno, se reduce el reparto de la fase
acuosa a la membrana bicapa lipidica para la permeacion por difusién pasiva.
Sin embargo, el aumento de logP mayor a 5, disminuye la solubilidad acuosa

que reduce la absorcion.”™

El peso molecular esta relacionado con el tamafno de la molécula, a medida
que aumenta el tamafio molecular, debe formarse una cavidad mas grande en
agua para solubilizar el compuesto, disminuyendo asi la solubilidad. El
aumento del tamafo también impide la difusién pasiva a través del paquete

compacto cadenas laterales alifaticas de la membrana bicapa lipidica.”"

Hay diversos estudios que proponen valores 6ptimos de los que aparecen en
las reglas de Lipinski que favorecen la absorcion oral de farmacos y son los

siguientes:

El peso molecular debe estar entre 300 y 400 Dalton. 273
El log P debe estar entre 2 y 3. 7273
Reduccién de la ionizacion. 7273

Reduccion del total de enlaces aceptores y donadores menor a 9. 7273

NN

Total de enlaces rotables menor a 12. 7273

7.4.6. Solubilidad

En los ultimos afnos se ha descrito que, durante la etapa de descubrimiento de
farmacos, el nimero de candidatos de farmaco insoluble es casi del 70%, es
decir que muestran una baja solubilidad en agua. La escasa solubilidad acuosa
tiene como consecuencia pobres valores de disolucion en fluidos

gastrointestinales lo que se traduce en baja biodisponibilidad in vivo.”
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Asi como la permeabilidad y la disolucién (el grado de disolucién del farmaco
también es un proceso limitante en la absorcién), la solubilidad es otro factor
muy importante que determina la velocidad y el grado de absorcion de
farmacos a nivel gastrointestinal después de su administracion por via oral, el
estudio y optimizacion de la solubilidad es fundamental en la etapa de
descubrimiento y desarrollo. Se ha establecido que la biodisponibilidad oral de
un farmaco depende de los siguientes parametros: solubilidad acuosa,
permeabilidad, velocidad de disolucién, metabolismo de primer paso y

susceptibilidad a los mecanismos de eflujo.”

La solubilidad es la concentraciéon de farmaco en una solucién saturada a una
temperatura y pH definido y generalmente se expresa como log S, en donde
S es la concentracion del compuesto saturado en mol/L en equilibrio de la
forma cristalina mas estable, en condiciones definidas durante un periodo de
tiempo (24 o 48 h). Para propdsitos de descubrimiento y desarrollo de
medicamentos se usan dos tipos de meétodos de solubilidad: cinética y

termodinamica, ambos se realizan a 37°C.76

v Solubilidad termodinamica. Representa la concentraciéon de equilibrio
del farmaco en una solucion saturada, en un solvente dado a una
temperatura de 37°C. Otra definicion es la concentracion de un
compuesto en solucion saturada cuando hay un exceso de soluto sin
disolver, y solucién y soluto estan en equilibrio.””

v Solubilidad cinética. La determinacién de solubilidad se realiza en un
medio acuoso relevante, este parametro se refiere al valor de
solubilidad que es determinado dentro de un periodo de tiempo definido
y es menor a 24 h. También se puede definir como la concentracion de
un compuesto en el momento en que un precipitado inducido aparece

por primera vez en solucion.”®
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La solubilidad es afectada por una multitud de factores como: lipofilicidad
(logP), molecular, la capacidad de enlaces de hidrégeno intra e intermolecular,
el estado de carga (pKa), pH, temperatura, presion, composicién del medio,

red cristalina de farmaco y punto de fusion.

7.4.6.1. Factores que afectan la solubilidad

Figura 8. Tipos de solubilidad utilizados en HTS, factores de solubilidad que
la modifican.

En la figura 8 se observan las matrices mas utilizadas en la industria
farmacéutica para determinar la solubilidad de moléculas candidatas a
farmaco en la etapa de descubrimiento.”® Ademads, se presentan varios
factores que afectan o modifican la solubilidad de los farmacos, estos se

clasifican en:

v’ Estructurales: peso molecular, la forma, simetria; fuerza de los enlaces
de hidrégeno; aromaticidad; area polar de superficie.
v Fisicoquimicas: Lipofilicidad, pKa, carga/ionizacion y estabilidad

quimica.
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v Caracteristicas en estado solido: Punto de fusién, energia cristalina, co-
cristales, polimorfismo/cristalinidad, pureza, tamano de particula y

distribucion.

El polimorfismo y la forma amorfa pueden afectar la estabilidad fisica y quimica
de farmacos como: carbamazepina, indometacina y enalapril; al influir en la
velocidad de solubilizacion y el mecanismo de descomposicion. Aunque la
estructura molecular de los polimorfos o de las formas amorfas es idéntica, las
propiedades fisicas son diferentes (temperatura de fusion, densidad
molecular, higroscopicidad, forma del cristal, y entalpia de fusion), tales

diferencias se atribuyen al empaquetamiento molecular.8°

Tabla 2. Solubilidad acuosa de 16 farmacos a pH a 7.4 medidos en las formas,
cristalina, amorfa y una mezcla de ambos usando el método de frasco con

agitacion durante 24 horas.®'
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Como se observa en la Tabla 2, dependiendo si se usa la forma amorfa o
cristalina del farmaco en la formulaciéon de un medicamento sera el perfil de
disolucién obtenido, siendo por lo tanto un factor esencial que debe estudiarse
en la etapa de descubrimiento. El proceso termodinamico de la de solubilidad
se compone de tres pasos: primero, la molécula del farmaco debe disociarse
de su forma sdlida; segundo, la estructura uniforme del agua debe formar una
cavidad lo suficientemente grande para incorporar la molécula del farmaco.
Finalmente, la molécula de farmaco se inserta en el agua donde interactua con

las moléculas de agua circundantes.??

Otra caracteristica del estado sélido que modifica a la solubilidad es la energia
del enrejado del cristal, ya que una estructura cristalina altamente ordenada
se asocia con un punto de fusion mas alto y por lo tanto una menor solubilidad
acuosa. Un compuesto de alto punto de fusion (> 250 C) tendra una solubilidad
termodinamica deficiente, lo que requerira un equipo de descubrimiento para
desarrollar una relacion estructura-actividad para reducir su energia de red
cristalina que conduce a una mayor solubilidad acuosa. Esta caracteristica se
observa en farmacos con un numero significativo de enlaces de hidrégeno
grupos aceptores (HBA) / donantes (HBD) y conformacion plana o poco

inflexible.83

En ocasiones durante la etapa de descubrimiento, cuando el farmaco tiene
baja solubilidad como estrategia se opta el sintetizar la sal del farmaco, este
proceso ha sido ampliamente documentado con farmacos que se comercian
actualmente. Al sintetizar la sal de un farmaco sélido, este se compone de la
molécula de farmaco cargada y tipicamente un acido o base débil con su
contraion cargado de manera opuesta. Al formar la sal del farmaco cambia la
atraccion Coulombica entre el farmaco y su contraién alterando la energia
potencial del estado sélido. Generalmente, la forma de la sal del farmaco altera
la velocidad de disolucion del farmaco modificando el pH de la capa de difusion

en la superficie del sélido en disolucion.®*
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En general, debe haber una separacion de alrededor de 2-3 unidades entre
los valores pKa del contraiéon y el grupo funcional del farmaco. Se ha
establecido que el uso de contraiones que son iones enddgenos, como el CI-,
a menudo se asocia con el efecto ion comun. Ademas, los contraiones

disminuiran la solubilidad de una sal a base de HCI en los fluidos gastricos.8®

7.4.6.2. Determinacién de la solubilidad

Algunas veces no se logra alcanzar el equilibrio en este tiempo debido a que
el compuesto no se encuentra en su forma cristalina mas estable. Por lo tanto,
el valor de solubilidad cinética es normalmente mas alto que la solubilidad
termodinamica, sin embargo, a pesar de esta controversia la medicion de la
solubilidad cinética es el mas utilizado para HTS y es empleado por varias
companias farmacéuticas para identificar compuestos poco solubles en la
etapa de descubrimiento del farmaco. La principal ventaja es que esta técnica
es mas rapida ya que no se requiere alcanzar la condicién de equilibrio y la

principal desventaja es que no se considera el efecto de la red cristalina.8®

Tanto la solubilidad termodinamica como la cinética se miden en una solucion
amortiguadora a base de fosfato (rango de pH 6.5-7) ya que este medio se
considera un sustituto del pH intestinal. A veces, fluido intestinal simulado en
estado de ayuno (FASSIF) o fluido intestinal estado alimentado simulado
(FESSIF) también se considera un medio acuoso para evaluar compuestos
solubilidad. De acuerdo con varias revisiones los valores de solubilidad
optimos para lograr una buena absorcion oral varia y depende directamente
de la dosis que se pretende administrar. Se han descrito valores que van desde
0.1 mMa 1 mM.?
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7.4.6.3. Métodos para determinar solubilidad

Desde hace tres décadas la industria farmaceéutica enfoco sus esfuerzos en
desarrollar metodologias de alto rendimiento para la determinacion de
solubilidad, muchos de estos trabajos se presentan en la Tablas 3 y 4. El
desarrollo de metodologias de HTS se enfocaron en la evaluacion de la
solubilidad cinética (no se alcanzaba el estado de equilibrio), brevemente: una
solucion stock de farmaco (generalmente 10 mM) en DMSO, era dispersada
gradualmente en el disolvente acuoso de interés, cuando la precipitacion del

farmaco ocurria, esta era detectada opticamente.

Posteriormente, para optimizar tiempo y recursos se desarroll6 un método
directo en el cual el precipitado se elimina por filtracion o centrifugacion y la
concentracion resultante se determina mediante lectores de placa UV o
mediante HPLC.

Estos datos son utiles unicamente para caracterizar la concentracion rapida
del farmaco en los ensayos in vitro, y para de optimizaciéon del mismo en el
paso de HIT a LEAD, sin embargo, si las propiedades de estado solido no
estan caracterizadas, se pueden presentar las siguientes incertidumbres: la
solubilidad del farmaco en estado cristalino y en estado no cristalino pueden
alcanzar diferencias de dos 6rdenes de magnitud; segundo, la Regla de las
etapas de Ostwald para precipitacién, establece que este fendmeno es
favorecido las especies metaestables en soluciones de agua-DMSO . Ademas,
la presencia de DMSO en una concentracion del 1-5%, lleva a la
sobreestimacion de los valores de solubilidad. A pesar de que los datos
obtenidos mediante estas técnicas no se comparan estrictamente con los
obtenidos por métodos de solubilidad cinética, no cabe duda, que para el

proceso de descubrimiento de farmacos estas técnicas son adecuadas.8%%°

Las técnicas de solubilidad termodinamica de rendimiento medio o bajo que

se aplican principalmente en la fase de descubrimiento tardio para la
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caracterizacién de compuestos avanzados. La técnica que se considera como
el estandar de oro es la conocida como “matraz de agitacion a saturacion o
SSF”, a partir de esta técnica se han desarrollado modificaciones novedosas:
ensayos miniaturizados o basados en placas y parcialmente automatizados, y
por medicion potenciométrica, estos se describen en las siguientes Tablas 3 y
4.

Tabla 3. Métodos cinéticos (no se alcanza equilibrio)

Técnica Caracteristicas relevantes

Directa: microfiltracion y | Técnica de alto rendimiento, de alta
centrifugacion con cuantificacion | velocidad, es necesario la presencia de un
por UV. cromoforo (UV), es sensible a impurezas e

interferencias.®’

Matraz Técnica de alto rendimiento, se puede aplicar
solamente a farmacos que contengan

nitrégeno.%?

Directa: microfiltracion y | Técnica de rendimiento medio, se puede
centrifugacion con cuantificacion | aplicar a una gran variedad de farmacos y

por deteccién con HPLC. muestras no puras.®

Indirectas por precipitacion y | Técnica de alto rendimiento, rapida y se

deteccién por nefelometria. aplica a varias muestras.®

Indirectas por precipitacion y | Técnica de alto rendimiento, se aplica a
deteccién por turbidimetria. varias muestras. Desventajas:  baja
sensibilidad, sobreestimacion de valores, es
poco reproducible para compuestos con baja

solubilidad.®
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Tabla 4. Métodos termodinamicos (en equilibrio)

Técnica

Caracteristicas relevantes

Matraz de agitacion a saturacion,

técnica convencional.

Técnica de bajo rendimiento, su principal

desventaja es el tiempo requerido.®

Matraz de agitacion a saturacion

técnica miniaturizada.

Técnica de rendimiento medio, es adecuada

para farmacos con baja solubilidad.®

Matraz de agitacién a saturacion,
técnica miniaturizada. En placas

multi- pozo con deteccion UV.

de

implementacion es laboriosa.®

Técnica rendimiento medio, su

Matraz de agitacién a saturacion,
miniaturizada.
del

evaporacion o liofilizacion.

técnica Con

remocion solvente  por

Técnica de rendimiento medio, adecuado
para formulaciones no acuosas. Hay ahorro

de compuesto.?’

Matraz de agitacion a saturacion,

técnica miniaturizada. Con
incubacién larga en presencia de

cosolvente.

Técnica de rendimiento medio y alto, se
alcanza un semi-equilibrio. Hay ahorro de

compuesto.®’

Micro disolucion (uDISS)

Técnica de rendimiento medio, el equilibrio
se fundamenta por una curva de disolucion y
se obtiene un rango adecuado de disolucion

intrinseca del farmaco.%

Disolucion facilitada

Técnica de bajo rendimiento, se aplica a

farmacos ionizables y ligeramente solubles.*®

Titulacién de fase dual en placa
(DTT)

Técnica de bajo rendimiento que solo puede
aplicarse a compuestos ionizables y obtener

la solubilidad intrinseca.'%

Los métodos mencionados en las Tablas (3 y 4) anteriores fueron
desarrollados por varias industrias farmacéuticas lideres mundiales en el
desarrollo de medicamentos, dentro de estas industrias podemos citar las
siguientes: Merck, Glaxo, Pfizer, Boehringer, Takeda, Bristol-Mayers Squibb,

Aventis, Amgen, AstraZeneca, Orion, entre otras. Como se observa en las
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tablas anteriores los métodos son variados, asi como sus ventajas y
desventajas y varios autores han analizado numerosos factores que afectan
los datos de solubilidad del equilibrio. De aqui surge la necesidad de armonizar
los protocolos de estudio de estabilidad con la finalidad de obtener resultados,
comparables, precisos y de confiabilidad, el desarrollo de tecnologia facilito la
eliminacién de disolventes, asi mismo se deben destacar avances novedosos
como la técnica de microbalanza de cristal de cuarzo o la técnica optofluidica

de particula Unica.®1-100

La medicién de la solubilidad en el equilibrio es un aspecto critico en la etapa
de descubrimiento de farmacos, por lo tanto, la comunidad cientifica ha optado
por acoplar técnicas analiticas de alto rendimiento como las siguientes:
Ensayos de solubilidad en equilibrio combinado con la caracterizacién
completa en estado sélido del soluto mediante microscopia de luz polarizada,
0 acoplada a espectroscopia Raman o difraccién de rayos X en polvo (PXRD),
con la finalidad de realizar una medicion correcta de solubilidad. Ademas, se
ha realizado la cuantificacién por ultra HPLC y espectrometria de masas.
Finalmente, la determinacion de las propiedades fisicoquimicas del farmaco
como: pKa, impurezas, logD calculado, etc., permitiran la eleccion adecuada
de la técnica a usar. Ademas, se debe realizar ensayos de solubilidad en

fluidos gastricos simulados. 0!

7.5. Metabolismos en el tracto gastrointestinal

El metabolismo en el tracto gastrointestinal ha sido ampliamente estudiado,
tanto en modelos humanos, asi como en ratas perros o primates incluso se
han realizado comparaciones de la microflora (microbiota) y metabolismo entre
las diferentes especies con la finalidad de encontrar alguna correlacion. Sin
embargo, para establecer correlacion entre los modelos en especies animales
y los modelos humanos, se necesitan mas estudios para permitir una

interpretacion precisa y significativa de los resultados obtenidos. Dentro de las
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principales diferencias, es que las ratas, los perros y primates, la microflora
bacteriana existe en la mayoria del tracto gastrointestinal, mientras que, en los
humanos, la microflora bacteriana se concentra en los intestinos delgado y

grueso.'%?

Los términos microbiota y microbioma a menudo se usan indistintamente en la
literatura, pero se pueden diferenciar en funcion de sus definiciones mas
recientes. El término "microbiota" se refiere a la coleccién de microorganismos,
mientras que el término "microbioma" se refiere a los genomas colectivos de
estos microorganismos. El microbiota intestinal se compone de billones de
microbios con mas de 700-1000 especies bacterianas diferentes que residen
en el intestino (Qin et al. 2010). Se estima que se cree que diez filum diferentes
contribuyen al papel funcional del microbioma intestinal en el cual los
Firmicutes y bacteroidetes son los filum mas dominantes. El pH neutro o el
ambiente débilmente basico que se encuentra en el intestino grueso es el area
mas densamente colonizada del tracto GI, con un estimado de 10'2 bacterias
/ g. Se han identificado multiples géneros bacterianos como: Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus, Ruminococcus y Bifidobacterium. (Gloux et al.
2011; O'Hara y Shanahan 2006; Jandhyala et al. 2015; Marchesi et al.
2015).102-104

Las enzimas del microbiota bacteriano llevan a cabo las siguientes reacciones
sobre los farmacos: hidrolisis, des hidroxilacion, des amidacion, des
carboxilacién, acetilacion, acetilacion, esterificacion y reduccion de dobles
enlaces, nitro y grupos diazo. Una excelente revision realizada por Jourova en
2016, muestra un resumen de los principales farmacos metabolizados por el

microbiota humano (Tabla 5).1%
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Tabla 5. Resumen de farmacos metabolizados por microbiota bacteria
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Como se observa en la Tabla 5 las enzimas del microbiota se han implicado

en la activaciéon y en la inactivacion de farmacos. Ademas, el metabolismo

directo de los farmacos por enzimas derivadas de microbios se ha demostrado

para una variedad de farmacos diferentes, algunos ejemplos se detallan en la

siguiente Tabla 6.106

Tabla 6. Metabolismo de farmacos por enzimas bacterianas del microbiota.0”-108

Enzima

Sustrato

Mecanismo de reaccién propuesto

Azoreductasa

Profarmacos del 5ASA,
Olsalazina.
Nitrofurantoina,

Nitrofurazona.

Reduccién de los grupos Azo o

enlaces de quinonas.

B-glucoronidasa

AINES

diclofenaco).

(indometacina,
Iridotecan

glucurénico.

Remueve la parte del &cido

glucurénico de metabolitos

formados en fase 2.

B-Liasa

Metabolitos  conjugados
con cisteina, activacion de
derivados de

selenocisteina

Rompimiento de enlaces C-S en
metabolitos conjugados con S-

cisteina.

Carboxilesterasa

Aspirina 'y profarmacos

con el grupo ester.

Hidrolisis de esteres a 4&cidos
carboxilicos.

Hidrolisis de esteres, tioesteres,
amidas o carbamatos a acidos

libres.

Nitroreductasa

Benzodiacepinas y

metronidazol.

Reduccién del grupo nitro.

N-acetiltransferasa

Acido 5-aminosalicilico

Transferencia del grupo acetil al
oxigeno o nitrégeno de arilaminas

primarias e hidrazinas.

Sulfatasas

Metabolitos que contengan

ester sulfato.

Hidrolisis de los esteres de sulfato

por la formilglicina
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Las reacciones de reduccién y de hidrolisis dominan el microbiota intestinal. Y
en particular la B-glucuronidasa ha sido ampliamente estudiada porque es
responsable de la reabsorcion enterohepatica de farmacos debido a su
capacidad para romper la conjugacion de farmacos conjugados con acido
glucurénico. La circulacidn enterohepatica generalmente conduce a un
fendmeno de pico multiple y una vida media terminal mas larga. La actividad
de la B-glucuronidasa en el tracto gastrointestinal humano genera 0.02 y 0.9
pMmol de producto formado por hora por gramo del contenido para las regiones

proximal y distal del intestino delgado, respectivamente.'%®

7.6. Transporte activo

El transporte activo es fundamental para que aquellos medicamentos que son
administrados por via oral sean absorbidos en el tracto gastrointestinal,
basicamente para moléculas que no se absorben por difusion pasiva. Como
se observa en la siguiente Figura 9, este transporte es el resultado de dos

mecanismos cuyos resultados son diametralmente opuestos.

Figura 9. Trasporte de farmacos en el tracto gastrointestinal.’"®
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Por un lado, la captacién del farmaco a los enterocitos es favorecido por los
mecanismos de influjo o captura y por el otro, los mecanismos de eflujo que

contribuyen a expulsar el farmaco de los enterocitos.''®

El transporte activo de flujo o influjo es mediado por proteinas conocidas como
transportadoras, los cuales se localizan unidos a la membrana que estan
ubicadas en el lado apical o basolateral del enterocito, estos transportadores
se clasifican en transportadores de flujo (influjo) o transportadores de eflujo.
Actualmente, dos familias son las que destacan por su gran numero de

proteinas transportadoras y se han descritos como superfamilias:

v' Superfamilia de transportadores ABC, se encuentran ampliamente
distribuidos en la superficie del enterocito, también se conoce como la
Superfamilia de casetes de union a ATP, son transportadores primarios
que utilizan la hidrdlisis de ATP para mediar la exportacion activa de
xenobidticos desde el citoplasma a la sangre de la vena porta.'"

v' Superfamilias de acarreadores (portadores) de solutos (SLC). El
mecanismo es por medio del uso de un gradiente de protones y Na*
creado por los portadores primarios activos (Na* / K*-ATPasa, Na* / H*
-ATPasa) para impulsar el transporte de sustratos enddgenos y
xenobiodticos hacia el interior del enterocito y los Illamados

transportadores secundarios.'"

Adicionalmente se han estudiado un gran numero de transportadores de influjo
o de eflujo en humanos, para diversos farmacos. Como se observa en la
Figura 10, el transporte de eflujo cobro importancia des de que se observé que
las células transportaban a los farmacos desde su interior hacia el exterior,
siendo de los transportadores de eflujo mas importantes, mas investigado y
mejor caracterizado de salida apical, la glicoproteina P o P-gp, la proteina de
resistencia al cancer de mama (BCRP) y las proteinas asociadas a la

resistencia a multiples farmacos.'"?
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Figura 10. Representacion esquematica del funcionamiento de la

glicoproteina P, para el eflujo de farmacos.'"?

A continuacién, se describen las caracteristicas mas importantes de las

proteinas de eflujo con respecto a la biodisponibilidad:

v P-gp (ABCB1). Esta proteina es un producto del gen de resistencia a
multiples farmacos el MDR1, proteina P-gp ésta unida a la membrana
desempefia un no deseado porque limita la absorcion intestinal de
varios farmacos lipéfilos ya sean neutros o basicos, como: antraciclinas
(doxorubicina, daunorubicina), alcaloides (reserpina, vincristina,
vinblastina),  péptidos, hormonas esteroideas (aldosterona,
hidrocortisona) y anestésicos locales (dibucaina). Esta proteina
también media la secrecién activa de sustratos como la digoxina de la
circulacion sistémica en el lumen intestinal. 113115
Durante el desarrollo preclinico las especies utilizadas para el estudio

de la P-gp son ratas, perros y monos. Se ha descrito que los ratones y
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las ratas contienen dos genes paralogos (Mdr1a y Mdr1b) que codifican
P-gp y que los perros, monos y humanos solo tienen 1 gen MDR1. Se
han descubierto diferencias significativas entre especies, ya que peros
y monos parecen tienen una mayor expresion relativa de ARNm de
MDR1 que los humanos.'6

En humanos, la expresion de proteina relativa de P-gp aumenta
progresivamente desde la region proximal a la distal del intestino
delgado. Como consecuencia, la absorcion y la biodisponibilidad oral
de un sustrato de P-gp pueden depender del sitio de absorcion y
suministro en relacion con este patron de distribucion regional, este
factor se debe considerar al predecir la absorcion de una NCE en
humanos de especies preclinicas. Actualmente se ha concluido que la
mejor correlacion del metabolismo por MDR es entre el MDR1 humano

y de mono con una R2 = 0.954.1"7

BCRP (ABCG2), esta es una proteina de membrana de 72 kDa que se
compone de 655 aminoacidos y esta dispuesta en seis segmentos
transmembrana (TM) y tiene un ABC en el término amino. Se ha
descrito la distribucion relativa de ARNm intestinal de BCRP en varias
especies preclinicas y en el intestino delgado humano, la expresion
relativa de ARNm de BCRP en el intestino delgado de perros y monos
es mas alta comparado con el de los humanos.''®

El BCRP limita la absorcién oral de los farmacos y facilita su secrecién
activa en el tracto gastrointestinal, exhibiendo una amplia especificidad
por sustratos que incluyen farmacos como: antineoplasicos
(mitoxantrona, camptotecinas, inhibidores de la tirosina quinasa;
antivirales (zidovudina, lamivudina), inhibidores de la HMG-CoA
reductasa (estatinas); benzimidazoles y antibiéticos (ciprofloxacina,

rifampicina)."®
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v MRP2 (ABCC2), esta proteina tiene una masa molecular aparente de
190-200 kDa y esta compuesta de 1545 aminoacidos, se encuentran
en la superficie apical del enterocito y limitan la absorcién oral de
farmacos como: rosuvastatina, bosentan, metotrexato, ciclosporina,
carbamazepina, rifampicina, pravastatina, cisplatino, etopdsido,
doxorubicina, epirubicina, mitoxantrona, inhibidores de la proteasa del
VIH, inmunosupresores y metabolitos de fase Il. Estos sustratos
generalmente se transportan contra su gradiente de concentracion
utilizando la hidrdlisis de ATP como fuente de energia. Se investigo
profundamente la expresion relativa concluyendo que la expresion de
ARNmM de MRP2 en el intestino delgado humano y el colon es menor en
comparacion con la mostrada en las especies preclinicas (rata, perro y

mono).120

Finalmente, la integracién de estos hallazgos en modelos farmacocinéticos
preclinicos permite una mejor comprension de los factores que conducen a las
diferencias de los resultados obtenidas en diferentes especies, asi como, su
correlacion con biodisponibilidad oral obtenida en humanos para NCE que son

sustratos para transportadores de flujo de salida.

7.7. Metabolismo hepético

El metabolismo hepatico y la biodisponibilidad tiene una gran importancia ya
que algunos farmacos se metabolizan ampliamente, otros se moderadamente
y algunos practicamente no sufren de metabolismo de primer paso. Las
consecuencias terapéuticas fueron el principal punto de interés del estudio de
este tipo de metabolismo ya que al metabolizarse los farmacos tiene una serie
de consecuencias como son: menor cantidad de farmaco activo, formacién de
metabolitos activos (mayor metabolismo), metabolitos inactivos (perdida de

actividad), metabolitos toxicos (toxicidad), o activacion de profarmacos.?".122
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Estrictamente hablando la biodisponibilidad es afectada por la degradacion del
farmaco lo que tiene como consecuencia que una fraccion o porcentaje de la
dosis administrada de farmaco sea eliminada y como consecuencia haya una
pérdida de la actividad farmacolégica. Este tema ha sido muy estudiado. El
avance ha sido dramatico ya que, en 1991 los candidatos a farmacos que
fracasaban es estudios clinicos por casusas de farmacocinética o
biodisponibilidad deficientes era de aproximadamente el 40% del total,
mientras que, en el 2001 este porcentaje se redujo a menos del 10% y para el
2010 al 1%.123

Figura 11. Distribucion relativa de las subfamilias de CYP en higado

humano.124
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Aproximadamente, el 70% de los farmacos comercializados en el mercado
mundial sufren metabolismo hepatico, de los cuales, alrededor del 73% sufre
metabolismo de fase 1 por enzimas de CYP (la distribucidén de las subfamilias
del CYP se observa en la Figura 11) y el 15% por la enzima UDP-glucuronosil
transferasa (UGT). El investigar el metabolismo de en la etapa de
descubrimiento del farmaco es paso fundamental en la industria farmacéutica

dedicada al desarrollo de medicamentos.'2®

7.8. Métodos para estudiar permeabilidad
7.8.1.1. Método por membranas artificiales PAMPA

Los ensayos PAMPA reciben su nombre del inglés “Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay”, son ensayos de permeabilidad en membranas
artificiales paralelas y se desarrollaron con el propdsito de contar con un
método de alto rendimiento para la industria farmacéutica que pudiera generar
resultados mas rapidos y aproximados a los obtenidos mediante lineas
celulares como la CaCo-2 o las MDCK, fueron introducidos al mercado en 1998
y desde entonces han ido ganando un interés por la comunidad cientifica

dedicada al desarrollo de medicamentos.126

Este método utiliza una capa de fosfolipidos sobre un filtro que actua como
soporte, de modo que se distinguen dos compartimentos acuosos, que
permiten mimetizar la situacion en la que se produce la difusidon pasiva y
transcelular de los farmacos en el descubrimiento temprano de farmacos. El
método original de PAMPA fue propuesto por primera vez por Kansy et al., sin
embargo, se detectaron varios problemas, como una mala correlacion con la
absorcién humana y los datos de Caco-2, una alta retencion de masa por La
membrana, y baja estabilidad de la membrana. En los ultimos afos se han
desarrollado nuevas membrana PAMPA (lipido-aceite-lipido), que genera

resultados similares a los de la membrana biolégica.'?’
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El ensayo se lleva a cabo en una placa de filtro PAMPA de 96 pocillos y mide

la capacidad de los compuestos para difundirse desde un compartimiento

donador a un compartimiento de aceptor separados por un filtro de membrana

de PVDF pretratado con un disolvente organico que contiene lipidos. El

protocolo experimental tipico es el siguiente: 128

A. Los pocillos del donante se llenan con 180 pl de solucion del sistema

que contiene el compuesto.

B. Elfiltro en la parte inferior de cada pozo aceptor se llena con 200 ul de

solucion amortiguadora.

C. La placa de sandwich se ensambla y se incuba durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

D. Se desmonta el sandwich y se determina la cantidad de compuesto

presente en los pocillos tanto del donante como del receptor.

A la fecha se han realiza diversos modelos del presentado por Kansy et al.,

algunos se presentan en la siguiente Tabla 7.

Tabla 7. Variantes del método PAMPA.129-132

Variante Tipo de lipido (% disuelto en el solvente) Tipo de filtro
Egg-PAMPA 10 % de lecitina de huevo, colesterol. PVDF
DOPC-PAMPA | 2 % de dioleyoyfosfatidilcolina PVDF
HDM-PAMPA | 100 % n-hexadecano Policarbonato 3um.
BM-PAMPA 08 % de fosfatidilcolina, 0.8 % de | PVDF
fosfatidiletanolamina, 0.2 % de fosfatidilserina,
0.2 % de fosfatidilinositol, 1 % de colesterol.
BBB-PAMPA 2 % de extracto de lipido de cerebro de porcino. | PVDF
DS-PAMPA 20 % de la mezcla: fosfatidilcolina, | PVDF
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido
fosfatidico y triglicéridos.
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7.8.1.2. Método por linea celular CaCo 2.

La industria farmacéutica a utilizado y desarrollado diversos modelos basados
en células para simular las diversas barreras, las caracteristicas de los
modelos han sido ampliamente utilizada por su simplicidad, deteccién de alto
rendimiento y capacidades predictivas, lo cual se tradujo en una excelente
relacion relacion de costo-efectividad. Con respecto a los modelos animales,
los modelos celulares son mas rapidos, mas baratos. Adicionalmente, se

implican menos condiciones éticas que para el uso de animales.’33

La principal limitacion de estos métodos usando lineas celulares es la
variabilidad de los resultados segun el medio de cultivo, la temperatura, los
protocolos seleccionados, las cepas celulares, el numero de pases e incluso
el manipulador, esta variabilidad hacen que sea muy dificil comparar los datos
publicados en diferentes articulos. No se aconseja utilizar cultivos celulares
primarios (derivadas de tejidos animales) debido a su origen y caracteristicas
heterogéneas. Se prefiere utilizar lineas celulares inmortalizadas derivadas de
tejidos sanos o tumorales obtenidos de humanos o animales debido a que
crecen como monocapas polarizadas que alcanzan la confluencia en un

tiempo relativamente corto.'34

Actualmente, se han desarrollado modelos celulares in vitro para evaluar la
permeabilidad en las membranas: bucal, gastrica, intestinal, nasal, pulmonar,
vaginal, ocular, renal y barrera hematoencefalica, los cuales se presentan en
la Tabla , estos modelos estan basados en el crecimiento de monocapas
celulares sobre soportes porosos permeables con las células principales de
cada barrera, en ocasiones se adicionan diferentes tipos de células que imitan
la composicion heterogénea de las membranas (los cocultivos celulares
permiten construir un modelo mas realista in vitro y proporcionar resultados

mas predictivos).'3%
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Para estudiar la permeabilidad de los compuestos administrados por via oral
se desarrollaron varios modelos para simular la barrera intestinal in vitro, la
mas conocida es con células CaCo-2 (linea celular humana derivada de
carcinoma colorrectal), estas células crecen en una monocapa con morfologia
similar a la de los enterocitos, expresan los transportadores de flujo de entrada
y salida, asi como, las uniones estrechas, logrando mejores resultados
predictivos. Este método es el de mayor confiablidad para determinar la
permeabilidad de farmacos durante la etapa de descubrimiento. Se realiza in
vitro utilizando lineas celulares CaCo-2 (de la American Type Culture
Collection - Rockville, MD).136

El protocolo basico para este modelo es el siguiente: las células se cultivan en
medio Eagle Modificado por Dulbecco con alta concentracion en glucosa
(DMEM) a pH 7.4 con 20% de suero bovino fetal (FBS) y antibiéticos como la
penicilina-G/estreptomicina 1%. La expansion de la poblacién celular se realiza
siguiendo las técnicas descritas por Yamashita y colaboradores. Brevemente,
las células Caco-2 se y seran sembradas a una densidad de 2x10° / mL medio

en cajas T-25 (Falcon) e incubadas a 37 °C. '3/

Para obtener monocapas celulares confluentes, las células CaCo-2
provenientes de cultivos confluentes realizados en cajas T-25 se sembraran
en insertos de policarbonato (tipo Falcon), a densidades celulares entre 5 x
10* células/cm? y 60 x 10* células/cm?. Cada tercer dia se debe cambiar el
medio de cultivo y a partir del cuarto dia se debe registrar diariamente el valor

de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)."3”

El procedimiento para determinar la actividad transportadora es el siguiente:
colocar insertos (0,4um de tamaiio de poro y 1,13 cm? de area superficial)
sembrados con células CaCo-2 en cajas de 24 pozos, adicionar 0.5 mL de
PBS en las camaras apical y basolateral del inserto e incubar durante 20

minutos a 37°C en 5% de CO? y 90% de humedad relativa; transcurrida la
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incubacion, 0.5 mL de PBS de las camaras apical y basolateral seran
removidos y guardados por separado para ser utilizados como blancos
iniciales; en la camara apical del inserto inocular 0.5 mL de las soluciones del
farmaco, mientras que en la camara basolateral o receptora se colocaron 0.5
ml de PBS; posteriormente, las cajas conteniendo los insertos se colocan
sobre un agitador a 20 rpm e incubar; finalmente, del lado basolateral de la
camara del inserto tomar 0.5 mL de muestra y reponer la cantidad tomada
adicionando 0.5 mL de PBS en el lado basolateral. Los tiempos de muestreo
seran diferentes para cada compuesto evaluado (30 a 90 minutos) vy la

cuantificacion del farmaco es por HPLC."%"

Muchos trabajos de investigacion describen el uso de otras lineas celulares,
como: MDCK (Avdeef & Tam, 2010; Volpe, 2011); TC-7 (Gres et al., 1998)
(clon de Caco-2 que sobreexpresa la glicoproteina P ); HT29 (Dahiya et al.,
1992; Lesuffleur et al., 1998; Scaldaferri, Pizzoferrato, Gerardi, Lopetuso, &
Gasbarrini, 2012). Ademas, para aumentar la capacidad predictiva, se
desarrollaron los sistemas de co-cultivo como: Caco-2 / HT29; Caco-2 / Raji B;
y Caco-2 / HT29-MTX / Raiji B.138-140

7.9. Estudios de farmacocinética en animales

Por ultimo, la realizacion de estudios de farmacocinética en animales es la
forma mas confiable de estudiar la absorcion de farmacos administrados por
via oral, debido a que se utiliza el organismo integro con todas sus variantes
fisiologicas. Las principales especies utilizadas para este propdsito son: raton,

rata, conejo, hamster, cobayo, perro y primates no humanos. 4

Tipicamente un estudio de farmacocinética para determinar biodisponibilidad
se deben obtener los perfiles farmacocinéticos del mismo farmaco por las vias
oral e intravenosa. Lo anterior se realiza administrando una dosis de farmaco

al animal y posteriormente se colectan muestras de sangre venosa a diferentes
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tiempos (10, 20, 30, 60, 90, 180, 240, 360, 480, 720, 1080 y 1440 minutos)
posteriores a la administracion. Por ultimo, los farmacos son cuantificados en
plasma y se construyen los respectivos perfiles farmacocinéticos y se calculan

las respectivas Areas Bajo la Curva.'#2

7.10. Estudios de prediccion In silico

Durante las ultimas tres décadas se han desarrollado y optimizado métodos
computacionales (in silico), estos métodos in silico incluyen bases de datos,
relaciones cuantitativas estructura-actividad, farmacoforos, modelos de
homologia y otros enfoques de modelado molecular como el aprendizaje
automatico. Los métodos in silico se usan principalmente junto con la
generacion de datos in vitro tanto para crear el modelo como para probarlo y
en el area de la farmacocinética actualmente existen softwares comerciales
que han tenido gran éxito por su capacidad de predecir con alto grado de
correlacion propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y

toxicidad de farmacos.43

El término "in silico" es una palabra moderna que generalmente se usa para
referirse a la experimentacion realizada por computadora y esta relacionada
con los términos bioldgicos mas comunmente conocidos in vivo e in vitro. Mas
especificamente, define el uso de informacion para la creaciéon de modelos
computacionales o simulaciones que pueden usarse para hacer predicciones,
y sugerir hipétesis, finalmente, proporcionar descubrimientos en el disefio de
farmacos. A continuacion, se citan una serie de softwares comerciales o
gratuitos utilizados en el disefio de farmacos vy sirven para predecir diversos
factores que afectan la biodisponibilidad y que fueron revisados previamente

en este trabajo monografico.44
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7.10.1. Molinspiration

Molinspiration es una organizacion de investigacién independiente que se
centra en el desarrollo y la aplicacion de técnicas modernas de informatica,
especialmente en conexion con Internet, ofrece una amplia gama de
herramientas de software para la manipulacion y procesamiento de moléculas,
incluidas SMILES y SDfile, normalizacion de moléculas, generacion de
tautornets, fragmentacion de moléculas, calculo de varias propiedades
moleculares necesarias en QSAR, modelado molecular y disefio de farmacos,
representacion molecular de alta calidad , herramientas de bases de datos
moleculares que apoyan la busqueda o similitud de la subestructura y la

busqueda de similitudes farmacoforicas.!4®

Las herramientas de Molinspiration estan escritas en Java y, por lo tanto, estan
disponibles practicamente en cualquier plataforma informatica. Molinspiration
también es compatible con la comunidad quimica de Internet al ofrecer
servicios para el calculo de propiedades moleculares importantes como: logP,
area de superficie Polar, numero de donantes de enlaces de hidrogeno y
aceptores) asi como la prediccion del puntaje de biodisponibilidad para

algunos objetivos farmacolégicos relevantes.

La Figura 12 muestra el calculo los componentes de la regla de Lipinski por la

herramienta de Molinspiration:146

miLogP - Un registro de coeficiente de particion P

MW - Peso molecular

NON: no mas de 10 aceptores de enlace de hidrogeno
NOHNH - No mas de 5 donantes de bonos de hidrégeno
También da un plan de:

natom - numero de atomos pesados

TPSA - Area de superficie polar total

NN N N N N R

nrotb - nUmero de enlaces rotatable
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Figura 12. Célculo las reglas de Lipinski con Molinspiration.'46

7.10.2. OSIRIS Property Explorer

OSIRIS Property Explorer es un software gratuito online que permite dibujar
las estructuras quimicas y calcular sobre varias propiedades relevantes para
el farmaco. Como se observa en la Figura 13, los resultados de la prediccion
son valorados y codificados por colores. Las propiedades con alto riesgo de
efectos no deseados como la mutagenicidad o una mala absorcién intestinal
se muestran en rojo, el color verde indica el resultado tiene un comportamiento
parecido a farmaco. Osiris puede calcular la lipofilia expresada como clogP,
solubilidad en agua expresada como logS, peso molecular, indices de
semejanza de farmaco y puntajes de farmaco. Ademas, se pueden predecir

las propiedades toxicoldgicas de los compuestos.'#”
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Figura 13. Predicciéon de propiedades farmacocinéticas, farmacoldgicas y

toxicoldgicas por OSIRIS Property Explorer.'#7

7.10.3. Applet de Java

Como se observa en la Figura 13, mediante el programa de OSIRIS Property
Explorer es posible calcular TPSA, es asi como se conoce al PSA topoldgico,
también es posible realizar este calculo con el software Applet de Java. Este
programa permite la entrada y edicion sencillas de moléculas, el sistema esta
escrito en Java y puede usarse como un applet incorporado directamente en

la pagina web, o como una aplicacién independiente.

El programa acepta moléculas codificadas como SMILES y a partir de esos
datos puede calcular el PSA topolégico para ellas. El TPSA calculado por este
programa y por el applet JME puede diferir ligeramente para algunas clases
de moléculas, esto se debe a la diferente interpretacion de la aromaticidad en

el sistema JME y en el software Daylight.4®
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La metodologia para el calculo del PSA se basa en la suma de contribuciones
de superficie tabuladas de fragmentos polares, es decir, atomos que también
afectan a su entorno, las contribuciones de los fragmentos se determinan

mediante un ajuste de minimos cuadrados como se muestra en la Figura 14.

Classical Approach _ MNew Method
Identification of polar
Generation of 3D geometry, atoms and table lookup.
eventually also geometry
optimization or conformational Fragne FZA Frequency
search. T S ¥ 0

[a]=* 17.07 ]

; Generation of molecular
surface.

¢

TPSA =507 A

|dentification of polar - +
atoms and summation Fragment-based method

of their surfaces Is two to three orders of
magnitude faster

PSA =532 A-

Figura 14. Metodologia utilizada por Applet de Java para el calculo de TPSA."4®

7.10.4. Métodos de prediccién de la solubilidad

Con el desarrollo y uso masivo de las técnicas de alto rendimiento, en las
ultimas dos décadas de identifico la necesidad de predecir la solubilidad de las
moléculas del farmaco en una escala HT, solo partiendo de la estructura, se
han abordado diferentes enfoques para la prediccién de solubilidad y se han
publicado una gran variedad de articulos que se centran en diversos modelos
de prediccidn. Una seleccion de los métodos mas relevantes para le prediccion

de solubilidad se presenta en la Tabla 8.
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Tabla 8. Métodos de prediccion de solubilidad relevantes. 50159

Nombre del método

Regresion / métodos de modelado

Métodos empiricos

basados en datos

Ecuacion general de solubilidad (GSE), solubilidad - relacion de

energia libre acuosa.

Enfoques

estadisticos

Regresion lineal multiple (MLR). Analisis de componentes
Método de

reemplazo (RM). Algoritmos aleatorios de bosque (RF). Redes

principales (PCA). Algoritmos genéticos (GA).

neuronales artificiales (ANN). Redes neuronales Bayesianas
(BNN). Maquinas de vectores de soporte (SVM), Regresion
parcial de minimos cuadrados (PLS). proceso gaussiano (GP).

Analisis de pares moleculares pareados (MMPA).

Modelos de
solvatacion

implicitos

Modelos polarizables continuos (PCM) (Poisson — Boltzmann
(PB) y modelo Born (GB) generalizado). Conductor semejante al
modelo continuo polarizable (CPCM). COSMO-RS. Modelos de
componentes especificos. Modelos de tension superficial

atomica.

Modelos de
solvatacion

explicitos

Calculos de energia libre (simulacion de Monte Carlo (MC) y
dinamica molecular (MD)). Método de perturbacién de energia
libre (FEP).

mecanica cuantica / mecanica cuantica (QM / MM).

Desagregacién entalpia-entropia. Métodos de

Modelos hibridos

Funciones de correlacion de pares (PCF). Modelos de sitios de
interaccion de referencia (1D-RISM, 3D-RISM). Funciones de
energia libre de hidratacion (HFE). Réplica hibrida de intercambio
de dinamica molecular (REMD). Métodos de la teoria de celdas
(GCT).

Esta area de investigacion a sido muy problematica y a la fecha no se han

obtenido los resultados deseados. En un inicio se desarrollaron métodos de
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Estructura Cuantitativa-Relacion de Propiedad o QSPR, en un principio se
tenia como base la regresiéon lineal multiple (MLR), mientras que en la
actualidad los métodos de aprendizaje automatico son los mas empleados.
Entre los métodos mas simples y empiricos desarrollados se encuentra la
Ecuaciéon General de Solubilidad (GSE), que requiere solo el punto de fusion
y los valores logP como parametros de entrada, aun tiene una amplia
aplicacién en la industria farmaceéutica su principal desventaja es que requiere
la sintesis de la molécula para obtener el punto de fusion. Adicionalmente, se
han desarrollado métodos no empiricos en los cuales son necesarios
descriptores moleculares te6ricos como parametros de entrada, sin embargo,
actualmente en la prediccién in silico de la solubilidad de las moléculas el

resultado obtenido es inexacto.160

7.10.5. Modelado farmacocinético con base fisiolégica (PBPK)

En la ultima década, el modelado de simulacién PBPK (Modelos con base
fisiolégica para predecir parametros farmacocinéticos humanos), en
combinacion con los modelos de Absorcion y Transito Compartimental
Avanzado (ACAT) ahora es posible simular los eventos farmacocinéticos de
todo el cuerpo y predecir las propiedades farmacocinéticas mas importantes

en el ser humano, incluidas las estimaciones de la absorcién oral. 8"

Los parametros del modelo se separan en parametros fisiolégicos para las
especies estudiadas y parametros especificos del farmaco, que pueden

medirse o estimarse computacionalmente.

En la Tabla 9, se presentan algunos programas comerciales que tienen la
capacidad de predecir la absorcion oral, estos programas son sin duda el

futuro del area de disefo de farmacos para uso por via oral en humanos.
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Tabla 9. Bases de datos y softwares comerciales para predecir la absorcion

oral de farmacos.62
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8. CONCLUSION

En conclusién, durante el proceso de farmacos el estudio de la
biodisponibilidad es una tematica indispensable para farmacos que deseen
administrarse principalmente por via oral. La tecnologia y el desarrollo de
herramientas que facilitan el estudio de alto rendimiento de farmacos esta en
auge y es de importancia su conocimiento, manejo y dominio por la comunidad

cientifica dedicada al desarrollo de medicamentos.
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