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1 ASPECTOS GENERALES

Como consecuencia de las dificultades que presenta la obtencion de una nueva molécula que
mejore la actividad terapéutica de los farmacos dentro de un grupo farmacolégico, la industria
farmacéutica orienta sus estudios de investigacion en el desarrollo de nuevas formas
farmacéuticas o de vias de administracion alternativas. La presente Memoria esta centrada en
estudiar la via bucal como potencial via de administracion de fairmacos empleando una serie
de betabloqueantes como farmacos de estudio.

Se emplea mucosa de cerdo fresca en un estudio comparativo de la permeacion de los
betabloqueantes y, por otra parte, se investiga la influencia de la congelacidon de la mucosa en
el proceso de permeacion de los farmacos.

1.1 INTRODUCCION

El disefio de formas farmacéuticas destinadas a ser administradas por via extravasal en
general, y por via oral en particular, tienen como motivo fundamental situar al farmaco que
contienen en la zona de absorcion en condiciones optimas de absorbabilidad. Sin embargo,
para que un farmaco desarrolle su actividad farmacoldgica de forma que se obtenga la
respuesta terapéutica esperada, una vez disuelto en la zona anatdémica de absorcion, deberd
atravesar las membranas bioldgicas que separan la zona de absorcion de la circulacion
sistémica a fin de que a través de la misma pueda acceder a la “biofase” o lugar de accion. El
proceso de absorcion, por consiguiente, juega un papel fundamental en la respuesta
farmacologica de los principios activos, es mds, puede afirmarse que dicho proceso puede ser
limitativo del rendimiento terapéutico de los farmacos y, por ello, responsable de su potencial
utilizacion clinica.

Por los motivos expuestos, los estudios acerca del potencial paso de los farmacos a través de
las membranas biologicas han sido tema de investigacidon por parte de numerosos
investigadores pertenecientes a distintas escuelas de diferentes paises [1, 2, 3].
Mayoritariamente los farmacos, disueltos en los liquidos biologicos presentes en la zona de
absorcion, atraviesan las membranas por difusidén pasiva de acuerdo con la ley de Fick. Es
importante que la membrana absorbente, anatomicamente, esté situada en una regiéon del
organismo bien irrigada con el fin de que el farmaco tras atravesar la membrana acceda con
facilidad a la circulacién sistémica y se distribuya con rapidez hasta la “biofase” en la que se
ha instalado la alteracién patoldgica.

En otro orden de cosas, en la actualidad, debido a las dificultades que presenta la obtencion de
nuevos farmacos seguros y eficaces, la investigacion en el campo de la farmacia estd
orientada a disefiar nuevas formas de dosificacién y, muy especialmente, nuevas vias de
administracion alternativas a la via oral y que presenten ventajas sustanciales a esta via por ser
la mas utilizada en clinica.

Una de las vias alternativas de administracion que ha merecido especial atencidn, es la via
bucal. Cabe considerar que la cavidad bucal es una zona de entrada para determinados
farmacos formulados en formas de liberacion apropiada que permiten poner el fArmaco en
contacto con la mucosa bucal. El sistema venoso que irriga la cavidad bucal, permite que el
farmaco pueda acceder rapidamente a la circulacion sistémica a través de la vena yugular,
evitando el efecto de primer paso que puedan sufrir algunos farmacos administrados por via
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oral. En primer lugar, eluden la accion del pH gastrico sobre las moléculas que no son 4cido
resistentes y la accidn de los enzimas y microflora presentes en el tracto intestinal. En
segundo lugar, debido a que los firmacos administrados por via oral, tras su absorcién a
través de la vena porta, accede toda la cantidad de principio activo absorbido al higado. La
administracion de farmacos a través de la cavidad bucal evita, en el primer ciclo de
circulacion, su paso por la glandula hepatica. Este hecho hace, para muchos farmacos, que
aumente su biodisponibilidad tanto en magnitud como en velocidad y, como consecuencia su
actividad terapéutica. Por ejemplo, la metiltestosterona proporciona una biodisponibilidad del
40% mas elevada por via bucal que por via oral. Resulta evidente que la metiltestosterona se
biotransforma en el intestino, en el higado o en ambos lugares a la vez. Andlogamente sucede
con los nitritos y nitratos organicos que presentan una mayor biodisponibilidad por via bucal
que por via oral debido al efecto de primer paso que sufren estos compuestos.

1.2 EFECTO DE PRIMER PASO

Muchos farmacos se administran por via oral u otras vias extravasculares por comodidad y
conveniencia. La cantidad de fArmaco que alcanza el 6rgano diana depende no solo de las
caracteristicas fisicoquimicas (que determinan la cantidad de farmaco que puede atravesar las
distintas barreras fisioldgicas del organismo), sino también del metabolismo que tiene lugar
antes de que el farmaco acceda a la circulacién sistémica, y que puede producirse en el tracto
gastrointestinal, higado y pulmoén. El metabolismo y la excrecion realizada por estos 6rganos,
antes de que farmaco pueda alcanzar la circulacion sistémica se conoce como eliminacion
presistémica o efecto de primer paso.

El efecto de primer paso puede definirse como: “Fendmeno por el cual algunos fadrmacos son
metabolizados entre el lugar de su absorcion y su paso a la circulacion sistémica”. Se entiende
por efecto de primer paso la pérdida de farmaco o, mejor dicho, de una fraccidon de la dosis
administrada, al pasar por primera vez, durante el proceso de absorcion, por los o6rganos de
eliminacion. En general, se acepta que el concepto de metabolismo o eliminacion presistémica
es mas amplio, incluyendo también los procesos de pérdida que puede sufrir el fArmaco en el
lumen gastrointestinal, como consecuencia de una descomposicion no metabolica o bien
debido a un metabolismo intestinal local ocasionado por los enzimas intestinales o por la flora
bacteriana.

Un efecto de primer paso importante puede limitar el uso de ciertos firmacos administrados
por via oral. Por ejemplo, la lidocaina es un antiarritmico eficaz pero se administra por via
parenteral debido a un metabolismo presistémico. Aunque en teoria seria posible administrar
una dosis elevada, no es una posibilidad practica, primero porque hay elevadas diferencias
interindividuales en la cantidad de metabolismo presistémico y segundo porque los
metabolitos generados en el higado son mas toxicos que el compuesto inicial. Al igual que
ocurre con la lidocaina y otros muchos farmacos, el efecto de primer paso, tiene importancia
clinica, farmacocinética, farmacologica y toxicoldgica.
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1.2.1 Evidencia del efecto de primer paso

Puede ponerse de manifiesto la existencia de un efecto de primer paso, si se observa alguno de
los casos siguientes:

a)

En el estudio cinético de los fairmacos se puede hallar situaciones como se
muestra en la parte superior de la figura 1-1, en la que un farmaco
administrado a la misma dosis por via intravenosa y extravascular produzca
curvas de niveles plasmaticos con perfiles similares. En este caso, la
biodisponibilidad del farmaco, es decir, la fraccion de farmaco que accede a la
circulacion sistémica tras la administracion extravasal seria del 100%, ya que
la relacidn de las areas bajo las curvas extravasal e intravenosa, en este caso
seria 1.

Se puede presentar otra situacidon como, se muestra la parte inferior de la
figura 1-1, en la que el valor de AUC tras una administracion extravascular
resulta muy inferior al valor de AUC obtenido por via intravenosa habiéndose
administrado las mismas dosis. Se podria interpretar que la causa es una baja
absorcion del farmaco, pero no es este el caso ya que por los estudios de
cantidad de farmaco recuperado en orina (en forma inalterada y metabolitos),
se concreta que se recoge practicamente toda la dosis administrada. Descartada
la no absorbabilidad del fairmaco y la correcta liberacion del principio activo a
partir de la forma farmacéutica disefiada, se presenta una situacion clara de que
el farmaco referenciado sufre un efecto de primer paso.

i00

CONCENTRACION
-
=]

TIEMPO

™ Fet —

£ DOSIS EXCRETADA

Figura 1-1 Evidencia del efecto de primer paso [4]
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b) Otra evidencia clara de la existencia de un efecto de primer paso o de
eliminacion presistémica, se puede hallar comparando los perfiles metabolicos
que se presentan tras la administracién de un farmaco por diferentes vias
(Figura 1-2). Los simbolos negros corresponden a amitriptilina (farmaco
inalterado) tras la administraciéon oral de 50 mg (-----) e intramuscular a la
dosis de 25 mg (- - - - -) a un voluntario sano. Los simbolos vacios
corresponden al metabolito nortriptilina tras la administracion oral (------ ) e
intramuscular (- - - -). Las concentraciones plasmaticas de metabolito alcanzan
el maximo mucho antes por via oral que por via intramuscular. Este hecho es
indicativo que la entrada del metabolito por via oral es mas rapida que por via
intramuscular. La biodisponibilidad de la amitriptilina estd comprendida entre
un 30-60%.

100

20 -

Plasma concentration {nmolfL)

Amitriptilina 50 mg p.o.
Amitriptilina 25 mg i.m.
Nortriptilina p.o.
Time (hours) Nortriptilina i.m.

| E— R —— S—
o S0 100

Figura 1-2 Perfiles metabélicos diferentes segiin la via de administracion del farmaco [4]

En la figura 1-3, puede observarse que cuando un fairmaco sufre un efecto de primer paso
intenso, las concentraciones de metabolito pueden ser superiores después de la administracion
oral que intravenosa y en algunos casos, como el que se expone en la figura 1-3, para el
alprenolol, solo se halla el 4-hidroxialprenolol (metabolito activo) después de la
administracion oral. Puede observarse que por via oral, para tener concentraciones de
alprenolol similares a las halladas por via intravenosa, se deben utilizar formas farmacéuticas
con dosis muy superiores.
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Figura 1-3 Perfiles metabdlicos diferentes segiin la via de administraciéon del farmaco [4]

En ambos casos, si la biodisponibilidad es inferior a uno y la absorcién es mayor, o bien
cuando se observan perfiles metabdlicos distintos segin la via de administracion (ya sea con
metabolitos distintos o bien con distinta velocidad de aparicién o en distinta magnitud), se
puede considerar un efecto de primer paso o eliminacidn presistémica.

¢;Como se explica el hecho de que aparezcan concentraciones de farmaco bajas conociendo
que no se debe a una falta de absorcion?

Pared intestinal

Al lugar de
muestreo

v

» Metabolismo RO R cne

$

A heces

Figura 1-4 Transito de un farmaco a través del tracto intestinal [4]
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Si se observa el camino que tiene que recorrer el farmaco, tras su administracion oral, hasta
alcanzar la circulacion sistémica, pueden concretarse los diferentes puntos de pérdida
(Figura 1-4).

Farmaco en heces: si se encuentra farmaco inalterado en heces puede ser debido a:
e Mala absorcidn del principio activo
e Mal disefio biofarmacéutico de la forma farmacéutica
e Existencia de un ciclo enterohepatico

La aparicion de farmaco en heces es importante cuantificarla pero no se encuentra incluida
como eliminacion presistémica. Excluido de que el farmaco se puede hallar en heces, un
primer punto de posible pérdida es la descomposicion de fAdrmaco en el tracto gastrointestinal.

Si se supone que el farmaco sobrepasa la destruccidn en el lumen gastrointestinal, el siguiente
paso es atravesar la pared intestinal. En este caso el farmaco puede sufrir una segunda
posibilidad de destruccion por accion de los enzimas presentes en las células columnares que
configuran la estructura intestinal, en este caso, el farmaco tampoco seria detectado en la
circulacion general.

El siguiente paso es la incorporacion del farmaco a la vena porta y su paso por el higado. En
la glandula hepatica, el farmaco puede ser metabolizado en gran proporcién y, si se produce
este proceso, tampoco se encontraria farmaco en la circulacion sistémica.

Cualquier pérdida de fairmaco que se produzca durante el proceso de absorcion dard lugar a
una disminucion de las concentraciones de fairmaco en sangre. Son procesos de eliminacion
previos antes de que el farmaco alcance la circulacion sistémica; por ello, se conocen como
eliminacion presistémica. Debido a que hasta que el farmaco no abandona el tracto
gastrointestinal no se considera absorbido, cuando el firmaco se administra por via oral, se
considera Unicamente efecto de primer paso las pérdidas de farmaco debidas a la eliminacién
por enzimas gastrointestinales, flora microbiana, enzimas situadas en las células columnares
del intestino y el higado en el transcurso del proceso de absorcion.

A modo de resumen, en la tabla 1-1 se esquematizan los posibles puntos de pérdida de
farmaco antes de acceder a la circulacion sistémica:

Tabla 1-1 Puntos de pérdida de farmaco antes de acceder a circulacion sistémica

Pérdida directa por heces del medicamento inalterado

FRACCION |Pescomposicion no metabolica en el tracto gastrointestinal
NO ; ; ;
ABSORBIDA Metabolismo intestinal local METABOLISMO
En fluidos intestinales O
. icrof . . ELIMINACION
Por accién de la microflora intestinal PRESISTEMICA
FRACCION En epitelio intestinal durante la absorciéon (EPP)
ABSORBIDA
Metabolismo hepatico en el primer ciclo de circulacion (EPP)

18



1) Pérdida en heces del farmaco inalterado. Se considera farmaco no absorbido

2) Descomposicidon no metabdlica en el tracto gastrointestinal.

3) Metabolismo intestinal local: en fluidos intestinales, por acciéon de la
microflora intestinal

4) Metabolismo a nivel de la glandula hepatica.

Un esquema de lo expuesto se consigna en la figura 1-4.

1.2.2 Consideraciones generales

JEl efecto de primer paso es siempre desfavorable?

La respuesta debe matizarse. La definicion de efecto de primer paso indica la pérdida de
farmaco y, en general, ésta pérdida de farmaco va asociada a una disminucion del efecto
terapéutico siempre y cuando el producto inalterado sea el responsable del efecto terapéutico
del farmaco. Por ejemplo, la morfina sufre un efecto de primer paso desfavorable que puede
paliarse aumentando la dosis sin llegar a la toxicidad.

En los casos que la modificacion estructural del farmaco por el efecto de primer paso de lugar
a metabolitos activos, el efecto de primer paso serd favorable para la accion terapéutica. Por
ejemplo: la imipramina se transforma en desipramina (metabolito activo); la sulfasalazina se
metaboliza en sufapiridina + 5-ASA (metabolito activo).

JEl efecto de primer paso es previsible?

Puede comentarse que es dificilmente previsible. Cabe considerar que farmacos con
estructuras quimicas similares lo sufren. Este hecho ocurre con el 4cido acetilsalicilico pues
también sufre efecto de primer paso el éster fosforico del acido salicilico. Sin embargo, en el
caso de los betabloqueantes, que tienen estructura quimica similar y ademas similar actividad
terapéutica, algunos de ellos sufren un efecto de primer paso hepatico intenso (propranolol,
metoprolol, oxprenolol), mientras que otros lo sufren mas moderado (atenolol, nadolol), pero
en cualquier caso, todos los betabloqueantes sufren efecto de primer paso.

JEl efecto de primer paso puede atenuarse?

El efecto de primer paso es de naturaleza metabdlica en el que se hallan implicadas reacciones
enzimaticas. Estas reacciones son saturables. Por lo tanto, la atenuacion dependera de que la
dosis administrada sea suficiente para saturar los procesos enzimaticos y ademads es necesario
que la dosis elevada no produzca efectos toxicos.

Otro sistema de atenuar el efecto de primer paso es el uso de “profarmacos”. Los
“profarmacos” son compuestos en los cuales el farmaco esta unido a una sustancia inerte.
Cuando se produce el efecto de primer paso, se separa el producto inerte del farmaco y éste
accede a la circulacidn sistémica con lo que se atenua la alteracidon del principio activo.

19



1.2.3 Consecuencias terapéuticas
¢ Qué consecuencias terapéuticas tiene la existencia de una eliminacion presistémica?

1). Para farmacos que no den lugar a metabolitos activos y que sufran un efecto de primer
paso importante, la consecuencia terapéutica sera el requerir dosis orales muy superiores a las
intravenosas para alcanzar concentraciones plasmaticas equivalentes.

2). Si se produce un efecto de primer paso intenso, significa que la fraccién de dosis que se
escapa del metabolismo es pequefia y como consecuencia en clinica se producird una gran
variabilidad en las respuestas entre los distintos individuos. En resumen, se presenta una gran
dificultad para establecer regimenes posoldgicos correctos.

3). Otra consecuencia clinica de un efecto de primer paso intenso, es el que puede llegar a
inutilizar la via de administracion. Por ejemplo, la via oral no se utiliza para firmacos como la
lidocaina, naloxona, insulina, etc. Por ello es importante seleccionar otras vias alternativas a la
via de administracion oral.

1.2.4 Métodos de estudio

Para los estudios del efecto de primer paso, pueden utilizarse métodos “in vitro” e “in situ” y
métodos “in vivo”.

Meétodos “in vitro” e “in situ”

Consisten en aislar células o tejidos de 6rganos en los cuales se desea comprobar su capacidad
para metabolizar al farmaco; hecho que se observa, después de incubar el farmaco con las
preparaciones de tejido y la aparicion de metabolitos.

El estudio del metabolismo que produce la flora intestinal puede realizarse “in vitro” si se
demuestra la capacidad de la flora para producir un metabolito en un tiempo prudencial ya
que alargar el tiempo de incubacidén puede modificar la flora. Consiste en incubar bacterias
con el farmaco y observar la aparicion de metabolitos.

Los métodos “in vitro” e “in situ”, pueden proporcionar informacion solamente cualitativa.

Meétodos “in vivo”

Se basan en la utilizacion de modelos fisioldgicos, que son modelos en los que intervienen
medidas del flujo sanguineo a distintos niveles y se realizan tomas de muestras en distintos
puntos mediante la utilizacién de catéteres. Son métodos complejos y muy especializados.

Otro método consiste en comparar valores de AUC obtenidos por diferentes vias de
administracion que permite cuantificar de forma relativamente facil los efectos de primer paso
a nivel de diferentes drganos, tal con se muestra en el esquema de la figura 1-5.

El método, se basa en calcular la tasa de extraccion (E) de cada drgano, la tasa de extraccion
total y la biodisponibilidad (F) final, tal como se detalla en el esquema que se expone a
continuacion:
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Figura 1-5 Método de Cassidy y Houston (administracion del farmaco: via oral (p.o.); hepatoportal
(h.p.); intravenosa (i.v.); intrarterial (i.a.))[5]

Se trata del método de Cassidy y Houston que utiliza la rata como animal de experimentacion.
En cada caso, se administra el fAirmaco en la zona anterior del 6rgano que se pretende
estudiar, y se toman muestras de sangre en la posterior del érgano. A partir de los datos
experimentales se estima, en cada caso, el drea bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC).
Teniendo en cuenta que la tasa de extraccion (E) equivale a:

E=1-F (Ecuacion 1-1)

siendo F la biodisponibilidad del farmaco, puede calcularse el valor de la tasa de extraccion
en cada caso.

Via intrarterial: E=0; es la via de administracidon que se toma como referencia.

Via intravenosa: o=1= (AVC),,. (Ecuacion 1-2)
- 4uc),,
, (4U0),, i
Via hepatoportal: E =1-— (Ecuacion 1-3)

(4UC),,,

Via oral: E =1- (AUC).,,,. (Ecuacion 1-4)
(4UC),,,

A partir de la ecuacion 1-1, el valor de la biodisponibilidad es igual a:
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F=1-F (Ecuacion 1-5)
Por consiguiente el efecto de primer paso total serd el siguiente:

(Ecuacion 1-6)

v.o0.

Tasa de extraccion total= E, - E,  -E

Y el de la biodisponibilidad final sera:

Biodisponibilidad final= F,, - F, , - F, (Ecuacion 1-7)

1.3 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA CAVIDAD BUCAL
La cavidad bucal esta dividida en dos regiones:

a)  Elvestibulo exterior, que estd limitado por las mejillas y los labios.
b)  El vestibulo interior oral, delimitado por los arcos maxilares y

mandibulares.

En su parte posterior, existen grandes acimulos de tejido linfoide formado por las amigdalas;
incluso, puede haber pequefios nddulos linfaticos en la mucosa del paladar blando; ambos

tipos de formaciones tienen una mision importante en las defensas antiinfecciosas.

Como lugar de administracidn se distinguen cuatro zonas: La zona bucal, que corresponde al

recubrimiento del vestibulo exterior, mejillas y labios, la zona sublingual, que como su
nombre indica, corresponde a la parte inferior de la lengua, la gingival, que son las encias y la

palatal que comprende el velo del paladar y la lengua fundamentalmente. En la figura 1-6, se

expone la composicion de la cavidad bucal.

Membrana palatal
Membrana bucal embrana pala

Labios

Dientes

Membrana Lengua
sublingual

Membrana
gingival

Eséfago

Figura1l-6  Composicion de la cavidad bucal [6]
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En general, la mucosa bucal consta de:

a) El epitelio bucal.

b) La membrana basal, que conecta el epitelio bucal a la Lamina propia.
c) La Lamina propia, formada por tejido conjuntivo laxo.
d) La capa submucosa con tejido conjuntivo laxo y tejido conjuntivo glandular con la

mayor parte de los vasos sanguineos y los nervios.

Estos elementos estan dispuestos sobre una capa muscular o hueso. La disposicion anatémica
de la mucosa bucal, se consigna en la figura 1-7.

Epitelio oral

Membrana basal

Lamina propia

Submucosa, con capilares
sanguineos y nervios

Maisculo o Hueso

Figura 1-7 Disposicién de la mucosa bucal [6]

El epitelio de la mucosa bucal es poliestratificado, similar a los restantes organos. Esta
formado por una membrana basal mitéticamente activa, sobre la que se situan capas de células
progresivamente diferenciadas que se descaman en la zona més superficial. El recambio del
epitelio bucal, es decir, la migracidon de una capa hasta la superficie, dura unos 5-6 dias, y éste
se puede considerar también como un valor promedio para toda la mucosa bucal. A medida
que las células maduran y migran desde la capa basal hasta la superficie, aumentan de tamafio
y se hacen progresivamente mas aplanadas, al tiempo que incrementan su contenido en
filamentos proteicos y pierden organulos citoplasmaticos.

La composicion de esta capa varia de acuerdo con las funciones del tejido; asi en el paladar
duro y la lengua, que son mucosas masticatorias sujetas a fuerzas de distension, el epitelio se
encuentra queratinizado como la epidermis, mientras que el recubrimiento del interior de las
mejillas y de la region sublingual es distendible y no queratinizado. Asimismo, la
composicidn lipidica varia de acuerdo con esta clasificacion: en las zonas queratinizadas se
presenta una alta proporcion de ceramidas y acilceramidas compuestos apolares que se han
asociado a la funcion de barrera, y que estdn en menor concentracidon en las restantes zonas.
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El grosor del epitelio también es diferente segun su localizacion. La zona bucal se compone
de unas 40 a 50 capas de células, mientras que la zona sublingual es mas delgada (Tabla 1-2).

Tabla 1-2 Caracteristicas de las distintas zonas de la cavidad bucal
- ESPESOR - NATURALEZA
TEJIDO LOCALIZACION (um) QUERATINIZACION DE LOS LiPIDOS
Bucal (50 cm2) Interior de las mejillas y de los 500 - 600 No Polar
labios superior e inferior
Sublingual (26.5 cm?) Frenillo y base de la boca 100 - 200 No Polar
Gingival Encias 200 Si Apolar
Palatal Paladar superior y lengua 250 Si Apolar

En general, la via bucal estd mas vascularizada que la oral. Casi todo el retorno venoso
procedente de la zona se incorpora a la vena yugular interna, lo cual tiene trascendencia para
la absorcidn sistémica oral. Asimismo se encuentran capilares linfaticos en la Lamina propia
que aparecen como canaliculos ciegos en las papilas.

Por otra parte, la cavidad oral contiene la mayor variedad de microorganismos presentes en el
organismo humano. La entrada en el cuerpo de éstos y cualquier otro producto toxico estd
limitada por el epitelio oral que realiza una funcién de barrera.

La mucosa bucal tiene, asimismo, sensibilidad al dolor, tacto y temperatura, ademas del
sentido exclusivo del sabor. En este aspecto, existen algunos mecanismos protectores que
responden a estimulos sensoriales que provienen de la boca, como el inicio de tragar o
provocar arcadas. Con todos ellos es necesario contar a la hora de disefiar formas
farmacéuticas destinadas a esta via de administracion.

Otro punto de vital importancia es su papel de secretor de saliva, pues determina que la boca
se halle permanentemente humeda, y esto repercute directamente en su capacidad de
absorcion. Asimismo, influye en la velocidad de disolucion de la forma farmacéutica. Se
puede secretar hasta 1 litro de saliva por dia, si bien varia entre un flujo de saliva en reposo de
0,5 ml min™', y mas de 7 ml min™ bajo maxima estimulacion parasimpatica.

Las glandulas salivares principales son la pardtida, la submaxilar y la sublingual. Estan
situadas algo alejadas de la mucosa y se abren a la cavidad oral a través de un largo conducto.
Glandulas salivares de menor entidad se pueden encontrar inmediatamente por debajo de la
mucosa bucal. La saliva es viscosa, incolora y opalescente e hipotdénica comparada con el
plasma (entre 110 y 330 miliosmoles por litro). Su pH varia entre 6,2 y 7,4 (de alto a bajo
flujo de produccion), pero la actividad bacteriana sobre los azticares puede reducir el pH hasta
valores de 3 a 4 cerca de los dientes.

1.3.1 Absorcion de farmacos a través de mucosa bucal

La permeabilidad media de la mucosa bucal, considerada globalmente, es intermedia entre la
percutanea y la intestinal. Evidentemente, debido a las estructuras y funciones de sus partes,
existen diferencias considerables en su permeabilidad. Asi, en principio, cabria establecer el
orden decreciente: sublingual > bucal > palatal > gingival pues la mucosa sublingual es la
mas delgada, la bucal es mas gruesa y la palatal y gingival se encuentran queratinizadas.
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La barrera mas efectiva para la penetracion de los solutos se cree que esta en el cuarto
superior del epitelio y su capacidad depende de su grosor y de su posible queratinizacion, tal
como se muestra en la figura 1-7. La membrana basal actia como barrera unicamente para
microorganismos y aunque puede suponer una cierta resistencia a la penetracion de
compuestos, no es nunca el paso limitante. La Lamina propia, a su vez, es insuficiente densa
para oponerse al paso incluso de moléculas grandes y, por otra parte, su matriz hidratada
deberia facilitar el paso de productos hidrofilos.

Al igual que en el caso de otros epitelios, es necesario distinguir entre dos posibles caminos
de difusién: clésicamente se designan como transcelular y paracelular. El camino de
permeacion transcelular es mayoritario y supone la difusién en las membranas lipidicas de las
células. De nuevo en este caso existe una diferencia notable en la velocidad de penetracion en
funcion de la zona que se considere, fundamentalmente seglin la constitucidon de la barrera
epitelial que es el paso limitativo. La ruta paracelular se encuentra en el espacio que existe
entre las células; supone que el epitelio tenga una matriz accesible y que el soluto pueda
difundir en el medio intercelular.

En todo caso, la absorcidn parece que se realiza mayoritariamente por difusion pasiva entre la
fase acuosa, constituida por la saliva, y la fase lipofila, que es la capa lipidica de la membrana.

Se absorben bien una gama de compuestos con un coeficiente de reparto (aceite/agua) entre
40 y 2000. Las moléculas mas hidréfilas son demasiado polares y s6lo penetran en la mucosa
al dosificarlas en altas concentraciones. Si la lipofilia sobrepasa el valor de 4000, los
compuestos tienen una solubilidad demasiado baja en agua; la absorcion de estos compuestos
esta limitada por su velocidad de disolucion.

Evidentemente es necesario que el compuesto se halle en solucion y, puesto que la cantidad
de fase acuosa, es decir, la saliva, es pequefia, sélo pueden usarse medicamentos
suficientemente solubles que se dosifiquen a muy baja concentracion, de 10 a 15 mg.

Si se acepta como general, el mecanismo de difusion pasiva, es obvio que también influira en
la absorcion el grado de ionizacidn, el cual depende del pKa del farmaco y del pH de la zona.
Este se mantiene entre 6,2 y 7,4 gracias al poder regulador de la saliva. No obstante, puede
modificarse mediante la incorporacion de soluciones reguladoras de pH a los excipientes de

la forma farmacéutica, dado que el volumen de liquido es, como se ha indicado, pequefio
(Figura 1-8).
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Porcentaje de absorcion

pH

Figura 1-8 Absorcién bucal de una serie de dcidos organicos en humanos ( A Butanoico, A
Dodecanoico, x Octanoico 0 Decanoico, mHexanoico, ¥ Nonanoico, © Heptanoico, ® Undecanoico) [7]

Ademas de estos condicionantes no pueden administrarse sustancias con mal sabor o amargas,

porque condicionan un aumento de secrecion salival, que redundaria en la deglucion de parte
de la dosis.

Por otra parte, la irrigacién sanguinea es muy buena, lo cual conduce a una absorcion
lucrativa si concurren los factores analizados. Ademads esta via permite evitar el efecto de

primer paso, ya que la sangre que drena la cavidad oral accede directamente a la cava
superior, lo que se ha podido demostrar para varios farmacos.

Otro efecto muy interesante es que si se puede controlar la liberaciéon del farmaco en la zona
denominada bucal, el farmaco se absorbe rapidamente al inicio pero luego aparece un perfil
de absorcidn continuo y lento, indicando que el epitelio se comporta como un reservorio. Este
fenomeno fue comprobado por Davis B.J. y col. 1979 [9], quienes consiguieron una difusién
inversa, es decir, del epitelio al liquido, al lavar la boca con una soluciéon de pH adecuado.
Esto se debe, probablemente, a alguna forma de union entre el epitelio y el farmaco.
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Figura 1-9 Concentraciones plasmaticas subsiguientes a la administracion bucal e intramuscular de la
morfina [8]

1.3.2 Formas farmacéuticas destinadas a accion topica

Son las formas de administracion bucal mas difundidas. En general tienen como mision
corregir o prevenir las afecciones buco-faringeas: dolor de dientes, infecciones bacterianas o
fingicas, aftas, estomatitis y para facilitar el movimiento de los dientes. En consecuencia los
farmacos que se incorporan a la forma farmacéutica son: antisépticos y desinfectantes,
antifungicos, anestésicos locales, antiinflamatorios, expectorantes y prostaglandinas.
Evidentemente, estos principios activos son compuestos efectivos en condiciones de
administracion  discontinua; ademas, este tipo de administracién permite alcanzar altas
concentraciones pero por un espacio de tiempo corto.

Las formas farmacéuticas destinadas a una accion tdpica, in situ, se deben colocar en la parte
superior de la lengua, cerca del velo del paladar. Como se ha comentado, esta zona, se halla
recubierta de una mucosa gruesa, rigida y queratinizada en la zona del paladar duro. Esto hace
que el paso del farmaco a la sangre sea poco efectivo, con lo que el farmaco liberado actuara,
fundamentalmente, sobre la cavidad oral y faringea. La cantidad de farmaco que accede por
via digestiva o directamente a la sangre ha de ser y en cierto modo se consigue, infima.

Estas formas farmacéuticas son tradicionalmente enjuages y comprimidos de accion tdpica.
En general, como se ha resefiado, proveen altas concentraciones de firmaco durante periodos
cortos de tiempo.

Deben formularse con objeto de que provean una disolucion lenta, uniforme y suave, es decir,
una erosion durante un periodo de tiempo largo (5 a 10 min). En la actualidad, se estd
mejorando el tiempo de contacto de los farmacos destinados a una accidén tdpica mediante
otras estrategias como son comprimidos mucoadhesivos, geles, pomadas y algunas formas de
dosificacion fijas en la dentadura. Sin embargo, por su localizacion, se incrementa
inevitablemente el porcentaje absorbido.
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1.3.3 Formas farmacéuticas de absorcion sistémica

Tienen las localizaciones preferentes que se han comentado anteriormente, de las que toman
su nombre. En el caso de las formas bucales, se colocan en las bolsas de las mejillas o entre la
encia y el labio. Y debajo de la lengua, como su nombre indica, en el caso de comprimidos
sublinguales. Tal como se ha descrito, en ambas situaciones la mucosa oral es muy poco
compacta y se halla muy bien irrigada, por lo que es de esperar una absorcion sistémica
lucrativa, tanto mas cuanto que eluden los efectos de primer paso hepatico e intestinal.
Ademas de esta ventaja, existen otros condicionantes que permiten su consideracidon como
vias alternativas de dosificacion. Entre ellos:

- Posibilidad de interrupcion brusca del tratamiento, lo que se consigue con la simple retirada
de la forma de dosificacion.

- Escasa importancia de los fendomenos de metabolismo bacteriano.

- Posible alternativa en la administracion cuando la via oral es clinicamente impracticable,
como en el caso de dificultades en la deglucion, nauseas, sindromes de mala absorcion y
otras condiciones.

Su principal inconveniente practico es que el sistema de liberacién debe mantenerse en el
lugar de administracion durante un periodo de tiempo, mas o menos largo, en el que se debe
evitar hablar, comer, beber o fumar, ya que se provoca deglucion de la saliva y con ella parte
de la dosis.

Asimismo, y ya en otro orden de ideas, la absorcion puede resultar variable, ya que el
excesivo flujo salival puede provocar una velocidad de disolucién distinta de la prevista o el
paso del principio activo disuelto al tracto digestivo, con absorcion oral o degradacion en
ciertos casos. Por otra parte, la velocidad de disolucion del farmaco en la formulacion puede
depender de la posicidén de la forma farmacéutica, debido a variaciones en la proximidad de
las glandulas salivares o por el contenido de agua de la saliva.

1.3.4 Administracion bucal

En esta localizacidn, la mucosa oral es menos permeable y no provee una absorcién tan rapida
como la sublingual. Por otra parte, puesto que es mds ancha y plana y permanece
relativamente inmoévil, es mas adecuada para formulaciones planas, especialmente, de
liberacion controlada, para farmacos menos facilmente absorbibles e incluso se ha propuesto
para péptidos.

La primera consideracion a realizar es, obviamente, que una forma farmacéutica de liberacion
controlada solo tiene sentido si la semivida de eliminacion del farmaco es corta.

Asimismo resultara eficaz si la permeabilidad del epitelio es suficientemente buena. En este
aspecto es posible que convenga modificar el entorno de la mucosa por adiciéon de un
cosolvente, o modificar el pH para facilitar el reparto del soluto en la misma. También puede
requerir el uso de un promotor de absorcion (como en la administracion transdérmica) o de
un inhibidor del metabolismo (fundamentalmente cuando se intenta administrar un principio
activo de caracter proteico). Todo ello incrementa considerablemente la complejidad de la
forma farmacéutica.

Por otra parte, el desarrollo de una forma farmacéutica solo es valido si se consigue la
permanencia de la misma durante un tiempo adecuado. El problema consiste, asimismo, en
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encontrar una composicién que posea una velocidad de disolucion independiente de la
secrecion salival y actividades como hablar, masticar o beber. Ademas se debe tener en cuenta
la aceptacion, por parte del paciente, de este tipo de forma farmacéutica durante periodos
mayores de 4 horas; en realidad, seria deseable un periodo de 6 a 12 horas. Finalmente se
requiere una evaluacion cuidadosa del posible poder irritativo de estos sistemas de liberacion
sobre la mucosa bucal.

Esto hace que las formulaciones mas idoneas para la administracién bucal sean parches o
comprimidos mucoadhesivos.

Los parches presentan la ventaja de que, por aislar el reservorio del medio, impiden la
influencia de la saliva, mucus y enzimas, pero en estos casos, el area de aplicacidn, los lipidos
intercelulares y la queratinizacion pueden convertirse en factores limitativos, por este motivo
la zona mas operativa es la mejilla. Existen ensayos en humanos con fairmacos que sufren un
alto efecto de primer paso, como por ejemplo el diclofenaco, en forma de discos de 1 cm* de
un gel hidrofilo formado por el 80% en peso de hidroxietilmetacrilato y el 20% de un ligante
macromolecular hidrofobico. Se adhiere a la mejilla con un material impermeable y adhesivo
dental. En la figura 1-10, se puede observar el perfil de la curva de niveles plasmaticos de
diclofenaco administrado por perfusion endovenosa y por administracion bucal. Es de notar
también el periodo de latencia que se presenta, tipico de ese efecto reservorio o del
establecimiento del gradiente de difusion en el epitelio. Si se calcula el flujo que supone, se
obtienen valores 1000 veces superiores al flujo de la piel.
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Figura 1-10 Concentraciones medias de diclofenaco en plasma, por perfusiéon endovenosa (3 mg/h, e) y
por administracién bucal (27 mg, o) [10].

Entre las formas mucoadhesivas se pueden distinguir distintos tipos, muchos de los cuales
estdn en fase inicial de desarrollo; de hecho, las experiencias clinicas se limitan casi por
completo a comprimidos mucoadhesivos. La gelificacion del excipiente proporciona en todos
los casos la bioadherencia y, asimismo, la via bucal ofrece como ventaja substancial, la
inexistencia de efecto de primer paso intestinal o hepatico.

En resumen, las ventajas de la via bucal, puede concretarse en las siguientes:
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- En general, zona aceptada por los pacientes para la administracion de farmacos.

- Mucosa bastante permeable.

- Mucosa relativamente rica en vasos sanguineos.

- Periodos de recuperacion cortos después de someter la membrana a estrés o lesion.

- Ausencia de células de Langerhans (tolerancia a potenciales alérgenos).

- Evita la accion del pH géstrico para moléculas que no son acido resistentes.

- Evita el efecto de la accién enzimatica y microflora bacteriana presente en el tracto
intestinal.

- Evita el efecto de primer paso hepatico (primer ciclo de circulacion).

- Posibilita la interrupcion brusca del tratamiento.

- Posible alternativa en la administraciéon de farmacos cuando la via oral es
impracticable (dificultad de deglucion, nauseas, sindrome de mala absorcion, etc.).

Como se ha comentado anteriormente, la mejilla es la zona de la mucosa bucal que presenta
mayor superficie, no estd queratinizada y estd muy bien irrigada. Por estas razones es la zona
anatdmica de la mucosa bucal para la administracion de farmacos mediante formas
farmacéuticas mucoadhesivas, tal como se expone en la figura 1-11.

Figura 1-11 Zona anatémica de la mucosa bucal para la administracion de firmacos mediante formas
farmacéuticas mucoadhesivas [11]

Un ejemplo de estas formulaciones, es la siguiente:

Féarmaco 80,0 mg
Methocel 60,4 mg
Policabofil 18,0 mg
Estearato magnésico 1,6 mg

La formulacion anterior corresponde a comprimidos mucoadhesivos de un peso de 160 mg
[12].
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También pueden elaborarse sistemas de liberaciéon mucoadhesivos en los que la capa externa
esta formulada con lactosa, a fin de que la liberacién sea unidireccional hacia la mucosa
externa de la mejilla [13].

En la absorcidn de los farmacos por via bucal, existen una serie de factores que influyen en el
proceso. Entre los més destacados puede citarse los siguientes:

a) Factores biologicos:
- Area
- Espesor efectivo difusional
- Composicidn oral de la mucosa
- Estructura de la mucosa oral
- pH del entorno
- Velocidad de flujo de la saliva
- Composicidn de la saliva
b) Factores que dependen del farmaco:
- QGusto
- Solubilidad
- Coeficiente de reparto
- pKa
- Semivida biologica
- Velocidad de absorcion
- Potencial irritacion
- Potencial efecto alergénico
- Coeficiente de difusion a través del epitelio
- Estabilidad del farmaco

¢) Factores que dependen del sistema de liberacion
- Caracteristicas organolépticas de los excipientes
- Caracteristicas del proceso de liberacién
- Potencial retencion del farmaco
- Tamafio
- Forma
- Textura
- Potencial irritacién y/o respuesta alergénica

En la figura 1-12 se expone un esquema de diferentes sistemas de liberacion mucoadhesivos
de farmacos:

31



Formulacién de comprimidos convencional + farmaco

Bioadhesivo + farmaco

Excipiente neutro ej. Lactosa

Bioadhesivo + farmaco

— Spray impermeable al agua

Bioadhesivo + farmaco

Soporte impermeable al agua

Bioadhesivo + farmaco

ra —————— —— Soporte impermeable al agua
+—— Matriz de liberacién controlada no bioadhesiva + farmaco
Bioadhesivo

. Matriz de liberacién controlada no bioadhesiva + farmaco

Bioadhesivo

Figura 1-12  Sistemas de liberacién mucoadhesivos [11]

En otro orden de cosas, para el estudio “in vitro” del potencial paso de los farmacos a través
de la mucosa bucal se emplean diferentes metodologias, una de ellas es la utilizacion de
células de Franz [14]. Como membrana de permeacion se coloca entre el compartimiento
dador y receptor de la célula la mucosa de cerdo convenientemente tratada. Se trabaja con
mucosa bucal de cerdo por ser anatdmicamente la mas similar a la especie humana [15, 16,
17, 18, 19]. Estos estudios aportan informacidn acerca de la posibilidad de que un fairmaco
pueda ser administrado por via bucal.

1.4 BETABLOQUEANTES

Los inhibidores beta-adrenérgicos o betabloqueantes constituyen uno de los avances
terapéuticos mas importantes en los tltimos treinta afios en el tratamiento de las alteraciones
cardiovasculares y otras enfermedades [20].

Este grupo de medicamentos actiia bloqueando los receptores beta del sistema adrenérgico por
lo que son considerados como antagonistas competitivos y especificos de las catecolaminas.
En 1967 Lans y col. [21] propusieron subdividir los receptores beta-adrenérgicos en dos
grupos: los receptores betal, presentes fundamentalmente en el corazén y los receptores
beta2, presentes en los bronquios y vasos periféricos. Sin embargo en un mismo tejido u
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organo pueden coexistir receptotes betal y beta2 [22], como en el corazdn, y en determinadas
condiciones, por ejemplo, bajo influencias hormonales, puede variar la concentracion de
receptores en un tejido.

La estimulacién de receptores beta conlleva un aumento de la frecuencia y de la fuerza de
contraccioén cardiaca, aumento de la liberacion de renina y lipolisis (liberacion de acidos
grasos), asi como relajacion intestinal. La estimulacion de los receptores beta2 provoca
relajacion uterina, broncodilatacion, vasodilatacion, gluconeogénesis y liberacion de insulina.
Los farmacos betabloqueante, en consecuencia, disminuyen o anulan todas las respuestas
secundarias a la activacidn de los receptores beta.

El desarrollo de nuevas moléculas en este campo ha conducido a la obtencion, a partir de
betabloqueantes no selectivos y capaces de suprimir todos los efectos beta-adrenérgicos (tipo
propranolol), de sustancias capaces de bloquear selectivamente los receptores betal
(bloqueantes beta o cardioselectivos) como por ejemplo, el atenolol y metoprolol, y de
bloqueantes selectivos de los receptores beta2, como la butoxamina.

La evolucion del conocimiento sobre la accién de estos farmacos ha puesto de manifiesto
diferentes fendmenos que deberan tenerse en cuanta en su posterior utilizacion clinica. Entre
estos cabe citar:

a) La selectividad betal o beta2 adrenérgica es relativa y se ejerce unicamente dentro de un
cierto ambito de dosis.

b) Ciertos farmacos betabloqueantes presentan actividad agonistica parcial, comtinmente
denominada actividad simpaticomimética intrinsica (AIS).

c) Existen receptores beta-adrenérgicos presinapticos (autoreceptores) cuya funcion
fisiologica no estd perfectamente dilucidada aunque parecen ser sensibles a
concentraciones reducidas de los mediadores y su respuesta es acelerar la salida del
mismo (autoaceleracion) con lo que el bloqueo de dichos receptores presinapticos
disminuye, por tanto, la actividad simpatica.

De lo expuesto se deduce la idea de la complejidad del tema, pero lo que realmente debe

tenerse en cuenta es que la utilizacion clinica de estos farmacos tendrd interés cuando

convenga disminuir el tono simpatico, asi como las diversas respuestas que de él se deriven.

14.1 Caracteristicas fisicoquimicas

En general, todos los betabloqueantes derivan de una estructura comun: N-isopropil-1-
hidroxi-2-etilamina (Figura 1-13).

H CHs
| |

E1-C-CHp-MNH-C-EZ

| |
OH CHs

Figura 1-13  Estructura quimica general de los betabloqueantes
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Una parte aromatica (R1) actiia como auténtica moduladora de las propiedades fisicoquimicas
de los betabloqueantes, propiedades que, a la vez, condicionan las caracteristicas
farmacocinéticas de las diferentes moléculas que configuran este grupo terapéutico.

Por otro lado, el agrupamiento N-isopropil (ocasionalmente N-terbutil u otros radicales
ampliamente ramificados) es el que determina el bloqueo beta-adrenérgico.

El hidroxilo alifatico da a la molécula actividad oOptica, siendo la forma levo (-) mucho mas
activa como bloqueador beta que la forma dextro (+). Esta diferencia es util para distinguir
entre los efectos sobre los receptores beta y las de otras acciones farmacologicas. Por ejemplo,
la forma (+) del propranolol tiene menos de un uno por ciento de la potencia de la forma (-)
para bloquear receptores adrenérgicos beta, pero los isémeros son equipotentes como
anestésicos locales [23]. Sin embargo, en clinica generalmente se utiliza la mezcla racémica
debido a que en la practica resulta dificil separar los dos isémeros; lo que, por otra parte,
conlleva un costo muy elevado.

Los agentes de bloqueo beta-adrenérgico son sustancias de caracter basico débil y su pKa
oscila entre 8.1 y 9.8 [24].

1.4.2 Propiedades farmacologicas

La farmacologia de los agentes que bloquean los receptores adrenérgicos beta se deduce de
las funciones reguladas por los receptores implicados y los estados fisioldgicos y patologicos
en que dichas funciones son activadas. Entre las propiedades més importantes destacan:

1.4.2.1 Poder beta-adrenolitico

Es la propiedad comun a todos estos farmacos. Los betabloqueantes no selectivos se oponen
de manera competitiva a todos los efectos beta-adrenérgicos. En el plano clinico esto se
traduce en la supresion de todos los tonos simpdticos con soporte beta-adrenérgico, por la
eliminacion de los efectos beta de las catecolaminas y por la reduccion de las reacciones de
adaptacion al organismo al esfuerzo, al estrés, etc. bajo el control beta-adrenérgico.

Al ejercer estos efectos los betabloqueantes no muestran la misma potencia, tal como se

expone en la tabla 1-3. Sin embargo, la existencia de betabloqueantes con potencia distinta
pierde relevancia en el plano clinico, al utilizarse dosis equitativas de los mismos.
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Tabla 1-3 Efecto y potencia de los betabloqueantes

FARMACO L.P.A. S.A. Bl AS.IL AAL.
alprenolol 0.3-1 0 ++ +
atenolol 1 + 0 0
bevantolol - + - -
bufuralol - 0 + +
bunolol 50 0 0 0
metoprolol 1 + 0 +
oxprenolol 0.5-1 0 ++ +
penbutolol 0.5-20 0 + +
pronetalol - 0 + +
propranolol 1 0 0 +
timolol 6 0 0 0

L.P.A: Intensidad del poder adrenolitico (propranolol=1)
S.A. B1: Selectividad adrenérgica 1 (cardioselectividad)
A:S:I: Actividad simpaticomimética intrinseca

A.A.L: Actividad anestésica local

1.4.2.2 Corazon

Los betabloqueantes, por supresion del tono acelerador cardiaco tienden a disminuir la
frecuencia cardiaca en reposo, pero sobre todo en el esfuerzo. Este efecto sera menos marcado
en las sustancias que posean actividad simpaticomimética intrinsica (ASI). La fuerza
contractil cardiaca estara igualmente disminuida por la accioén de los betabloqueantes.

El gasto cardiaco se reduce generalmente en las mismas proporciones que la frecuencia ya
que el volumen de eyeccion sistolica no estd sensiblemente modificado. Estas disminuciones
de frecuencia y gasto cardiaco provocadas tras administrar una primera dosis de
betabloqueante, se mantendran a lo largo de un tratamiento prolongado.

1.4.2.3  Resistencia periférica total y presion arterial
Los efectos de los betabloqueantes sobre la presion arterial son bifasicos:

- En un primer estadio (tras administracion intravenosa u oral de una primera dosis de
farmaco) el gasto cardiaco disminuye; pero, por un mecanismo reflejo compensatorio,
la resistencia periférica aumenta en las mismas proporciones y la presion arterial no
varia. Si el betabloqueante tiene ASI, ni el gasto cardiaco, ni la resistencia periférica
sufriran apenas variacion.

- En un segundo estadio (varias horas después de una primera administracioén a lo largo
de un tratamiento prolongado) la presion arterial disminuye progresivamente. No se ha
dilucidado el mecanismo del cual depende este efecto antihipertensor, pero una
explicacidn verosimil puede ser que exista una pérdida gradual del aumento reflejo de
la resistencia periférica como respuesta a la disminucion del gasto cardiaco [25].
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En caso de que el fairmaco posea actividad simpaticomimética intrinsica (ASI) existe, por el
contrario, una disminucidn de la resistencia periférica (efecto beta2 vascular) que explica la
caida tensional [26].

1.4.2.4 Coronarias y oxigenacion cardiacas

Existen diversos factores que condicionan las variaciones que se puedan producir en el flujo
coronario bajo el efecto de los betabloqueantes.

El primero de ellos es la reduccidon del trabajo cardiaco (debido a la disminucion de la
frecuencia), de la funcion inotropica del gasto y de la presion cardiaca lo que tiende, por
autorregulacion metabdlica, a reducir el flujo sanguineo coronario.

El segundo factor es el alargamiento del tiempo de llenado diastdlico, consecuencia de la
bradicardia, lo que permite, sobre todo en reposo, una mejor perfusion de la red coronaria.

El tercer factor lo constituye la ruptura del equilibrio, a nivel de los vasos coronarios, entre los
receptores alfal y beta2 adrenérgicos, lo que entrafia una vasoconstriccion relativa que tiende
a reducir el flujo coronario, sobre todo a nivel del epicardio, permitiendo de este modo una
redistribucién de la sangre coronaria, favorable al endocardio, tanto a nivel del miocardio
sano como isquémico [27].

Globalmente, el flujo sanguineo coronario varia poco o disminuye ligeramente bajo el efecto
de los betabloqueantes; pero, evidentemente, el corazén trabajard en condiciones de
oxigenacion muy mejoradas.

En condiciones de esfuerzo, los betabloqueantes reducen la taquicardia, la subida de presion,
el trabajo y el consumo de oxigeno cardiacos, mejorando de este modo la tolerancia al
esfuerzo.

1.4.2.5 Brongquios

El bloqueo de las receptores beta-adrenérgicos bronquiales (beta2, 70% vy betal, 39%)
provoca una broncoconstriccion. Por este motivo, los bloqueantes betal cardioselectivos
presentan una menor incidencia en accidentes broncoespdsmicos en enfermos asmaticos,
aunque dichas reacciones adversas son siempre posibles. La prudencia aconseja no
administrar betabloqueantes en caso de enfermos con antecedentes de sindromes obstructivos
bronquiales.

1.4.2.6 Presion intraocular

Los betabloqueantes disminuyen la secrecion del humor acuoso y con ello la presion
intraocular. Por este motivo algunos de ellos son utilizados en el tratamiento del glaucoma de
angulo abierto. La principal ventaja de los betabloqueantes en el glaucoma es que tienen una
buena eficacia, no afectan al diametro pupilar ni a la acomodacion. En cambio, con el tiempo
aparece una cierta taquifilaxia, que hace disminuir el efecto; manteniéndose, sin embargo, una
reduccidn de la presion intraocular, moderada pero suficiente.
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1.4.2.7 Selectividad betal-adrenérgica

Se trata de la propiedad que tienen ciertos inhibidores betal-adrenérgicos de bloquear
unicamente los receptores betal, es decir, aquellos situados principalmente a nivel del
corazén o del aparato yuxtaglomerular. Esta propiedad es relativa y se ejerce Uinicamente
entre cierto ambito de dosis.

En la tabla 1-3, se muestra la selectividad betal (cardioselectividad) de varios
betabloqueantes.

Las ventajas potenciales de los betabloqueantes betal-selectivos sobre los no selectivos
pueden resumirse en las siguientes:

1) Con respecto a los receptores beta2-bronquiales, una mayor seguridad, aunque no
absoluta, en el aspecto respiratorio de los individuos asmaticos.

2) Con respecto a los receptores beta2-vasculares, aseguran el mantenimiento de los
efectos vasodilatadores periféricos de las catecolaminas circulantes y del equilibrio entre
receptores alfa y beta-adrenérgicos, lo que puede inducir una disminucién en la
frecuencia de efectos secundarios (tipo sindrome de Raynaud) y una mayor tolerancia al
esfuerzo en determinados tipos de enfermos.

3) Con respecto a los receptores implicados en la glicogenolisis, un menor riesgo de
agravamiento en los estados hipoglicémicos.

1.4.3 Caracteristicas farmacocinéticas

Como consecuencia de la actividad farmacologica contrastada de este grupo de farmacos y de
su utilidad en clinica, se han realizado amplios estudios acerca del comportamiento
farmacocinético de los betabloqueantes, los cuales permiten, por una parte, conocer el transito
de estos farmacos a través del organismo y, por otra, proporcionan informacion acerca de sus
caracteristicas a nivel del proceso de absorcion; todo ello en conjunto, constituye una base
racional para el disefio de una forma farmacéutica éptima en cada caso.

A continuacion se detallan las principales caracteristicas farmacocinéticas de este grupo de
farmacos, descritas de forma global, dentro de cada uno de los procesos que ocurren
consecutivamente a su administracion.

1.4.3.1 Absorcion

La via usual de administracién de los betabloqueantes es la oral; por dicho motivo, la mayor
parte de las formas farmacéuticas estan disefiadas para ser administradas por esta via. Si la
forma farmacéutica ha sido bien disefiada, estos fairmacos se absorben bien a lo largo del
tracto gastrointestinal, su absorcién es superior al 90% para los compuestos de caracter
lipdfilo, siendo mas irregular para los de caracter hidréfilo [28, 29, 30]. La velocidad a la que
se absorben estos farmacos puede considerarse relativamente rapida de tn.x comprendidos
entre 0.5 y 4 horas [31, 32, 33], tal como se muestra en la tabla 1-4.
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Tabla 14 Propiedades farmacocinéticas de algunos betabloqueantes

. DOSIS

FARMACO  Trax(h)  ,pcopors (%) F (%) Vd (L/Kg) ty2 (h)
atenolol 2-4 40-60 40 - 65 0.7-1 6-9
metoprolol 0.5-1.5 > 95 30 - 60 5.6 3-4
timolol 1-3 70 -90 55-75 2-24 4-5
oxprenolol 0.5-1 70-90 20-75 1.2 1-2
alprenolol 0.5-1.5 > 90 10-15 34 2-3
propranolol 1-3 >90 30 - 40 3.3-5.5 2-3
penbutolol 1.5 - 90 10.4 26

El pH de los fluidos gastrointestinales puede afectar significativamente el grado de absorcidon
de los betabloqueantes en las distintas zonas del tracto intestinal. Mencidn especial merece los
estudios sobre la absorcion bucal, una de las vias mas productivas en la absorcidon de
farmacos. En este sentido, los estudios de absorcion bucal del alprenolol a pH inferior a 4 y se
ha observado que no se absorbe significativamente en estas condiciones, mientras que lo hace
rapidamente si el pH de la mucosa bucal es superior a 4 [30]. Una dependencia similar del pH
ha sido descrita para la absorcién bucal del propranolol, mientras que para otros fArmacos de
la misma serie la influencia es menor [34].

Teniendo en cuenta que los betabloqueantes son compuestos de caracter basico, la absorcion
coldnica de estos compuestos deberia ser buena. Este hecho ha sido puesto de manifiesto por
Domenech y col. [35] que observaron, utilizando la rata como animal de experimentacion,
que la absorcién coldénica del metoprolol presentaba una constante de velocidad de absorcién
superior a la obtenida en el intestino delgado.

1.4.3.2  Biodisponibilidad

En el apartado anterior se ha concretado que el paso de los betabloqueantes a través de las
membranas absorbentes es generalmente rapido. Sin embargo, en la actualidad se sabe que no
es la fraccion de dosis que atraviesa la membrana la que determina la intensidad o el efecto
farmacoldgico, sino la fraccidon de dosis que accede inalterada a la circulacion sistémica.

Como puede observarse en la tabla 1-4, la cantidad de firmaco que se absorbe a través del
tracto gastrointestinal, es sustanciosa, en general, no obstante, la biodisponibilidad en
magnitud de estos compuestos presenta diferencias importantes. Estudios orientados en este
sentido, han puesto de manifiesto que existe una relacion directa entre la biodisponibilidad en
magnitud y el aclaramiento hepatico del betabloqueante en su primer paso a través del higado;
es decir, los compuestos que presentan un aclaramiento hepatico bajo poseen una
biodisponibilidad elevada y viceversa.

Los betabloqueantes tienden a disminuir el flujo hepatico sanguineo, lo que comporta reducir
su aclaramiento hepatico y, en consecuencia, aumentan su biodisponibilidad. Asumiendo que
la administracidon de estos farmacos se efectua a dosis equivalentes, la reduccion del flujo
sanguineo a través del higado afecta en el mismo grado a todos los betabloqueantes, por lo
que su aclaramiento hepdtico estd directamente relacionado con la tasa de extraccion. Por
regla general, para los compuestos de caracter lipofilo (alprenolol, propranolol, oxprenolol,
etc.) la tasa de extraccion es elevada y por consiguiente su biodisponibilidad en magnitud es
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baja, mientras que para las sustancias hidréfilas (nadolol, atenolol, sotalol, etc.) y ciertas
sustancias lipofilas (betaxolol, penbutolol) la tasa de extraccidon es baja o casi nula y en
consecuencia su biodisponibilidad elevada.

Por otra parte, debera tenerse en cuenta que para los betabloqueantes sujetos a un efecto de
primer paso, la biodisponibilidad en magnitud es dosis dependiente y, como consecuencia, la
fraccion de dosis que alcanzara la circulacion sistémica sera progresivamente mas alta a
medida que aumenta la dosis administrada. Esto ha sugerido a diversos autores [36] que el
proceso de extraccion hepdtica es un fenomeno saturable, de modo que cuando se saturan los
sistemas microsomales hepaticos responsables de la extraccidon, por efecto de la dosis de
betabloqueante administrada, se produce un aumento de la biodisponibilidad absoluta.
Diferentes autores han dado una explicacion de la influencia de la dosis en la
biodisponibilidad en magnitud de los betabloqueantes que presentan un bajo valor de este
parametro [37, 38]. Se postula que estos farmacos son extraidos por el higado mediante dos
sistemas distintos: uno de alta afinidad, pero baja capacidad, y otro de baja afinidad, pero de
mucha mayor capacidad. Se cree que el sistema de alta afinidad pueda ser el citocromo P450
microsomal y, evidentemente, la saturacion de este sistema dard lugar a un aumento de la
biodisponibilidad tras la administracion de una dosis suficiente para saturar dicho sistema.

En definitiva, la importancia del fendmeno de primer paso es funcion del nivel de actividad de
los microsomas hepdticos, que puede encontrarse estimulada (por induccidn enzimatica) o por
el contrario inhibida (dicumarol, cimetidina, IMAO). Esto podria explicar, junto con factores
de tipo genético, las variaciones interindividuales halladas en los niveles hematicos de una
poblacion tras la administracion de una dosis Unica de betabloqueante [30].

En lo que concierne a los betabloqueantes no sujetos a efecto de primer paso, su
biodisponibilidad es independiente de la dosis administrada y los niveles hemaéticos son
directamente proporcionales a las dosis de farmaco administradas.

Debido a que, en general, los betabloqueantes sufren en mayor o menor proporcion, efecto de
primer paso, se ha postulado la via bucal como una muy buena alternativa a la via oral.

1.4.3.3 Distribucion en el organismo

En general, los betabloqueantes se unen a diversos tejidos del organismo a través de la
circulacion sistémica, uniéon que dependera del flujo sanguineo de la zona y de la afinidad del
farmaco por los tejidos. Son pocos los estudios realizados en humanos respecto a las
caracteristicas de distribucidn de los betabloqueantes; sin embargo, se ha demostrado que para
alguno de estos farmacos su concentracién en plasma no es representativa de la verdadera
concentracion en sangre, puesto que poseen una alta afinidad por los eritrocitos y las
concentraciones hematicas son sustancialmente mas altas que las plasmaticas.

1.4.3.4 Disposicion biolégica y volumen de distribucion

El comportamiento farmacocinético de los betabloqueantes puede asumirse claramente como
bicompartimental, a juzgar por la morfologia de las curvas de niveles plasmaticos obtenidas
tras la administracidn intravenosa del farmaco [39]. La fase de disposicidn rapida (fase alfa)
es fugaz y el equilibrio de disposicion se alcanza en un tiempo comprendido entre 0,5 a
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2 horas, consecutivamente a la administracion intravenosa. Sin embargo, tras la
administracion oral de los betabloqueantes en una forma farmacéutica solida, las curvas de
nivel plasmatico tienen caracteristicas biexponenciales, quedando totalmente enmascarada la
fase rapida de disposicion observada tras administracion intravenosa. Este hecho es debido a
la baja velocidad de disolucién que poseen estos fdrmacos en los liquidos circundantes al
lugar de absorcion, hecho que condiciona la velocidad y magnitud de absorcion de los
mismos. Por este motivo, la distribucion extravascular de los betabloqueantes se realiza a una
velocidad similar a la de absorcion y como consecuencia, queda enmascarada la fase alfa [39].

El volumen aparente de distribucion de los betabloqueantes oscila entre 1 y 10 L/kg. En la
tabla 1-4, se exponen los volumenes de distribucién (V4) hallados para algunos de estos
compuestos. No obstante, para la mayoria de los betabloqueantes, incluso para los que
presentan un volumen de distribucidén bajo, el valor obtenido excede del maximo espacio
fisiolégico corporal. Se ha puesto de manifiesto que estos compuestos se acumulan en ciertas
zonas extravasculares, observandose que la concentracion de betabloqueantes es
sustancialmente alta en tejidos correspondientes a 6rganos tales como el corazdén, higado y
pulmones, hallandose concentraciones mas altas que las plasmaticas [40, 41].

Ademés del flujo sanguineo de la zona, las caracteristicas fisicoquimicas de los
betabloqueantes son uno de los factores que mas influyen en su distribucion a los tejidos,
tanto en velocidad como en cantidad; concretamente su liposolubilidad, debido a que cuanto
menor es la polaridad de la molécula més facilidad tiene el compuesto para acceder a los
tejidos adiposos. Evidentemente, también aumenta el volumen de distribuciéon cuando
desciende el porcentaje de union de estos farmacos a las proteinas plasmaticas.

1.4.3.5 Distribucion entre eritrocitos y plasma

Una de las caracteristicas de los betabloqueantes, en lo que ha distribucién se refiere, es que
se unen a los eritrocitos en proporciones variables [42]. Este hecho debe tenerse en cuenta en
los tratamientos cinéticos de estos farmacos y debe considerarse la posibilidad de que su
afinidad especial por los hematies justifique la utilizacion de un compartimiento adicional.

1.4.3.6  Union a proteinas plasmadticas

Los betabloqueantes se unen a las proteinas plasmaticas en proporciones variables, aunque la
estimacion del porcentaje de unidén para un determinado farmaco varia segun cual sea la
bibliografia consultada, ya que no ha sido utilizado siempre el mismo método para su
determinacion. No obstante, parece ser que el grado de unién esta directamente relacionado
con la liposolubilidad ya que los compuestos de caracter lip6filo se unen en mayor proporcién
que los hidréfilos [43].

Es importante destacar que las variaciones en la tasa de unién a proteinas pueden provocar
modificaciones en su volumen de distribucion y semivida bioldgica. Desde un punto de vista
tedrico, el aclaramiento plasmatico se relaciona con el volumen de distribucion y la semivida
de eliminacidn, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

t1/2 = Vd/Cl . 1,44 (Ecuaci()n 1'8)
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Por consiguiente, de acuerdo con la ecuacion 1-8, un descenso de la unidén a proteinas
plasmaticas de los betabloqueantes que se unen a ellas en una proporcion del 90% (el
propranolol como ejemplo mas caracteristico) conlleva un aumento del volumen de
distribucion y por ello la semivida del farmaco de referencia se hace mas larga [36]. En
principio, esta aseveracion pronunciada por los autores del trabajo no concuerda con el
concepto generalizado de que un descenso en la union a las proteinas plasmaticas lleva como
consecuencia a una reduccion en la semivida bioldgica de los farmacos. Los autores justifican
su conclusion asumiendo que el aclaramiento de algunos betabloqueantes, por ejemplo el
propranolol, no estd limitada por la fraccion libre de fdrmaco circulante, es decir, que la
extraccion del farmaco de la sangre se realiza tanto en forma libre como unido a proteinas.
Para los farmacos que poseen esta propiedad (eliminacion no limitada por la unién a proteinas
plasmaticas), un incremento en la union a las proteinas plasmaticas disminuira la semivida de
eliminaciéon de los mismos, debido a que también disminuird su Vg4 y, de acuerdo con la
ecuacion 1-8 el valor de la t;, sera mas pequefio. Debe remarcarse, sin embargo, que el efecto
comentado anteriormente sobre la semivida en relacion con las proteinas plasmaticas se
cumple para los betabloqueantes cuando se dan las siguientes condiciones:

a) Unidn a proteinas plasmaticas en un porcentaje superior al 85%. Por ejemplo, para el
metoprolol que se une en un 12%, el efecto comentado no tendria significacion.

b) Eliminacién mayoritariamente por extraccion hepatica.

Deberén tenerse en cuenta estas consideraciones cuando se disefian pautas posoldgicas para
los betabloqueantes que deban administrarse conjuntamente con otros firmacos susceptibles
de variar la tasa de union a proteinas plasmaticas.

1.4.3.7 Metabolismo y eliminacion

Las vias de eliminacién de los betabloqueantes dependen fundamentalmente de su lipofilia.
Las moléculas mas lipdfilas, como el propranolol, alprenolol, etc. serdn metabolizados
practicamente en su totalidad en el higado y sus metabolitos eliminados por la glandula
hepatica. A medida que la lipofilia de los farmacos va disminuyendo, la eliminacion por
excrecion renal del farmaco intacto va aumentando y asi, por ejemplo, el atenolol se elimina
practicamente por el rifion inmodificado. Entre estos dos casos extremos se encuentran la
mayoria de los betabloqueantes utilizados en clinica, para los cuales la eliminacién se realiza
en mayor o menor proporcion por las dos vias: metabolizacion hepatica y excrecion renal de
forma inalterada.

Las vias de metabolizacién més comunes para los betabloqueantes son las siguientes:

a) Desaminacién oxidativa y O-desalquilacion con la subsiguiente oxidacion de la
cadena lateral.

b) Hidroxilaciones y alifatica y formacion de conjugados entre el grupo alcohdlico
secundario de la cadena lateral y el acido glucuronico.
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1.4.3.8 Metabolitos activos

Tal como se ha comentado en el epigrafe anterior, la mayoria de los betabloqueantes sufren
metabolizacion hepdtica en proporciones variables. Corrientemente, los productos de
transformacion metabodlica son sustancias inactivas desde un punto de vista farmacolégico,
aunque ciertos compuestos (propranolol, alprenolol, acebutol) originan metabolitos activos,
que pueden contribuir a los efectos farmacologicos de los betabloqueantes. En todo caso, esta
bien estudiado tanto el nimero de metabolitos que se generan (entre 3 y 6 normalmente) como
la cantidad de los mismos para un gran numero de betabloqueantes [40, 41, 44, 45].

1.4.3.9 Semivida de eliminacion y aclaramiento

Los betabloqueantes mas lipofilos y que son metabolizados mas intensamente por el higado
presentan, generalmente, semividas de eliminacidn mas cortas (excepto el penbutolol)
mientras que los compuestos hidréfilos, con poca metabolizacion y excretados
mayoritariamente por el rifién de forma inalterada, poseen semividas mas largas que pueden
llegar con farmacos como el nadolol a valores cercanos a las 23 horas [42].

Por regla general, los betabloqueantes tienen un comportamiento lineal cuando se administran
a dosis unicas dentro del ambito terapéutico, es decir, las semividas de eliminacion son
independientes de la dosis administrada [46, 47]. A dosis multiples, sin embargo, el
comportamiento farmacocinético de estos farmacos puede ser no lineal en funcién del efecto
de primer paso que sufren. De este modo, la administracion en régimen de dosis multiple de
80 mg de propranolol cada 6 horas, produce niveles plasmaticos potencialmente toxicos. La
acumulacién es causada mayoritariamente por la saturacién del efecto de primer paso
hepético, incrementandose, en este caso, la semivida de eliminacion en un 44% [36]. Para
farmacos de este grupo cuyo efecto de primer paso sea bajo, el valor de la semivida de
eliminacion, tras su administracién a dosis multiples, es practicamente el mismo que el
obtenido tras una administracion unica.

El aclaramiento total es una medida de la eficacia en el proceso de eliminacién y para
farmacos como el alprenolol y propranolol se han obtenido valores de 1,5 L/min, proximos al
flujo sanguineo hepatico normal (de 1,1 a 1,8 L/min) [48]. Este hecho indica que estos
farmacos son extraidos, practicamente en su totalidad, cuando se administran por via oral, por
el higado por efecto de primer paso. Valores mas bajos se han encontrado para el atenolol y
sotalol, siendo estos valores similares al aclaramiento renal de la creatinina en individuos
sanos (0,12 L/min), lo que concuerda con la eliminacién mayoritaria que sufren estos
farmacos a través del rifion.

1.4.3.10 Interés en la medida de los niveles plasmadticos

La determinacion de los niveles plasmaticos de los betabloqueantes es util en las siguientes
circunstancias:

- A los enfermos que no responden a la posologia habitual (debido a una mala absorcion
como consecuencia de un fendmeno de primer paso muy importante, etc.) con el fin de

establecer el régimen posoldgico mas adecuado.

- En los nifios o ancianos, para modificar la posologia y adaptarla a sus propias
caracteristicas.
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- En los insuficientes hepaticos y, sobre todo, en los insuficientes renales, para la adaptacion
a su posologia (dosis y frecuencia de administracion) en funcién del grado de afectacion
funcional.

De todo lo comentado acerca de las caracteristicas farmacocinéticas de los betabloqueantes,
cabe destacar que, mayoritariamente estos fairmacos, administrados por via oral, sufren un
mayor o menor efecto de primer paso. Por este motivo, para aumentar la biodisponibilidad de
estos farmacos y, como consecuencia, su rendimiento terapéutico, es importante investigar
una via de administracion alternativa a la via oral. La via bucal es una buena alternativa a la
via oral para la administracion de betabloqueantes porque, entre otras propiedades, evita el
efecto de primer paso que sufren estos farmacos. Para tener informacion de la potencial
permeacion de los betabloqueantes a través de la mucosa bucal debe realizarse estudios “in
vitro” utilizando la mucosa bucal de cerdo, anatdomicamente la mas parecida a la humana,
como membrana de permeacion, estudios que son el principal objetivo de esta Tesis.
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2 MATERIAL Y METODOS

En este apartado se detallan los materiales utilizados en el presente trabajo asi como la
metodologia empleada en cada una de las experiencias realizadas.

2.1 MATERIAL
2.1.1 Farmacos
Acebutolol
oo MH
MH —)_/ 5]
_< :: HCl
Figura 2-1 Estructura quimica del hidrocloruro de acebutolol
¢ Férmula molecular: C;gsHy3N,O4 - HC1
e Peso molecular: 372.93
e Aspecto: polvo cristalino blanco o casi blanco
e Solubilidad: Facilmente soluble en agua y en etanol; muy poco soluble en acetona y en

cloruro de metileno; practicamente insoluble en éter.
pKa: 9.1

e Punto fusion: 214.52

e Proveedor: SIGMA.
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Atenolol

T-IHEL/U:IJ\/HHT

Figura 2-2 Estructura quimica del atenolol

e Férmula molecular: C14H2oN>03
e Peso molecular: 266.3
e Aspecto: polvo blanco o casi blanco
e Solubilidad: Bastante soluble en agua; soluble en alcohol absoluto; poco soluble en
cloruro de metileno.
e pKa:9.16
e Punto fusion: 183.93
e Proveedor: Roig Pharma
Labetalol
oH =]
H
‘/Kdmm HC1
oH
Figura 2-3 Estructura quimica del hidrocloruro de labetalol
e Férmula molecular: C;9H,4N,05 - HCI
e Peso molecular: 364.9
e Aspecto: polvo blanco o casi blanco
e Solubilidad: Bastante soluble en agua y en etanol; practicamente insoluble en cloruro

de metileno y en éter.
pKa: 9.2

Punto fusion: 228.46
Proveedor: SIGMA
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Metoprolol

Figura 2-4 Estructura quimica del tartrato de metoprolol

Formula molecular: CsHysNOs - %2 C4HgOg

Peso molecular: 684.8

Aspecto: polvo cristalino blanco o cristales incoloros

Solubilidad: Muy soluble en agua, facilmente soluble en etanol, cloroformo y cloruro
de metileno; poco soluble en acetona; insoluble en éter.

pKa: 9.17

e Punto fusion: 228.46

e Proveedor: SIGMA

Oxprenolol

Q HCI

Figura 2-5 Estructura quimica del hidrocloruro de oxprenolol

Formula molecular: Ci5H3NOs - HCI

Peso molecular: 301.8

Aspecto: polvo cristalino blanco

Solubilidad: Fécilmente soluble en agua, etanol y cloroformo; bastante soluble en
acetona; practicamente insoluble en éter.

pKa: 9.6

e Punto fusion: 228.46

e Proveedor: Novartis
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Propranolol

2.1.2

)

LV

Figura 2-6 Estructura quimica del hidrocloruro de propranolol

HCI

Férmula molecular: C¢H,NO, - HCI

Peso molecular: 295.81

Aspecto: polvo cristalino e inodoro, de color blanco o casi blanco

Solubilidad: Soluble en agua y en etanol; poco soluble en cloroformo; practicamente
insoluble en éter.

pKa: 9.14

Punto fusion: 132.76

Proveedor: Acofarma

Reactivos quimicos

Todos los reactivos utilizados han sido suministrados por empresas de reconocida garantia y
del maximo grado de pureza disponible.

KH,PO4 (Panreac Quimica SA, Montcada i Reixac, Espafia)

Na,HPO, (Panreac Quimica SA, Montcada i Reixac, Espafia)

Isopropilamina 99% (Aldrich)

Amoniaco 30% para analisis (Panreac)

Acido acético glacial para analisis (Panreac)

DMSO (Dimetilsulfoxido) (Merck)

Solucién de Hanks (solucion nutritiva y de conservacion de estructuras celulares). La
composicion en g/l es: CaCl,=0,14;, KCI=0,14; KH,PO,=0,06, MgS0,=0,1;
MgCl,=0,1; NaCl=8,0; NaHCO;=0,35; Na,HPO,=0,09;, Glucosa=1 (Biological
Industries (Israel))

Metanol calidad HPLC para andlisis instrumental (Panreac Quimica SA, Montcada i
Reixac, Espafa)

Acetonitrilo calidad HPLC para analisis instrumental (Panreac Quimica SA, Montcada
1 Reixac, Espafa)
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2.1.3 Reactivos bioldgicos

Mucosa bucal porcina

El material bioldgico utilizado en las distintas experiencias, ha sido mucosa bucal de cerdo
procedente del estabulario de la Facultad de Medicina ubicado en el "campus de Bellvitge”.
Para la utilizacion de la mucosa bucal en trabajos de experimentacién se obtuvo la
correspondiente autorizacion por parte del Comité Etico de Experimentacién Animal de la
Universidad de Barcelona y el Comité de Experimentacion Animal del gobierno autonomo
(Generalitat de Catalunya).

2.1.4 Soluciones
Se han preparado las siguientes soluciones:

e Soluciéon DMSO 10% y albumina al 4%
Solucidn empleada en el almacenamiento de la mucosa bucal porcina como crioconservante.
Preparacion: Mezclar 100 mL DMSO, 4 g de albumina y completar volumen hasta 1000 mL
con PBS.

e Solucién reguladora de fosfatos de pH 7.4
Solucién utilizada como fase acuosa para preparar rectas de calibrado y como solucion
receptora en los estudios de permeacion.
Preparacion: Mezclar 11.88 g de Na,HPO, y 9.08 g de KH,PO4 con cantidad suficiente de
agua para un litro. Ajustar a pH 7.4 con hidréxido sodico en caso necesario.

e Solucién metanol / agua
Distintas proporciones de metanol/ agua han sido mezcladas para obtener la fase organica de
la fase movil en la valoracién de los distintos betabloqueantes y llevar a cabo su
correspondiente analisis por CLAE.

e Solucioén acetato aménico pH 3.0
Solucidn utilizada como fase acuosa en el analisis de los betabloqueantes por CLAE.
Preparacion: A 200 mL de agua se le afiaden 5.75 pL de acido acético. Ajustar pH con
amoniaco. Completar volumen con agua hasta un litro.

2.1.5 Formulaciones farmacéuticas

Soluciones saturadas de farmaco

Se ha preparado para cada farmaco a estudiar (acebutolol, atenolol, labetalol, metoprolol,
oxprenolol y propranolol) una solucién saturada de los mismos en solucion reguladora de
fosfatos de pH 7.4 para estudiar la permeacion intrinseca a través de mucosa bucal de cerdo
de cada farmaco.
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2.1.6

Aparatos

Para la realizacion de los estudios objeto del presente trabajo, ademas de la instrumentacion
usual presente en un laboratorio (balanzas, pH-metro, pipetas, bafio, ultrasonidos, etc.), se han
utilizado los siguientes equipos:

2.1.7

Equipo Sation 9000 para la obtenciéon de agua calidad CLAE.
Dermatomo : Dermatomo 25mm, Nouvag® (Sumedex, S.A, Valencia)
Aparato de medida de la pérdida transmucosa de agua (Tewl)
Equipo de muestreo manual de células de Franz (Crown Glass Co. Mod D-9),
compuesto por:

- Células de Franz

- Bafio termostato TECTRON S-473.100

- Consola de agitacion modelo FDC-400 (Hanson Research)
Equipo Waters modelo LC Module I Plus de cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE) con detector UV (Waters Cromatografia, S.A., Barcelona, Espafia).
Centrifuga Sigma, mod. 4K10 (Sigma Laborzentrifuguen GMBH, Osterode am
Harz, Germany)

p 2@ 25 -
e e ©

Figura 2-7 Equipo de muestreo manual de células de Franz

Diserios experimentales

Se han realizado dos tipos de estudios de permeacion in vitro de los betabloqueantes:
a) Estudio comparativo de los diferentes betabloqueantes sometidos a estudio a través de
mucosa bucal fresca de cerdo.
b) Estudio comparativo de mucosa bucal de cerdo fresca y congelada utilizando
propranolol como farmaco de referencia.
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2.2 METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE PERMEACION BUCAL

La metodologia seguida para el estudio de la permeacidn bucal de los betabloqueantes a
través de la mucosa bucal de cerdo, se detalla a continuacion.

2.2.1 Obtencion de la mucosa bucal de cerdo como membrana de permeacion
De acuerdo con uno de los objetivos propuestos, el estudio comparativo entre la mucosa bucal
porcina en distintas condiciones (fresca y congelada) se prepara la mucosa bucal de cerdo. El
tratamiento realizado es el siguiente:
e Extraccion manual de la mucosa del animal recién anestesiado para evitar fendmenos
de descomposicion.
e Limpieza y acondicionamiento grosero de la mucosa, es decir, separacion de la piel,
tejido glandular, etc.
A partir de este punto, el tratamiento consta de diferentes etapas segin se trate de la
preparacion de la mucosa fresca o de la mucosa con crioconservante para su congelacion.

2.2.1.1 Preparacion de la mucosa fresca

e Transporte de la mucosa en solucién salina a la Unidad de Biofarmacia y
Farmacocinética de la Facultad de Farmacia, Barcelona.

e Corte de la mucosa a 500 = 100 pm mediante microtomo.

e Montaje de la mucosa en células de Franz.

2.2.1.2  Preparacion de la mucosa con crioconservante y albumina

e Se coloca la mucosa en placas de Petri con la solucion DMSO 10% y 4% albumina
descrita en el epigrafe 2.1.4 de la Memoria.

Congelacién de la mucosa durante el tiempo y la temperatura prefijados.

Previamente a su uso, descongelacion al bafio maria a 37°C.

Lavados sucesivos de la mucosa con solucion salina para eliminar el DMSO.
Transporte a la Unidad de Biofarmacia y Farmacocinética.

Corte de la mucosa a 500 = 100 pm mediante microtomo.

Se procede al montaje de la mucosa en las células de Franz.

El estudio de la permeacion de los betabloqueantes a través de mucosa bucal de cerdo fresca
recién extraida es muy poco operativo y estd condicionado por la disponibilidad del material
bioldgico. Por este motivo se ha llevado a cabo la comprobacion de si se presentan diferencias
en la permeacion del farmaco entre mucosa fresca y congelada, experiencia que se ha
realizado con el propranolol como farmaco de referencia, lo que permitira realizar, en otros
trabajos, experimentos seriados con la minima variabilidad y méxima capacidad de trabajo.
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2.3 METODOS

2.3.1 Metodica Analitica

La valoracion cuantitativa de los betabloqueantes objeto de estudio se ha realizado por
cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE). Se ha utilizado un equipo de la marca Waters
modelo LC Module Plus descrito en el apartado 2.1.6. El sistema de deteccion ha sido por
espectrofotometria ultravioleta.

Los analisis se han realizado a temperatura ambiente. Las condiciones cromatograficas para
determinar cada uno de los betabloqueantes se detallan en la tabla 2-1.

Tabla 2-1 Condiciones cromatograficas de los betabloqueantes

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna: Atlantis 5 pm reversed phase C (4.6 x 150 mm)
Volumen inyeccion: 30 uyL
Longitud de onda: 280 nm

. Fase movil Flujo
Farmaco .
Buffer” AcN H,0 mL/min

acebutolol 10 25 65 2
atenolol 10 5 85 2
labetalol 10 25 65 2
metoprolol 10 25 65 2
oxprenolol 10 25 65 2
propranolol 75 25 - 1

a: Acetato de amonio pH 3

2.3.2 Validacion de la metodica analitica

Se entiende por validacion la obtenciéon de pruebas convenientemente documentadas,
demostrativas de que un método analitico es lo suficientemente fiable para obtener el
resultado previsto dentro de intervalos definidos [1]. Como principales criterios de validacion
de las metddicas analiticas se considera: selectividad, linealidad, precision, exactitud, limite
de cuantificacion y limite de deteccidon. No existe un modelo tinico de validacion y un mismo
parametro puede ser estimado mediante diferentes métodos de calculo. Ademads, los
parametros a considerar en una validacién cambian segun los requerimientos legales de
diferentes organizaciones (CE, OMS, USP) o segun la metddica analitica escogida [2]. Existe
un consenso internacional de las propuestas realizadas por la International Conference on
Harmonization (ICH) que han sido aceptadas por la Agencia Europea para la evaluacion de
Productos Medicinales que establece los criterios a seguir ICH Q2B (CPMP/ICH/831/95).

2.3.2.1 Selectividad

La selectividad es la capacidad de un método para medir y/o identificar simultanea o
separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras sustancias
quimicas que pueden estar presentes en la muestra [1].

58



Para comprobar la selectividad de las metddicas analiticas se ha inyectado una solucién
blanco bioldgico y una solucion con cada betabloqueante por separado en el solvente
empleado. En la solucion blanco bioldgico no deben aparecer picos en el tiempo de retencion
de los betabloqueantes a estudiar.

2.3.2.2 Linealidad

Se define como la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente (o
por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la concentracion de analito en
la muestra dentro de un margen establecido [1].

El margen se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior del analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método descrito.
Para comprobar la linealidad de las metddicas analiticas se inyectan en el cromatdgrafo las
rectas preparadas y se representan las concentraciones reales frente a las concentraciones
tedricas en una recta de regresién por minimos cuadrados de ecuacién: y=a+bx. Donde x
(variable independiente) es la concentracion teodrica, y (variable dependiente), la
concentracion real, b el valor de la pendiente y a el término independiente. Para cada recta se
ha determinado el coeficiente de correlacion (r) que indica el grado de relacion entre las
variables x e y. El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es >0.999 [1].
También se ha determinado el coeficiente de determinacion r* ya que la informacién obtenida
mediante el calculo de r es limitada y no se justifica por si sola mientras que r* aporta una
mayor significacion estadistica debido a que expresa la proporcion de la variacidn total de y
explicada por el método analitico.

2.3.2.3 Precision

La precision se define como el grado de dispersion entre los valores obtenidos al determinar
un analito en un ensayo de varios replicados. Es una medida del grado de reproducibilidad de
un método analitico cuando se trabaja en condiciones normales y se expresa como la
desviacion estandar (coeficiente de variacion, CV%).

La precision analitica indica, por tanto, la distribucion de los resultados alrededor de su media
pero no da idea de la proximidad al valor real. Este es uno de los criterios mas importantes,
junto con la exactitud, a tener en cuenta para comprobar la validez de un método analitico.

Para comprobar la precision de las metddicas analiticas utilizadas se estima el coeficiente de
variacion porcentual segun la siguiente ecuacion:

CV (%)= é)E -100 (Ecuacion 2-1)

exp

Donde Cey, s la media de los valores interpolados obtenida para los diferentes replicados de
cada nivel de concentracién y DE es la desviacidn estandar de los valores interpolados para
cada concentracion. La precision se calcula para cada nivel de concentracion utilizado en las
rectas de calibracion.
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2.3.2.4  Exactitud

La exactitud representa el grado de concordancia entre el valor experimental encontrado y el
valor verdadero. Indica, por tanto, la capacidad del método analitico para dar resultados lo
mas proximos posibles al valor real, pero no facilita informacién acerca de la dispersion de
estos resultados. Muestra el error sistematico del método que puede ser constante o
proporcional a la cantidad de sustancia ensayada.

Matematicamente se expresa:

(Cexp - Cteor ) o r
—— 100 (Ecuacion 2-2)

E (%)=

teor

Donde E; es el error relativo porcentual, Cey, es la media de la concentracion interpolada en
cada nivel de concentracion y Ci,r €s la concentracion teérica de cada punto de la recta
utilizada. La exactitud se calcula para cada nivel de concentracion utilizado en las rectas de
calibracion.

2.3.2.5 Limites de cuantificacion y de deteccion

Se entiende por limite de cuantificacion (LC) de un método analitico como la minima
cantidad de analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones
experimentales descritas, con una adecuada precision y exactitud. El limite de deteccion (LD)
se define como la minima cantidad de analito en la muestra que se puede detectar aunque no
necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones experimentales (ICH, Q2A).

El limite de cuantificacion (LC) se calcula segun la siguiente ecuacion:
LC=—"2" (Ecuacion 2-3)
Donde S es la desviacion estandar de la ordenada en el origen de la recta de calibracion de
menor rango de concentraciones y P la pendiente de dicha recta.
El limite de deteccion (LD) se calcula segun la siguiente ecuacion:

ILD=""" (Ecuacion 2-4)

Donde S es a desviacion estandar de la ordenada en el origen de la recta de calibracion de
menor margen de concentraciones y P la pendiente de dicha recta.
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2.3.3 Validacion de la metodica analitica por CLAE para los estudios de permeacion
transmucosa de cerdo

La validacion de la metodica analitica para el estudio de la permeacion transmucosa de cerdo
de los betabloqueantes se ha realizado mediante la preparacion de 6 rectas de calibracion para
cada farmaco en diferentes dias (validacion interdia). En un matraz aforado de 10 ml se pesan
10 mg del farmaco a estudiar, se disuelven y se lleva a volumen con una soluciéon reguladora
de fosfatos de pH 7.4. A partir de esta solucion se realizan soluciones con el mismo medio
hasta una concentracion de 0.1 pg/mL dependiendo del farmaco objeto de estudio.

La solucion de blanco bioldgico utilizada para realizar la selectividad de la metddica analitica,
se obtiene con una muestra de solucidn reguladora de fosfatos de pH 7.4 mantenida en el
compartimiento receptor de las células de Franz en las mismas condiciones de los ensayos de
permeacion estudiados, de este modo es posible observar los posibles picos debidos al
solvente y a la mucosa. Se prepararon tres soluciones en contacto con mucosa de animales
distintos.

2.3.4 Preparacion de las Formulaciones Farmacéuticas

2.3.4.1 Soluciones saturadas de betabloqueante

En el presente trabajo se ha utilizado una solucion libre de farmaco. Para ello, se ha saturado
de los distintos betabloqueantes una solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4 (pH similar al
de la mucosa bucal humana [3]). El estudio de la permeacién a través de la mucosa bucal a
partir de una solucion saturada permite estudiar el proceso en condiciones de actividad
termodindmica maxima.
Las etapas seguidas en la elaboracion de las soluciones saturadas de los distintos
betabloqueantes son las siguientes:
e Se afiade el betabloqueante a unos 5 ml de la solucion reguladora de fosfatos de pH
7.4 en agitacion hasta que ésta ya no acepte mas farmaco en solucion.
e Se fuerza la solubilidad manteniendo la solucién obtenida en un aparato de
ultrasonidos durante 30 minutos.
e Se procede a centrifugar la solucion resultante a 4000 rpm durante 5 minutos.
e Se filtra la solucién a través de una membrana de nylon de 0.45um de poro y esta
solucion es la que se utiliza como solucion libre de farmaco en los estudios de
permeacion bucal

2.3.5 Estudio de permeacion transbucal exvivo

2.3.5.1 Célula de difusion

En los ensayos de permeacion realizados se han utilizado células de difusion de Franz (FDC-
400) de 1.2 cm de didmetro, suministradas por la firma Crown Glass Co. Inc (Somerville,
N.J., U.S.A.), basadas todas ellas en el modelo de células propuesto por Franz [4].

La célula de difusion tipo Franz (Figura 2-8) consta de un compartimiento superior
(compartimiento dador) y de un compartimiento inferior (compartimiento receptor), ambos de
vidrio neutro de color topacio, separados por la membrana de difusién. La membrana debe
permanecer durante los ensayos fijada mediante unas mordazas y unas pinzas de acero
inoxidable que garantizan la estanqueidad del sistema. La superficie util para la difusién entre
los dos compartimientos es de 1.1 cm®.
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Figura 2-8  Célula de difusion tipo Franz

El compartimiento inferior o receptor se llena con la solucion receptora. En el compartimiento
superior o donador se situa la solucion de farmaco a ensayar. El volumen util del
compartimiento es de aproximadamente 6 ml.

La temperatura se mantiene en el interior de la célula a 3 = 1°C mediante la circulacion de
agua termostatada, que entra por la rama inferior de la camisa calefactora del cuerpo receptor
de las células y sale por la parte superior.

La perfecta homogeneizacidon de la concentracion de farmaco en la solucion receptora se
consigue mediante la agitacion de la misma por una barra magnética cubierta de teflon
introducida en el compartimiento receptor y que es movida por un agitador externo.

2.3.5.2  Membrana de difusion

En el presente trabajo se ha utilizado mucosa bucal de cerdo procedente del estabulario de la
Facultad de Medicina ubicado en el "campus de Bellvitge”. Una vez sacrificado el animal se
realiza uno de los dos procedimientos descritos en el apartado 2.2.1 bien se pretenda proceder
a hacer el ensayo con mucosa fresca o congelada. En cualquiera de las dos situaciones previo
al montaje en las células de Franz, la mucosa debe cortarse a un grosor de 500 = 100 um con
un microtomo eléctrico, Aesculap GA 630, Tuttlingen, Germany (Figuras 2-9 y 2-10).

Figura 2-9  Mucosa bucal porcina

62



Figura 2-10 Proceso de corte de la mucosa bucal porcina

2.3.5.3  Solucion receptora

El medio receptor utilizado, fue una solucién reguladora de fosfatos de pH 7.4. Para evitar
que el proceso de permeacion se vea limitado por problemas de solubilidad del farmaco en el
medio receptor se deben cumplir las condiciones sink durante todo el tiempo que dure la
experiencia, es decir, que no se debe alcanzar en el medio receptor una concentraciéon de
farmaco superior al 20% de la concentracidon de saturacion. Estas condiciones permiten
emular las condiciones in vivo.

2.3.5.4 Técnica del ensayo de permeacion

Se llena el compartimiento receptor con la solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4, se
introduce el nicleo de agitacidon magnético y se sitlia la membrana de difusién (mucosa bucal
de cerdo) en la célula. Se completa el volumen con la solucién receptora a través del puerto de
toma de muestra, asegurandose de que no queden burbujas de aire entre la solucion receptora
y la membrana de difusion para asi asegurar que durante toda la experiencia la superficie de
permeacion se mantiene constante.

Una vez atemperadas las células de difusiéon y eliminadas las burbujas de aire, se procede a
comprobar la integridad de la mucosa bucal mediante la determinacion de la pérdida de agua
transmucosa (TMWL) con el Dermalab®. En el caso de dar un valor superior a 30 g/m*h se
descarta la mucosa y se procede a su sustitucion. El valor del punto de corte fue determinado
en estudios previos donde se valoré la media del valor TMWL con un total de 50 mucosas.
En el compartimiento dador se depositan 250 pl de la formulacion a estudiar. Durante las
experiencias, se cubre este compartimiento con una lamina de parafilm® para conseguir el
aislamiento del medio ambiente y evitar su evaporacion. La duracion de las experiencias ha
sido de 6 horas. A los tiempos prefijados de 0.083, 0.25, 0.5, 1, 2, 3,4, 5y 6 horas se extraen
muestras de 300 pl a través del puerto de toma de muestras del compartimiento receptor de la
célula de difusion y se repone el volumen extraido con solucién reguladora de fosfatos de pH
7.4 libre de soluto y mantenida a la misma temperatura que el medio receptor. Las muestras
extraidas se colocan en viales de cromatografia liquida de alta eficacia y se mantienen a -20°C
hasta su posterior valoracion por CLAE.

Las cantidades de farmaco permeadas acumuladas a cada tiempo de muestreo, se calculan a
partir de la concentracion del farmaco determinada en la solucidon receptora, por CLAE,
corrigiendo la dilucion producida por el muestreo.

En primer lugar, se lleva a cabo un estudio comparativo de permeacién con todos los
betabloqueantes sometidos a estudio a través de de mucosa fresca. En segundo lugar, se
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procede a estudiar a nivel comparativo, la permeacion de propranolol (farmaco de referencia)
entre mucosa fresca y congelada a fin de investigar la influencia de la congelacién en la
permeacion del farmaco a través de la mucosa.

2.3.5.5 Tratamiento de los datos experimentales

A partir de las concentraciones de firmaco en el compartimiento receptor de las células de
Franz se estiman las cantidades permeadas obtenida a los tiempos prefijados de cada muestra
y se corrigen en funcion del nimero de muestras precedentes, obteniéndose de este modo el
tabulado experimental tiempo vs cantidades de fArmaco permeadas acumuladas (t/Q).

Desde un punto de vista tedrico, la ecuacion matemdtica que se ajusta a los valores
experimentales nos permite obtener los principales pardmetros de permeacion bucal de los
betabloqueantes que define las caracteristicas de penetracion del farmaco a través de la
mucosa bucal.

En el presente trabajo, en todas las experiencias realizadas se ha ajustado el modelo de dosis
infinitas a los resultados experimentales (t/Q) mediante el programa Laplace® [5], que incluye
la aplicacion de un algoritmo de inversion numérica de transformadas de Laplace y
posteriormente la optimizacion de los resultados mediante aplicacion de las técnicas de
monitorizacion de la suma de cuadrados residuales. Los resultados del ajustado permiten
obtener los valores de los pardmetros de permeacion P; (relacionado con el coeficiente de
reparto del fairmaco entre los lipidos de la membrana de permeacion y el disolvente de la
formulacion), P, (relacionado con el coeficiente de difusion del firmaco a través de la
membrana de permeacion) y del flujo (J) en estado de equilibrio estacionario. A partir de los
valores de P; y P; se han calculado el coeficiente de permeabilidad (K,=P;-P») y el periodo de
latencia (T=1/6-P,) [6].

2.3.5.6  Determinacion de las concentraciones de farmaco teoricas en estado de equilibrio
estacionario

Si se considera una forma farmacéutica de liberacion controlada con un area especifica de
2.5 cm”, puede estimarse las concentraciones tedricas de farmaco en estado de equilibrio
estacionario. Para ello se emplea la siguiente ecuacion:

Cee = J-S/Cl, (Ecuacion 2-5)

en la que:

Cee = Concentracion teorica de farmaco en estado de equilibrio estacionario.
J = Valor del flujo experimental del firmaco a través de la mucosa de cerdo.
S = Area especifica de permeacion.

Cl, = Aclaramiento plasmatico del farmaco [7].
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2.3.6 Estudio estadistico
En este trabajo se ha realizado un estudio estadistico desde dos puntos de vista:

1. Estudio estadistico para poner de manifiesto si se presentan diferencias
estadisticamente significativas entre las cantidades permeadas y los pardmetros de
permeacion comparando los valores correspondientes de todos los betabloqueantes
ensayados a través de mucosa fresca.

2. Estudiar si se presentan diferencias estadisticamente significativas entre cantidades de
propranolol permeadas a través de mucosa fresca y congelada, asi como entre el valor
de los pardmetros de permeacion obtenidos para el beta-bloqueante entre mucosa
fresca y congelada.

Para llevar a cabo estos estudios estadisticos se ha realizado el andlisis de la variancia
(ANOVA) en el caso de presentarse distribucion normal y homogeneidad de variancias y el
test de Kruskal-Wallis o el test de Friedman en caso contrario.

Para realizar las pruebas estadisticas comentadas anteriormente se han utilizado los programas
SAS [8] y NCSS [9].

2.3.7 Estimacion del coeficiente de reparto

El coeficiente de reparto es una constante (P) fisicoquimica caracteristica de los farmacos,
indicadora de su lipofilia, pardmetro muy relacionado con la capacidad de penetrar las
membranas lipidicas como el estrato corneo de la piel y la mucosa bucal. Se define como la
relacion entre la concentracion de fdrmaco no ionizado en un solvente organico y la
concentracion del principio activo no ionizado en un solvente acuoso.

Para que el célculo del coeficiente de reparto sea representativo del paso a través de la mucosa
bucal se han considerado diferentes solventes organicos como el octanol [10, 11], el n-
heptano [12], etc. Los resultados experimentales publicados en los tltimos afios han puesto de
manifiesto que el coeficiente de reparto entre octanol-agua es el que correlaciona mejor con el
comportamiento biolégico del farmaco, posiblemente debido a que el octanol es capaz de
solubilizar una pequefia parte de agua [13]. Se ha sugerido que la solubilidad del agua en
octanol es ideal para representar barreras bioldgicas, ya que aunque las barreras biologicas
generalmente se consideran lipdfilas, de hecho son bicapas formadas por materiales lipéfilos e
hidréfilos [14].

Cuando se trata de farmacos ionizables se estima el coeficiente de distribucién (D) [14, 15].
Este parametro también es caracteristico de la lipofilia del fairmaco pero es variable en
funcion del pH de la fase acuosa. El coeficiente de distribucion, considerando que las especies
ionizables solo son solubles en la fase acuosa, puede definirse como la relacion entre la
concentracion de farmaco ionizado en un solvente orgdnico y la suma entre la concentracién
de farmaco no ionizado e ionizado en un solvente acuoso [14].

Aplicando la ecuacion de Henderson-Hasselbach el coeficiente de distribucion puede
expresarse de la siguiente forma en funcion de si se trata de un 4acido o una base (Ecuaciones
2-6 'y 2-7).

LogD,,, =log P—log(1+10""~7%) (Ecuacion 2-6)
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LogD ,;, =log P—log(1+107%"1) (Ecuacién 2-7)

En el presente trabajo el logaritmo del coeficiente de distribucion (logD pu) se ha obtenido a
través de la bibliografia [16]. Aplicando la ecuacion 2-7 se ha obtenido el logaritmo del
coeficiente de reparto (log P). Realizando el inverso de log P se obtiene el correspondiente
coeficiente de reparto (P).

2.3.8 Estudio de relacion estructura-actividad (QSAR)

De acuerdo con lo comentado en el epigrafe 1.3., la mucosa bucal consta de dos tipos de
estructuras, una queratinizada (zonas palatal y gingival) y otra no queratinizada (bucal y
sublingual). La zona bucal estd integrada por la parte interior de las mejillas y los labios
inferior y superior. Dado que el objetivo de emplear como via de administracion de los
betabloqueantes es a través de las mejillas interiores, la estructura de su membrana puede
considerarse similar a la intestinal.

La mayoria de los modelos tedricos descritos en la bibliografia para la prediccién de la
absorcion de farmacos a través de mucosas, incluyen como variables predictoras, algunos
descriptores moleculares como la lipofilia, el peso molecular, la superficie polar o la
capacidad de formar puentes de hidrégeno [17]. En este trabajo se han utilizado una serie de
descriptores que pueden clasificarse como sigue:

a) Descriptores electronicos

A fin de poner de manifiesto la influencia de las cargas netas de los 4tomos a la estructura
quimica de los betabloqueantes estudiados de acuerdo con la figura 2-11, se han calculado
como variables independientes en una correlacion multiple, las siguientes:

- Carga neta asociada al atomo de nitrégeno (N)

- Carga neta asociada al atomo de carbono alquilico (CAK)
- Carga neta asociada al atomo de oxigeno (O)

- Carga neta asociada al atomo de carbono arilico (CAR)

OH

D =
Figura 2-11 Estructura quimica general de los betabloqueantes

También se han considerado los descriptores HOMO y LUMO, siendo:
- HOMO: orbital molecular ocupado de mayor energia
- LUMO: orbital molecular desocupado de menor energia
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- Formacidn puentes de hidrégeno

La capacidad de la molécula de entrar en la célula depende del nimero y fuerza de los
puentes de hidrogeno que la sustancia forma con el agua, puesto que el primer paso para
entrar en la membrana es la desolvatacién de la molécula. La facilidad de formar puentes
de hidrégeno es perjudicial para la entrada en el entorno no polar de la membrana. Por el
contrario, cuando la membrana es la que forma puentes de hidrogeno con la molécula,
facilita su paso a través de la misma. Por ello, esta propiedad junto con la lipofilia, son
buenos descriptores de la permeabilidad del farmaco a través de la membrana. Dos de los
descriptores asociados a la capacidad de formaciéon de puentes de hidrogeno son los
siguientes:

- BHA: enlace aceptor de hidrogeno

- BHD: enlace dador de hidrogeno

b) Descriptores estéricos

Como descriptores estéricos se han utilizado los siguientes:
- Volumen molecular (MW)
- Superficie molecular (MS)

¢) Parametros fisico-quimicos

- Coeficiente de reparto aparente

Puesto que el proceso de reparto en la membrana es uno de los pasos durante el transporte
del farmaco a través de la misma, la lipofilia se ha utilizado frecuentemente como
predictor de la permeabilidad del farmaco. El proceso de reparto en la membrana se
produce a través del fluido circundante cuyo pH puede variar por distintos factores. Por
este motivo, el proceso de absorcidon se correlaciona con el coeficiente de distribucion
(coeficiente de reparto aparente) determinado a un pH promedio fisiologico (en la mucosa
bucal entre 6.2 y 7.4). En el caso de compuestos de estructura similar, es posible obtener
buenas correlaciones entre la lipofilia del firmaco y su permeabilidad bucal.

- Peso molecular

El peso molecular estd relacionado con el coeficiente de difusion del soluto en la fase
acuosa y también con el coeficiente de difusion del soluto en la membrana bioldgica. Este
ultimo es uno de los factores determinantes de la velocidad de difusion del fdrmaco a
través de la membrana. Se observa una gran correlacion entre la difusidn transcelular y el
tamafio molecular. Compuesto de peso molecular < 200, son capaces de atravesar la
membrana utilizando la via paracelular asi como la difusién transcelular a través de la
membrana. Compuestos de peso molecular » de 250, utilizan fundamentalmente la via
transcelular. No obstante, el incremento del peso molecular, cuando es mayor de 500,
conduce a una disminucion de la difusion transmembrana.

- Solubilidad

Como consecuencia de que los fArmacos atraviesan la membrana disueltos en los liquidos
circundantes a la misma, la solubilidad de los principios activos es un buen descriptor para
establecer correlaciones con parametros representativos de la velocidad de paso de los
farmacos a través de la membrana. Concretamente, en el caso de la permeabilidad bucal,
lo que interesa es la solubilidad de los farmacos a pH igual a 6.8.
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- Punto de fusion

d) Descriptores topologicos
- Numero de enlaces rotacionales (nRotB). Se define como un enlace simple no
perteneciente a una estructura ciclica, unido a otro 4tomo no terminal excepto el
hidrégeno. Los enlaces C-N se excluyen debido a la barrera energética que supone la
estructura rotacional.

Para el célculo de los descriptores descritos en este epigrafe, se han utilizado los siguientes
programas informaticos:

Los descriptores electronicos tales como las cargas netas asociadas a los distintos dtomos
estudiados, los orbitales frontera HOMO y LUMO se han calculado con el modelo
semiempirico AM1, implantado en el programa CHEMOFFICE ULTRA 2010.

El volumen molecular y la superficie molecular se han calculado con una aplicacion del
mismo programa anteriormente mencionado.

Los descriptores nRotB, BHA y BHD se han calculado con la aplicacion ChemIDplus
(http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/ (2007).
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3 RESULTADOS
3.1 Validacion de la metodica analitica

3.1.1 Validacion de la metédica analitica por CLAE para los estudios de la
permeacion bucal

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en la validacion interdia de la
metddica analitica empleada para la cuantificacion de los distintos betabloqueantes
estudiados en los ensayos de permeacion, de acuerdo con lo expuesto en el apartado
2.3.2 de material y métodos.

Las figuras 3.1-3.6 muestran cromatogramas representativos de los diferentes
betabloqueantes estudiados.

0.0015
0.0014
0.00124
0.00104

= 0.00054
0.0005
0.0004 ]

0.0002

0.00004 s

T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 F.oo0 3.00 Q.00 10.00 11.00 12.00 13.00
Minutes

Figura 3-1 Cromatograma correspondiente a una solucion de acebutolol (C=15pg/mL)
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Figura 3-2 Cromatograma correspondiente a una solucion de atenolol (C=15pg/mL)
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Figura 3-4  Cromatograma correspondiente a una solucion de metoprolol (C=15pg/mL)
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Figura 3-6 Cromatograma correspondiente a una solucion de propranolol (C=15pg/mL)

Puede observarse, en estas figuras, la buena resolucion de los picos, no presentan colas
ni interferencias por lo que la integracion de los mismos resulta ser exacta.

75



3.1.1.1 Selectividad

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 2.3.2.1, la metoédica empleada para los
estudios de absorcidon transmucosa de los betabloqueantes estudiados, es selectiva ya
que no aparecen interferencias debidas a la mucosa o al solvente en el tiempo de
retencion en el que aparecen los diferentes betabloqueantes.

3.1.1.2 Linealidad

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 2.3.2.2 de material y métodos, en las
tablas 3-1 — 3-6 se muestran los resultados correspondientes a los valores de la
pendiente, ordenada en el origen, coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de
determinacion (1*) de las rectas de validacién para los diferentes farmacos estudiados.
Las figuras 3-7 — 3-12 muestran la representacion grafica de las rectas de calibracion
utilizadas en la validacion de la metddica analitica de los diferentes betabloqueantes.
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Tabla 3-1 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4 que correlacionan las concentraciones teéricas de
acebutolol (x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se
acompaiian del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion ().

Farmaco: Acebutolol
Rango de concentraciones: 0.20 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .. s

el origen correlacion (r) determinacion (r%)
R1 1.027 -0.133 0.99940 0.99880
R2 0.928 0.246 0.99911 0.99822
R3 0.985 0.104 0.99981 0.99961
R4 1.013 -0.079 0.99952 0.99904
R5 1.141 -0.339 0.99938 0.99876
R6 0.943 0.192 0.99947 0.99894

35 - Acebutolol

Concentracion real (ug/mL)

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-7  Representacion grafica de las rectas de calibracion de acebutolol en soluciéon
reguladora de fosfatos de pH 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracién

La relacién entre las concentraciones reales y tedricas del acebutolol, en los distintos
replicados, presenta muy poca variabilidad.
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Tabla 3-2 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 que correlacionan las concentraciones tedricas de atenolol
(x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se acompafian
del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion .

Farmaco: Atenolol
Rango de concentraciones: 0.05 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .. s

el origen correlacion (r) determinacion (r%)
R1 1.071 -0.085 0.99997 0.99993
R2 1.049 -0.050 0.99996 0.99992
R3 1.005 -0.010 0.99999 0.99999
R4 1.009 -0.032 0.99985 0.99971
R5 1.021 -0.035 0.99997 0.99994
R6 1.021 -0.015 1.00000 0.99999

35 - Atenolol

Concentracion real (ug/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-8  Representacion grafica de las rectas de calibracion de atenolol en solucién
reguladora de fosfatos de pH 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracion

Los distintos replicados que relacionan las concentraciones reales y teodricas del
atenolol, son practicamente superponibles.
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Tabla 3-3 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 que correlacionan las concentraciones tedricas de labetalol
(x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se acompafian
del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion .

Farmaco: Labetalol
Rango de concentraciones: 0.05 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .2

el origen correlacion (r) determinacién (r°)
R1 1.066 -0.116 0.99982 0.99963
R2 1.024 -0.084 0.99950 0.99899
R3 1.025 -0.079 0.99930 0.99861
R4 1.028 0.036 0.99968 0.99936
R5 1.030 -0.083 0.99996 0.99992
R6 1.076 -0.095 0.99978 0.99956

35 - Labetalol

Concentracion real (ug/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-9  Representacion grafica de las rectas de calibracion de labetalol en solucién
reguladora de fosfatos pH de 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracion

En el caso del labetalol, las rectas de calibrado, presentan muy poca variabilidad.
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Tabla 3-4 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 que correlacionan las concentraciones tedricas de
metoprolol (x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se
acompaiian del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion ().

Farmaco: Metoprolol
Rango de concentraciones: 0.20 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .2

el origen correlacion (r) determinacion (r")
R1 1.000 0.000 1.00000 0.99999
R2 1.024 -0.097 0.99992 0.99984
R3 1.007 -0.053 0.99996 0.99993
R4 1.000 0.000 0.99998 0.99996
R5 1.022 -0.089 0.99992 0.99985
R6 1.000 -0.005 0.99997 0.99994

35 - Metoprolol

Concentracion real (ug/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-10 Representacion grafica de las rectas de calibracion de metoprolol en solucién
reguladora de fosfatos de pH 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracién

La relacion entre las concentraciones reales y tedricas del metoprolol da lugar a rectas
superponibles.
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Tabla 3-5 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 que correlacionan las concentraciones tedricas de
oxprenolol (x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se
acompaiian del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion ().

Farmaco: Oxprenolol
Rango de concentraciones: 0.20 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .2

el origen correlacion (r) determinacién (r°)
R1 1.010 -0.072 0.99997 0.99994
R2 1.001 -0.013 0.99997 0.99993
R3 1.010 -0.077 0.99996 0.99992
R4 1.011 -0.083 0.99995 0.99990
R5 1.000 -0.009 0.99997 0.99994
R6 1.009 -0.067 0.99997 0.99994

35 - Oxprenolol

Concentracion real (ug/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-11 Representacion grafica de las rectas de calibracion de oxprenolol en solucién
reguladora de fosfatos pH 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracion

Las rectas de calibrado para la valoracion analitica del oxprenolol, han resultado ser
superponibles.
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Tabla 3-6 Valores de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas de calibracion en
solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 que correlacionan las concentraciones tedricas de
propranolol (x) y las concentraciones experimentales (y) para cada Ambito de concentraciones. Se
acompaiian del coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacion 9]

Farmaco: Propranolol
Rango de concentraciones: 0.05 - 30 pg/mL

. Ordenada en Coeficiente de Coeficiente de

Recta Pendiente . . .2

el origen correlacion (r) determinacién (r°)
R1 1.020 0.030 0.99984 0.99968
R2 1.019 -0.044 0.99992 0.99984
R3 1.115 -0.161 0.99983 0.99966
R4 1.148 -0.242 0.99954 0.99907
R5 0.995 0.056 0.99963 0.99926
R6 0.998 0.012 0.99998 0.99996

35 - Propranolol

Concentracion real (ug/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion tedrica (ug/mL)

Figura 3-12 Representacion grafica de las rectas de calibracion de propranolol en solucién
reguladora de fosfatos de pH 7.4 utilizadas para los diferentes margenes de concentracion

La variabilidad que presentan las rectas de calibrado, correspondientes a los distintos
replicados del propranolol, es muy baja.
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3.1.1.3  Precision y exactitud

En las tablas 3-7 - 3-12 se muestran los valores de los coeficientes de variacidon
porcentuales (CV%), y errores relativos porcentuales (E;%) correspondientes
respectivamente a la precision y exactitud de la validacion de la metodica analitica
interdia para los diferentes betabloqueantes en solucion reguladora de fosfatos pH 7.4,
obtenidos de acuerdo con lo expuesto en el apartado 2.3.2.4 de material y métodos.

Tabla 3-7 Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metodica analitica interdia del acebutolol en solucién reguladora de fosfatos de pH
7.4 en el ambito de concentraciones entre 0.2 — 30 pg/mL. Se acompaifian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual
(Er%)

Farmaco: Acebutolol

Concentraciéon (pUg/ml)

Recta 0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0
R1 0.21 0322 087 1.44 32 51 154 30.8
R2 0.20 0.364 0.69 1.60 3.0 6.8 14.0 28.0
R3 0.21 0331 0.65 1.67 3.0 6.5 14.8 29.6
R4 0.20 0.344 0.86 1.52 32 5.2 152 30.4
R5 021 0369 0.62 1.40 3.0 5.5 17.0 34.0
R6 0.20 0.358 0.74 1.55 3.0 6.6 142 28.4

Media 021 0.348 0.74 1.53 31 6.0 5.1 302
DE 0.01 0.019 0.11 0.10 0.1 0.8 1.1 22

CV (%) 3.0 5.4 143 6.6 25 12.8 7.1 7.1
Er (%) 3.4 7.2 15 18 28 0.7 0.8 0.6

Tanto el coeficiente de variaciéon como el error relativo correspondiente a la validacion
analitica del acebutolol son bajos. El error relativo se distribuye de forma asimétrica.

Tabla 3-8 Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metédica analitica interdia del atenolol en solucién reguladora de fosfatos de pH
7.4 en el ambito de concentraciones entre 0.05 — 30 ng/mL. Se acompaiian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual

(Er%)

Farmaco: Atenolol

Recta Concentracién (Ug/ml)

0.050 0.10 0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0

R1 0.054 0.11 0.19 0.340 0.73 1.39 3.1 6.2 16.0 32.1
R2 0.055 0.09 0.19 0.339 0.70 1.50 3.1 6.1 15.9 31.3
R3 0.053 0.09 0.18 0.401 0.71 1.50 3.0 6.1 15.1 30.1
R4 0.060 0.09 0.19 0.367 0.69 1.44 3.0 5.7 15.5 30.1
R5 0.054 0.09 0.19 0.389 0.72 1.50 3.0 5.9 15.4 30.6
R6 0.055 0.09 0.18 0.381 0.71 1.51 3.0 6.2 15.3 30.6
Media 0.055 0.09 0.18 0.369 0.71 1.47 3.0 6.0 15.5 30.8
DE 0.003 0.01 0.01 0.026 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.8
CV (%) 4.7 8.0 35 7.0 1.9 32 2.2 2.7 2.2 2.5
Er (%) 10.3 -8.0 -7.6 -1.5 -5.6 -1.9 0.6 0.6 3.5 2.7

Los valores del coeficiente de variacion porcentual en la validacion analitica del
atenolol son inferiores al 9%. La distribucion del error relativo ha resultado ser
asimétrica.
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Tabla 3-9 Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metddica analitica interdia de labetalol en solucion reguladora de fosfatos de pH
7.4 en el ambito de concentraciones entre 0.05 — 30 ng/mL. Se acompaiian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual

(Er%)
Farmaco: Labetalol
Recta Concentracién (ug/ml)

0.050 0.10 0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0

R1 0.052 0.09 0.20 0.379 0.73 1.46 3.0 5.7 16.0 31.9
R2 0.052 0.11 0.19 0.298 0.77 1.43 34 5.7 14.6 31.0
R3 0.055 0.10 0.19 0.289 0.73 1.38 33 6.1 14.3 31.1
R4 0.050 0.10 0.20 0.351 0.69 1.41 3.0 6.6 16.0 30.6
R5 0.052 0.10 0.21 0.326 0.68 1.42 2.9 6.0 15.2 30.9
R6 0.050 0.10 0.20 0.343 0.69 1.44 2.9 6.0 16.5 32.0
Media 0.052 0.10 0.20 0.331 0.71 1.42 3.1 6.0 15.4 31.3
DE 0.002 0.01 0.01 0.034 0.03 0.03 0.2 0.3 0.9 0.6
CV (%) 3.6 5.2 49 10.2 4.6 1.9 6.4 5.4 5.5 1.9
Er (%) 3.8 2.1 -1.6 -11.7 -4.7 -5.2 3.4 0.3 3.0 4.2

La validacion analitica del labetalol, concreta valores para el coeficiente de variacion
porcentual que no superan el 11% y el error relativo se distribuye de forma asimétrica.

Tabla 3-10  Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metédica analitica interdia de metoprolol en solucion reguladora de fosfatos de pH
7.4 en el ambito de concentraciones entre 0.2 — 30 pg/mL. Se acompaiian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual

(Er%)
Farmaco: Metoprolol
Recta Concentracion (Mg/ml)

0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0

R1 0.21 0.390 0.69 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0
R2 0.22 0.354 0.72 1.46 3.0 5.7 153 30.7
R3 0.22 0.382 0.70 1.48 3.0 5.8 15.1 30.2
R4 0.23 0.401 0.74 1.48 3.0 6.1 14.9 30.1
R5 0.22 0.358 0.71 1.46 3.0 5.7 153 30.6
R6 0.23 0.358 0.71 1.50 3.1 5.8 15.1 30.0
Media 0.22 0.374 0.71 1.48 3.0 5.9 15.1 30.2
DE 0.01 0.020 0.02 0.02 0.0 0.1 0.2 0.3
CV (%) 3.8 53 2.8 1.1 1.1 2.5 1.0 1.0
Er (%) 10.0 -0.3 -5.3 -1.4 0.2 -2.4 0.8 0.8

El coeficiente de variacidon porcentual en la validacion analitica del metoprolol es, en
todos los casos, inferior al 6%. El error relativo, menor del 10%, presenta valores
positivos y negativos aleatoriamente.

84



Tabla 3-11  Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metédica analitica interdia de oxprenolol en solucion reguladora de fosfatos de pH
7.4 en el ambito de concentraciones entre 0.2 — 30 pg/mL. Se acompafian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual

(Er%)
Farmaco: Oxprenolol
Concentracion (Mg/ml)

Recta 0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0
R1 0.20 0.355 0.68 1.47 29 5.8 15.1 30.2
R2 0.22 0.365 0.64 1.49 2.9 6.2 14.9 30.0
R3 0.20 0.340 0.71 1.50 29 5.8 15.1 30.3
R4 0.21 0.351 0.62 1.50 3.0 5.8 15.0 30.3
RS 0.21 0.359 0.67 1.48 29 6.2 14.9 30.0
R6 0.20 0.351 0.71 1.48 3.0 5.8 15.0 30.3

Media 0.21 0.354 0.67 1.49 2.9 5.9 15.0 30.2
DE 0.01 0.008 0.04 0.01 0.0 0.2 0.1 0.1

CV (%) 4.0 24 53 0.9 1.2 33 0.5 0.5
Er (%) 3.0 -5.7 -10.3 -0.9 -2.0 -1.2 0.1 0.6

En la validacion de la metddica analitica del oxprenolol, el coeficiente de variacién
porcentual es en todos los casos inferior al 6% y presenta un error relativo porcentual
asimétrico e inferior al 11%.

Tabla 3-12  Concentraciones tedricas y experimentales correspondientes a cada recta de
validacion de la metddica analitica interdia de propranolol en solucion reguladora de fosfatos de
pH 7.4 en el Ambito de concentraciones entre 0.05 — 30 pg/mL. Se acompaiian de los valores medios,
desviacion estandar (DE), coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual
(Er%)

Farmaco: Propranolol

R Concentracién (ug/ml)
ecta
0.050 0.10 0.20 0.375 0.75 1.50 3.0 6.0 15.0 30.0
R1 0.052 0.10 0.20 0.343 0.72 1.31 35 6.3 153 30.6
R2 0.057 0.10 0.18 0.319 0.74 1.43 32 5.8 153 30.5
R3 0.053 0.10 0.19 0.326 0.67 1.45 3.0 5.9 16.4 32.7
R4 0.053 0.09 0.20 0.317 0.75 1.44 2.9 5.8 17.2 343
R5 0.059 0.09 0.18 0.333 0.65 1.42 3.0 6.8 14.9 29.8
R6 0.050 0.11 0.20 0.345 0.69 1.46 3.1 6.1 15.0 29.9
Media 0.054 0.10 0.19 0.330 0.70 1.42 3.1 6.1 15.7 31.3
DE 0.003 0.01 0.01 0.012 0.04 0.06 0.2 0.4 0.9 1.8
CV (%) 6.0 7.5 5.8 3.6 5.8 39 7.3 6.2 5.8 5.8
Er (%) 7.7 -2.5 -3.5 -11.9 -6.3 -5.5 3.7 1.9 4.4 4.4

En la validacion analitica del propranolol, el coeficiente de variacion porcentual es, en
todos los casos, inferior al 8%. Los valores del error relativo, distribuidos de forma
aleatoria, no superan el 12%.
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3.1.1.4  Limite de cuantificacion y limite de deteccion

El la tabla 3-13 se muestran los valores correspondientes al limite de deteccion y limite
de cuantificacion para la metodica analitica empleada para la cuantificacion de los
diferentes betabloqueantes en el estudio de permeacion, obtenidos de acuerdo con el
apartado 2.3.2.5. de material y métodos.

Tabla 3-13  Valores medios y desviacion estandar (DE) de los limites de deteccion y
cuantificacion de cada uno de los betabloqueantes obtenidos en la validacién interdia de las
metodicas analiticas

FARMACO LIMITE DE DETECCION LIMITE DE CUANTIFICACION
Media (Jg/mL) DE Media (Mg/mL) DE

acebutolol 0.532 0.120 1.611 0.363
atenolol 0.102 0.065 0.308 0.197
labetalol 0.303 0.127 0.918 0.385
metoprolol 0.138 0.061 0.418 0.184
oxprenolol 0.134 0.014 0.407 0.041
propranolol 0.238 0.112 0.722 0.112

Los limites de detecciéon son relativamente bajos y los de cuantificacion, lo
suficientemente sensibles para cuantificar los farmacos en las muestras de trabajo.
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3.2 ESTUDIO DE PERMEACION BUCAL EX VIVO

En el presente trabajo se han realizado distintos estudios de absorcion bucal de
betabloqueantes segun lo descrito en el apartado 2.3.5 de material y métodos.

3.2.1 Estudio de permeacion intrinseca

Con el fin de estudiar la capacidad intrinseca de los fArmacos para atravesar la mucosa
bucal, se ha realizado un estudio de permeacién transmucosa de los betabloqueantes en
solucion saturada y filtrada a pH 7.4 utilizando mucosa bucal porcina como membrana
de permeacion.

En la tabla 3-14 se muestran los valores de concentracion de las soluciones saturadas
(Co) de cada uno de los betabloqueantes utilizados en los ensayos de permeacion. La
concentracion de betabloqueante de las soluciones saturadas se ha determinado por
CLAE utilizando la metodica analitica descrita en el apartado 2.3.1. de material y
métodos.

Tabla 3-14  Concentracion de las soluciones saturadas (Cy) utilizadas en el ensayo de permeacion
bucal intrinseca

Farmaco C, (Mg/mL)
acebutolol 71005
atenolol 13921
labetalol 1126
metoprolol 32131
oxprenolol 10006
propranolol 82357

En el solvente empleado, la menor solubilidad la presenta el labetalol, siendo el
propranolol el mas soluble.

3.2.1.1 Cantidades permeadas acumuladas en funcion del tiempo
Estudio comparativo de las condiciones de almacenamiento de la mucosa (fresca vs

congelada)

De acuerdo con lo expuesto en el capitulo Material y Métodos, a fin de comprobar la
influencia del proceso de congelacidn/descongelacion de la mucosa bucal de cerdo en la
permeacion de los farmacos, tomando el propranolol como fairmaco de referencia, se ha
llevado a cabo un estudio comparativo del proceso utilizando mucosa congelada y
fresca.

Las cantidades acumuladas (ng) obtenidas en el estudio de permeacion intrinseca para
el propranolol en solucion saturada y replicado en cada tiempo de muestreo para la
mucosa bucal fresca y la mucosa bucal congelada, junto con los valores promedios,
desviacion estandar (DE), coeficientes de variacion porcentual (CV%), mediana, valores
minimo y méximo se muestran en las tablas 3-15 — 3-18.

La representacion grafica de las cantidades permeadas acumuladas (png) de propranolol
junto con los valores medios y DE en el transcurso de la experiencia de permeacion
intrinseca utilizando mucosa fresca y mucosa congelada se muestra en las figuras 3-13 —
3-16.
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Tabla 3-15

Cantidades permeadas acumuladas en mucosa bucal fresca a los tiempos prefijados

Mucosa bucal fresca

Cerdo Replicado Cantidades permeadas acumuladas (ng)

0.25 (h) 0.5 (h) 1 (h) 2 (h) 3 (h) 4 (h) 5 (h) 6 (h)
2 1 0.082 1.037 26.77 171.7 4242 844.6 1228 1811
2 2 0.559 0.810 17.70 141.8 277.1 529.4 1017 1197
2 3 8.845 60.43 2873 1074 1910 2676 3377 4488
2 4 0.015 4.727 41.59 4613 905.8 1206 1738 2329
3 5 12.84 697.1 916.2 1616 2439 3896 4403 5998
3 6 0.378 8.294 23.56 60.17 119.0 196.8 280.8 3779
3 7 0.935 7.638 27.96 85.59 2453 356.0 490.4 634.2
4 8 0.850 4.260 37.11 186.6 480.2 959.3 1414 1965
4 9 6.760 50.24 327.1 1106 2003 3085 3726 4520
5 10 1.158 28.43 223.7 872.9 1608 2700 3089 3564
5 11 1.246 6.603 56.39 289.2 7343 1341 1892 2240
6 12 0.516 2.588 29.25 141.3 308.8 659.9 673.7 663.1
7 13 81.32 234.6 889.0 2236 3501 4743 5885 6639
8 14 10.89 42.32 226.1 781.5 1695 2383 2935 3820
8 15 85.67 2453 870.8 2138 3538 5277 6376 7587
9 16 9.80 21.94 181.7 7229 1418 1922 2707 3883
10 17 10.00 17.99 66.58 265.6 768.1 1281 1774 2200
10 18 100.5 109.3 162.2 4193 9443 1617 2116 2571
11 19 38.16 28.11 88.05 292.9 751.1 1208 1674 2269
11 20 35.93 61.87 128.4 575.5 1248 2022 2487 2859
12 21 113.0 55.98 3247 1204 2266 3354 4158 4944
12 22 5.101 12.95 32.60 189.6 444.0 804.3 1152 1419
13 23 69.80 139.8 255.8 1079 1922 2740 3383 4238
14 24 17.43 25.00 80.06 442.9 993.7 1615 2224 2673
14 25 15.63 19.61 7478 371.2 771.5 1210 1485 1852
15 26 41.81 83.33 125.0 730.1 1446 2173 2865 3373
15 27 33.06 81.74 306.2 891.3 1959 2426 2484 2624

Tabla 3-16  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas en mucosa fresca a

los tiempos prefijados

Tiempo (h) Media (ng) DE CV (%) Mediana Minimo Miximo n
0.25 26.01 34.08 131.0 10.00 0.0148 113.0 27
0.5 76.00 139.9 184.1 28.11 0.8103 697.1 27

1 215.8 264.0 122.3 125.0 17.70 916.2 27

2 686.8 591.6 86.1 461.3 60.17 2236 27

3 1301 926.7 71.2 993.7 119.0 3538 27

4 1971 1295 65.7 1617 196.8 5277 27

5 2483 1508 60.7 2224 280.8 6376 27

6 3064 1809 59.0 2624 377.9 7587 27

Las cantidades permeadas de propranolol a través de mucosa de cerdo fresca, a los
tiempos prefijados, presentan una gran variabilidad entre los distintos animales
empleados consecuencia del material bioldgico utilizado.
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Tabla 3-17  Cantidades permeadas acumuladas en mucosa bucal congelada a los tiempos

prefijados
Mucosa bucal congelada
Cerdo Replicado Cantidades permeadas acumuladas (ng)

0.25 (h) 0.5 (h) 1 (h) 2 (h) 3 (h) 4 (h) 5 (h) 6 (h)
2 1 4.569 11.59 58.65 282.7 569.8 873.6 840.8 982
2 2 8.024 24.84 122.1 438.0 784.7 1114 1472 1860
2 3 22.39 637.9 506.8 1263 2052 2836 3566 4379
4 4 5.525 9.028 57.55 523.4 606.3 1085 2792 3151
4 5 28.33 111.9 489.3 1065 1090 1115 1459 1909
5 6 54.29 39.68 182.1 798.8 1255 2795 3129 3564
6 7 * 368.1 448.5 495.5 679.3 1280 1523 1962
7 8 147.2 164.8 262.2 834.5 1254 2078 2317 2691
8 9 678.5 704.4 634.1 956.6 1621 1789 2005 3160
9 10 27.68 71.91 260.7 1179 1441 1695 1667 3114
10 11 5.648 10.18 28.83 131.5 454.3 902.7 2129 1383
10 12 14.54 31.77 92.75 156.2 271.4 1220 1969 2039
11 13 12.19 24.63 38.84 33.84 492.5 958 1194 1813
11 14 25.02 108.1 369.7 951.4 2166 3099 3021 3334
12 15 13.66 42.06 135.4 365.2 1123 1516 1829 1912
12 16 7.562 26.14 90.16 220.7 647.5 866.2 1127 1251
13 17 14.22 47.14 181.2 223.4 1478 1722 2403 3359
13 18 9.361 18.41 70.02 319.7 433.6 1255 1565 2015
14 19 45.66 197.8 557.1 1370 2518 3281 4195 4585
14 20 10.99 37.52 113.2 312.7 783.4 1608 1974 2219
15 21 11.19 14.57 19.19 17.20 74.02 250.5 2401 3989
15 22 13.33 54.63 181.4 912.5 1944 2368 3031 3695

*: No value

Tabla 3-18  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas en mucosa
congelada a los tiempos prefijados

Tiempo (h) Media (ug) DE CV (%) Mediana Minimo Maximo n
0.25 55.23 146.1 264.6 13.66 4.569 678.5 21
0.5 125.3 195.5 156.0 40.87 9.028 704.4 22

1 222.7 191.2 85.9 158.3 19.19 634.1 22

2 584.1 4222 72.3 466.8 17.20 1370 22

3 1079 669.4 62.0 937.4 74.02 2518 22

4 1623 810.4 49.9 1398 250.5 3281 22

5 2164 845.5 39.1 1990 840.8 4195 22

6 2653 1032 38.9 2455 982.5 4585 22

Cuando se estudia el proceso de permeacion del propranolol a través de mucosa de
cerdo congelada en distintos animales, los valores medios obtenidos son similares a los
estimados cuando se emplea mucosa fresca.
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Figura 3-13 Cantidades permeadas acumuladas de propranolol (ug) respecto al tiempo (h)
obtenidas en el estudio de permeacion bucal de la solucion saturada de propranolol a través de
mucosa bucal fresca
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Figura 3-14 Cantidades permeadas acumuladas de propranolol (ng) respecto al tiempo (h)
obtenidas en el estudio de permeacion de la solucion saturada de propranolol a través de mucosa
bucal congelada
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Figura 3-15 Cantidades medias = DE permeadas acumuladas de propranolol (ng) respecto al
tiempo (h) obtenidas en el estudio de permeacion bucal de la solucion saturada de propranolol a
través de mucosa bucal fresca
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Figura 3-16 Cantidades medias = DE permeadas acumuladas de propranolol (ng) respecto al
tiempo (h) obtenidas en el estudio de permeacion de la solucién saturada de propranolol a través de
mucosa bucal congelada

La representacion grafica de los valores medios de propranolol permeada a través de
mucosa fresca y congelada, obtenidos de los valores individuales expuestos en las
figuras 3-13 y 3-14, son muy parecidos. Obsérvese que la cantidad maxima permeada,
en los dos casos, es aproximadamente de 3000 pg.
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Estudio comparativo de los distintos betablogueantes

El estudio comparativo de la permeacidn intrinseca de los betabloqueantes estudiados
en la presente Memoria, se ha llevado a cabo utilizando mucosa de cerdo fresca.

Las cantidades acumuladas (png) obtenidas en el estudio de permeacion bucal intrinseca
para cada betabloqueante en solucion saturada y replicado en cada tiempo de muestreo,
junto con los valores promedios, desviacion estdndar (DE), coeficientes de variacion
porcentual (CV%), mediana, valores minimo y maximo se muestran en las tablas 3-19 —

3-30.

La representacion grafica de las cantidades permeadas acumuladas (pg) para cada
betabloqueante en el transcurso de la experiencia de permeacion bucal intrinseca se
muestra en las figuras 3-17 — 3-28.

Tabla 3-19  Cantidades permeadas acumuladas de acebutolol en mucosa bucal de cerdo a los

tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de acebutolol (ug)

(h) Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 a7 Qs8

0.25 0.999 1.859 3.437 1.027 1.346 n.d. 2.856 2.263

0.5 1.253 1.922 3.603 1.440 2.918 2.396 n.d. 3.493
1 1.414 n.d. 4.253 n.d. n.d. 2.717 3.597 n.d.
2 1.860 n.d. 4.922 n.d. 3.738 2.881 3.629 n.d.
3 1.959 n.d. 6.060 1.827 n.d. 4.034 4.867 3.467
4 2.007 n.d. 6.723 3.580 6.176 4.407 6.126 7.716
5 2.570 2.248 9.376 5.926 12.27 7.433 6.957 13.90
6 5.016 2.920 12.42 15.98 26.18 17.61 10.36 30.70

Tabla 3-20  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de acebutolol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados

Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 1.970 0.9360 47.5 1.859 0.9993 3.437
0.5 2.432 0.9458 38.9 2.396 1.253 3.603
1 2.995 1.228 41.0 3.157 1.414 4.253
2 3.406 1.132 332 3.629 1.860 4.922
3 3.703 1.651 44.6 3.751 1.827 6.060
4 5.248 1.995 38.0 6.126 2.007 7.716
5 7.584 4.170 55.0 7.195 2.248 13.90
6 15.15 9.659 63.8 14.20 2.920 30.70

Las cantidades permeadas de acebutolol a través de mucosa fresca de cerdo, son

relativamente bajas.
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Tabla 3-21  Cantidades permeadas acumuladas de atenolol en mucosa bucal de cerdo a los
tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de atenolol (ug)

(h) Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8

0.25 39.09 37.80 4.004 n.d. n.d. n.d. 11.24 51.64

0.5 61.41 49.01 8.024 n.d. n.d. n.d. 48.89 135.8
1 85.59 60.86 9.291 n.d. n.d. 0.6583 148.4 333.3
2 114.7 88.73 10.86 n.d. n.d. 2.021 369.1 637.5
3 127.2 113.9 36.30 0.7491 0.5853 4.136 599.2 1053
4 130.1 128.5 44.52 0.7853 0.7314 6.557 771.6 1280
5 1374 148.2 52.43 0.9498 1.138 9.728 944.7 1578
6 154.1 189.7 61.47 2.610 2.520 13.94 1231 2000

Tabla 3-22  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de atenolol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados

Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 28.75 20.20 70.2 37.80 4.004 51.64
0.5 60.63 46.62 76.9 49.01 8.024 135.8
1 106.4 123.6 116.2 73.22 0.6583 3333
2 203.8 250.8 123.1 101.7 2.021 637.5
3 241.8 383.5 158.6 75.08 0.5853 1053
4 295.4 473.8 160.4 86.50 0.7314 1280
5 359.1 585.1 162.9 9491 0.9498 1578
6 456.9 747.3 163.6 107.8 2.520 2000

En el caso del atenolol, el valor medio de las cantidades permeadas a través de mucosa
biologica, son aproximadamente, 25 veces superiores a las obtenidas con el acebutolol.
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Tabla 3-23  Cantidades permeadas acumuladas de labetalol en mucosa bucal de cerdo a los
tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de labetalol (ug)

® Q1 Q2 Q3 Q4 Qs Q6

0.25 2.178 0.9638 2.269 n.d. 4.291 2.354

0.5 2.576 2.256 4.660 3.635 4.957 n.d.
1 2.842 2.678 6.532 3.151 20.65 2.818
2 4.652 3.615 12.36 11.63 55.80 2.966
3 5.403 3.937 19.40 24.05 92.29 4.903
4 6.414 3.949 31.85 39.53 150.4 5.003
5 6.528 8.336 54.67 71.51 200.3 7.199
6 13.26 12.24 77.27 104.8 252.3 n.d.

Tabla 3-24  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de labetalol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados

Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 2.411 1.194 49.5 2.269 0.9638 4.291
0.5 3.617 1.206 333 3.635 2.256 4957
1 6.445 7.113 110.4 2.996 2.678 20.65
2 15.17 20.32 134.0 8.139 2.966 55.80
3 25.00 34.03 136.2 12.40 3.937 92.29
4 39.53 56.41 142.7 19.13 3.949 150.4
5 58.09 75.02 129.1 31.50 6.528 200.3
6 91.97 98.28 106.9 77.27 12.24 252.3

Las cantidades medias permeadas de labetalol, son relativamente bajas en todos los
replicados realizados.
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Tabla 3-25

Cantidades permeadas acumuladas de metoprolol en mucosa bucal de cerdo a los

tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de metoprolol (ug)
(h) Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Qs
0.25 n.d. n.d. 5.412 n.d. 15.58 n.d. 21.46 15.37
0.5 n.d. n.d. 47.04 24.93 66.61 11.44 77.01 46.35
1 19.97 n.d. 174.0 221.8 39.94 74.03 246.2 156.5
2 144.8 74.30 462.3 182.2 592.1 234.3 543.0 482.4
3 436.9 287.5 763.3 341.9 1012 469.0 951.6 827.5
4 736.0 513.7 1240 611.1 1557 707.8 1177 1293
5 1079 804.3 1603 746.7 1995 996.1 1647 1697
6 1250 1266 1764 974.6 2023 1198 1904 1969
Tabla 3-26 Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de metoprolol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados
Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 14.46 6.658 46.1 15.48 5.412 21.46
0.5 45.56 24.60 54.0 46.69 11.44 77.01
1 133.2 89.31 67.0 156.5 19.97 246.2
2 3394 201.7 594 348.3 74.30 592.1
3 636.2 285.2 44.8 616.1 287.5 1012
4 979.6 382.7 39.1 956.4 513.7 1557
5 1321 469.4 355 1341 746.7 1995
6 1543 413.2 26.8 1515 974.6 2023

El metoprolol permea, a través de mucosa fresca de cerdo, presentando, a los tiempos
prefijados cantidades altas de farmaco y, presenta, una baja variabilidad respecto a los
otros betabloqueantes estudiados.
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Tabla 3-27

Cantidades permeadas acumuladas de oxprenolol en mucosa bucal de cerdo a los

tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de oxprenolol (ug)
() af Q2 Q3 Q4 Qs Qs a7 Qs
0.25 14.21 n.d. 0.0534 0.1445 n.d. 0.1136 n.d. 0.3846
0.5 42.57 7.913 n.d. 7.005 23.36 0.2367 23.29 n.d.
1 176.3 78.33 n.d. 87.60 109.4 14.91 115.2 n.d.
2 674.0 435.7 5.125 392.0 532.5 127.0 493.0 n.d.
3 1033 767.2 33.21 695.3 774.9 268.2 872.0 11.77
4 1568 1059 75.66 1016 1083 406.2 1429 26.03
5 1896 1464 184.2 1231 n.d. 643.1 1764 28.75
6 2054 1934 181.8 1828 2140 847.8 1850 54.66
Tabla 3-28  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de oxprenolol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados
Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 2.981 6.278 210.6 0.1445 0.05339 14.21
0.5 17.40 15.47 88.9 15.60 0.2367 42.57
1 96.95 52.81 54.5 98.51 14.91 176.3
2 379.9 234.6 61.8 435.7 5.125 674.0
3 556.9 394.8 70.9 731.3 11.77 1033
4 832.9 591.6 71.0 1037 26.03 1568
5 1030 751.0 72.9 1231 28.75 1896
6 1361 864.5 63.5 1839 54.66 2140

El oxprenolol presenta una gran variabilidad en las

relativamente elevadas.

cantidades permeadas,
especialmente a los tiempos tempranos. Sin embargo, las cantidades permeadas son
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Tabla 3-29

Cantidades permeadas acumuladas de propranolol en mucosa bucal de cerdo a los

tiempos prefijados

Tiempo Cantidades permeadas acumuladas de propranolol (ug)
(h Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8
0.25 0.4158 1.561 1.107 3.031 1.268 3.584 0.7087 4.124
0.5 3.337 7.825 1.224 4.133 11.30 31.33 1.255 16.00
2 277.5 277.5 383.1 276.5 233.2 711.9 261.2 469.0
3 666.2 711.4 1006 659.0 577.1 1484 358.9 1035
4 1656 1512 1586 1107 1020 2696 1334 1837
5 2552 2082 1649 1919 1574 2842 1641 2737
6 2857 2349 2170 1894 2084 3460 1808 2865
Tabla 3-30  Estadistica descriptiva de las cantidades permeadas acumuladas de propranolol en
mucosa bucal de cerdo a los tiempos prefijados
Tiempo (h) Media DE CV (%) Mediana Minimo Maximo
0.25 1.975 1.403 71.0 1.415 0.4158 4.124
0.5 9.550 10.20 106.8 5.979 1.224 31.33
2 361.2 161.5 44.7 271.5 233.2 711.9
3 812.2 349.4 43.0 688.8 358.9 1484
4 1594 523.3 32.8 1549 1020 2696
5 2125 518.2 24.4 2000 1574 2842
6 2436 573.1 23.5 2260 1808 3460

Aunque la variabilidad en el proceso de permeacion del propranolol es alta, este
betabloqueante es el que presenta una cantidad mayor de farmaco comparado con los
otros betabloqueantes estudiados.
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Figura 3-17 Cantidades permeadas acumuladas de acebutolol (ug) respecto al tiempo (h)
obtenidas en el estudio de permeacion de la solucién saturada de acebutolol
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Figura 3-18 Cantidades medias + DE permeadas acumuladas de acebutolol (ng) respecto al
tiempo (h) obtenidas en el estudio de permeacién de la soluciéon saturada de acebutolol



Solucion Saturada de Atenolol

2500 ~

N

o

o

o
1

1500 -

1000 -

500

Cantidad permeada acumulada (ug)

———y——
———y—e-
— . —
— e —

Tiempo (h)

Figura 3-19 Cantidades permeadas acumuladas de atenolol (ng) respecto al tiempo (h) obtenidas
en el estudio de permeacion de la solucion saturada de atenolol
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Figura 3-20 Cantidades medias + DE permeadas acumuladas de atenolol (ng) respecto al tiempo

(h) obtenidas en el estudio de permeacion de la soluciéon saturada de atenolol
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Figura 3-21
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Figura 3-22 Cantidades medias = DE permeadas acumuladas de labetalol (ng) respecto al tiempo

(h) obtenidas en el estudio de permeacion de la soluciéon saturada de labetalol
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Figura 3-23  Cantidades permeadas acumuladas de metoprolol (ng) respecto al tiempo (h)
obtenidas en el estudio de permeacion de la solucion saturada de metoprolol
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Figura 3-24 Cantidades medias + DE permeadas acumuladas de metoprolol (ng) respecto al
tiempo (h) obtenidas en el estudio de permeacion de la soluciéon saturada de metoprolol
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Figura 3-25 Cantidades permeadas acumuladas de oxprenolol (ng) respecto al tiempo (h)
obtenidas en el estudio de permeacion de la solucion saturada de oxprenolol
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Figura 3-26 Cantidades medias = DE permeadas acumuladas de oxprenolol (ng) respecto al
tiempo (h) obtenidas en el estudio de permeacion de la solucién saturada de oxprenolol
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En las representaciones graficas de las cantidades de betabloqueantes permeados
respecto al tiempo, puede deducirse que el farmaco que presenta mayor permeacion es
el propranolol, cuyo valor medio es aproximadamente 2500 pg en el ultimo tiempo de

toma de muestras
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3.2.1.2  Pardmetros de permeacion

Estudio comparativo de las condiciones de almacenamiento de la mucosa bucal (fresca
vs congelada)

A fin de confirmar la influencia del proceso de congelacion de la mucosa de cerdo en el
paso del propranolol (betabloqueante de referencia), se lleva a cabo un estudio
estadistico de los parametros de permeacién obtenidos utilizando mucosa fresca y
congelada.

En las tablas 3-31 y 3-32 se muestran los valores individuales, mediana, minimo y
maximo, de los distintos parametros de permeacion: pardmetros Py y P», coeficiente de
permeabilidad (Kp), flujo en estado de equilibrio estacionario (J), periodo de latencia
(T) y TMWL obtenidos de acuerdo con un modelo de dosis infinitas para el
propranolol a través de mucosa bucal porcina fresca y congelada.

Tabla 3-31 Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los
parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, Tl y TMWL) obtenidos para la solucion de propranolol a
través de mucosa fresca aplicando un modelo de dosis infinitas

Mucosa bucal fresca

Parametros de permeacion
Cerdo | Replicado P1 P2 Kp-1 0? J TL TMWL
(cm) (" (cmh)  (ug/hem’) (b (g/hm’)

2 1 0.0816 0.0923 0.7530 3374 1.805 9.2
2 2 0.0618 0.0936 0.5785 259.2 1.781 6.9
2 3 0.0746 0.2255 1.6832 754.1 0.739 8.0
2 4 0.0608 0.1525 0.9269 4153 1.093 2.5
3 5 0.0576 0.2881 1.6589 975.5 0.579 33
3 6 0.0104 0.1186 0.1233 72.5 1.405 5.1
3 7 0.0162 0.1281 0.2075 122.0 1.301 9.9
4 8 0.0179 0.0941 0.1685 408.2 1.771 12.5
4 9 0.0248 0.2674 0.6622 777.5 0.623 18.6
5 10 0.0176 0.3020 0.5315 624.0 0.552 18.5
5 11 0.0337 0.1164 0.3918 460.0 1.432 8.2
6 12 0.0034 0.3170 0.1091 128.1 0.526 10.1
7 13 0.0052 1.7470 0.9060 1063.6 0.095 3.7
8 14 0.0267 0.2019 0.5391 665.3 0.826 2.6
8 15 0.0226 0.4479 1.0122 1249.1 0.372 5.1
9 16 0.0404 0.1389 0.5606 691.8 1.200 7.4
10 17 0.0706 0.1174 0.8282 443.1 1.420 16.4
10 18 0.0669 0.1390 0.9303 497.7 1.199 9.0
11 19 0.0725 0.1143 0.8284 4432 1.458 22.4
11 20 0.0494 0.1998 0.9867 527.9 0.834 15.3
12 21 0.0566 0.2770 1.5692 852.1 0.602 25.5
12 22 0.0467 0.1135 0.5304 288.0 1.468 15.2
13 23 0.0441 0.2952 1.3022 707.1 0.565 12.1
14 24 0.0689 0.1382 0.9526 517.3 1.206 11.3
14 25 0.0334 0.1844 0.6153 334.1 0.904 14.1
15 26 0.0567 0.1979 1.1226 609.5 0.842 21.2
15 27 0.0154 0.6391 0.9859 5354 0.261 12.7
Media 0.0421 0.2647 0.7950 546.6 0.995 11.4

DE 0.0237 0.3207 0.4330 283.7 0.482 6.3
CV (%) 56.4 121.2 54.5 51.9 48.5 55.0
Mediana 0.0441 0.1844 0.8282 517.3 0.904 10.1
Minimo 0.0034 0.0923 0.1091 72.5 0.095 2.5
Maximo 0.0816 1.7470 1.6832 1249.1 1.805 25.5
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Tabla

3-32 Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los

parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, Tl y TMWL) obtenidos para la solucién de propranolol a

través de mucosa congelada aplicando un modelo de dosis infinitas

Mucosa bucal congelada

Parametros de permeacion

Cerdo | Replicado P1 P2 Kp: 102 J TL TMWL

(cm) (™ (ecm/h)  (ug/h-em’) (h) (g/hm®)
2 1 0.0079 0.5383 0.4231 171.4 0.310 19.5
2 2 0.0376 0.2110 0.7928 321.1 0.790 11.7
2 3 0.0376 0.4623 1.7387 704.2 0.361 16.9
4 4 0.1196 0.0922 1.1035 676.5 1.807 14.6
4 5 0.0438 0.1346 0.5892 361.2 1.238 25.7
5 6 0.0582 0.1888 1.0982 673.2 0.883 25.9
6 7 0.0288 0.1949 0.5603 3435 0.855 21.9
7 8 0.0067 1.0549 0.7083 4342 0.158 23.8
8 9 0.0009 7.8137 0.7105 4355 0.021 21.7
9 10 0.0035 1.9578 0.6773 4152 0.085 23.9
10 11 0.0701 0.1038 0.7276 379.8 1.606 21.4
10 12 0.1102 0.0864 0.9516 496.7 1.930 28.3
11 13 0.0842 0.0881 0.7417 387.2 1.891 19.5
11 14 0.0352 0.3720 13112 684.5 0.448 28.2
12 15 0.0179 0.3705 0.6620 345.5 0.450 26.1
12 16 0.0202 0.2186 0.4424 230.9 0.762 19.8
13 17 0.0878 0.1152 1.0112 654.3 1.447 25.3
13 18 0.0582 0.1091 0.6352 411.0 1.528 22.8
14 19 0.0045 2.5379 1.1392 737.1 0.066 17.8
14 20 0.0524 0.1341 0.7031 454.9 1.243 14.0
15 21 0.2328 0.0620 1.4430 933.6 2.689 16.5
15 22 0.0228 0.4100 0.9345 604.6 0.407 25.9
Media 0.0519 0.7844 0.8684 493.5 0.953 21.4
DE 0.0530 1.6920 0.3311 188.7 0.738 4.7
CV (%) 102.2 215.7 38.1 38.2 77.4 22.0
Mediana 0.0376 0.2029 0.7347 434.9 0.823 21.8
Minimo 0.0009 0.0620 0.4231 171.4 0.021 11.7
Méximo 0.2328 7.8137 1.7387 933.6 2.689 28.3
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Estudio comparativo de los distintos betabloqueantes
Empleando mucosa de cerdo fresca, se procede al calculo de los pardmetros de
permeacion correspondientes a los betabloqueantes ensayados en la presente Memoria.

Los distintos parametros de permeacidon: parametros P; y P,, coeficiente de
permeabilidad (Kp), flujo en estado de equilibrio estacionario (J) y periodo de latencia
(T1), obtenidos de acuerdo con un modelo de dosis infinitas para cada betabloqueante en
solucion saturada, junto con la media, DE, CV (%), mediana, valores minimo y maximo
se muestran en las tablas 3-33 — 3-38.

Tabla 3-33 Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los
parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y TI) obtenidos para la solucion de acebutolol a través de
mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Acebutolol
Parametros de permeacion
Replicado P1 P2 Kp_102 J TL
(cm) (h™) (cm/h)  (ug/h-em’)  (h)
1 0.0001 0.1118 0.0012 0.9 1.491
2 0.0001 0.5180 0.0026 1.9 0.524
3 0.0030 0.0319 0.0097 6.8 3.630
4 0.0047 0.0339 0.0160 114 3.512
5 0.0071 0.0250 0.0179 6.6 3.516
6 0.0000 0.8503 0.0021 1.5 0.408
7 0.0050 0.0345 0.0174 12.4 3.482
Media 0.0029 0.2293 0.0096 5.9 2.366
DE 0.0029 0.3265 0.0076 4.7 1.499
CV (%) 100.4 142.4 79.3 79.8 63.3
Mediana 0.0030 0.0345 0.0097 6.6 3.482
Minimo 0.0000 0.0250 0.0012 0.9 0.408
Maximo 0.0071 0.8503 0.0179 12.4 3.630

El acebutolol presenta un bajo valor de su constante de velocidad de permeacion y del
flujo. El periodo de latencia es relativamente elevado. El bajo valor del flujo, puede ser
debido al bajo valor de P; que conlleva un valor bajo de Kp (Kp=P;-P;) y como
consecuencia un flujo poco productivo (J=Kp-Cy). El hecho de que el valor de P, es alto
respecto al de Pj, es indicativo de que en el proceso de permeacion del acebutolol
prevalece la difusidon sobre el coeficiente de reparto del farmaco entre el solvente y los
lipidos de la membrana.
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Tabla 3-34  Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los
parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y Tl) obtenidos para la solucion de atenolol a través de
mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Atenolol
Parametros de permeacion

Replicado P1 P2 Kp-102 J TL

(cm) (™) (cm/h)  (ng/h-emd)  (h)
1 0.0016 0.4561 0.0740 10.3 0.493
2 0.0008 0.0563 0.0043 0.6 2.279
3 0.0011 0.0474 0.0052 0.7 2.492
4 0.0023 0.0887 0.0207 2.9 1.535
5 0.0203 0.6658 1.3501 187.8 0.215
6 0.0090 2.2886 2.0576 277.4 0.046
Media 0.0058 0.6005 0.5853 79.9 1.177
DE 0.0077 0.8647 0.8952 121.6 1.072
CV (%) 131.7 144.0 152.9 152.1 91.1
Mediana 0.0020 0.2724 0.0473 6.6 1.014
Minimo 0.0008 0.0474 0.0043 0.6 0.046
Maximo 0.0203 2.2886 2.0576 277.4 2.492

En el caso del atenolol, el periodo de latencia es mas bajo comparado con el que
presenta el acebutolol. El valor de Kp y del flujo también son mads altos que los
correspondientes al acebutolol, seguramente debido al alto valor que presenta P,.

Tabla 3-35  Valores individuales, media, DE, CV (%), mediana, minimo y maximo de los
parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y TI) obtenidos para la solucion de labetalol a través de
mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Labetalol
Parametros de permeacion

Replicado P1 P2 Kp-1 % J TL

(cm) (™) (em/h)  (ng/hremd)  (h)
1 0.0070 0.2369 0.1667 1.9 1.167
2 0.0182 0.1078 0.1959 22 2.070
3 0.2569 0.0066 0.1703 19.2 2.167
4 0.4670 0.0553 2.5822 31.6 2.313
5 0.2601 0.1566 4.0730 44.7 1.219
Media 0.2018 0.1127 1.4376 19.9 1.787
DE 0.1926 0.0893 1.8041 18.6 0.550
CV (%) 95.4 79.3 125.5 93.6 30.8
Mediana 0.2569 0.1078 0.1959 19.2 2.070
Minimo 0.0070 0.0066 0.1667 1.9 1.167
Maximo 0.4670 0.2369 4.0730 44.7 2.313

El labetalol tiene un periodo de latencia parecido al atenolol, seguramente por presentar
un valor de P, del mismo orden, sin embargo el valor del flujo es menor, seguramente
porque su solubilidad (Cy) es muy baja (J=Kp-Cy). Los valores de P, y P, son del mismo
orden por lo que en el proceso de permeacion de este farmaco, la influencia de la
difusion y del coeficiente de reparto son similares.
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Tabla 3-36  Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los

parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y TI) obtenidos para la solucion de metoprolol a través
de mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Metoprolol
Parametros de permeacion
Replicado P1 P2 Kp-102 J TL
(cm) (™ (em/h)  (ug/h-em’) (h)
1 0.00008 0.1024 0.0008 268.9 1.568
2 0.00017 0.0586 0.0010 3154 1.762
3 0.00002 0.4749 0.0009 291.8 0.891
4 0.00003 0.1827 0.0005 169.4 1.103
5 0.00005 0.2494 0.0012 380.4 0.788
6 0.00005 0.1519 0.0007 222.8 1.116
7 0.00002 0.4834 0.0010 306.9 0.448
8 0.00005 0.2284 0.0011 344.9 0.883
Media 0.00006 0.2415 0.0009 287.6 1.070
DE 0.00005 0.1592 0.0002 67.2 0.425
CV (%) 85.7 66.0 234 234 39.7
Mediana 0.00005 0.2056 0.0009 299.4 0.997
Minimo 0.00002 0.0586 0.0005 169.4 0.448
Maéximo 0.00017 0.4834 0.0012 380.4 1.762

Este farmaco, aunque tiene un valor de la constante de permeabilidad (Kp) muy bajo, el
valor del flujo es relativamente elevado, consecuencia de que el valor de su solubilidad
es alto (Cy). Para este farmaco, el valor de P, es mucho mas alto que Py, por lo que
puede deducirse que su proceso de permeacion, mayoritariamente es debido a su
difusion a través de la mucosa de cerdo.

Tabla 3-37 Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los

parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y Tl) obtenidos para la soluciéon de oxprenolol a través de
mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Oxprenolol

Parametros de permeacion

Replicado P1 P2 Kp-102 J TL
(cm) ) (cm/h)  (ug/h-em’) (h)
1 0.0151 0.2570 0.3891 389.3 1353
2 0.0206 0.1644 0.3392 339.4 0.935
3 0.0091 0.0593 0.0540 54.0 2.097
4 0.0194 0.1608 0.3121 312.3 0.970
5 0.0246 0.1535 0.3784 378.6 0.976
6 0.0192 0.0923 0.1776 177.7 1.476
7 0.0117 0.2867 0.3341 3343 0.446
8 0.0023 0.0597 0.0135 13.5 2.194
Media 0.0153 0.1542 0.2497 249.9 1.306
DE 0.0073 0.0846 0.1485 148.6 0.603
CV (%) 476 54.8 59.4 59.4 46.2
Mediana 0.0172 0.1572 0.3231 3233 1.164
Minimo 0.0023 0.0593 0.0135 135 0.446
Maximo 0.0246 0.2867 0.3891 389.3 2.194

El periodo de latencia del oxprenolol es alto, debido al bajo valor que tiene de P». El
flujo es alto como consecuencia de que también es elevado el valor de Kp (J=Kp-Cy).
En este caso la difusion del firmaco a través de la membrana, pesa mas que el
coeficiente de reparto entre el solvente y los lipidos de la cara externa de la membrana.
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Tabla 3-38  Valores individuales, media, DE, CV(%), mediana, minimo y maximo de los

parametros de permeacion (P1, P2, Kp, J, y TI) obtenidos para la solucion de propranolol a través
de mucosa bucal porcina aplicando un modelo de dosis infinitas

Propranolol

Replicado

Parametros de permeacion

P1 P2 Kp-10° J TL

(cm) (™) (cm/h)  (ng/h-emd)  (h)
1 0.1142 0.0761 0.8698 716.3 1.912
2 0.0630 0.0999 0.6297 518.6 1.466
3 0.0213 0.2157 0.4601 378.9 1.006
4 0.0482 0.1064 0.5129 4224 1.412
5 0.0807 0.0743 0.5993 493.6 1.911
6 0.0062 0.8583 0.5339 439.7 0.186
7 0.0520 0.0966 0.5019 4133 1.739
8 0.0570 0.1265 0.7217 594.4 1.184
Media 0.0553 0.2067 0.6037 4972 1.352
DE 0.0334 0.2671 0.1360 112.0 0.573
CV (%) 60.3 129.2 225 225 424
Mediana 0.0545 0.1032 0.5666 466.6 1.439
Minimo 0.0062 0.0743 0.4601 378.9 0.186
Méximo 0.1142 0.8583 0.8698 716.3 1.912

El propranolol es el farmaco que presenta un mayor flujo de todos los betabloqueantes
estudiados. Este hecho es consecuencia del alto valor que tiene Kp y de que su
solubilidad es elevada en el medio dador (J=Kp-C,). También para el propranolol, el
valor de P, es de un orden mas elevado que Py, por lo que la difusidon del farmaco a
través de la membrana es preponderante.
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3.2.1.3  Concentraciones tedricas de farmaco en estado de equilibrio estacionario

De acuerdo con la ecuacidn 2-5 del apartado 2.3.5.6 de material y métodos, se calculan
las concentraciones teodricas de farmaco en estado de equilibrio estacionario. En la tabla
3-39, se exponen los valores de las concentraciones experimentales, terapéuticas y el
aclaramiento plasmatico correspondiente a los betabloqueantes ensayados.

Tabla 3-39  Valores de los parametros correspondientes a los betabloqueantes ensayados.
Cee(t)=valor tedrico, Cee(T)=valor terapéutico. Se considera un area de permeacion efectiva de

2.5cm’.

, Clp Cee(y Ceer)
Farmaco (Lh) (gml) | (ugmL)

Acebutolol 48.51 0.00034 0.5-2

Atenolol 9.72 0.00170 0.2-1.3
Labetalol 135.6 0.00035 0.025-0.2
Metoprolol 63.65 0.01176 0.025-0.1
Oxprenolol 30.66 0.02636 0.04-0.1
Propranolol 70.07 0.01665 0.05-0.10

La concentracidn plasmatica tedrica de farmaco en estado de equilibrio estacionario mas
alta la presenta el oxprenolol por tener un flujo elevado y un bajo valor de su
aclaramiento plasmatico (Cee=J-S/Clp). Con los valores de flujo obtenidos
experimentalmente de todos los betabloqueantes ensayados, no se alcanzan
concentraciones plasmaticas de farmaco terapéuticas en estado de equilibrio
estacionario. Sin embargo, si se adiciona a la formulacién una sustancia penetrante
(4cido oleico, transcutol, terpenos, etc.) seguramente con el metoprolol, oxprenolol y
propranolol se alcanzarian concentraciones terapéuticas en estado de equilibrio
estacionario.

3.3 Estudio estadistico

3.3.1 Estudio comparativo entre la mucosa bucal fresca y congelada

A continuacion se muestran los resultados del estudio estadistico comparativo de las
cantidades permeadas acumuladas y de los parametros de permeacién del propranolol,
farmaco de referencia, entre mucosa fresca y congelada, realizados segun lo descrito en
el apartado 2.3.6 de material y métodos.

3.3.1.1 Cantidades permeadas

En la tablas 3-40, se presenta un cuadro resumen sobre la homogeneidad de variancias y
la normalidad obtenidos tras el estudio comparativo de las cantidades permeadas
acumuladas de propranolol a través de mucosa fresca y congelada. En la figura 3-29 se
representa las cantidades medias acumuladas para el propranolol a través de mucosa
fresca y congelada junto con el valor del test de Friedman.
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Tabla 3-40 Homogeneidad de variancias y normalidad obtenidos para el estudio comparativo de
las cantidades permeadas acumuladas de propranolol a través de mucosa fresca y congelada

Test de Kolmogorov-Smirnov Test de Levene
Mucosa fresca Mucosa congelada p<0.01
p<0.010 p<0.010

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

De acuerdo con estos resultados, los valores de las cantidades permeadas acumuladas de
propranolol, no presentan homogeneidad de variancias ni distribucién normal. En
consecuencia, se lleva a cabo el test de Friedman (test no paramétrico).

3500.00 -
: O Mucosa fiesca
4 A Mucosa congelada
2625.00
-O -~
© 4
21750.00 |
c 4
3 4 Test de Friedman p=0.479500
875.00 1 (p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas)
0.00 - \ —

02505 1 2 3 4 5 6
tiempo

Figura 3-29 Representacion de las cantidades medias permeadas acumuladas de propranolol a
través de mucosa fresca y congelada. Se acompaiia el valor del test de Friedman

La representacion grafica de las cantidades permeadas de propranolol a través de
mucosa fresca y congelada muestra que éstas son muy similares.

En la figura 3-29, se pone de manifiesto, de acuerdo con el test de Friedman, que no se
presentan diferencias estadisticamente significativas entre las cantidades permeadas de
propranolol a través de mucosa bucal de cerdo fresca y congelada.

3.3.1.2  Pardametros de permeacion

En la tabla 3-41 se presenta un cuadro resumen de la homogeneidad de variancias y la
normalidad obtenidos tras el estudio comparativo de los pardmetros de permeacién del
propranolol a través de mucosa fresca y congelada. En la tabla 3-42 se presenta el
estudio estadistico realizado para poner de manifiesto la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los parametros de permeacion obtenidos para el
propranolol a través de mucosa fresca y congelada.
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Tabla 3-41 Homogeneidad de variancias y normalidad de los parametros de permeacion
obtenidos para el propranolol a través de mucosa fresca y congelada

. Test de Kolmogorov-Smirnov
Parametro Test de Levene
Mucosa fresca Mucosa congelada

J p>0.150 p=0.089 p=0.0948
Kp p>0.150 p=0.029 p=0.2148
P1 p>0.150 p=0.065 p=0.1109
P2 p<0.010 p<0.010 p=0.1959
TMWL p>0.150 p>0.150 p=0.1381
Tl p>0.150 p=0.138 p=0.0295

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

Tabla 3-42  Analisis estadistico aplicado a los parametros de permeacion del propranolol
obtenidos a través de mucosa fresca y congelada

Parametro Test
ANOVA Kruskal-Wallis

J p=0.4552 -
Kp - p=0.4570

P1 p=0.3946 -
P2 - p=0.6439

TMWL p<0.0001 -
Tl - p=0.6439

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

Para los parametros de representativos del proceso de permeacion del propranolol a
través de mucosa de cerdo fresca y congelada, no se presentan diferencias
estadisticamente significativas excepto para el TMWL. Este hecho es debido a que en la
mucosa congelada hay mas retencidon de agua.

3.3.2 Estudio comparativo entre los betabloqueantes ensayados

A continuacion se muestran los resultados del estudio comparativo de las cantidades
permeadas acumuladas y de los parametros de permeacion de los betabloqueantes
estudiados, a través de mucosa de cerdo fresca, segun lo descrito en el apartado 2.3.6. de
material y métodos.

3.3.2.1 Cantidades permeadas

En la tabla 3-43, se presenta un cuadro resumen sobre la homogeneidad de variancias y
la normalidad obtenidos tras el estudio comparativo de las cantidades permeadas, de los
distintos betabloqueantes estudiados. En la figura 3-30 se representa las cantidades
medias acumuladas para los betabloqueantes a través de mucosa de cerdo fresca junto
con el valor del test de Friedman.
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Tabla 3-43  Homogeneidad de variancias y normalidad obtenidos para el estudio comparativo de
las cantidades permeadas acumuladas de una serie de betabloqueantes a través de mucosa bucal

. Test
Farmaco
Kolmogorov-Smirnov Levene
acebutolol p<0.010
atenolol p<0.010
labetalol p<0.010
<0.0001
metoprolol p=0.012 p=<0.000
oxprenolol p<0.010
propranolol p<0.010

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

En este caso tampoco se presentan homogeneidad de variancias ni normalidad. EI test
de Friedman pone de manifiesto diferencias estadisticamente significativas en las
cantidades de farmaco a través de mucosa de cerdo fresca.

2500.00 -
1 O acebutolol
J A atenolol
1875.00 - = labetalol
] * metoprolol
g} . O oxprenolol
@© 4 @ lol
propranolo
£1250.00 -
8 . Test de Friedman p=0.000279
625.00 4 (p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas)
0.00 +— o= s—8—-2—55
02505 1 2 3 4 5 6

tiempo

Figura 3-30 Representacion de las cantidades medias permeadas acumuladas de los
betabloqueantes través de mucosa. Se acompaiia el valor del test de Friedman

En la representacion grafica de las cantidades de betabloqueantes permeadas frente al
tiempo, se pone de manifiesto la gran variabilidad de estos farmacos en el proceso de
permeacion, por lo que se presentan diferencias estadisticamente significativas entre las
cantidades de fArmaco permeadas a los tiempos prefijados.

3.3.2.2  Pardmetros de permeacion

A continuacidn se muestran dos cuadros resumen de la homogeneidad de variancias y la
normalidad, tabla 3-44 y 3-45 respectivamente, obtenidos tras el estudio comparativo de
los parametros de permeacion de los distintos betabloqueantes estudiados a través de
mucosa bucal de cerdo fresca. En la tabla 3-46 se presenta el estudio estadistico
realizado para poner de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los parametros de permeacion obtenidos para los betabloqueantes
estudiados a través de mucosa bucal de cerdo.
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Tabla 3-44  Homogeneidad de variancias obtenidos para el estudio comparativo de los
parametros de permeacion de una serie de betabloqueantes a través de mucosa bucal

Test de Kolmogorov-Smirnov

) Parametro
Farmaco
J Kp Pl P2 Tl

acebutolol p>0.150 p>0.150 p>0.15 p<0.010 p=0.014

atenolol p<0.010 p<0.010 p=0.025 p=0.083 p>0.150

labetalol p>0.150 p=0.038 p>0.150 p>0.150 p>0.150

metoprolol p>0.150 p>0.150 p=0.012 p>0.150 p>0.150

oxprenolol p=0.049 p=0.049 p>0.150 p>0.150 p>0.150

propranolol p>0.150 p>0.150 p>0.150 p<0.010 p>0.150

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

Tabla 3-45  Normalidad obtenida para el estudio comparativo de los parametros de permeacion
de una serie de betabloqueantes a través de mucosa bucal

Parametro Test de Levene
J p=0.0275
Kp p<0.0001
P1 p<0.0001
P2 p=0.0945
Tl p<0.0001

p<0.05: Diferencias estadisticamente
significativas

Los valores de los parametros representativos del proceso de permeacion a través de
mucosa fresca de cerdo de los betabloqueantes estudiados, excepto P, no presentan
distribucion normal.

Tabla 3-46  Analisis estadistico aplicado a los parametros de permeacion obtenidos de una serie
de betabloqueantes a través de mucosa bucal

Parametro Test de Kruskal-Wallis
J p<0.0001
Kp p<0.0001
P1 p<0.0001
P2 p=0.5823
Tl p=0.2959

p<0.05: Diferencias estadisticamente significativas

De acuerdo con los valores expuestos en la tabla 3-46, excepto para P, y el Tl los
parametros de permeacion referenciados, presentan diferencias estadisticamente
significativas. El hecho de que no se presenten diferencias estadisticamente
significativas para el parametro P,, es indicativo de que, en todos los casos la difusion
de los farmacos a través de la membrana interviene en el proceso. Por otra parte, el
periodo de latencia es similar en el proceso de permeacion de todos los betabloqueantes
estudiados.
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3.4 Estimacion del coeficiente de reparto

Los coeficientes de reparto (P) para los distintos betabloqueantes, estimados en un
sistema octanol/solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4, se han obtenido tal y como
estd descrito en el apartado 2.3.7 de material y métodos.

En la tabla 3-47 se muestran los valores de pK, para cada farmaco, los logaritmos de los
coeficientes de distribucion a pH 7.4 (log D pu74) obtenidos de la bibliografia, el
logaritmo del coeficiente de reparto (log P) para cada farmaco calculado aplicando la
ecuacion 2.8 descrita en el apartado 2.3.7. de material y métodos y su correspondiente
coeficiente de reparto.

Tabla 3-47  Valores de pKa, logaritmo del coeficiente de distribucién a pH 7.4 (log D ,y7.4),
logaritmo del coeficiente de reparto (log P) y coeficiente de reparto (P) obtenidos para los distintos

betabloqueantes
Farmaco pKa logD pH7.4~  logP P
acebutolol 9.1 -0.23 1.478 30.06
atenolol 9.16 -0.8 0.967 9.27
labetalol 9.2 0.52 2.326 211.84
metoprolol 9.17 -0.07 1.707 50.93
oxprenolol 9.6 0.88 3.082 1207.81
propranolol 9.14 1.28 3.028 1066.6

*: Valores tomados de la bibliografia [1]

A partir de los valores bibliograficos del coeficiente de reparto y, por aplicacion de la
ecuacion correspondiente, se ha calculado el valor de log D teniendo en cuenta el valor
de pKa. Este valor de pKa es practicamente el mismo para todos los betabloqueantes y,
dado que el pH es constante (pH 7.4), en todos los casos, la fraccién no ionizada de
farmaco sera practicamente la misma. El farmaco mas lipofilo es el oxprenolol y el
menos lipdfilo el atenolol.

3.5 Resumen de los valores de los parametros estudiados

A modo de resumen, en la tabla 3-48, se exponen los resultados, expresados como
mediana, de los pardmetros biofarmacéuticos y fisicoquimicos utilizados en este trabajo.

Tabla 3-48  Resumen de los valores de los parametros biofarmacéuticos y fisicoquimicos de los
distintos betabloqueantes

Fi P1 P2 Kp-10® J TL Cy P
armaco 1 2
(cm) (h) (cm/h) (ng/h-cm’) (h) (Mg/mL) -)

acebutolol 0.0030 0.0345 0.0097 6.6 3.482 71005 30.06

atenolol 0.0020 0.2724 0.0473 6.6 1.014 13921 9.27

labetalol 0.2569 0.1078 0.1959 19.2 2.070 1126 211.84
metoprolol 0.00005 0.2056 0.0009 299.4 0.997 32131 50.93
oxprenolol 0.0172 0.1572 0.3231 3233 1.164 10006 1207.81
propranolol 0.0545 0.1032 0.5666 466.6 1.439 82357 1066.6

De los datos expuestos en esta tabla, puede deducirse que el mayor flujo (J) lo presenta
el propranolol y el menor el acebutolol y el atenolol. El propranolol también tiene el
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mayor valor de la constante de velocidad de permeacién (Kp) debido a los valores
relativamente altos de P; y P, (Kp=P;-P,). Este hecho, y debido a la alta solubilidad (Cy)
del propranolol en el medio de trabajo, son los factores que permiten a este
betabloqueante poseer el flujo més elevado (J=Kp-Cy). El mayor periodo de latencia
(T1), lo tiene el acebutolol, indicativo de que este farmaco es el que mas se demora en
iniciar el proceso de permeacion a través de la mucosa de cerdo, debido a que presenta
el menor valor de P, (T1=1/6-P,). En todos los casos, el valor de P, es mayor que el de
Py, por lo que la difusion de los fArmacos a través de membrana es preponderante en el
proceso de permeacion de los mismos en atravesar la mucosa de cerdo.

3.6 Estudio de la relacion estructura-actividad (QSAR)

De acuerdo con lo expuesto en el epigrafe 2.3.8 de material y métodos, tras llevar a
cabo el ajustado de la constante de permeabilidad de los betabloqueantes ensayados y
los descriptores electronicos, estéricos, fisicoquimicos y topoldgicos descritos en el
referido epigrafe, la ecuacion que mejor ajusta estadisticamente la variable
independiente (Kp) y las variables dependientes (descriptores) es la siguiente:

K, =0.42961 — 0.07574 (+ 0.0237)-nRotB + 0.18437 (+ 0.0377)-log D (r*=0.951)
(Ecuacion 3-1)

Esta ecuacién es indicativa de que el coeficiente de reparto del farmaco entre el liquido
disolvente y los lipidos de la membrana influye positivamente en el proceso de
permeacion de los betabloqueantes estudiados. Ni los descriptores electronicos,
estéricos y fisicoquimicos, influyen en el proceso de permeacion de los farmacos. Sélo
el descriptor topoldgico relativo al nimero de enlaces rotacionales (nRotB) influye
negativamente en la permeabilidad de los betabloqueantes ensayados en el proceso de
permeacion, seguramente, debido a la flexibilidad de las moléculas.
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3.7

[98)
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4 DISCUSION

Las figuras 3.1-3.6 muestran los cromatogramas representativos de los diferentes
betabloqueantes estudiados. En estas figuras se exponen los tiempos de retencién que
aparecen en los cromatogramas correspondientes de una solucién de 15 microgramos/mL de
acebutolol, atenolol, labetalol, metoprolol, oxprenolol y propranolol, respectivamente. La
observacion de estas figuras permite indicar que la metddica empleada es selectiva ya que no
se producen interferencias en el tiempo de retencion en el que aparecen los picos
cromatograficos de los diferentes betabloqueantes ensayados.

Las tablas 3-1 a 3-6 consignan los resultados correspondientes a los valores de la pendiente y
ordenada en el origen de las rectas de calibracion obtenidas en solucidn reguladora de fosfatos
de pH 7.4 que correlacionan las concentraciones teoricas frente a las concentraciones
experimentales obtenidas para cada ambito de concentraciones empleadas para los seis
betabloqueantes utilizados en este estudio. Se acompaiian del coeficiente de correlacion (r) y
del coeficiente de determinacién (r*). Estos resultados, ponen de manifiesto la excelente
correlacion entre las concentraciones tedricas y experimentales de los betabloqueantes
ensayados.

Las figuras 3-7 a 3-12 muestran la representacion grafica de las rectas de calibracion de los
seis betabloqueantes en solucién reguladora de fosfatos de pH 7.4 utilizadas para los
diferentes margenes de concentracidn utilizados en la validacidon de la metodica analitica de
los diferentes betabloqueantes. Puede considerarse que entre las concentraciones de los
betabloqueantes utilizados en el estudio, se presenta linealidad analitica.

Las tablas 3-7 a 3-12 muestran las concentraciones tedricas y experimentales correspondientes
a cada recta de calibracion de la metddica analitica interdia de los distintos betabloqueantes en
solucion reguladora de pH 7.4 obtenidas de acuerdo con lo expuesto en el apartado 2.3.2.4 de
material y métodos. Se acompafian de los valores medios, desviacion estandar (DE),
coeficiente de variacion porcentual (CV%) y error relativo porcentual (Er%). De todo ello,
puede deducirse la operatividad de la metddica analitica empleada.

El desarrollo analitico de la presente Memoria, ha dado lugar a una metodica analitica por
HPLC selectiva para los betabloqueantes estudiados. La misma ha resultado exacta, con un
error relativo (Er%) global comprendido entre el 10.3% y -11.9% y precisa, con un
coeficiente de variacion global (CV%) comprendido entre el 0.5% y el 14.3%. La metddica
analitica ha resultado ser lineal entre las concentraciones de 0.20 — 30 pg/mL para el
acebutolol, metoprolol y oxprenolol, y de 0.05-30 pg/mL para el atenolol, labetalol y
propranolol. El coeficiente de correlacion que relaciona la concentracion tedrica de los
betabloqueantes y la real, ha sido en todos los casos, de r = 0.999.

En la tabla 3-13 se muestran los valores medios y desviacion estindar (DE) de los limites de
deteccion y cuantificacion de cada uno de los betabloqueantes utilizados en la validacién
interdia de las metddicas analiticas utilizadas en la presente Memoria. El limite de deteccidn,
esta comprendido entre 0.102 pg/mL para el atenolol y 0.532 pg/mL para el acebutolol y el
limite de cuantificacidn, se ha estimado entre 0.308 pg/mL para el atenolol y 1.611 ug/mL
para el acebutolol. Estos resultados permiten cuantificar la cantidad de faArmaco en cada una
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de las muestras tomadas a los tiempos prefijados en el desarrollo del trabajo realizado en la
presente Memoria.

Como se ha comentado, la mucosa de cerdo posee unas caracteristicas anatdmicas, en
términos de estructura y composicidn, similares a la humana debido a que no estd
queratinizada [1, 2, 3]. Por este motivo, los estudios de permeabilidad de los farmacos a través
de mucosa, empleando mucosa de cerdo, los resultados obtenidos, pueden ser similares a los
que se obtendrian en humanos. Por otra parte, la superficie del area de la mucosa bucal de
cerdo, es relativamente grande, lo cual conlleva a minimizar la variabilidad interindividual.
Este hecho, permite que los resultados experimentales obtenidos en este trabajo, sean muy
orientativos en la utilizacién de esta via de administracion en humanos para los fArmacos
ensayados.

La difusion de los betabloqueantes a través de la mucosa bucal de cerdo se realiza por
difusion pasiva de la fraccion no ionizada independientemente de la concentracion inicial de
farmaco [4]. Dado que el valor de pKa es similar para todos los betabloqueantes estudiados y
el pH del medio es constante, la fraccion no ionizada de farmaco, en este caso, sera
practicamente la misma en las condiciones de trabajo con las que se ha realizado la presente
Memoria.

En el presente trabajo se han realizado distintos estudios sobre la absorcion a través de la
mucosa bucal de cerdo utilizando farmacos betabloqueantes segun lo descrito en el apartado
2.3.5 de material y métodos. Debido a que la mayoria de estos fArmacos, presentan un gran
efecto de primer paso por via oral, se pretende poner de manifiesto si este efecto de primer
paso disminuye cuando se administran por via bucal.

Para realizar el estudio de permeacién transbucal exvivo se ha estudiado la capacidad
intrinseca de los fArmacos para atravesar la mucosa bucal, para ello se ha realizado un estudio
de permeacion a través de la mucosa de los betabloqueantes en solucidon saturada y filtrada a
pH 7.4 utilizando mucosa bucal porcina como membrana de permeacion, de forma que la
solucion medicamentosa presenta la maxima actividad termodindmica.

En la tabla 3-14 se muestran los valores de concentracioén de las soluciones saturadas (Cy) de
cada uno de los betabloqueantes utilizados en los ensayos de permeacion. La concentracion de
betabloqueante de las soluciones saturadas se ha determinado por CLAE utilizando la
metodica analitica descrita en el apartado 2.3.1 de material y métodos. Puede observarse la
gran variabilidad que se presenta en las concentraciones a saturaciéon de los farmacos, hecho
que influye en la permeacion a través de la mucosa de los mismos.

Para estudiar la permeabilidad a través de mucosa de cerdo de los betabloqueantes ensayados,
se han utilizado células de Franz, por considerarse que es una de las metodologias mas
apropiadas para este tipo de estudios [5, 6, 7].

La integridad de la mucosa se ha llevado a cabo empleando el TMWL (Trans Mucosa Water
Loss) la cual, a partir de un valor de referencia, permite poner de manifiesto, tras montar la
mucosa en las células de Franz, la integridad de la misma. Asimismo, se han cortado las
membranas a 400 micrometros y se ha comprobado su amplitud mediante un micrometro
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adecuado. El empleo del TMWL es mas operativo que utilizar colorantes para comprobar la
integridad de la mucosa.

El estudio comparativo de la permeacion intrinseca de los betabloqueantes estudiados en la
presente Memoria, se ha llevado a cabo utilizando mucosa de cerdo fresca. Las cantidades
acumuladas (ug) obtenidas en el estudio de permeaciéon bucal intrinseca para cada
betabloqueante en solucion saturada y replicado en cada tiempo de muestreo, junto con los
valores promedios, desviacion estandar (DE), coeficientes de variacion porcentual (CV%),
mediana, valores minimo y maximo se muestran en las tablas 3-19 - 3-30. Considerando la
base biolodgica del estudio, la DE y el CV% pueden considerarse, en general, aceptables.

La representacion grafica de las cantidades permeadas acumuladas (pg) para cada
betabloqueante en el transcurso de la experiencia de permeacion bucal intrinseca se muestra
en las figuras 3-17 - 3-28. Las figuras muestran, por una parte, la variabilidad intraexperiencia
y, por otra, las diferencias que se presentan para los farmacos en la permeacion entrte los
betabloqueantes ensayados.

Los coeficientes de reparto (P) para los distintos betabloqueantes, estimados en un sistema
octanol/solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4, se han obtenido tal y como esta descrito en
el apartado 2.3.7 de material y métodos.

En la tabla 3-47 se muestran los valores de pKa para cada farmaco, los logaritmos de los
coeficientes de distribucion a pH 7.4 (log D pH7.4) obtenidos de la bibliografia, el logaritmo
del coeficiente de reparto (log P) para cada farmaco calculado aplicando la ecuacion 2.8
descrita en el apartado 2.3.7. de material y métodos y su correspondiente coeficiente de
reparto. Puede deducirse que los betabloqueantes ensayados presentan grandes diferencias en
su propiedad lipofilica, hecho que influye en la permeabilidad de los mismos a través de la
mucosa bucal.

De acuerdo con los valores de la mediana obtenidos para los pardmetros biofarmacéuticos de
los betabloqueantes estudiados (Tabla 3-48), el mayor flujo lo presenta el propranolol
(466.6 pg/h.cm?®). Este hecho puede ser debido, por una parte, debido a que es el
betabloqueante que presenta un elevado valor de Cy (82357 pg/mL), siendo el flujo igual a:
J = Cokp. Por otra parte porque los valores de P; y P, son relativamente altos 0.0545 cm y
0.1032 h™' respectivamente (kp = P1-P»). En este sentido, para este fdrmaco el valor de P, es
practicamente el doble del de P, indicativo de que el coeficiente de difusion del propranolol a
través de la mucosa (relacionado directamente con el valor de P,) tiene un papel
preponderante en la permeacion del betabloqueante respecto a su coeficiente de reparto
relacionado con P;.

Los betabloqueantes que presentan menor flujo son el acebutolol (6.6 pg/h-cm?) y el atenolol
(6.6 wh-cm?) siendo ademas el primero el que presenta mayor periodo de latencia (3.48 h).
En el caso del atenolol el valor de P, (0.2724 h™") es superior al del acebutolol (0,0345 h™" y
para ambos farmacos el valor de P; es del mismo orden 0.0030 cm y 0.0020 cm
respectivamente, lo que indica que el mecanismo de permeacion de estos farmacos a través
de la mucosa es distinto, preferentemente influye el coeficiente de difusién en el caso del
atenolol y para el acebutolol, es similar la influencia del coeficiente de difusion y el
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coeficiente de reparto. Aunque el valor de k, para el atenolol, respecto al del acebutolol es
superior, por ser mayor el valor de P, y similar el valor de P, el valor del flujo de estos
farmacos es similar, debido a que el valor de Cy es muy superior para el acebutolol
(71005 pg/mL) que para el atenolol (13921 pg/mL).

La menor solubilidad la presenta el labetalol (1126 pg/mL), sin embargo, posee un valor de
flujo superior al acebutolol y atenolol que son mas solubles, 71005 pg/mL y 13921 pg/mL
respectivamente. Este hecho puede ser debido a que el labetalol posee una mayor difusion a
través de la membrana consecuencia de que su coeficiente de reparto (211.84) es superior al
del acebutolol y atenolol (30.06 y 9.27) y, por consiguiente también es mayor el valor de P;.
Por otra parte, el valor de P, del labetalol (0.1078 h™") es del mismo orden que el
correspondiente al atenolol (0.2724 h™) y superior al del acebutolol (0.0345 h™'). La
consecuencia final es que el valor de k;, (P1-P») del labetalol (0.196- 10% cm/h) es superior al
del acebutolol (0.0097-10* cm/h) y atenolol (0.0473-10% cm/h). Dado que el flujo equivale a:
J = Co'kp, aunque el valor de Cy del labetalol es inferior al del acebutolol y atenolol, el valor
del flujo es superior.

Los resultados obtenidos permiten describir una secuencia de los betabloqueantes estudiados,
respecto a la velocidad de permeacién a través de mucosa, como sigue:

Propranolol » Oxprenolol » Metoprolol » Labetolol » Acebutolol » Atenolol

De acuerdo con lo expuesto en el epigrafe 2.3.8 de material y métodos, tras llevar a cabo el
ajustado de la constante de permeabilidad de los betabloqueantes ensayados y los descriptores
electronicos, estéricos, fisicoquimicos y topoldgicos descritos en el referido epigrafe, la
ecuacion (Ecuacion 3-1) que mejor ajusta estadisticamente la variable independiente (Kp) y
las variables dependientes (descriptores) es la siguiente:

K, =0.42961 —0.07574 (£ 0.0237)-nRotB + 0.18437 (+ 0.0377)-log D (r*=0.951)
A partir de la ecuacion anterior se pueden deducir las siguientes conclusiones:

1. La correlacion obtenida no incluye descriptores electronicos, es decir, no incluye las cargas
asociadas a los atomos de nitrogeno, carbono alquilico, oxigeno y carbono arilico de la
estructura quimica general de los betabloqueantes. Tampoco incluye los descriptores orbitales
HOMO y LUMO relacionados con la mayor o menor energia molecular.

2. La capacidad de permeacion a través de la mucosa de los betabloqueantes ensayados, no
depende de la formacion de puentes de hidrogeno aceptores o dadores segun se desprende de
la correlacidn lineal multiple obtenida. Este hecho es indicativo de que no se presenta ninguna
limitacion por la cual, los farmacos permeen a través del entorno no polar de la mucosa.

3. Ni el volumen molar (VM), ni la superficie molecular (SM), en este caso, influyen en el
valor de la constante de permeabilidad de la serie de betabloqueantes estudiados.

4. El peso molecular de los betabloqueantes (PM), no tiene incidencia en la constante de
permabilidad de estos farmacos, seguramente porque excepto el metoprolol (PM = 684.8), el
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resto de farmacos posee un peso molecular similar, alrededor de 300 kD. Tampoco influye la
solubilidad en la constante de permeabilidad, debido a que todos los betabloqueantes
ensayados son solubles en agua y, dado que el pK, de los mismos es similar en todos los casos
(9.1 — 9.6) y valor del pH del medio de la solucion dadora es comun (pH = 7.4), la fraccion
no ionizada de los fAirmacos es practicamente la misma. El punto de fusion de los fArmacos no
esta incluido en la correlacion, debido a que su valor es practicamente el mismo en todos los
casos (140°C —220°C).

5. Como era de esperar, el valor de la constante de permeabilidad de los farmacos viene
influida por el coeficiente de reparto (P) de los mismos (octanol — agua) [8] de forma positiva,
a mayor coeficiente de reparto mayor valor de k,. Efectivamente, el oxprenolol (P = 1207.81)
y el propranolol (P = 1066.6) presentan los mayores valores de ky, 0.3231-10* cm/h y
0.5666-10° cm/h respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con la teoria pH de
reparto que gobiernan los procesos de permeacién y absorcion [4, 9, 10].

6. La correlacion lineal multiple obtenida, incluye, en sentido negativo, el nimero de enlaces
rotacionales (nRotB). Al aumentar el valor de este descriptor disminuye la velocidad de
permeacion del farmaco, seguramente influenciado por la flexibilidad de la molécula. Este
hecho, a nivel de la permeacidn, representa que un aumento del valor de este predictor
disminuye la biodisponibilidad de los farmacos. Por otra parte, al aumentar el coeficiente de
reparto de los farmacos, se incrementa el valor de nRotB, lo cual repercute en un efecto
negativo en la permeacion a través de mucosa de los farmacos. Estos resultados estan de
acuerdo con los publicados por Veber y Ajay [11, 12].

En otro orden de cosas, se muestran los resultados del estudio estadistico comparativo de las
cantidades permeadas acumuladas y de los parametros de permeacién de los betabloqueantes
estudiados, a través de mucosa de cerdo fresca, segun lo descrito en el apartado 2.3.6 de
material y métodos.

Se determina la homogeneidad de variancias y la normalidad, tabla 3-44 y tabla 3-45,
respectivamente de los valores obtenidos tras el estudio comparativo de los pardmetros de
permeacion de los distintos betabloqueantes estudiados a través de mucosa bucal de cerdo
fresca. De acuerdo con los valores expuestos en la tabla 3-46, el test de Friedman pone de
manifiesto diferencias estadisticamente significativas, excepto para P, y el Tl, en las
cantidades de farmaco a través de mucosa de cerdo fresca. Asimismo, los valores de los
parametros representativos del proceso de permeacion a través de la mucosa fresca de cerdo
de los betabloqueantes estudiados, excepto P,, no presentan distribucién normal y no
presentan homogeneidad de varianzas. Como consecuencia de este hecho los datos
experimentales se han sometido a un test no paramétrico, el test de Friedman. En la figura 3-
30 se representan las cantidades medias acumuladas para los betabloqueantes a través de
mucosa de cerdo fresca junto con el valor del test de Friedman (test no paramétrico).

Por otra parte, en las condiciones de trabajo desarrolladas en la presente Memoria, una
potencial formulacion bucal de liberacion controlada conteniendo los betabloqueantes
ensayados, no permitiria alcanzar concentraciones terapéuticas en estado de equilibrio
estacionario (Tabla 3-39). Sin embargo, se podrian aumentar las concentraciones de farmaco
en estado de equilibrio estacionario de los betabloqueantes, si se adicionan a la formulacion
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sustancias penetrantes, por ejemplo dacido oléico al 5% [13, 14] que aumentan
considerablemente el flujo transmucosa con lo que aumentaria el rendimiento terapéutico de
estos farmacos administrados por via bucal.

En el presente trabajo, a fin de disponer de una mayor operatividad en estudios posteriores, se
ha investigado la influencia que tiene la permeacidn de estos farmacos a través de mucosa de
cerdo congelada. Para comprobar que no se presentan diferencias estadisticamente
significativas entre los parametros biofarmacéuticos de los betabloqueantes empleando
mucosa fresca o congelada, se utilizd el propranolol como farmaco de referencia por ser el
que presenta una mayor velocidad de absorcion de los betabloqueantes ensayados y uno de los
mas utilizados en la préctica clinica diaria.

De acuerdo con lo expuesto en el capitulo material y métodos, a fin de comprobar la
influencia del proceso de congelacion/descongelacion de la mucosa bucal de cerdo en la
permeacion de los farmacos, tomando el propranolol como firmaco de referencia, se ha
llevado a cabo un estudio comparativo del proceso utilizando mucosa congelada y fresca.

Las cantidades acumuladas (ug) obtenidas en el estudio de permeacién intrinseca para el
propranolol en solucién saturada y replicado en cada tiempo de muestreo para la mucosa
bucal fresca y la mucosa bucal congelada, junto con los valores promedios, desviacion
estindar (DE), coeficientes de variacion porcentual (CV%), mediana, valores minimo y
maximo se muestran en las tablas 3-15 - 3-18.

La representacion grafica de las cantidades permeadas acumuladas (ug) de propranolol junto
con los valores medios y DE en el transcurso de la experiencia de permeacion intrinseca
utilizando mucosa fresca y mucosa congelada se muestra en las figuras 3-13 - 3-16. A fin de
confirmar la influencia del proceso de congelacion de la mucosa de cerdo en el paso del
propranolol (betabloqueante de referencia), se lleva a cabo un estudio estadistico de los
parametros de permeacion obtenidos utilizando mucosa fresca y congelada. En las tablas 3-31
y 3-32 se muestran los valores individuales, mediana, minimo y méximo, de los distintos
parametros de permeacion: parametros P; y P,, coeficiente de permeabilidad (Kp), flujo en
estado de equilibrio estacionario (J), periodo de latencia (Tl) y TMWL obtenidos de acuerdo
con un modelo de dosis infinitas para el propranolol a través de mucosa bucal porcina fresca y
congelada. A continuacién se muestran los resultados del estudio estadistico comparativo de
las cantidades permeadas acumuladas y de los parametros de permeacion del propranolol,
farmaco de referencia, entre mucosa fresca y congelada, realizados segun lo descrito en el
apartado 2.3.6 de material y métodos.

En la tabla 3-40, se presenta un cuadro resumen sobre la homogeneidad de variancias y la
normalidad obtenidos tras el estudio comparativo de las cantidades permeadas acumuladas de
propranolol a través de mucosa fresca y congelada. De acuerdo con estos resultados, los
valores de las cantidades permeadas acumuladas de propranolol, no presentan homogeneidad
de variancias ni distribucién normal. En consecuencia, se lleva a cabo el test de Friedman (test
no paramétrico). En la figura 3-29 se representa las cantidades medias acumuladas para el
propranolol a través de mucosa fresca y congelada junto con el valor del test de Friedman.
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En la figura 3-29, se pone de manifiesto, de acuerdo con el test de Friedman, que no se
presentan diferencias estadisticamente significativas entre las cantidades permeadas de
propranolol a través de mucosa bucal de cerdo fresca y congelada.

En la tabla 3-41 se presenta un cuadro resumen de la homogeneidad de variancias y la
normalidad obtenidos tras el estudio comparativo de los parametros de permeacion del
propranolol a través de mucosa fresca y congelada. En la tabla 3-42 se presenta el estudio
estadistico realizado para poner de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los pardmetros de permeacidon obtenidos para el propranolol a través de
mucosa fresca y congelada.

Para los parametros representativos del proceso de permeacion del propranolol a través de
mucosa de cerdo fresca y congelada, no se presentan diferencias estadisticamente
significativas excepto para el TMWL. No obstante, cabe concretar que el valor del TMWL, en
todos los casos, se encuentra dentro del margen establecido, lo que asegura la integridad de la
membrana.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el flujo (J), constante de
permeabilidad (kp), Py, P> y periodo de latencia (T1) para el propranolol después de su
permeacion a través de mucosa fresca y congelada. Estos resultados, respecto a utilizar
mucosa fresca o congelada, estan de acuerdo con los publicados por Van de Bijl [15].

El estudio de permeacién realizado con el propranolol utilizando mucosa de cerdo fresca y
congelada, permite obtener unos resultados que proporcionan una nueva vision mas operativa
para futuros estudios en este campo.

De acuerdo con lo expuesto en esta discusion, puede deducirse, que la via bucal es una muy
buena alternativa a la via oral en el tratamiento de pacientes susceptibles de ser tratados con
betabloqueantes. El disefio de una formulacién Optima con estos farmacos aumentaria
considerablemente el rendimiento terapéutico de los mismos.
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5 CONCLUSIONES

1. La metodica analitica desarrollada en la presente Memoria, ha resultado ser especifica,
lineal, exacta y precisa entre las concentraciones de los farmacos ensayados.

2. La difusion de los betabloqueantes a través de la mucosa de cerdo, se lleva a cabo mediante
difusion pasiva en el proceso de permeacion de estos farmacos.

3. El TMWL (Trans Mucosa Water Loss), ha resultado ser operativo para comprobar la
integridad de la mucosa.

4. Se han utilizado células de Franz para los estudios de permeabilidad de los betabloqueantes
a través de mucosa de cerdo, poniéndose de manifiesto que es una metodica apropiada para
este tipo de experiencias.

5. El estudio estadistico realizado, concreta que se presentan diferencias estadisticamente
significativas entre los pardmetros biofarmacéuticos de permeacion de los betabloqueantes
ensayados.

6. El mayor flujo a través de la mucosa de cerdo fresca corresponde al propranolol
(466.6 pg/h.cm®). El coeficiente de difusiéon del farmaco es preponderante respecto a su
coeficiente de reparto entre el disolvente y los lipidos de la membrana en su permeacién a
través de la mucosa.

7. Los betabloqueantes que presentan un menor flujo a través de la mucosa de cerdo, son el
acebutolol (6.6 ug/h.cmz) y el atenolol (6.6 ug/h.cmz). Aunque los valores de flujo son
similares, los mecanismos de permeacion son distintos, predomina el coeficiente de difusion
sobre el de reparto en el caso del atenolol, siendo similar la influencia de estos parametros en
el caso del acebutolol.

8. En la correlacion lineal multiple obtenida, no se incluyen ni descriptores electrénicos ni
descriptores orbitales.

9. La capacidad de permeacién a través de la mucosa bucal de cerdo de los betabloqueantes
ensayados, no depende de la formacion de puentes de hidrogeno entre la molécula de farmaco
y la mucosa.

10. De acuerdo con la correlacion lineal multiple obtenida, el coeficiente de reparto de los
farmacos influye de forma positiva en la permeacion a través de la mucosa de los mismos

cumpliéndose la teoria pH/reparto.

11. El numero de enlaces rotacionales (nRotB) tiene una influencia negativa en la permeacion
de los betabloqueantes a través de la mucosa de cerdo.

12. La congelacién de la mucosa de cerdo, respecto a la fresca, no influye en el valor de los
parametros biofarmacéuticos del propranolol tomado como farmaco de referencia.

133



13. A partir del célculo tedrico de las concentraciones de firmaco en estado de equilibrio
estacionario empleando una formulacién que contenga los betabloqueantes estudiados, no se
alcanzarian concentraciones plasmaticas terapéuticas. La inclusion en la formulacion de
sustancias penetrantes, permitiria aumentar el rendimiento terapéutico de estos farmacos.
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