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1.- Preambulo

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Farmacia de la Comunitat
Valenciana

Autoridades
lImos. Seflores Académicos
Queridos compafieros y amigos

Sefioras y Sefiores,

Soy Farmacéutica. Lo digo hoy con orgullo, aunque también con hu-
mildad en este Colegio como casa de los farmacéuticos, ya que gracias a la
fortuna de formar parte de su junta de gobierno he podido apreciar, en toda
su extension, el significado de nuestra profesion y su impacto en la salud de la
poblacion, aunque a nivel personal haya pasado afos dedicada a una parcela
concreta del mundo farmacéutico como es la investigacion.

Desde la perspectiva profesional entrar a formar parte como Miembro
Correspondiente de la Academia de Farmacia de la Comunitat Valenciana im-
plica reafirmar mi compromiso de promover la educacion e investigacion en
ciencias farmacéuticas, en la que me preceden profesionales destacados, a los
que admiro y cuyas expectativas confio en no defraudar. A nivel personal qui-
siera manifestar mirespeto y gratitud por esta distincion, empezando por la Dra
Dofa Fe Ballestero Ferrer como valedora de mi candidatura y a los Doctores
Don Jose Luis Moreno Frigols, Don Agustin LLopis Gonzalez y Don Diego Cor-
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tés Martinez por su aval a la misma. También quiero agradecer a todos aquellos
que han marcado mi trayectoria profesional y por ello han hecho posible que
hoy yo esté aqui. En primer lugar, al Profesor José M? Pla Defina, mi director
de tesis y mi padre cientifico, reconocido como uno de los introductores de la
Farmacocinética y la Biofarmacia en el Curriculum Farmacéutico en Espanay a
su discipulo el Prof. Vicente G. Casabd Alds, mi maestro y mi amigo, de quien lo
aprendi todo sobre estadistica y modelado farmacocinético. A nivel internacio-
nal han marcado mi carrera el Profesor Gordon Amidon, figura indiscutible en
la Biofarmacia moderna, que ha sido un mentor y un ejemplo constante desde
que visité por primera vez su laboratorio, alla por el ano 99, y la Dra. Regina
Pezoa que me involucrod en la aventura de la difusion de las ciencias farmacéu-
ticas en Latinoamérica y me avalé como Miembro Correspondiente Extranjero
de la Academia de Ciencias Farmacéuticas de Chile. Regina es una de esas
personas que mueven el mundo y causan impacto en su nacion y cuyas contri-
buciones a la mejora de la salud, a la educacion de los profesionales sanitarios
y a las politicas del medicamento han sido incalculables.

Antes de iniciar el discurso y, haciendo un inciso personal, permitanme
que también reconozca la contribucion de mis seres queridos pues sin duda su
apoyo ha sido determinante en mi vida. En primer lugar, a mis padres, Agustin,
Dori y M? Elena, por alentarme a elegir la ciencia y la ensefianza como voca-
cién, a mis hermanos Agustin y Paloma con quienes aprendi a ser curiosa y
descubri la Farmacia como profesién, a mis hijos Marival, Blanca y Miguel por
que sean cuales sean mis logros vitales ellos son la parte de mi Curriculum de
la que me sentiré siempre mas orgullosa 'y a mi esposo, Jose Luis porque él es
mi hogar. Gracias a todos por su generosa renuncia a tenerme a su lado cuan-
do mi trabajo lo ha requerido y su incansable aliento a no tener miedo a nada.

El tema que he elegido para el presente discurso versara sobre la Biofar-
macia y la Farmacocinética, que yo defino como las ciencias de las fronteras o
barreras bioldgicas, de ahi el adjetivo de pioneras, de aquellas que tenian que ir
mas alla de los limites conocidos. Quisiera describirles como estas disciplinas
han guiado la evolucién de la Farmacia desde la elaboracion de las medievales
pildoras doradas a medicamentos estables, seguros y eficaces, que podemos
dirigir a sus dianas, personalizar para pacientes concretos e incluso controlar
con nuestros dispositivos maéviles. En realidad, lo que quiero contarles es mi
aventura personal, no pude ser arqueodloga-mi suefio infantil- pero me lancé
a la exploracién de otras incognitas y en ese camino ademas de los tesoros
encontrados lo mejor han sido los compafieros de viaje, mi equipo de inves-
tigacién y mis doctorandos a los que debo las ganas de seguir descifrando
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jeroglificos y sin los que no hubiera llegado aqui.

Mi discurso esta dividido en tres partes, en la primera resumiré nues-
tras aportaciones a desarrollo de la via oral y al conocimiento de la barrera
intestinal y nuestros esfuerzos actuales para cruzar la barrera hematocence-
félica, en la segunda explicaré como el desarrollo biofarmacéutico puede ser
también una estrategia de desarrollo social y econdmico y en la tercera algunas
aplicaciones practicas y nuestros suefios futuros porque en nuestra ciencia
aun quedan lenguajes no descifrados.
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2.- Las fronteras humanas y su estudio:
Biofarmacia y Farmacocinética

La ciencia que se ocupa de la preparacién y uso de los medicamentos
se ha denominado, tradicionalmente, Farmacia Galénica. Esta ciencia se ha
desarrollé profunda y rapidamente en el siglo XXy, a consecuencia de los cam-
bios que ello ha supuesto, se ha dividido en campos especializados del saber
con entidad propia, entre ellos, la Tecnologia Farmacéutica, la Biofarmacia y
Farmacocinética, la Tecnologia Industrial y la Farmacia Clinica.

A lo largo de la historia, la Galénica se ha trasformado en el arte de
preparar medicamentos segun métodos empiricos y descriptivos en una apli-
cacioén practica de conocimientos cientificos, que extiende su objetivo desde la
formulacién hasta la consecucion de la respuesta terapéutica Optima.

Este cambio se propicid especialmente cuando la investigacion de nue-
vos medicamentos recibid un notable impulso, a partir de los afios 30 del pa-
sado siglo y se demostro la existencia de una serie de factores que afectan
a la actividad de la medicacion administrada. Las diferencias, en ocasiones
significativas, en la respuesta farmacolégica y en la eficacia clinica de un far-
maco incorporado en dosis semejantes a diferentes formas de dosificacion e,
incluso, a formas de dosificaciéon similares, indujo a pensar en la existencia de
una variabilidad dependiente de factores relacionados con la formulacién vy el
proceso tecnoldgico de elaboracion. Estos hechos, unidos a un mayor cono-
cimiento sobre el papel fisioldégico de las diferentes vias de administracion en
los procesos de absorcién de los farmacos, contribuyeron al nacimiento de la
ciencia que recibié la denominaciéon de Biopharmaceutics. El término, que ha
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sido traducido al castellano como Biofarmacia, fue acufiado en 1960 por Levy
e introducido en la literatura cientifica por Wagner' en 1961. A partir de enton-
ces, la evolucion de esta disciplina ha sido espectacular.

Segun Wagner?, la Biofarmacia es el estudio de la influencia de la for-
mulacion sobre la actividad terapéutica de un farmaco. En ella se tratan todos
los posibles efectos de la forma de dosificacion en la respuesta bioldgica y
todos los posibles factores fisioldgicos que pueden afectar al principio activo y
a la forma farmacéutica que lo incluye.

El principal impulso de la Biofarmacia se originé tras la definicién de
biodisponibilidad en los afnos 60. Este concepto implica el reconocimiento de
que una forma farmacéutica técnicamente perfecta puede ser ineficaz por no
alcanzar el adecuado aprovechamiento por parte del organismo.

La biodisponibilidad ha sido definida por la Organizacion Mundial de
la Salud® como la cuantia y velocidad de disponibilidad de un principio activo
en una forma farmaceéutica, como se mide a partir de la curva de concentra-
cion-tiempo en la circulacion sistémica o por su excrecion en orina.

Las variaciones en la biodisponibilidad, que en ocasiones pueden ser
muy importantes, pueden estar relacionadas con la forma de dosificacién o
con el paciente. Los factores relacionados con la forma farmacéutica pueden y
deben controlarse y engloban todos aquéllos que dependen de las propieda-
des fisico-quimicas del principio activo, de la formulaciéon y del proceso tecno-
l6gico de elaboracion.

Paralelamente surgio¢ el concepto de bioequivalencia entre diversas
formas de dosificacién que pueden presentar diferencias muy significativas en
el proceso de absorcién, tanto en cantidad como en velocidad. El concepto de
bioequivalencia deriva directamente del de biodisponibilidad: dos formulaciones
son consideradas bioequivalentes, segun la OMS, si son equivalentes farmaceéu-
ticos y sus biodisponibilidades (en magnitud y velocidad) tras la administracion
de la misma dosis molar son similares en tal medida que sus efectos son esen-
cialmente los mismos.

Si se analizan los conceptos enunciados se perfilan tres factores fun-
Wagner, |.G. Biopharmaceutics. Absorption aspects. J. Pharm. Sci :50, 359-387 (1961).

1
2 Wagner ].G. Drug Int Clin Pharm 2: 31 (1968).
3

WHO expert committee on specifications for pharmaceutical preparations. WHO technical report series 863.
Thirty four report Geneva (19906).
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damentales, las propiedades fisico-quimicas, inherentes al farmaco, la forma de
dosificacion, dependiente de factores tecnoldgicos y el sustrato biolégico, que
no es otro que el paciente.

Si se considera que, para cada caso, permanecen practicamente cons-
tantes el primero y el tercero, no resulta dificil concluir que la Biofarmacia, que se
basa en principios y métodos de otras muchas disciplinas (como Fisico-Quimica,
Matematicas, Quimica, Fisiologia y Farmacologia) puede considerarse como la
parte de la Farmacia Galénica que estudia los problemas de ésta in vivo.
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Figura 1. Esquema de las relaciones entre las distintas disciplinas que se agrupan bajo la denominacion Far-
macia Galénica: La Tecnologia Farmacéutica, la Biofarmacia y la Farmacocinética se articulan alrededor de
los procesos del LADME.

La Biofarmacia traspaso¢ los limites de una simple disciplina descriptiva
gracias al desarrollo de la Farmacocinética. El término “Farmacocinética” alude
a la aplicacion de los principios de la cinética al medicamento. Se conside-
ra a Teorell el fundador de esta disciplina pero el término fue acufiado por
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Dost* quien la defini6 como la ciencia del analisis cuantitativo entre organismo
y medicamento. Segun Wagner® el objetivo de la farmacocinética consiste en
estudiar la evolucion temporal de las concentraciones y cantidades de medica-
mentos y metabolitos en los fluidos biologicos, tejidos y emuntorios, asi como
Su respuesta farmacologica y construir modelos adecuados para interpretar los
datos obtenidos.

El farmaco, tras su administracion extravasal, debe liberarse de la for-
ma de dosificacion que lo contiene, absorberse para pasar al torrente circula-
torio y desde alli, distribuirse en el organismo hasta alcanzar la biofase mientras
se elimina por metabolismo y/o excrecion. Todos estos procesos se conocen
por las siglas LADME. Los cuatro ultimos son el objeto de estudio de la Farma-
cocinética. Como se ilustra en la Figura 1, el proceso de absorcién constituye el
vinculo que liga la Biofarmacia y la Farmacocinética y el proceso de liberaciéon
constituye el nexo de unién entre la Tecnologia Farmacéutica y la Biofarmacia.

La necesidad de analizar e interpretar los procesos cinéticos de los far-
macos a partir de las concentraciones de éstos, en uno o varios fluidos biol6gi-
cos, ha contribuido al desarrollo de modelos matematicos con base fisioldgica,
esenciales para tratar de describir y cuantificar procesos dinamicos como ab-
sorcién, distribucion, biotransformacion y excrecion. A pesar de la complejidad
inherente a la mayoria de ellos, pueden describirse, en muchos casos, median-
te una cinética aparente de primer orden. Este hecho permite utilizar modelos
farmacocinéticos muy sencillos en determinadas situaciones, como ocurre en
Farmacocinética Clinica.

La realizacion del andlisis farmacocinético utilizando modelos se basa
en tres premisas fundamentales, claramente interdependientes: la seleccion de
un modelo farmacocinético apropiado, el ajuste de los datos experimentales a
las ecuaciones propias del modelo y la utilizacion de los parametros farmaco-
cinéticos optimizados. Permite conocer de antemano los niveles de farmaco en
plasma, tejidos y orina para cualquier régimen de dosificacion. Esta informa-
cién, a su vez, es Util para determinar la influencia de factores fisiopatoldgicos
sobre el comportamiento cinético de los principios activos y para modular la
distribucion e, incluso dirigir mediante diferentes estrategias tecnoldgicas, el
principio activo al érgano en el que éste va a ejercer la accion farmacologica

4 Dost FH. Der Blutspiegel. Kinetic der Konzentration-sablédufe in der Kreislaufliissigkeit. Georg Thieme Ver-
lag, Leipzig (1953)
5 Wagner J.G. Pharmacokinetics. Ann. Rev Pharmacol: 8, 67-94 (1968)
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(vectorizacion). Finalmente, los parametros cinéticos permiten evaluar la biodis-
ponibilidad de los principios activos incorporados en diferentes formulaciones,
lo que entronca directamente con los conocimientos de la Biofarmacia y tam-
bién con la Tecnologia Farmacéutica.

En este sentido, el desarrollo de la Biofarmacia ha impulsado un cam-
bio cualitativo en la orientacion tecnolégica al introducir en ella los criterios fi-
siolégicos de la via de administracion que permitan el aprovechamiento éptimo.

La Tecnologia Farmacéutica, en un sentido amplio, se ocupa del dise-
fio, produccién y evaluacion de las formas de dosificacion de medicamentos.
Se inicia, en su concepcion actual, cuando la industria farmacéutica toma con-
ciencia de que la produccion de medicamentos a partir de las materias primas
implica la aplicacion coordinada y sucesiva de diversas operaciones béasicas
0 unitarias. El conocimiento de estas operaciones, que no son otra cosa que
procesos de trasferencia de materia, calor o cantidad de movimiento, permite
aplicar sus principios generales a cualquier método de fabricacién concreto, de
manera que se simplifica su estudio y perfeccionamiento.

Como ya se ha comentado, el correcto diseno de la forma farmacéu-
tica tiene una influencia decisiva en su eficacia terapéutica; de esta manera,
el problema tecnolégico fundamental es como dirigir este proceso vy la fabri-
cacion del medicamento. Cabria considerar cuatro fases secuenciales: la pre-
formulacion, de cuyas conclusiones obtendremos la formulacion y su procedi-
miento de fabricacion, seguidos del adecuado acondicionamiento, sin olvidar
que todos estos procesos se han de desarrollar en un entorno que garantice la
calidad global.

Mediante la preformulacién se lleva a cabo un estudio completo,
fundamentalmente fisico-quimico, de todos los elementos constitutivos de la
formulacién. Cabe sefialar aqui que, el conocimiento del papel que pueden
desempenfar los excipientes en la liberacion del principio activo y, como conse-
cuencia, en su actividad terapéutica, ha sido uno de los avances cruciales en el
campo de la Tecnologia Farmacéutica. Ademas de los factores fisicoquimicos,
en esta fase del disefio deben considerarse todos los aspectos que dependen
del organismo, es decir, las caracteristicas de la via de administracion, y a su
vez, como influye ésta en la liberacion del farmaco. En Ultima instancia, la pre-
formulacién es parte del disefio biofarmacéutico de las formas de dosificacion.
Su estudio puede llevarse a cabo en ambas disciplinas, lo que es un ejemplo
de la profunda relacion que la moderna Tecnologia Farmacéutica tiene con la
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Biofarmacia.

La Biofarmacia investiga, entre otros campos hoy en dia, posibles al-
ternativas a las vias de administracion tradicionales y las formas farmacéuticas
aptas para cada una de ellas. En el mismo sentido se estan desarrollando
métodos in vitro para el estudio de la absorcion, puesto que un mejor conoci-
miento de las barreras bioldgicas permitira racionalizar el disefio, tanto de las
moléculas activas como de los sistemas de liberacion. Con ello, finalmente, se
podria reducir el coste y el tiempo necesario para la introducciéon en el mercado
de nuevos agentes terapéuticos.

A.- El intestino, la ultima frontera

La via oral es las mas natural, fisiolégica y en general preferida por los
pacientes entre las alternativas posibles, para la administracién de medica-
mentos. Es la utilizada con mayor frecuencia; en ausencia de problemas de
degluciéon que a veces incluso son soslayados mediante sondaje nasogastrico.

A pesar de que nuestro conocimiento de la anatomia y fisiologia del trac-
to digestivo se ha incrementado exponencialmente en las pasadas décadas
aun quedan sin caracterizar de manera completa muchas variables fisioldgicas
que afectan al proceso de absorcion oral como la distribucion longitudinal de
muchos trasportadores intestinales, la evolucion con el tiempo de los volu-
menes de fluidos en los diferentes segmentos intestinales o los patrones de
motilidad gastrica o intestinal.

Se pierde de vista con facilidad que el contenido de nuestro tracto gas-
trointestinal, técnicamente esta “fuera” de nuestro sistema. Por ilustrarlo con
un ejemplo familiar, nuestro lumen intestinal corresponderia al agujero central
del Roscon de Reyes. La barrera intestinal es la frontera que separa el exterior
del interior y aun contiene tantas incégnitas como el espacio exterior.

En el desarrollo inicial de formas farmacéuticas para la via oral uno de
los objetivos principales era el enmascaramiento del sabor para facilitar la de-
glucion por parte del paciente, de ahi el origen de “dorar” las pildoras bien con
azucar o incluso con pan de oro. Como sabemos hoy en dia para conseguir
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un medicamento oral eficaz hace falta mucho mas que encontrar el principio
activo y ponerlo en una pastilla. Menos del 12% de moléculas activas acaban
convertidas en medicamentos y en un porcentaje aun elevado de casos el
problema se debe a la imposibilidad de que las moléculas crucen la barrera
fisioldgica de la via de administracion

Nuestra contribucion al estudio de la via oral de administracion se ha
centrado alrededor de la validacion de métodos experimentales, in vitro (en
modelos celulares o dispositivos de disolucion), in situ (en rata anestesiada) o
in vivo (en rata) para predecir la absorcion en humanos. Recientemente hemos
iniciado la exploraciéon de la barrera hematoencefalica mediante la propuesta
de nuevos modelos in vitro para predecir el acceso al sistema nervioso central.

l.- Conocer la barrera. Métodos experimentales

En la actualidad existe un amplio abanico de métodos experimentales y
computacionales para predecir la absorcion en intestino humano. Los métodos
mas sencillos in vitro son los cultivos celulares que presentan la ventaja de su
potencial robotizacién y por ende la alta capacidad de cribado de moléculas.
Mas cercanos a la realidad fisiolégica se encuentran los modelos animales bien
in situ, es decir mediante la observacion directa del tejido de interés en gene-
ral con el animal anestesiado, o in vivo es decir con el animal consciente. Los
modelos in vivo producen los mejores resultados, por incluir todas las variables
fisiologicas, pero obviamente, su capacidad de cribado es baja y no adecuada
para el elevado nimero de compuestos a evaluar en la etapa de descubrimien-
to. Por otro lado, los modelos in vitro ofrecen buenos resultados a la hora de
predecir la permeabilidad por difusién pasiva, pero se pierde informacion cuan-
do existe un transportador de membrana implicado. Por ello cada modelo o
meétodo es adecuado para contestar un tipo de pregunta y su adecuada selec-
cién es importante, siendo conveniente en la mayor parte de casos, combinar
la informacion proveniente de distintos modelos experimentales.

Por ultimo, el desarrollo de modelos computacionales se basa en la
recopilacion previa de datos experimentales de los anteriores modelos y la
construccion a partir de ellos de algoritmos matematicos con capacidad pre-
dictiva, que a su vez se va mejorando con la continua incorporacion de mas
datos experimentales.

Se describen en la siguiente seccion alguno de los métodos de predic-
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cién de la absorcion mencionados y sus aplicaciones practicas por ejemplo al
estudio de la influencia de excipientes farmacéuticos en la absorcion.

Permeabilidad, mecanismos

Un importante numero de moléculas atraviesan la membrana intestinal
por difusion pasiva y dado que la barrera tiene naturaleza lipidica, la lipofilia
es una de las caracteristicas fisicoquimicas fundamentales que determinan la
permeabilidad intestinal. En este sentido nuestro grupo de investigacion trabajo
durante largo tiempo en estudiar las relaciones matematicas entre la permea-
bilidad y el coeficiente de reparto de las moléculas.

1.- Modelos Biofisicos in situ en in vitro.

La técnica que se ha utilizado en nuestro laboratorio para caracteri-
zar la absorcion de los farmacos o candidatos es la descrita por el Profesor
Doluisio y colaboradores con ligeras modificaciones. Consiste esencialmente
en crear un compartimento estanco en el segmento intestinal de interés con
el animal bajo anestesia, en el que se introduce la solucion del farmaco y del
que se toman muestras a tiempos establecidos con ayuda de las llaves de tres
pasos y las jeringas. Ello permite observar la desaparicion del compuesto de la
luz intestinal debido al proceso de absorcion.

Mediante esta técnica se obtuvieron las constantes de velocidad de
absorcion en intestino delgado completo de rata de numerosas familias de
compuestos de caracter acido, basico y neutro que se correlacionaron con
parametros representativos de su lipofilia como se observa en la Figura 2. Las
correlaciones eran de tipo bihiperbdlico para la mayoria de familias cuando el
peso molecular era inferior a 250 daltons e hiperbdlicas cuando el peso mole-
cular era superior a ese valor.

Por otro lado, en colon las correlaciones eran siempre de caracter
hiperbdlico con independencia del peso molecular. Las conclusiones de todos
estos estudios cristalizaron en el modelo biofisico de Pla delfina y Moreno que
se resumen de este modo: La absorcion intestinal mediante difusion pasiva es
el resultado de dos procesos simultaneos, la difusion a través de la membrana
intestinal y la difusion a través de los poros acuosos. La correlacion entre los
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Figura 2. Correlaciones absorcion-lipofilia obtenidas mediante la técnica de Doluisio en intestino delgado de
rata para diferentes familias homologas de compuestos

valores de constantes de absorcion vy lipofilia puede representarse como la
suma de dos ecuaciones hiperbdlicas correspondientes a estos procesos. Una
hipérbola directa para describir la difusion transmembrana y una inversa para
describir el camino acuoso. Ambas hipérbolas presentan dos valores asintoti-
cos Kmy Kp correspondientes a las constantes de absorcién maximas a través
de las vias transcelular y paracelular para los elementos mas lipdfilos y mas
hidrofilos respectivamente.

Como paso final de este proyecto se deseaba contrastar las conclusio-
nes anteriores utilizando una familia de compuestos de caracter zwiterionico.
Se seleccionaron dos familias de fluoroquinolonas derivadas del norfloxacino
y ciprofloxacino con peso molecular superior a los 350 daltons. La compahia
de productos veterinarios Cenavisa sintetizd6 ambas familias por adicion de una
cadena lateral de longitud creciente en el anillo lateral piperacinico.

Las correlaciones obtenidas en intestino delgado fueron de tipo monohi-
perbdlico por ser todos los elementos de peso molecular mayor a los 250 daltons,
con un valor asintético debido a la resistencia de la capa acuosa de difusion. En la
Figura 3 se observa la correlacion para las dos familias de derivados quinolonicos.
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Figura 3. Correlacion absorcion lipofilia obtenida en intestino delgado para dos familias de derivados homalo-
gos de norfloxacino y ciprofloxacino. Las lineas representan la relacion entre difusion por membrana y difusion
acuosa con la lipofilia y el peso molecular respectivamente.

Las conclusiones principales de este proyecto fueron que la lipofilia y el
peso molecular son factores determinantes de la permeabilidad intestinal de
los xenobidticos y que la capa acuosa de difusion puede actuar como factor
limitante de la absorcién a través de la membrana intestinal. Por otra parte, se
desarrollaron modelos matematicos que permitian predecir el valor de permea-
bilidad a partir de parametros fisicoquimicos de determinacion sencilla.

2.- Modelado y prediccion de la absorcion oral.

De lo expuesto en la seccion anterior se deduce que para moléculas
que se absorben por difusion pasiva es relativamente sencillo tener buenas
estimaciones de su potencial de absorcion a partir de parametros fisicoquimi-
cos sencillos como la lipofilia o el peso molecular, sin embargo, cuando hay un
proceso de transporte activo implicado la traslacion del resultado en el modelo
experimental a la especie humana se complica. No obstante, el modelado ma-
tematico puede resultar una herramienta excelente para extraer los parametros

2& Dra. Marival Bermejo Sanz



del trasportador activo en cada modelo y escalar su contribucion en sistemas
mas complejo. Esta aproximacién se ilustra a continuacion con el estudio que
realizamos sobre una fluoroquinolona que resulté ser sustrato de la glicoprotei-
na P, un transportador de secrecién localizado en la membrana apical de los
enterocitos y que, debido a ello, su permeabilidad no correspondia a la espera-
ble en funcién de su lipofilia. Es decir, nuestras predicciones en base al modelo
biofisico fallaban.

Con objeto de elucidar completamente el mecanismo de absorcion del
derivado CNV97100 y establecer un método de calculo de los parametros ciné-
ticos de su absorcién extrapolable a otros farmacos se realizaron experimentos
con esta quinolona en diferentes segmentos intestinales: duodeno, yeyuno,
fleon y colon ademas de en intestino completo. Se observd que a pesar de
ser constante el pH de las soluciones de perfusion, el derivado CNV97100
presentaba una permeabilidad sitio-dependiente. Ello hacia sospechar de la
participacion en su absorcion de la glicoproteina P puesto que su nivel de ex-
presion es mayor en los segmentos distales que era donde la permeabilidad de
la quinolona era inferior.

Al realizar experimentos a distintas concentraciones iniciales tanto en
fleon como en intestino completo se observd que la permeabilidad de la quino-
lona se incrementaba al incrementar su concentracion inicial de forma consis-
tente con la saturacién del transportador de secrecién. Al incluir verapamilo en
las soluciones de perfusion como inhibidor clasico de la P-gp se observé que
todos los valores de permeabilidad se incrementaban a cualquier concentra-
cién inicial hasta un valor maximo que corresponde aproximadamente con el
valor de la permeabilidad difusional de la quinolona.

Para caracterizar los parametros del transportador y difusionales en
ambos segmentos estudiados (ileon e intestino completo) se disefiaron diver-
sos modelos de complejidad creciente y se procedi¢ al ajuste de todos ellos
a los datos experimentales para seleccionar el mejor desde el punto de vista
estadistico. El modelo finalmente seleccionado responde a los siguientes su-
puestos:

1) el componente difusional de la quinolona es el mismo a lo largo de
todo el intestino ya que se mantuvo constante y al mismo valor el pH
de las soluciones de perfusion,

2) existe un transportador de secrecion situado en la cara apical de los
enterocitos.
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3) la afinidad del transportador se mantiene constante a lo largo de todo
el intestino

4) la velocidad maxima depende del nivel de expresion y es por ello mas
elevada en ileon.

Desde un punto de vista matematico estos supuestos se expresan a
través de un conjunto de ecuaciones diferenciales que se muestran en la Figu-
ra 4 que incluyen el componente difusional y la secrecién activa con valores de
Vmax diferentes para reflejar el superior nivel de expresion en ileon y las dife-
rencias en el radio intestinal efectivo. Se confirmd que la Vmax es superior en
fleon, es decir se demostrd desde un punto de vista funcional y cinético lo que
otros autores habian demostrado utilizando en rata técnicas de medida de ex-
presién proteica como el western-blot.
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Figura 4. Ecuaciones diferenciales representativas del proceso de absorcion de CNV97100 en intestino completo
yen ileon de rata. Las velocidades mdximas en ambos segmentos son diferentes. En la grafica se observa la des-
aparicion de la quinolona del lumen intestinal a las diferentes concentraciones iniciales.
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En la siguiente fase del proyecto se decidié realizar experimentos con
el mismo grupo de fluoroquinolonas en un nuevo sistema experimental: las
monocapas celulares de Caco-2. Estas células derivadas de un carcinoma de
colon humano crecen y se diferencian como enterocitos intestinales formando
capas de una célula con microvilli e uniones intercelulares funcionales. De esta
manera es posible cultivarlas sobre soportes porosos para obtener un modelo
de barrera intestinal y observar el paso del compuesto de la cara apical a la
basolateral o al contrario tal como se muestra en la Figura 5.

Apical Basolateral
flujo (AP) flujo (BL)

A

g_ P,-C-S
Cdmara Apical At
Capa

celular

Figura 5. Esquema del cultivo de monocapas Caco-2 para estudio de permeabilidad intestinal. Se observa una
Jfotografia de la monocapa con los microvilli y se ilustra el método de cdlculo a partir de las cantidades acumu-
ladas en el compartimento receptor

En el caso de la quinolona CNV97100 se obtuvieron permeabilidades
apicales basales en este sistema que se incrementaban al aumentar la con-
centracién por saturacion del trasportador de secrecion y de manera homologa
a los resultados observados in situ en rata, mientras que las permeabilidades
basales apicales disminuian al aumentar la concentracion. El verapamilo tam-
bién es capaz de ejercer una inhibicién competitiva concentracion dependiente
hasta que la quinolona alcanza su valor de permeabilidad difusional pasiva en
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ambas direcciones como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Valores del permeabilidad apical-basal (A-B) y basal-apical (B-A) de la quinolona CNV97100 en cultivos
de monocapas Caco-2 a diferentes concentraciones iniciales mostrando en ambas direcciones la saturacion del
transportador de secrecion.

Por ajustado de los diferentes modelos cinéticos a los datos y selec-
cién del mejor desde el punto de vista estadistico se concluyé que la quinolona
era sustrato de un trasportador de secrecién localizado en la cara apical con
lugar de unién intracelular que corresponde a la hipotesis aceptada para la gli-
coproteina P. También se pudo establecer que la membrana apical constituye
la principal resistencia al transporte y de nuevo que el nivel de expresién de la
glicoproteina determina una velocidad maxima superior en las lineas celulares
con mayor nivel de expresién de este transportador.

Cuando se comparan los resultados experimentales obtenidos en rata
y en monocapas celulares se observa que para todos los farmacos estudiados
los valores de permeabilidad son siempre superiores en la rata. Las diferencias
se deben a que en el animal estan presentes los pliegues intestinales, los villi y
los microvili mientras que las monocapas solo poseen los microvilli de las célu-
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las intestinales por lo que la superficie de trasporte en ambos sistemas difiere.
Por otra parte, la restriccion de la via paracelular debido a las uniones estre-
chas también puede ser diferente en el animal versus la linea celular ademas
de las posibles diferencias entre niveles de expresion de los transportadores
intestinales. Es decir, para correlacionar los parametros de un sistema con otro
se han de tener en cuenta esos tres parametros. No obstante, como se mostra-
ré en la siguiente seccion se ha podido obtener una excelente correlacion entre
los datos de permeabilidad de las quinolonas obtenidos en rata y en mono-
capas caco-2 ya que para estas quinolonas la via paracelular esta restringida
con lo que su correccidn no es relevante y para la mayoria el mecanismo de
absorcién es la difusion pasiva de forma que sélo debe tenerse en cuenta la
diferencia en area efectiva de transporte.

En resumen, esta aproximacion matematica a ambos modelos experi-
mentales permitié concluir que los resultados obtenidos in vitro son coherentes
con los obtenidos in situ, que la membrana apical del enterocito es la principal
resistencia al transporte y que el modelado matematico es una herramienta
valiosa para establecer hipodtesis sobre el mecanismo de absorcion, la localiza-
cién del trasportador y de la resistencia a la difusion y que ademas permite el
escalado de los datos entre diferentes modelos experimentales.

Como fase final de esta parte del proyecto era necesario demostrar
que tanto los valores de permeabilidad intestinal in situ en rata como los valores
de permeabilidad en monocapas Caco-2 eran capaces de predecir la fraccion
oral absorbida. Para ello dado que estas quinolonas no presentan efecto de
primer paso intestinal o hepético se determiné su biodisponibilidad oral abso-
luta como medida de la fraccion oral absorbida.

Para ello se administraron las diferentes quinolonas por via oral e in-
travenosa utilizando una técnica de canulacion permanente de la vena yugular
en rata de forma que una vez implantada la canula se puede administrar la
solucion de farmaco y tomar muestras de plasma para obtener las curvas de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo. A partir de las areas bajo la cur-
va (AUC) intravenosas y orales se determind la Biodisponibilidad oral absoluta
de cada quinolona.

En la Figura 7 se muestra la correlacién entre valores de permeabili-
dad de la familia de quinolonas en rata y monocapas Caco-2 con la fraccion
oral absorbida. Se observa las diferencias de magnitud de los valores de per-
meabilidad en ambos sistemas y la estimacién de la diferencia en area efectiva

Biofarmacia y farmacocinética, pioneras de las fronteras en el viaje de la pildora dorada al siglo XX /25



de transporte (SF) obtenida por ajuste simultaneo de todos los datos experi-
mentales.
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Figura 7. Correlacion entre valores de permeabilidad de la familia de quinolonas en rata y monocapas Caco-2
con la fraccion oral absorbida. Se observa las diferencias de magnitud de los valores de permeabilidad en am-
bos sistemas y la estimacion de la diferencia en area efectiva de transporte (SF) obtenida por ajuste simultaneo
de todos los datos experimentales.

De estos resultados se pudo concluir que la permeabilidad intestinal
in situ obtenida en rata y la permeabilidad in vitro en Caco-2 son buenos pre-
dictores de la fracciéon oral absorbida in vivo para farmacos cuyo mecanismo
de absorcién es la difusién pasiva y que no estan limitados por la dosis o la
disolucion.

Recientemente y gracias a la disponibilidad de valores de fraccién oral
absorbida desde el colon ha sido posible validar en modelo experimental de
perfusion de un solo paso en rata para predecir la absorcion en este segmento
intestinal, aspecto de gran importancia en la actualidad debido al auge del
desarrollo de formulaciones de liberacion modificada cuyo lugar de absorcion
principal seré este segmento intestinal. La Figura 8 muestra las correlaciones
absorcion en colon de rata versus absorcion humana en colon y la compara-
cién con otros modelos experimentales como la perfusion en intestino o en
Caco-2.
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Figura 8. Correlacion permeabilidad en colon de rata versus fraccion absorbida en colon humano en la parte
superior. En la inferior comparacion y correlacion con otros modelos experimentales.

En resumen, el método experimental seleccionado para caracterizar la
permeabilidad depende de la fase del desarrollo, de la necesidad de capacidad
de cribado y de la pregunta concreta que se desee responder, por ejemplo,
averiguar si la absorbabilidad sera suficiente 0 no o determinar el mecanismo
de absorcion e identificar el transportador. Un adecuado modelado y trata-
miento matematico de los datos permite maximizar la informacion obtenida y
mejorar la extrapolacion de los resultados a sistemas de mayor complejidad.
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3.- Desarrollo de estrategias de mejora de la absorcion

Una vez conocidas las caracteristicas fisicoquimicas y el mecanismo
de absorcion de una molécula se puede determinar cudles son los factores
limitantes para su absorcion intestinal y en consecuencia disefar estrategias
que permitan mejorar tanto la velocidad como la magnitud de absorcion.

Por ejemplo, la Amifostina cuya naturaleza ionizable basica e hidrofili-
ca condiciona una escasa permeabilidad intestinal puede combinarse con otra
sustancia de naturaleza acida para formar un par iénico que de permanecer
estable en los fluidos intestinales incrementa la lipofilia global del conjunto y por
tanto su permeabilidad a través de la membrana intestinal. En efecto, fue posi-
ble mediante su combinacion con &cido succinico conseguir un par iénico cuya
biodisponibilidad oral en rata duplicaba la del farmaco aislado como se observa
en la Figura 9.
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En el caso de la Beta-Lapachona el problema de la molécula no es
tanto su permeabilidad, que es moderada-alta, sino su solubilidad acuosa que
limita su velocidad de disolucién in vivo. En este caso la formacién de un com-
plejo con ciclodextrinas mostrd dos propiedades favorables, por un lado la
mejora en la velocidad de disolucién acompafada de un incremento en la per-
meabilidad gracias a la apertura de la via paracelular, aspecto que se observd
tanto en el modelo celular in vitro como in situ en rata segun se observa en la
Figura 10
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Figura 10. Formacion de complejos de Beta-Lapachona con ciclodextrinas a fin de incrementar su velocidad de
disolucion y su permeabilidad intestinal

Excipientes: ¢inertes o no?

Influencia de los tensiactivos en la permeabilidad intestinal

Los tensiactivos se incluyen como excipientes en muchas formulaciones
de farmacos con el objetivo de mejorar la constante de disolucién y aumentar la
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solubilidad del farmaco. Estos objetivos se basan en su capacidad de reducir la
tension superficial y el angulo de contacto entre las particulas sdlidas y el me-
dio acuoso, mejorando asi la capacidad de humectacion del farmaco y aumen-
tando la superficie disponible para la disolucién del farmaco. Su influencia en la
solubilidad total de los farmacos se relaciona con la inclusion de componentes
poco solubles en el nucleo apolar de las micelas.

Por otra parte, estos aditivos farmacéuticos actian como potenciales
moduladores de la absorcion. Sus efectos sobre la membrana intestinal, (es
decir, sobre la permeabilidad del farmaco) son complejos y no estan tan bien
definidos. Muchos tensiactivos interactian con las membranas de absorcion
potenciando la permeabilidad, este efecto se hace particularmente aparente
cuando la concentracion de tensiactivo en la solucion de farmaco es igual o
menor que la concentracion micelar critica (CMC). Sin embargo, si la concen-
tracion del mismo es mayor que su CMC, este efecto puede disminuir o incluso
revertirse.

Para explorar los efectos de los tensiactivos sobre el tracto gastrointes-
tinal, se realizaron ensayos de absorciéon (con familias de compuestos homolo-
gos, o estructuralmente relacionados) en ausencia y en presencia de tensiac-
tivos y con el farmaco a estudiar en disolucion. Los tensiactivos se utilizaron a
dos concentraciones diferentes: una concentracion menor que la CMC y otra
superior a la CMC (concentracién supramicelar, CSM). Este disefio experimen-
tal permitié diferenciar la influencia de los mondémeros de tensiactivo del efecto
de las micelas. El siguiente paso fue establecer correlaciones absorcion-li-
pofilia en ausencia y en presencia del aditivo, para determinar los cambios
ejercidos por éste. Los ensayos se realizaron en estémago, intestino delgado
y colon. Para establecer una hipotesis general adecuada para diferentes far-
macos Yy tensiactivos, las investigaciones se realizaron incluyendo tensiactivos
aniénicos, catidnicos y neutros, asi como farmacos de caréacter acido, alcalino,
neutro o anfétero. Como podra observarse a continuacion, el resultado global
sobre la constante de absorcién de cada compuesto depende de su propia
lipofilia y del tensiactivo.

En los ensayos con tensiactivos sintéticos a CMC, el mejor modelo para
describir la relacion entre la constante de absorcion y la lipofilia corresponde
a una relacion exponencial. La Figura 8 muestra los resultados obtenidos en
colon de rata con lauril sulfato sédico y una serie de acidos fenil-alquil-carboxi-
licos. Se observa que las correlaciones entre ka 'y P en ausencia de tensiactivos
son hiperbdlicas, sin embargo, las correlaciones en presencia de CMC de ten-

8& Dra. Marival Bermejo Sanz



siactivos sintéticos son siempre exponenciales, si bien con una pendiente bas-
tante pequena. Si la concentracion de tensiactivo es menor o igual que la CMC
el efecto limitante sobre los valores de ka ejercido por la capa acuosa estatica
desaparece, 10 que implica que no se observa una km. Ademas, tiene lugar un
segundo efecto que consiste en un aumento de la polaridad de la membrana
por el tensiactivo. Como se puede observar en la Figura 11, el cambio en la
pendiente desde la ecuaciéon hiperbdlica a la exponencial puede conducir a
un aumento de la constante de absorcion, pero también a una disminucién en
este parametro.

Tensiactivos sintéticos: Laurilsulfato sédico. Absorcién en colon

lumen membrana
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Figura 11. Correlaciones absorcion lipofilia obtenidas en colon de rata wistar con una familia de dcidos fenilal-
quilcarboxilicos en ausencia y presencia de laurilsulfato sodico a dos concentraciones por debajo y por encima
de la CMC.

Los tensiactivos naturales como el taurocolato sodico y el glicocolato
soédico no son capaces de eliminar el caracter limitante de la capa acuosa
de difusion adyacente a la membrana por el lado luminal.. Por esta razén, en
la administracion de farmacos en presencia de estos tensiactivos naturales a
concentraciones iguales a sus CMC, las correlaciones absorcion-lipofilia si-
guen siendo hiperbdlicas, como las obtenidas sin aditivos. En la Figura 12 se
observan las diferencias entre las correlaciones obtenidas en presencia de po-
lisorbato 80 y taurocolato sédico.
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Figura 12. Comparacion de los efectos de un tensiactivo sintético, polisorbato 80y una sal biliar como tensiactivo

natural

Los estudios de absorcion realizados en presencia de tensiactivos en
estbmago de rata permitieron proponer un mecanismo para el efecto ulcero-
génico demostrado por estos aditivos tanto sintéticos como las sales biliares
naturales.

En presencia de tensiactivos por debajo de su CMC, las correlaciones
obtenidas en estomago pueden ser exponenciales (tensiactivos sintéticos) o
hiperbdlicas (tensiactivos naturales). Estas Ultimas se representan en la Figura
13 junto a la correlacion obtenida en ausencia de aditivos. En general, hemos
observado un aumento global y significativo en todas las constantes de ve-
locidad de absorcion. Este hecho sugiere la posibilidad de que los tensiacti-
vos destruyan la barrera hidréfoba, conduciendo a la exposicion de la mucosa
gastrica al ambiente acido. Una vez la capa de fosfolipidos ha sido retirada, la
membrana lipidica representa la principal resistencia a la difusion en presencia
de tensiactivos sintéticos, puesto que éstos reducen de manera efectiva la
resistencia acuosa, ello conduce a una relacion exponencial; sin embargo, en
presencia de tensiactivos naturales, la capa acuosa permanece intacta y las
correlaciones son hiperbdlicas pero ambos tipos de surfactantes eliminan la
capa de fosfolipidos lo que puede explicar su potencial ulcerogénico. Todos
estos resultados en combinacion con los resultados obtenidos en los ensayos
realizados en intestino delgado se resumen en las siguientes conclusiones.
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ABSORCION GASTRICA EN PRESENCIA DE TAUROCOLATO SODICO:
INTERPRETACION DE SU EFECTO ULCEROGENICO
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Figura 13. Correlacion absorcion lipofilia para una serie de acidos fenilalquilcarboxilicos en ausencia (ka) y
presencia (ko) de Taurocolato sodico a una concentracion inferior a su CMC.

1. Los tensiactivos farmacéuticos eliminan el efecto limitante de la capa
acuosa estatica en la difusion del soluto hacia la membrana intestinal.

2. Los tensiactivos farmacéuticos incrementan la polaridad de la mem-
brana, haciéndola méas permeable para sustancias altamente hidrofilicas.

3. Cuando un tensiactivo sintético es afadido a concentracion suprami-
celar, los efectos anteriores permanecen casi completamente enmascarados
por la solubilizacion micelar de los xenobidticos. En consecuencia, puede pro-
ducirse un descenso de la permeabilidad aparente del farmaco en funcion de
su reparto en las micelas.

4. Los tensiactivos naturales no eliminan la resistencia de la capa acuo-
sa de difusién posiblemente a su menor capacidad de disminuir la tension
interfacial.

5. La capacidad de solubilizaciéon de los tensiactivos naturales es menor
que la de los sintéticos debido al menor nimero de moléculas de surfactante
por micela y su estructura mas rigida. Esta capacidad de solubilizacién se in-
crementa en presencia de fosfolipidos y lecitinas que incrementan el tamafo y

la fluidez micelar.
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Il.- El sistema de clasificaciéon Biofarmacéutica

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, (BCS), es un método que
permite clasificar los principios activos de acuerdo a su solubilidad acuosa y
su permeabilidad intestinal y que sirve en primer lugar como herramienta para
entender los factores limitantes de la absorcién oral y en segundo lugar para
establecer cuando los ensayos de disolucién in vitro pueden utilizarse como
predictivos del comportamiento in vivo. El BCS considera la permeabilidad in-
testinal y la solubilidad acuosa en combinaciéon con la velocidad de disoluciéon
como los tres factores mas importantes que modulan la velocidad y cuantia de
la absorcién de un principio activo y por tanto su biodisponibilidad a partir de
formas farmacéuticas solidas de uso oral de liberacion inmediata.

Fundamentos teéricos del BCS

La “primera ley de la absorcion” se basa en considerar el proceso de
permeacion a través de la membrana intestinal en términos difusionales. Si se
considera la primera ley de Fick para definir la velocidad de difusion a través de
la membrana tal y como se representa en la Figura 14, suponiendo el intestino
como un tubo de radio Ry longitud L en el cual la forma farmacéutica libera el
farmaco, que se disuelve en los fluidos intestinales produciendo un determina-
do perfil de concentracién en la vecindad de la membrana intestinal, el proceso
de absorcion esta definido por la siguiente ecuacion:

J=Peff*Cw Ecuacion 1
Donde:
Peff= Permeabilidad efectiva

J= Flujo de difusion a través de la pared intestinal (masa/area/tiempo).
Cw= Concentracion del farmaco en la vecindad de la membrana.
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Fundamentos tedricos del BCS
"Primera ley de la absorcion de farmacos”

1 dM La maxima absorcion se
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Figura 14. Representacion del flujo del farmaco a través de un segmento intestinal. Tomado de Amidon y Berme-
Jo Modern Biopharmaceutics Version espariola 6.0 2005.

Adicionalmente del esquema anterior puede deducirse el siguiente
principio.

Si dos medicamentos que contengan el mismo principio activo pro-
ducen el mismo perfil de concentracion a lo largo del tiempo en la vecindad de
la membrana intestinal, tendran la misma velocidad y magnitud de absorcion y
seran por ello necesariamente bioequivalentes®.

Dos condiciones adicionales deben cumplirse para que la afirmacion
anterior sea cierta y es que la velocidad de disolucion in vivo de ambas for-
mulaciones es la misma en todas las condiciones luminales y que ninguna de
ellas contenga excipientes que puedan alterar la permeabilidad o la velocidad
de transito intestinal. En resumen, se concluye que la solubilidad, la permeabi-
lidad intestinal y la velocidad de disolucion son los principales factores biofar-
macéuticos que afectan la velocidad y la magnitud de absorcion intestinal de
un farmaco.

6 Amidon G. et al. Pharm Res 12, 1995,413-420
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Por ello el sistema de clasificacion biofarmacéutica, BCS. Clasifica los
principios activos en cuatro clases segun dos posibles niveles (alto o bajo) de
estos dos factores, permeabilidad y solubilidad.

Clases del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS) e implica-
ciones farmacéuticas.

La combinacion de estos dos factores y sus dos niveles conduce
a las cuatro clases del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS). Por
definicion en el BCS un farmaco es altamente soluble si la mayor dosis admi-
nistrada es totalmente soluble en 250 mL. Este volumen no es arbitrario, es
precisamente el del vaso de agua con el que se administra la medicacion oral
en los ensayos clinicos, en particular en los de bioequivalencia, y ademas es
una estimacion conservadora del promedio de volimenes acuosos presentes
en el tracto gastrointestinal. Un farmaco es altamente permeable si su fraccion
oral absorbida es mayor del 85 % (en ausencia de limitaciones debido a solu-
bilidad o disolucion).

De esta forma, en base a su clase BCS, es sencillo identificar los fac-
tores limitantes de la absorcion y establecer cuando sera posible encontrar
correlaciones entre la disolucion in vitro de la forma de liberacién inmediata y
su absorcion in vivo segun se resume en el Cuadro 1.

Clase 1. Alta Solubilidad, Alta Permeabilidad
El vaciado gdstrico es el limitante de la absor-
cion si la disolucion es rapida. Si la disolucion
es ripida en todas las condiciones luminales la
formulacion de liberacion inmediata se com-
porta como una solucién (para las que se exi-
men los estudios de Biocquivalcnci%
Correlaciones IVIVC: No esperables. Solo si
disolucion mds lenta que vaciado o en formas
de Liberacion controlada

Clase 2. Baja Solubilidad, Alta Permeabilidad.

La absorcion estd limitada por la disolucion in
vivo. Si existe una correlacion in vitro-in vivo va-
lidada se pueden comparar formulaciones con el
ensayo validado de disolucion.

Correlaciones IVIVC: posibles incluso para for-
mas de liberacion inmediata si el método in vitro
reproduce la disolucion in vivo.

Clase 3. Alta Solubilidad, Baja Permeabilidad

El factor limitante es la permeacion y depen-
de menos de la formulacion (en ausencia ex-
cipientes que afecten a la misma). Como los
clase 1 si la disolucion es muy rdpida se com-
portan como disoluciones y se puede eximir el
estudio de bioequivalencia in vivo y realizarlo
in vitro.

Clase 4. Baja Solubilidad, Baja Permeabilidad.
Solubilidad y permeabilidad son ambos factores
limitantes.

Correlaciones IVIVC: No esperables aunque re-
quiere estudios caso a caso dependiendo de que
actor predomine en la limitacion a la absorcion.

Cuadro 1. Caracteristicas de las 4 clases del BCS, posibilidad de realizacion de ensayos in vitro de Bioequivalen-
cia (Bioexenciones) y de establecimiento de correlaciones in vitro-in vivo.
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Los principios cientificos del BCS se reflejan en la las guias tanto de la
FDA” como de la EMA® con objeto de establecer el método mas apropiado
para establecer la bioequivalencia entre formulaciones farmacéuticas orales
de liberacién inmediata de un mismo principio activo. En estas guias se intro-
duce el concepto de bioexencion (“Biowaiver”) entendiéndose como tal la po-
sibilidad de realizar los estudios de bioequivalencia mediante comparacion de
perfiles de disolucion in vitro. Es decir, se exime del uso de datos en humanos
y se autoriza su sustitucion por datos in vitro de disolucién aunque en ultima
instancia la bioequivalencia entre las dos formulaciones debe quedar estable-
cida. Aunque el debate cientifico continla abierto sobre qué clases del BCS y
en qué condiciones serian candidatas a una bioexencion, en la actualidad las
guias admiten esta alternativa solo para principios activos de clase 1 y clase
3en formulaciones orales de liberacion inmediata. En este caso se acepta que
la elevada solubilidad del principio activo y su rapida disolucién garantizan que
estara disuelto antes de vaciar del estbmago, de forma que es éste parametro
fisioldgico el que limita la absorcion y por tanto al llegar disuelto al intestino
desde ambas formulaciones en comparaciéon nada se opone a admitir que
seran bioequivalentes. Lo que debe establecerse a continuacion es cuales son
los limites formales para realizar la clasificacion y de qué manera debe llevarse
a cabo el ensayo de bioequivalencia in vitro.

7 EDA. Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral Dosa-
ge Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System Guidance for Industry. bttps:/wwuw.fda.gov/me-
dia/70963/download

8  EMA. Guideline on the Investigation of Bioequivalence. https:/jwww.ema.europa.eufen/documents/scienti-
fic-guideline/guideline-investigation-bioequivalence-revl _en.pdf
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Bioequivalencia in vitro e in silico

Bioequivalencia In vitro: Bioexenciones

La posibilidad de demostrar la bioequivalencia y por tanto garantizar
la calidad de los medicamentos accesibles a la poblacion mediante estudios
in vitro de disolucion en base a los criterios cientificos del BCS es un aspecto
de especial relevancia para los paises en vias de desarrollo. Por otro lado han
de considerarse las implicaciones éticas de realizar un estudio en voluntarios
humanos cuando desde el punto de vista cientifico no es esencial para el ob-
jetivo final (demostrar la bioequivalencia). En cierta manera el BCS supone la
aplicacion de la politica de las tres R (reducir, refinar, remplazar) nacida para la
experimentacion animal, a la experimentacion en humanos. Por ello, un analisis
relevante es evaluar cuantos principios activos serian potenciales candidatos a
las mencionadas bioexenciones.

Con este fin se realizé una clasificacion provisional de los principios
activos contenidos en la lista de medicamentos esenciales de la Organizacion
Mundial de la Salud, OMS. La clasificacion se realizé a partir de datos de solu-
bilidad obtenidos de fuentes bibliograficas faciimente accesibles y de los datos
de permeabilidad humana de 29 farmacos modelo y su correlacion con sus
coeficientes de reparto.

Tomando el dato de solubilidad se calcularon los nimeros de dosis de
los 128 principios activos contenidos en los medicamentos orales de liberacion
inmediata de la lista. Se encontré un 67% de farmacos con Do<1, es decir de
alta solubilidad.

Para la clasificacion de permeabilidad se tomé la correlacion entre las
permeabilidades humanas conocidas de 29 farmacos y su Log P o cLogP
estimado. Se tomd como referencia el metoprolol y se clasificé como de alta
permeabilidad a todos aquellos farmacos cuyo LogP o cLogP fuera superior al
del metoprolol.

Un total de 53% (43.1%) y 62 (50.4%) farmacos presentaban LogP y
cLogP respectivamente superiores al metoprolol y se consideraron de alta per-
meabilidad.

Como se muestra en la Figura 15 los porcentajes promedios (segun se
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Figura I5. Distribucion por clases del BCS de los medicamentos orales de liberacion inmediata incluidos en la
lista de medicamentos esenciales de la OMS.

use LogP o CLogP) de farmacos en cada clase del BCS hallados fueron los
siguientes: 23% de clase 1, 17% de clase 2, 32% en la clase 3, 11% en clase 4
y un 17.% quedo sin clasificar por no poder calcular su LogP o cLogP.

Resultados muy similares fueron obtenidos por otros autores que reco-
pilaron datos experimentales de solubilidad y permeabilidad de diversas fuen-
tes bibliogréaficas®. Estos resultados sugieren que de admitirse las bioexencio-
nes para los farmacos clase 3 como propone el reciente documento de la OMS
y ya se ha implementado en algunos paises latinoamericanos y la propia guia
de la EMA (European Medicines Agency) un 55% de los farmacos esenciales de
la OMS serian candidatos a demostrar su bioequivalencia in vitro lo que com-
porta repercusiones éticas y econémicas importantes en los paises en vias de
desarrollo para los que es necesario garantizar la accesibilidad de su poblacion
a los medicamentos sin perder las garantias esenciales de calidad.

9 Lindenberg M, Kopp S, Dressman [B. Classification of orally administered drugs on the World Health Orga-
nization Model list of Essential Medicines according to the biopharmaceutics classification system. Eur | Pharm
Biopharm. 2004 Sep;58(2):265-78.
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Biosimulacion In silico de ensayos de Bioequivalencia.

Las recomendaciones actuales de las guias europeas y americanas so-
bre los estudios de bioequivalencia presentan discrepancias en cuanto a la
seleccion del analito en aquellos farmacos que presentan metabolitos activos,
en particular si el sistema farmacocinético pierde la linealidad debido al paso
metabdlico. Dichas recomendaciones se basaron en estudios previos de bio-
simulacion en los que el modelo cinético utilizado presentaba a nuestro juicio
defectos estructurales o no reflejaba la realidad fisioldgica. Por ello decidimos
disefiar un nuevo modelo semifisioldgico representado en la Figura 16 que a
diferencia de los anteriores incluyera

Nuevo modelo para simulaciones ensayos BE: Farmaco-Metabolito

S

Kel(m)- A(4)

A03) .

), .
L’V3

CI K

Cl - int,0H "By
int, CH KmH + C(2)
EH — Clim,(' H
Clint,CH + QH
F,=1-E,

Figura 16. Esquema del modelo farmacocinético utilizado para la simulacion de ensayos clinicos de bioequi-
valencia con seguimiento del farmaco padre y su metabolito. Posteriores modelos incorporaron varias vias
metabolicas y metabolitos secundarios..

1. Compartimento intestinal, hepatico y plasmatico para padre y meta-
bolito.

2. En el lumen intestinal farmaco en forma sélida, disuelta y posibilidad
de degradacion luminal.
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3. Tiempo de transito como limite para el proceso de absorcion.

4. Proceso de recirculacion del farmaco a través del rgano metaboli-
zador.

5. Posibilidad de metabolismo lineal o no lineal cambiando el valor de
la Km.

Para disefiar los escenarios se consideraron las 4 clases del BCS, la
posibilidad de que el farmaco tuviera alto o bajo aclaramiento intrinseco, alta
0 baja variabilidad y se consideraros 6 tipos de productos problema de cali-
dad decreciente (menor velocidad de disolucién) con respecto al producto de
referencia.

En la Figura 17 se esquematizan algunos de estos escenarios. Todos
estos escenarios se utilizaron para simular los niveles plasmaticos del farmaco
padre y metabolito en 1000 estudios de bioequivalencia con 24 sujetos por
estudio afadiendo la variabilidad estandar los parametros cinéticos y a partir

Fdrmacos 'y 10 Var=10%
escenarios Low Variability
Cl=10L/h
t.‘;“a”;‘,‘,'c";s"’ IO Var=30% Producto Referencia
Ka=2h-1 High variability Alta velocidad disol.
High permeability 10 Var=10%
High Class | (BCS) Low Variability
solubility Cl=300L/h
Drug I—:igh intrinsic 1O Var=30% Kd=4h-1
+ clearance High variability Kd=2h-1
10 Var=10% Ka=1h-!
Low Low Variability Kd=0.5h"1
solubility CI=_10I__/r_1 Kd=0.25h""
drug commse Liovar=30% L
Ka=0.2h" High variability _
Low permeability 10 Var=10% 6 esce_znarlos
Class IIl (BCS) Low Variabilty ~ (formulaciones test)
CI=300L/h
Heh s L 10 Var=30% Km=10000
High variability Km=1
Lineal vs
2(HS-LS) * 2(HP-LP) * 2(HCI-LCI) * 2(HV-LV) tipos de farmacos no lineal

Figura 17. Resumen de algunos de los escenarios utilizados para la simulacion de los ensayos de bioequivalencia
que incluyen las 4 clases del BCS, dos niveles de aclaramiento intrinseco, dos niveles de variabilidad, escenarios
en situacion lineal o no y diferentes calidades de la formulacion problema.
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de las curvas se establecio el cociente entre los parametros de interés, es decir
Cmax y AUC de los dos analitos a fin de determinar cual de los dos detectaba
antes la pérdida de calidad de la formulacion problema.

Adicionalmente todas las simulaciones se repitieron en condiciones de
dosis multiples tras alcanzar el estado estacionario.

La novedad de estas simulaciones es que el modelo cinético utilizado es
mas préoximo a la realidad fisioldgica y se ha estudiado de manera simultanea
factores que en las simulaciones previas se analizaron de manera separada
como el alto o bajo aclaramiento intrinseco o diferentes valores de fraccién
absorbida.

Las conclusiones fundamentales de todas estas simulaciones corro-
boraron que en la mayoria de los casos el farmaco padre en disefio a dosis
Unica es el mejor analito que refleja la calidad de la forma farmacéutica. No
obstante, se detectaron escenarios particulares como los farmacos con bajo
aclaramiento intrinseco en situacion no lineal en los que el estado estacionario
es el diseno de eleccion con el farmaco padre como analito. Los resultados de
los diversos escenarios pueden consultarse en la bibliografia relevante sobre
este tema incluida al final de este documento.

El intestino in vitro

Los ensayos de disolucion de formas farmacéuticas se han usado de
manera rutinaria para el control de calidad de las mismas, aunque dichos en-
sayos, en aparatos descritos en las farmacopeas -como el aparato de cestillos
0 paletas-, no necesariamente permiten predecir el comportamiento in vivo.
Estos dispositivos no reflejan las caracteristicas fisiolégicas del tracto gastroin-
testinal, como los volumenes de fluidos o los cambios dinamicos de pH. En las
Ultimas décadas con objeto de obtener dispositivos capaces de mimetizar la
disolucién en el intestino humano se han desarrollado diversos aparatos entre
los que destaca el simulador gastrointestinal (GIS) de la Universidad de Michi-
gan que se representa en la Figura 18

El dispositivo contiene 3 camaras de disolucion que simulan el estoma-
go, duodeno y yeyuno y dos reservorios de secreciones gastricas y duodena-
les. Las secreciones se bombean a 1 ml/min. El estémago se vacia en el duo-
deno con una cinética de primer orden de semivida 13 min. El volumen del
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duodeno se mantiene constante en 50 mL mediante la trasferencia de su con-

Bombas peristaltica:

Secrecion
gastrica

Secreciones
duodenales

Estomago Duodeno Yeyuno

Figura 18. Estructura del simulador gastrointestinal GIS.

tenido al yeyuno. El sistema se mantiene bajo agitacion discontinua y atempe-
rado a 37°C. El pH se monitoriza en las 3 camaras.

Este dispositivo permite simular la disolucién en estbmago en un volu-
men de fluido mas parecido al contenido del estémago tras ingerir un vaso de
agua, el vaciado del fluido y las particulas en suspension en el duodeno con
el cambio de pH consecuente (por la neutralizacion gracias a las secreciones
duodenales) y su posterior transito a yeyuno. El transito entre los tres compar-
timentos y los cambios de pH dinamicos son especialmente importantes para
simular la disolucion in vivo de bases débiles que pueden sufrir fendbmenos de
sobresaturacion tras el vaciado gastrico y posterior precipitacion en intestino.

En la siguiente Figura se muestra como las fracciones disueltas en las
tres camaras permitieron mediante convolucién matematica predecir los nive-
les plasmaticos de posaconazol de diferentes formulaciones de esta base tras
su administracién en voluntarios sanos
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Figura 19. Niveles plasmditicos de tres formulaciones de posaconazol en comprimido, suspension neutra y sus-
pension acidificada en voluntarios sanos (grafica izquierda) y niveles plasmdticos predichos mediante convolu-
cion de las concentraciones disueltas in vitro en el dispositivo GIS.

Asimismo, ha sido posible reproducir la disolucion in vivo de la sal de
un acido débil: Desketoprofeno trometamol. Para este farmaco se disponia de
datos de dos ensayos de Bioequivalencia en humanos. En uno de los ensayos
se demostrd bioequivalencia pero en el otro la formulacion problema fallo el
ensayo. Como se observa en la Figura 20 las fracciones disueltas en la camara
yeyuno del GIS se corresponden con las fracciones absorbidas calculadas a
partir de los niveles plasmaticos mediante deconvolucién. Las fracciones di-
sueltas y absorbidas son practicamente superponibles.

Similar capacidad predictiva del comportamiento in vivo se ha demos-
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Figura 20. Fracciones disueltas in vitro en el dispositivo GIS en yeyuno (grafica derecha) y fracciones absorbidas
calculadas a partir de los niveles plasmdticos de dos estudios de bioequivalencia.
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trado para otros principios activos como dipiridamol’, ketokonazol, itracona-
zol™ o dasatinib’.

Las repercusiones practicas del desarrollo de estos sistemas para la
industria farmacéutica son notables dado que suponen una herramienta de
desarrollo de formulaciones a fin de seleccionar aquellas con predicciones de
un mejor rendimiento in vivo y en el caso de validarse la correlacion in vitro-in
vivo como las mostradas en los ejemplos el ensayo de disolucion permitiria el
remplazo del estudio de bioequivalencia en humanos segun se describe en las
guias de la EMA 'y la FDA.™

Ill.- Observando en directo el intestino

Estudios de intubacién en humanos

El disefio de un dispositivo que mimetice el proceso de disolucion intes-
tinal requiere un detallado conocimiento de las variables fisioldgicas implicadas
en el proceso. Para ello la observacion directa del mismo mediante estudios
de intubacion realizados en voluntarios sanos es una de las alternativas expe-
rimentales de eleccion. Con esta finalidad la FDA financié sendos proyectos
de investigacion dirigidos por la universidad de Michigan, uno centrado en el
estudio en humanos y otro en el dispositivo in vitro®. Se disefd un estudio cli-
nico para observar los procesos luminales mediante un tubo disefado al efecto
que permite simultdneamente la toma de muestras de fluidos intestinales y las
medidas manométricas de presion.

El andlisis de los fluidos luminales permite la determinacion de su pH a
cada tiempo de muestreo, la medida de la concentraciéon de farmaco en diso-

0 Matsui K, et al. Mol Pharm. 2017 Apr 3;14(4):1181-1189
11 TsumeY et al. Eur ] Pharm Sci. 2017:102:126-139
12 Matsui K, et al. | Pharm Sci. 2016,105(9):2804-2814.
13 TsumeYetal. Eur ] Pharm Sci. 2015;76:203-12.
14 Gonzalez-Garcia l. et al. Drug Dev Ind Pharm. 2015;41(12):1935-47

~

15 Innovations in Regulatory Science: In Vivo Predictive Dissolution(iPD) to Advance Oral Product Bioequiva-
lence (BE) Regulation : Grant reference HHSF 223201510157C
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lucion y total, la estimacion de la capacidad tamponadora de los fluidos y la
medida de la concentracion del marcador no absorbible administrado junto al
farmaco. Las medidas manométricas con el tratamiento adecuado permiten la
identificacion de la fase de motilidad, la identificacion de las contracciones fase
[l post dosis (la onda de vaciado géastrico) y la caracterizacion de otros indices
de motilidad.

El medicamento seleccionado para este estudio fue el lbuprofeno en
comprimidos orales de liberacion inmediata a una dosis de 800 mg que se
administré en ayunas y en presencia de una dieta liquida acompafiado de 250
ml de agua con una concentracién conocida de rojo de fenol como marcador
no absorbible. Se tomaron muestras de estbmago, duodeno y yeyuno durante
un periodo de 8 horas y en cada voluntario asimismo se midieron sus concen-
traciones plasmaticas durante el mismo periodo.

El estudio de la evolucion de las concentraciones de rojo de fenol en los
tres segmentos intestinales permiti6 mediante un modelo matematico mostrar
que el estbmago no se comporta como un Unico compartimento homogéneo
a partir del cual se produce en vaciado mediante una cinética de primer or-
den. Esta estructura es la implementada en la mayor parte de programas de
modelado cinético fisiolégico. En el estudio se observo que desde la primera
toma de muestra la concentracion de rojo de fenol observada en estdmago se
encontraba muy por debajo de la concentracién administrada mientras que en
duodeno se observaba una aparicion casi inmediata de concentraciones muy
elevadas.

Después de construir modelos compartimentales de complejidad cre-
ciente se demostrd que el que mejor reproducia los resultados experimentales
era un modelo de estbmago con dos compartimentos, cuerpo y antro y una
porcion del fluido ingerido que se vaciaba de manera rapida en duodeno sin
transitar por cuerpo y antro. A esta porcion del flujo se la denominé “Bypass”.
Un fendmeno similar se habia observado en presencia de alimentos, pero nun-
ca hasta ahora se habia descrito en ayuno. En la Figura 21 se observa las con-
centraciones de Rojo fenol experimentales en los tres segmentos, los valores
predichos por el modelo y la estructura del mismo.

Se observo adicionalmente que la fraccion de fluido que escapaba ra-
pidamente hasta el duodeno dependia de la fase de motilidad del voluntario
considerado. Aquellos voluntarios que presentaron tiempos hasta la fase 3 de
contracciones gastricas de vaciado post dosis (TMMC) méas cortos, es decir
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estaban en un periodo de motilidad alta, tuvieron fracciones de bypass mas
elevadas. La aplicaciéon practica de este modelo ha consistido en el calculo
(indirecto a través de las concentraciones de rojo fenol) de los volumenes de
fluidos en cada compartimento y su evoluciéon con el tiempo. Esta informacion
se incorporara en el simulador gastrointestinal (GIS) para optimizar las veloci-
dades de flujo de las bombas y la geometria de los compartimentos in vitro.

Model 8 Fasted- :

* Stomach Reactor with two vesselsin series and with
Bypass Vessel (“magenstrasse”)

+ Duodenum and jejunum reactors in series

Parameter Average| SD CV% di
t1/2(min) Antrum | 10.95 | 8.84 | 80.77 8
t1/2(min) Body | 17.63 | 16.73 ] 94.85| 15
t1/2(min) Bypass 7.11 6.59 | 92.67 | 4.1
t1/2(min) Duode. | 8.17 | 13.01 [159.25| 2.3

Water in (zero order)

Kl transit t1/2(min) Jejunum | 20.11 | 18.94 | 94.2 15.4
firstorder) fraction Bypass | 0.39 | 0.35 [ 89.31| 0.2
lag time (min) | 12.27 | 10.93 | 89.08 | 14

“Bypass” Flow Fasted ‘ ‘
/ Water out (first order)
Groated by hunotika
from the Noun Project - Modified by M8 Average N— Stomach_pred
120
- e Duodenum_pred fbypass vs TMMC
=) ]
£ 10 £, \ Concentration Jejunum_pred i
s b = Jejunu =
Tpiy o administered s oo e v=O3TIeL064
c ) Stomach § 06 R?=0.5526
0
B Duodenum 29
H 02 .
4 P Y
g 0 Jejunum 00
5 00 05 10 15 20 25 30 35
- ™MC
0 2 3 4 5 6 7 8
Time h

Figura 21. Estructura del modelo cinético compartimental diseiado para explicar la evolucion de las concentra-
ciones de rojo fenol en el estomago, duodeno y yeyuno de voluntarios bumanos. Se muestran los parametros de
velocidad de transito en forma de semividas y la fraccion de fluido que escapa rapidamente hacia el duodeno.
Dicha fraccion estd relacionada con la fase de motilidad del voluntario.

Respecto al Ibuprofeno, se consiguieron datos de concentraciones en
estémago, duodeno, yeyuno y plasma para cada voluntario y se realizd un ana-
lisis preliminar para explorar la relacién entre la disolucion in vivo y las variables
fisiologicas que se midieron simultaneamente como pH, motilidad y capacidad
tamponadora de los fluidos.

El andlisis preliminar mostro una clara asociacion entre las concentra-
ciones disueltas de Ibuprofeno en intestino y la evolucion temporal del pH en
cada segmento. Por otra parte, por primera vez se demostré a través de datos
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in vitro que las velocidades de absorcién en plasma son proporcionales a las
concentraciones disueltas del farmaco que determinan el gradiente para la di-
fusién a través de la membrana intestinal.

En la Figura 22 se observa la evolucion temporal de los valores de pH
promedios en duodeno y yeyuno representados junto a las concentraciones
promedias de ibuprofeno disuelto en ambos compartimentos. En la grafica de-
recha se superponen los valores de pH promedios en intestino, las concentra-
ciones promedias en intestino y las velocidades de absorcion obtenidas por
deconvolucion desde los niveles plasmaticos. La linea vertical indica el tiempo
al que en promedio se produce la onda de vaciado gastrico y se observa que
las concentraciones maximas tanto en intestino como en plasma se producen
tras ese instante indicando que el vaciado determina la llegada de una fraccion
importante de la dosis al intestino en ese instante en donde el pH para su diso-
lucién es mas favorable gracias a la coordinaciéon del complejo motor-secretor.

En resumen, este estudio ha permitido demostrar por primera vez de

65 180
—-— Conc. Duodenum .
- i IBUPROFEN exploratory data analysis
M\ 140
I
[N 120
55 | a3
/)T"(\(-A\ w0 §
z A BN P, =
. 78 o RN ¥ o 2
=9 IAY ! T\ S
\\ Q\ ;f( \\\ ///F\él 4 \\ . Average abs Rate Vs Average Concentration
A &——=
45 ‘A’h o “,{/ - Average TMMC.
I’ \\Jr 20 60 250
£
40 0 58 .
0 2 4 6 8 "
time hours -
2 150 2
s4{ B g
8 g
E521 3 100 £
& g
50 13
65 180 3 0 8
—-&—  PH_Jejunum 48
—e— ConcJejunum 160
L ,A\‘\ Lo 48 o
Average THMC
!
/ \ e 120 “
] W N B » 0 2 4 6 s
= f" \\// - r100 %, time hours
z | -
! 80 s
5.0 o
/ Fe0
45 40
k20
40 [}
0 2 4 B 8
time hours

Figura 22. Andlisis preliminar de las concentraciones intestinales de ibuprofeno y pardametros fisiolégicos como
el pH y la motilidad.
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manera experimental que la disolucion in vivo del ibuprofeno (farmaco clase 2
acido) depende dl pH de los fluidos luminales y de la fase de motilidad en el
momento de la administracion. En particular, la onda de vaciado en fase lll
(“housekeeper wave”) determina la llegada de una fraccion importante de la
dosis del farmaco en estado solido al intestino delgado donde su disolucion
genera la fuerza motriz para la absorciéon. Esta informacion, junto con los para-
metros obtenidos en el modelado cinético de los datos serviran para la mejora
del simulador gastrointestinal in vitro (GIS) asi como de los programas de mo-
delado cinético-fisiolégico.
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B. El cerebro, la fortaleza derrotada.

El acceso de un farmaco o de un componente funcional al Sistema Ner-
vioso Central (SNC) puede ser vital si su receptor diana se encuentra alli loca-
lizado o por el contrario, un fendbmeno no deseable si dicha sustancia origina
efectos secundarios a nivel cerebral. La efectividad de los nuevos principios
activos y nutracéuticos se relaciona directamente con su interaccion con la
barrera hematoencefalica (BBB) y su acceso a rutas bioquimicas a nivel central.

Del mismo modo que en la actualidad ya se dispone de modelos in vitro
capaces de simular otras barreras fisiolégicas como la gastrointestinal o la
membrana del epitelio renal, también se han realizado numerosos intentos de
encontrar modelos in vitro para la BBB cuya estructura fisiolégica se muestra
en la Figura 23. Generalmente se trata de cultivos de células endoteliales cere-
brovasculares de diversos animales como ratas, cerdos, ovejas, vacas y tam-
bién humanas. Si bien estos cultivos son complejos y laboriosos, presentan
elevada variabilidad y las uniones intercelulares in vitro no presentan la misma

Ependyma Choroid plexus
Astrocytes Neurons
Astrocyte

csF ¢

Pericyte
n s \ Efflux
oy ‘ transporter
Bloo"
Infflux ) /é.
transporter \\ r \

Tight

Endothelial

. junction
Snd}ifhehfﬂ cells Endothelial cells cells
rain capillary Choroid plexus capillary
Blood-Brain barrier Blood-CSF barrier

Figura 23. Esquema de la Barrera hematoencefdlica (BBB) y de la Barrera sangre-fluido cerebroespinal (CSF)
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integridad que in vivo.

Los cultivos celulares presentan diversas ventajas para el estudio de la
penetracion a nivel del SNC de xenobidticos entre ellas la reduccion del tiempo,
coste y controvertida experimentacion animal y la posibilidad de automatizar
los ensayos para integrarlos en sistemas de alta capacidad de cribado (high-
througput screening) que se utilizan en la industria farmacéutica para discernir
entre cientos de candidatos posibles.

Modelos in vitro

Los parametros relevantes para establecer el grado de acceso de un
farmaco al SNC son la permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica
(o el producto PS) la fraccion libre en plasma, fu (disponible para atravesar la
barrera), el volumen de distribucion en el SNC, Vu y el coeficiente de reparto
cerebro/plasma (cociente de las concentraciones correspondientes, Kp) y su
logaritmo (Log BB) Estos parametros requieren tres sistemas experimentales
diferentes para su determinacion dificultando el cribado rapido de moléculas.
Uno de los objetivos de nuestra investigacion se centra en desarrollar un siste-
ma experimental modificado, basado en las monocapas celulares que permita
predecir simultaneamente PS, fu, Vu y Kp.

El coeficiente Kp se usa habitualmente como indicativo de la magnitud
de acceso al SNC, sin embargo, Kp representa el reparto del farmaco a cere-
bro y no necesariamente es indicativo de las concentraciones de farmaco libre
en fluido intersticial (Kp uu) que es el parametro de interés farmacoldgico.

Con el fin de obtener los valores de Kp uu a partir de los datos de Kp y
de fraccion libre fu es necesario un tercer parametro Vu brain segun la siguien-
te ecuacion:

brain

2 brainISF 2 brain

K,
Kp,uu = Cu = Vo _ P
Cu: plasma Cp : f u f u- Vu’bmm

Ecuacion 2
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Donde Vu brain representa el volumen aparente de distribucion o en
otras palabras la relacion entre la cantidad de farmaco en cerebro (A brain) y
la concentracion libre de farmaco (su interpretacion as analoga al Volumen de
distribucion aparente Vss en farmacocinética donde no representa un volumen
acuoso real sino el cociente entre cantidad en organismo y concentracion plas-
matica en estado estacionario). Ello implica que para obtener valores de Kp uu
y PS son necesarios cuatro sistemas experimentales, uno para Kp otro para fu,
otro para Vu brain y otro para PS."6"

El esquema del sistema in vitro propuesto por nuestro grupo utilizando
monocapas Caco-2, MDCK y MDCK-Mdr1 se muestran en la siguiente Figura
24,

Apical side
& 5 5
Plasga Standard Albuminin Brain homogenate
o o, apical in basolateral
< | ~ A
X \‘ = ‘ ©
e 3 S e e
© ‘i ] S
al & e 0000000000000 0000000000000000
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% Brain C -C _ C
u,plasma — “total - fu,plasma * Ltotal = fu,brain : Ctotal

Figura 24. Esquema del sistema con monocapas celulares propuesto como modelo de la BBB

Experimentos estandar. En un experimento in vitro en monocapas ce-
lulares estandar o clasico se realizan estudios en ambas direcciones, desde la
camara basal a —apical (Pba) y de apical a basal (Pab).

Experimentos en presencia de albumina. La concentracién de albu-
mina es de 4% para que esté en porcentaje similar a la sangre humana. La so-
lucién de farmaco con albumina se coloca en la camara apical (compartimento
de la sangre). Estos experimentos de transporte en presencia de albumina se

16 De Lange EC. The mastermind approach to CNS drug therapy: translational prediction of human brain
distribution, target site kinetics, and therapeutic effects. Fluids and barriers of the CNS, 2013; 10(1): 12.

17 Fridén M, Gupta A, Antonsson M, Bredberg U, Hammarlund-Udenaes M. In vitro methods for estimating un-
bound drug concentrations in the brain interstitial and intracellular fluids, Drug metabolism and disposition:
the biological fate of chemicals, 2007: 35(9):1711-9.
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llevan a cabo en las células MDCKIl y MDCKII-MDR1 en direccion AB.

Experimentos con homogeneizado de cerebro. El homogeneizado
de cerebro se mezcla con tampdn de fosfato (pH 7,4 180 mM) en diferentes
proporciones (1: 3; 1: 1 y 1: 4) para obtener la dilucién adecuada de homo-
geneizado de cerebro. El homogeneizado de cerebro se coloca en la camara
basolateral en los experimentos con células MDCKIl y MDCKII-MDR1.

Cuando los experimentos se realizan al mismo pH en ambas camaras, el
ratio de la permeabilidad basal-apical (PBA) y permeabilidad apical-basal (PAB)
se puede utilizar para detectar la presencia de transportadores involucrados
en el paso de la sustancia a ensayar a través de la membrana. Se considera
que existe un transportador de secrecién involucrado en la paso del farmaco
cuando (PBA / PAB> 2) o mecanismos de transporte mediados por portadores
de absorcién (PBA / PAB <0,8).

La estimacion de los parametros relevantes a partir del modelo experi-
mental se realizd para un grupo de 10 farmacos del siguiente modo

e El parametro fu in vitro p se obtiene de la relacion de la permeabili-
dad obtenida en la direccion AB en los experimentos de albumina,
Papp ALB, y la permeabilidad en la direccién AB en el experimento
estandar, Papp A»B,

e El parametro fu in vivo p, esta relacionado con la concentracion
de farmaco no unido en el cerebro y la concentracion total en el
cerebro.

e El parametro fu in vitro, b se obtiene a partir de la relacion entre los
valores de permeabilidad aparente BA obtenidos en presencia de
homogeneizado, Papp HOM y Papp B»A la permeabilidad en la
direccion basal-apical de los experimentos estandar.

e El parametro Kp, uu se define como la relacién entre la concen-
tracion de farmaco no unido en el cerebro y la concentracion de
farmaco no unido en el plasma en estado estacionario.

Si la difusion pasiva es el Unico mecanismo implicado en el transporte
de farmaco a través de la membrana, Kp, uu es igual a 1. Si Kp, uu es inferior a
1, significa que hay un transportador implicado de favorecer el paso del farma-
co del cerebro a la circulacion sistémica mientras que si Kp, uu es mayor que
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1, significa que existe un mecanismo de transporte que favorece el paso del
farmaco de sangre al cerebro.

El parametro Kp vitro, uu puede definirse como la relacion entre las per-
meabilidades aparentes apical-basolateral y basolateral-apical que se obtienen
en los experimentos estandar.

Vu en el cerebro puede estimarse con la siguiente ecuacion
Vu, b = VECF + (1/fu, b) * VICF
Ecuacion 3

donde VECF es el volumen del fluido extracelular (liquido intersticial del
cerebro) y VICF es el volumen intracelular cerebro. Si el farmaco no se une a
ningun componente celular, fu, b es casi 1, y Vu, b es igual a VECF + VICF,
(cuyo valor es aproximadamente 0,8 ml ¢ gramo de cerebro-1) (0,2 ml ¢ gramo
de cerebro-1+0,6 ml e g cerebro-1). Del mismo modo, Vu, b es mayor que 0,8
ml e gramo de cerebro-1 cuando fu, b es pequefo.

Los farmacos utilizados en el estudio cubrian un ambito amplio de
lipofilia y de unién a proteinas plasmaticas y se disponia de datos in vivo en
humanos de los parametros a estudio.

La Figura 25 resume las relaciones in vitro-in vivo de los parametros
fu, Kp_uu y Vu y demuestra la capacidad del modelo propuesto de predecir
estos parametros in vivo.

I.- Caballos de Troya

Nuestro proximo objetivo con este modelo es su mejora, mediante la
expresion-en las células utilizadas-de transportadores y receptores presentes
en la barrera hemato-encefalica a fin de explorar la creacion de los llamados
“caballos de Troya”, es decir moléculas hibridas o compuestas por el farmaco
y un sustrato del trasportador-receptor de interés que son por tanto reconoci-
dos y trasportados al otro lado de la membrana donde se regenera el farmaco

5& Dra. Marival Bermejo Sanz



(mediante hidrdlisis, por ejemplo). Esta estrategia se ha utilizado con éxito en
otras barreras como la intestinal, donde los denominados “profarmacos” han
permitido el incremento de la fraccion oral absorbida de moléculas con escasa
capacidad de absorcion por sus desfavorables propiedades fisico-quimicas.

Acceso al SNC: Cruzando la BBB

fu,p
1
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Figura 25. Resumen de los resultados experimentales obtenidos en el nuevo modelo in vitro propuesto de BBB. Las
tres correlaciones in vivo-in vitro obtenidas para fu, Kp _uu y Vu muestran la capacidad predictiva del sistema.

Un ejemplo de esta estrategia que planeamos utilizar en la BBB y se apli-
cO con éxito en la barrera intestinal se muestra a continuacion para ilustrar este
concepto.

En la Figura 26 se muestra la estructura quimica de la Floxuridina y Gem-
citabina y del dipéptido utilizado para sintetizar sus dos profarmacos. Las molé-
culas originales debido a sus caracteristicas fisicoquimicas poseen una permea-
bilidad por difusién pasiva escasa lo que determina una biodisponibilidad oral
baja. El objetivo de esta sintesis de derivados con un dipéptido era incrementar
la permeabilidad a través del concurso del transportador de péptidos PEPTH.

Ambos profarmacos fueron capaces de incrementar la permeabilidad en
células Caco-2 de manera significativa, tanto por incremento del componente
difusional como por su afinidad por el trasportados de péptidos PEPTT.
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Figura 26. Profdrmacos de Gemcitabina y Floxuridina con afinidad por el transportador de péptidos PEPTI que
demostraron incrementar la permeabilidad tanto in vitro en célulasCaco-2 como in vivo en ratones18

Estos alentadores resultados en el modelo in vitro se confirmaron me-
diante ensayos in vivo en ratones. Al administrar los farmacos y los profarmacos
por via oral a ratones se encontrd una perfecta correlacion entre las permea-
bilidades de los profarmacos y el incremento en los niveles plasmaticos con
respecto a las moléculas originales’. Muchos otros receptores endoteliales se
estan explorando con prometedores resultados’™.

18 TsumeY, Borras Bermejo B and Amidon GL. The dipeptide monoester prodrugs of floxuridine and gemcita-
bine-feasibility of orally administrable nucleoside analogs Pharmaceuticals (Basel). 2014 ;7(2):169-91.

19 Julia V. Georgieva ]V, Hoekstra D and Zuhorn IS. Smuggling Drugs into the Brain: An Overview of Ligands
Targeting Transcytosis for Drug Delivery across the Blood-Brain Barrier. Pharmaceutics 2014, 6(4), 557-583
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3.- Conocimiento sin fronteras:
|.a biofarmacia como herramienta
de desarrollo social.

La investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos es un proceso
complejo y lento con un coste estimado de 1000 millones de ddlares y una du-
racion promedia de 12 a 15 afos. Por ello, la probabilidad de tener éxito en la
busqueda de nuevas moléculas eficaces y seguras es muy baja y es asequible
de manera casi exclusiva a las industrias farmacéuticas fuertes y competitivas
de las grandes economias mundiales. No obstante, la industria farmacéuti-
ca latinoamericana es un eje de desarrollo esencial, no solo por su potencial
econdmico sino como garante del acceso a la poblacion de medicamentos de
calidad, pero simultaneamente accesibles econdémicamente.

La comercializacion de un medicamento seguro y de calidad requie-
re tres actores: la industria, las autoridades regulatorias y las instituciones de
investigacion publicas o privadas, entre ellas las universidades como genera-
doras del conocimiento. Las leyes y normativas referentes al medicamento
deben desarrollarse sobre bases cientificas y es esencial, asimismo, que estén
armonizadas, a fin de facilitar la existencia de mercados comunes como motor
econdémico y mecanismo de integracion regional.

La estrategia para armonizar regulaciones en el area del medicamento
es formar un grupo de profesionales que, con un lenguaje comun, desarrollen
su actividad en la industria o en instituciones reguladoras gubernamentales
para garantizar que los estandares exigidos son desarrollables por la industria
y evaluables con conocimiento por las autoridades.

Sobre esa idea el Instituto de Salud Publica de Chile en la persona de
la Dra. Regina Pezoa inici6 en el afio 2003 cursos de formacion dirigidos a sus
propios miembros, pero también a profesionales en industria farmacéutica y
universidad en aspectos como la estabilidad de medicamentos o la evaluacion
biofarmacéutica. Se desarrollaron asi los programas de biofarmacia BP1, BP2,
BP3 y BP4 y otros cursos homodlogos en Santiago, Valparaiso, Vifias del Mar,
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Iquique, San José de Costa Rica, Brasilia, Sao Paulo, Asuncion, que permi-
tieron no solo la capacitacion de cientos de profesionales latinoamericanos
sino también la creacion de una red de contactos entre los docentes y sus
instituciones. Ese grupo de trabajo se ha consolidado finalmente en una Red,
la Red Biofarma como herramienta de un proyecto de cooperaciéon al desarro-
llo financiado por el Programa Alfa iii de la Comision Europea. El objetivo de la
Red Biofarma es continuar con la estrategia iniciada con los BP’s a través de
los programas de formacion e investigacion propuestos y dejar consolidados
en las universidades participantes grupos cientificos (destinatarios) que sigan
ofertando esa formacién a las futuras generaciones de farmacéuticos y otros
profesionales de la salud. Seria deseable que la Red pueda extenderse, a tra-
vés de nuevos proyectos, a otros paises de América Latina; contribuyendo asi
a elevar la competencia de la industria farmacéutica local y su impacto en los
sistemas de salud latinoamericanos y en su poblacion en general (beneficiarios
finales).

De forma general, como se esquematiza en la Figura 27, los resultados
alcanzados en el proyecto Red-Biofarma quieren favorecer la armonizacion re-
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Figura 27. Objetivos generales de la Red Biofarma que utiliza los programas de formacion como berramienta de
fortalecimiento de la industria farmacéutica en América Latina.
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gulatoria en el campo de la bioequivalencia a través de la implementaciéon de
los criterios cientificos del sistema de clasificacion biofarmacéutica (BCS), ace-
lerando la llegada al mercado de medicamentos genéricos (multifuente) de ca-
lidad contrastada y accesibles, contribuyendo a solucionar problemas socia-
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Figura 28. Beneficios de la clasificacion de principios activos segiin el BCS con repercusion en diferentes aspectos
relacionados con el desarrollo y distribucion de medicamentos.

les, beneficiando la salud y la calidad de vida de la poblacion y reforzando la
competitividad de la industria farmacéutica de América Latina.

De manera paralela al desarrollo de los Cursos Internacionales de Bio-
farmacia promovidos por el ISP en Chile, la Agencia Espafola de Coopera-
cién Internacional apoyd a través de 3 proyectos de investigacion la forma-
cién docente en Biofarmacia y el equipamiento de un laboratorio de quimica
computacional en la Universidad Central de Las Villas en Cuba que fortalecio
la colaboracion existente e impulsé el desarrollo de una linea de trabajo de co-
rrelaciones estructura absorcion orientada al disefio racional de nuevos candi-
datos a farmacos en enfermedades de alto impacto social. El Profesor Miguel
Angel Cabrera Perez, investigador principal del grupo Cubano fue a su vez uno
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de los promotores y redactores del proyecto RedBiofarma. 2°

Todas estas actividades formativas se han materializado en la edicion de
dos libros, uno en formato CD_Rom editado por la Drug Delivery Foundation?’
y otro electronico de la editorial electronica de la Universidad Miguel Hernan-
dez.??

La relevancia de garantizar la accesibilidad de las medicinas que cum-
plan los estandares de calidad y bioequivalentes al producto que demostré efi-
cacia clinica en la fase 3 pre-comercializacion es un punto en las lineas estraté-
gicas de la Organizacién Mundial de la Salud que ha iniciado recientemente un
proyecto encaminado a la clasificacion experimental de los farmacos incluidos
en la lista de medicamentos esenciales en formas orales e liberacion inmediata.

El primer paso de este proyecto es la determinacion dela solubilidad de
las sustancias para lo que ha sido necesario definir un protocolo experimental
que permita armonizar los resultados en diferentes laboratorios. Nuestro la-
boratorio participd en la validacion inicial de este protocolo y en la actualidad
estamos determinando la solubilidad de 15 nuevos compuestos. Aquellos que
demuestren alta solubilidad (es decir sean clase 1 o 3 del BCS) podran be-
neficiarse en el futuro de la posibilidad de demostrar bioequivalencia in vitro,
evitando innecesarios ensayos en humanos con las consecuencias éticas y
econdmicas correspondientes. En la Figura 29 se resumen todos los beneficios
derivados de la aplicacion del BCS en el desarrollo de medicamentos orales.

20 Proyectos financiados por la AECI Referencias: D/024153/09. B/020808/09; B/020808/08
21 bttp:/fwww.ddfint.org/modern-biopharmaceutics
22 butps:/leditorial.edu.umb.es/2015/05/24/metodologias-biofarmaceuticas-en-el-desarrollo-de-medicamentos/
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4 .- Nuestras barreras futuras

El avance en las ciencias biofarmacéuticas se ha centrado hasta el mo-
mento en el desarrollo de modelos que reflejan el intestino humano adulto y
sano y la barrera hematoencefdlica sana. Este es el punto de partida para
analizar las alteraciones que se producen en la membrana intestinal y cerebral
en diversas patologias desde el Crohn hasta el Alzheimer. Las alteraciones pa-
toldgicas de los volumenes de fluidos intestinales y su composicién, diferentes
patrones de motilidad y cambios en la permeabilidad de la barrera son aun
terreno por explorar y traducir a modelos in vitro. En el caso de la BBB también
necesitamos indagar sobre las alteraciones en su composicion, expresion de
transportadores y resistencia difusional.

Otro aspecto de nuestro interés es el desarrollo de modelos in vivo e
in vitro de grupos de poblacién concretos como la poblacion pediatrica. Las
especiales caracteristicas de la barrera intestinal y de la fisiologia cambiante
del tracto gastrointestinal durante el desarrollo requeriran, no uno, sino varios
modelos que reflejen los distintos grupos de poblacion infantil desde los recién
nacidos, los neonatos a los lactantes, nifos y adolescentes.

Estas diferencias hacen necesaria la redefinicion del Sistema de Clasi-
ficacion Biofarmacéutica para cada uno de los grupos de edad. Es necesario
definir los nuevos criterios de clasificacién, ya que por ejemplo el volumen de
250 mL para la clasificacion de solubilidad no corresponde con los volumenes
en el intestino infantil y a su vez necesitamos determinar los factores limitantes
de la absorcién en cada grupo pediatrico. Este aspecto es de gran importancia
en formulacion magistral extemporanea ya que para garantizar el comporta-
miento similar de distintas formulaciones seria deseable estandarizar aquellas
cuyos principios activos estén limitados por la disolucién. Nuestro grupo de
investigacion esta trabajando ya en la definicion de un nuevo BCS pediatrico.

Por otra parte, el paradigma del desarrollo farmacéutico esta cambian-
do en los ultimos anos de la produccion centrada en el “paciente promedio” al
disefio centrado en grupos de pacientes concretos. La opinidn de los pacien-
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tes y cuidadores, que conocen de primera mano sus preferencias, necesida-
des, dificultades para la toma de la medicacion y capacidad de cumplimiento,
se toma cada vez mas en cuenta por parte no sélo de la industria farmacéutica
sino también de las agencias reguladoras?®.

Como ejemplo cabe mencionar que la administracion de medicamentos
orales se adapta en ocasiones a estas necesidades especiales con alternativas
no contempladas durante el desarrollo clinico. Ante nuestra recomendacion de
que los medicamentos que se toman en ayunas se acompanen siempre con un
vaso de agua, se nos planteo la dificultad de algunos pacientes geriatricos para
la ingesta de liquidos. Muchos de ellos experimentan problemas de deglucion
que suelen paliarse con el uso de viscosizantes con la medicacion triturada sin
que apenas tengamos nociones de las posibles alteraciones que ello podria
conllevar en la biodisponibilidad. Esta linea de investigacién sugerida por la
Dra. Marival Borras-Bermejo es un ejemplo de didlogo entre investigadores
farmacéuticos y médicos de atencion primaria y de la necesaria y positiva co-
laboracion entre los distintos profesionales de la salud. En este caso la apro-
ximacion desde el BCS puede guiar en la toma de decisiones para predecir
cambios negativos en la absorcion y disefiar estrategias que los eviten. A dia de
hoy estamos explorando la influencia de los viscosizantes habituales en la libe-
racion y disolucion de medicamentos frecuentes en pacientes geriatricos para
establecer en funcion de la clase BCS del principio activo si estas alteraciones
pueden o no tener consecuencias clinicas.

23 butps:/lwww.fda.gov/drugs/development-approval-process-drugs/cder-patient-focused-drug-development
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5.- Conclusiones

La via oral es la mas usada vy fisiologica y la mejor aceptada por los
pacientes. Para la mayor parte de principios activos, seria deseable que fuera
posible el desarrollo de formulaciones orales en particular en patologias créni-
cas. Ello requiere disponer en la etapa de descubrimiento y desarrollo de mé-
todos experimentales capaces de predecir la capacidad de absorcion intestinal
de la molécula, sus mecanismos de trasporte y su lugar de liberacion éptimo.
Adicionalmente, se deben caracterizar su solubilidad y velocidad de disolucién
desde la forma farmacéutica a fin de caracterizar los factores limitantes en su
absorcion gastrointestinal. Los modelos experimentales de estudios de perfu-
sion en animales y los estudios in vitro en monocapas de células epiteliales han
demostrado una capacidad predictiva adecuada para farmacos que se absor-
ben por difusion pasiva. La determinacion de la permeabilidad intestinal es uno
de los parametros necesarios para la clasificacion de farmacos segun el BCS 'y
el establecimiento de aquellos casos en los que es factible la determinacién de
la bioequivalencia mediante ensayos de disolucién in vitro.

Por otro lado, cuando existe un transportador implicado en la permea-
cién, el adecuado modelado matematico del proceso de transporte permite
maximizar la informacion obtenida a partir de resultados experimentales y es-
calar adecuadamente los parametros de un modelo in vitro a la especie huma-
na.

El desarrollo de modelos in vitro de la barrera intestinal ha servido de
guia para desarrollar modelos celulares de otras barreras como la hematoen-
cefalica que al tener condicionantes diferentes requieren modificaciones de
las condiciones experimentales. Con el adecuado disefio experimental y tra-
tamiento matematico es posible predecir in vitro los parametros claves para el
acceso al sistema nervioso central.

El uso del modelado matematico y la biosimulacion es, asimismo, una
herramienta Util en el disefio de ensayos clinicos como por ejemplo los ensayos
de bioequivalencia en humanos a fin de garantizar sus posibilidades de éxito
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cuando las formulaciones son realmente equivalentes (reducir riesgo beta e
incrementar la potencia de la prueba) y asegurar la deteccién de formulaciones
biolnequivalentes.

El mayor conocimiento de la fisiologia gastrointestinal nos ha permitido
identificar los factores relevantes para la absorcion de medicamentos y plas-
marlos en modelos de disolucion intestinal in vitro que sirvan de herramientas
de desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas y que puedan disminuir e
incluso remplazar los ensayos de bioequivalencia en voluntarios sanos.

Finalmente, la implementacién en las normativas reguladoras del medi-
camento de criterios con sdélidas bases cientificas es un paso necesario para
garantizar la accesibilidad de medicamentos de calidad contrastada con un
uso 6ptimo de los recursos necesarios.

En resumen, la Biofarmacia y la Farmacocinética han llevado al principio
activo de la pildora dorada, mas alla de la barrera intestinal y han proporcio-
nado herramientas para transformarla en multitud de alternativas tecnoldgicas
que garantizan no solo un dulce sabor, como antafio, si no también el 6ptimo
resultado terapéutico.
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