UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO
DE HIDALGO

Instituto de Ciencias de la Salud

INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD Area Academica de Farmacia

AREA ACADEMICA DE FARMACIA

APLICACION DEL METODO DE VELOCIDAD DE EXCRECION DE
NANOPARTICULAS (AuNPs Y Au-LAN) MEDIANTE LA
SIMULACION IN VITRO PARA LA DETERMINACION DE

PARAMETROS FARMACOCINETICOS
Tesis

Para obtener el titulo de Licenciada en Farmacia

Presenta

Cruz L6pez Sandibel

DIRECTOR

Dra. Eva Maria Molina Trinidad

Pachuca de Soto, Hgo. 2014



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO
DE HIDALGO

Instituto de Ciencias de la Salud

INSTITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD Area Academica de Farmacia

AREA ACADEMICA DE FARMACIA

APLICACION DEL METODO DE VELOCIDAD DE EXCRECION DE
NANOPARTICULAS (AuNPs Y Au-LAN) MEDIANTE LA
SIMULACION IN VITRO PARA LA DETERMINACION DE

PARAMETROS FARMACOCINETICOS
Tesis

Para obtener el titulo de Licenciada en Farmacia
Presenta
Cruz L6pez Sandibel
DIRECTOR
Dra. Eva Maria Molina Trinidad
CODIRECTOR
LQC. Nora Mayte Villegas Balderas

Pachuca de Soto, Hgo. 2014



INDICE

2.1
211
2111

2.1.1.2

2.1.1.3
2.1.14
2115
2.1.1.6
2.1.1.7
2.1.2
2121
2.1.3
214

2141

INDICE

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE TABLAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMEN

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

Farmacocinética

Absorcion

Paso de los farmacos a través de las membranas bidlogicas

Mecanismo por los cuales los farmacos atraviesan las
membranas

Filtracion a través de poros

Difusién pasiva directa

Difusion facilitada

Transporte activo

Endocitosis y exocitosis

Biodistribucién

Transporte de los farmacos en la sangre
Metabolismo

Excrecion

Excrecién renal

Vi
vii

viii

10
11
12
13

13



21412
21413
214131
214132
2.1.4.2
21421
2.3

231

2.4
241
2.4.2
2.4.3
244
245
2.5
2.6

VI.
6.1

6.2

Riego sanguineo de las nefronas
Filtracion glomerular

Secrecion tubular

Reabsorcion tubular

Cinética de eliminacion

Cinética lineal y no lineal

Nanoparticulas de oro

Propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas de oro

(AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN
Parametros farmacocinéticos
Constante de eliminacion (ke)

Tiempo de vida media (t1/2)

Volumen de distribucién (Vd)
Depuracién (CL)

Tiempo de maxima excrecionn (Tmax. exc)
Monitoreo de muestras

Método de velocidad de excrecion
JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICO
METODOLOGIA

Productos y reactivos

Equipo

14
16
17
17
18
18

19

23
24
24
24
25
25
26
26
29
31
32
33
33
33



6.3

6.3.1
6.3.2

6.4

6.5

6.5.1
6.5.2
6.5.3
6.5.4
6.5.5
6.6

6.7
VII.

7.1.

7.2

7.3

7.4

Obtencion de la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPSs)
(Método de Turkevich-Frens) y del conjugado AuNPs-LAN

Nanoparticulas de oro (AuNPS)
Conjugado AuNPs-LAN (AuNPs-LAN)

Determinacion del perfil farmacocinético siguiendo una
simulacion in vitro de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del
conjugado AuNPs-LAN

Determinacion de parametros farmacocinéticos
Calculo de la constante de eliminacion (ke)
Célculo del tiempo de vida media (t12)

Célculo del volumen de distribucion (Vd)
Calculo de la depuracion (CL)

Tiempo de méaxima excrecion (T max. exc.)

Método de velocidad de excrecion in vitro de nanoparticulas de
Oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN

Analisis estadistico (Prueba Q de Cochran)
RESULTADOS

Sintesis de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado
AuNPs-LAN

Comportamiento in vitro de las nanoparticulas de oro (AuNPSs) y
del conjugado lanredétido (AuNPs-LAN).

Evaluacion de la excrecion de nanoparticulas de Oro (AuUNPSs) y
del conjugado AuNPs-LAN in vitro. (Aplicacion del método de
velocidad de excrecion)

Reajuste de datos experimentales considerando el
comportamiento farmacocinético de las nanoparticulas (AuNPS)

34

34
35

35

36
36
36
36
37

37

38
39
39

44



7.5

7.5.1

VIII.

XI.

XII.

XII.

y del conjugado AuNPs-LAN in vitro
Analisis estadistico

Prueba Q de Cochran

DISCUSION DE RESULTADOS
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

GLOSARIO

45
45
46
53
54
56
61

67



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Esquema general de farmacos

Figura 2.- Mecanismo del paso de farmacos a través de las membranas
biologicas

Figura 3- Biodistribucion intravascular de los farmacos

Figura 4.- Relaciones de las partes que componen una nefrona

Figura 5.- Anatomia de un rifién

Figura 6- Dibujo esquematico de una nanocapsula y una nanoesfera

Figura 7.- Representacion grafica de la relacién lineal entre dosis de
medicamento administrado y concentracion plasmatica obtenida

Figura 8.- Color caracteristico de las nanoparticulas dependientes del
tamafo

Figura 9.- Representacion de espectros obtenidos por espectrofotometria
UV- visible de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-
LAN, en donde se visualiza el tamafio de particula (A) en un area de 100
nm y (B) en un area de 10 nm, realizado por microscopia de alta
resolucién (TEM).

Figura 10.- Representacion esquematica del modelo abierto un
compartimiento in vitro utilizado para el estudio farmacocinético de las
nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN

Figura 11.- Representacion grafica de la aplicacion del método de
velocidad de excrecion de las nanoparticulas de Oro (AuNPSs)

Figura 12.- Representacion grafica de la aplicacion del método de
velocidad de excreciéon del conjugado AuNPs-LAN

6

10
14
15

21

25

39

41

42

43



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.-

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Parametros farmacocinéticos promedio constantes de las
nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN in
vitro

Valor calculado del estadistico de la prueba de Cochran (ji
cuadrada)

Aplicacion del método de velocidad de eliminacion del
conjugado AuNPs-LAN in vitro. (n:2)

Aplicacion del método de velocidad de eliminacion de
nanoparticulas de Oro (AuNPS) in vitro.(n:4)

44

46

62

64

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA
ATP

Au

AuNPs
AuNPs-LAN
CLr

CLTt

DLS

ke
A

Hg

min.

mL

mm

nm

te
Tmax.exc.
TEM

Thr

uv

SIGNIFICADO
Adenosintrifosfato

Oro

Nanoparticulas de oro
Conjugado AuNPs-Lanred6tido
Depuracion renal

Depuracion total

Dispersion de Luz Dinamica

Constante de eliminacién

Longitud de Onda

Microgramos

Minutos

Mililitro

Milimetro

Nanometros

Tiempo de vida media

Tiempo méaximo de excrecién
Microscopia de Transmision Electronica
Triptéfano

Ultravioleta

Vii



RESUMEN

La forma en que se sigue el paso de los farmacos en el organismo esta delimitado
por el sistema LABBE (liberacion, absorcion, biodistribucion, biotransformacion y
excrecion) reportado en otras fuentes bibliograficas como sistema LADME; éste
puede ser representado in vitro siguiendo una simulacién representativa del
movimiento del farmaco en el organismo. En este trabajo se realiz6 una simulacion
in vitro de dos sistemas nanoestructurados (AuNPs y AuNPs-LAN), aplicando el
método de velocidad de excrecion. Se determinaron cinco parametros
farmacocinéticos. En el ajuste de datos por el programa WinNonlin se calculo una
constante de eliminacion ke de ( 0.0233 + 0.0046 min -1) para las AuNPs y ke
(0.0295 + 0.0097 min -1) para el conjugado AuNPs-LAN; el tiempo de vida media
t2 (101.0760 £ 55.32 min) para las AuNPs y tiz (150.00 + 69. 60 min) para el
conjugado AuNPs-LAN; la depuracién para las AuNPs y CL (21.165 + 0.126
mL/min) para el conjugado AuNPs-LAN (17.5 = 0.234 mL/min); el volumen de
distribucion Vd (2682 + 1395 mL ) para las AuNPs y Vd (7128 + 956.9 mL) para el
conjugado AuNPs-LAN; y el tiempo maximo excretado tmax.exc (7.5 = 4.2426 min)
para las AUNPS y tmaxexc (7.5 £ 4.25 min). Los datos reportados difieren del calculo
realizado utilizando el método de velocidad de excrecion, donde la ke (0.0456 +
0.0030 min -1) para las AuNPs y ke ( 0.0478 = 0.0025 min -1) para el conjugado
AUNPs-LAN; el tiempo de vida media ti2 (18.35 + 4.66 min) para las AuNPs y ti2
(17.27 = 3.58 min) para el conjugado AuNPs-LAN; la depuracion para las AuNPs
CL (20.4286 + 0.927 mL/min) y para el conjugado AuNPs-LAN:CL (12.0 + 0.848
mL/min); el volumen de distribucion Vd (479 £ 66 mL ) para las AuNPs y Vd (257
+ 9.1924 mL) para el conjugado AuNPs-LAN; y el tiempo maximo excretado para
las AuNPs y para el conjugado es indefinido. Concluyendo asi que el método
aplicado es util para la determinacion de parametros farmacocinéticos en muestras

de orina y es confiable.
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|. INTRODUCCION

La Farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia el paso de los
farmacos a través del organismo en funcién del tiempo y de la dosis. Comprende
los procesos de absorcidn, biodistribucion, biotransformacion y excrecion de los
farmacos. Incluye el conocimiento de parametros tales como el volumen aparente
de biodistribucion de un farmaco, que se expresa al relacionar la dosis
administrada con la concentracién plasmatica, dato util para calcular la dosis inicial
de carga . Otro parametro es la depuracion del farmaco, que puede definirse
como el volumen de plasma que es eliminado de un farmaco por unidad de
tiempo. También el tiempo de vida media del farmaco (t¥2) que representa el
tiempo requerido para eliminar del organismo el 50% de la dosis de un farmaco, al
igual es importante conocer la biodisponibilidad que es la cantidad del farmaco

que llega a la circulacion en forma inalterada [2 -9,

Cuando se desea conocer el comportamiento de un nuevo farmaco en el
organismo es necesario determinar dos factores farmacocinéticos importantes
como es la constante de velocidad de eliminacion y el tiempo de vida media (ti2),
donde la eliminacion del farmaco depende de la concentracién del farmaco en los

diferentes fluidos o tejidos de biodistribucion * -5,

En el caso particular de las biomoléculas en estudio (AuNPs y AuNPs-LAN) se
considera que deben tener una via de eliminacién, es decir, un mecanismo
abierto donde la cinética de eliminacién es de primer orden, entonces mediante el
seguimiento de la excrecién de los nanofarmacos se puede determinar de forma
indirecta las concentraciones de los mismos en muestras de orina, aplicando el
método de velocidad de excrecion in vitro para conocer los parametros
farmacocinéticos importantes como la depuracion (CL) y la velocidad a la cual las

nanoparticulas (AuNPs) y el conjugado AuNPs-LAN se eliminan.



El interés en la documentacion de la farmacocinética de estos nuevos productos
radica en conocer los mecanismos de eliminacion de nanoparticulas de Oro
(AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN con datos obtenidos a partir del seguimiento
farmacocinético de estos nanofarmacos in vitro, aplicando el método de velocidad
de excrecion 15, Sabiendo que el uso de éste método permite determinar
parametros farmacocinéticos con datos de orina cuando los datos obtenidos a

través de un monitoreo con datos en plasma no son confiables.



ll. MARCO TEORICO

La palabra Farmacocinética aparecio por primera vez en el mundo en el afio 1953
en el escrito por el Dr. FH Dost. Pero, la mejor definicidbn que describe el alcance
del término “Farmacocinética” se explica en el prefacio que en el afio de 1975
Gibaldi & Perrier proponen en la primera edicion del texto “Pharmacokinetics”.
Donde afirman que la Farmacocinética es el estudio de las variaciones en las
concentraciones de los farmacos y sus metabolitos en funcién del tiempo en los
diferentes fluidos, tejidos y elementos de depuracion del organismo y de las
relaciones matematicas necesarias para desarrollar modelos que permitan

interpretar tales datos 2

En México desde el afio 1960 hasta principios del siglo XXI, con la aplicacién de
nuevos descubrimientos en el campo de la quimica y la informatica se
desencadend un incremento en cantidad y calidad de trabajos farmacocinéticos.
Aunque actualmente, la Farmacocinética estd muy desarrollada en sus
aplicaciones, es una ciencia relativamente joven, con fundamentos
multidisciplinarios, por lo que ha recibido aportaciones procedentes de muy
diversos campos y, en consecuencia, es frecuente encontrar errores de concepto
y/o terminologia equivoca, pues se han descrito los procesos de absorcion y
eliminacibn como reacciones quimicas de primer orden, cuando en realidad y
aunque obedecen a las mismas leyes, se trata de procesos fisicos que en

determinadas condiciones presentan comportamientos diferentes 3]

2.1. FARMACOCINETICA

La farmacocinética debe interpretarse como un proceso dinamico, donde todos los
procesos ocurren simultdneamente. La figura 1 sefiala las diversas alternativas

gue puede seguir una molécula activa de un farmaco. Puede visualizarse que una



fraccion del farmaco administrado sigue un cierto proceso farmacocinético,
mientras otra fraccidn sigue otro, pero nunca se puede preveer si una molécula
aislada seguird un proceso u otro, es decir, se puede predecir estadisticamente el
destino del conjunto de las moléculas administradas, pero el destino de una

molécula individual es aleatorio y no predecible [“.
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Figura 1. Esquema general de la farmacocinética [4],

2.1.1 Absorcidén

La absorcion hace referencia a la entrada de los farmacos en el organismo desde
el lugar donde se depositan cuando se administran. Incluye el paso de los
farmacos desde el exterior al medio interno, es decir, a la circulacion sistémica.

Tanto este proceso como los restantes procesos a los que se encuentra sometido



el farmaco en el organismo requieren que sea capaz de atravesar membranas

bioldgicas (61,

2.1.1.1 Paso de los farmacos a través de las membranas bioldgicas.

Los farmacos pasan usualmente a través de las células y de la membrana celular
para que puedan desplazarse en el organismo. Las membranas de todas las
células eucariotas presentan una estructura bésica similar. En la mayoria de los
modelos propuestos las moléculas de lipidos y proteinas se mantienen unidas por
enlaces no covalentes, y los lipidos se disponen en dos capas, orientandose los
fosfolipidos de forma perpendicular al plano de la membrana, con sus grupos
polares hacia el exterior e interior celular, y con las largas cadenas

hidrocarbonadas hidréfobas de los acidos grasos dentro de la bicapa [61.

2.1.1.2 Mecanismo por los cuales los farmacos atraviesan las membranas.

El mecanismo mas usual por el cual los farmacos atraviesan la membrana celular
es mediante el proceso de disolucion de los componentes lipidicos. Las sustancias
polares o hidrofilias atraviesan la membrana mediante el proceso de filtracion.
Donde los poros de la membrana constituyen las vias de acceso para que los
iones y otras moléculas pequefias atraviesen la membrana. Las moléculas que por
sus caracteristicas lipofilicas son capaces de disolverse en la membrana celular, y
las que por su tamafio pueden pasar por los poros, atraviesan la membrana por

mecanismos de transporte pasivo basados en leyes fisicas (Ver figura 2) [6l.
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Figura 2. Mecanismo de transporte de farmacos a través de membranas (4],

Estos procesos no requieren energia, no son selectivos ni saturables y no son
inhibidos por otras sustancias. Las moléculas polares de tamafio medio atraviesan
la membrana celular mediante proteinas o sistemas transportadores, que fijan la
molécula y la transfieren de un lado al otro. Si el transporte se realiza a favor del
gradiente electroquimico y no requiere energia, se hace referencia a un proceso
de difusién facilitada, pero cuando el paso se realiza contra gradiente, existe
ademas un requerimiento energético que convierte el proceso en un transporte
activo. Las moléculas de gran tamafo requieren del proceso de fagocitosis

(endocitosis y exocitosis) para poder atravesar las membranas biolégicas [©.



2.1.1.3 Filtracion a través de poros.

La filtracion es el paso de moléculas a través de canales acuosos localizados en la
membrana. Puede considerarse un proceso de difusion pasiva, que involucra la
circulacion de gran cantidad de agua como resultado de una diferencia hidrostatica
u osmotica. El tamafio molecular y la carga regulan el paso de las biomoléculas
por los poros cuando se encuentra en forma neutra. La pared de los poros esta
revestida de proteinas con carga positiva y, en general, aunque todos los iones
inorganicos son suficientemente pequefios para penetrar por los poros, solo los
iones y las moléculas pequefias con carga negativa son atraidos y son los que
prioritariamente se filtraran. Ademas hay que tener en cuenta que el gradiente, en
general estd determinado por el potencial transmembranal. De esta manera, los
iones y las moléculas cargadas positivamente dificilmente podran pasar por los
poros. El paso de los iones electropositivos, como el potasio o el sodio, esta

condicionado por procesos de transporte activo [©l.

2.1.1.4 Difusién pasiva directa.

El sistema mas utilizado por los farmacos para atravesar las membranas
biolégicas es la difusién pasiva directa por disolucion en la bicapa lipidica. Este
proceso esta condicionado por las caracteristicas lipofilicas de las sustancias que
pueden expresarse por su coeficiente de particion lipido/agua. Esta también
condicionado por el coeficiente de difusion, que es una medida de la movilidad de

las moléculas en los lipidos €.

2.1.1.5 Difusién facilitada

El transporte especializado requiere que una proteina transportadora de la

membrana se fije a la molécula en cuestion y modifique su conformacion formando



un complejo que puede atravesar la membrana por ser mas liposoluble que el
sustrato original. EI complejo pasa a través de la membrana y, cuando alcanza el
lado opuesto, se desdobla y libera el sustrato, difundiendo entonces el
transportador hasta alcanzar el punto de partida para unirse de nuevo a otra
molécula de sustrato. La formacion y descomposicion del complejo portador-
sustrato son usualmente catalizadas por enzimas, por lo que el paso de las
sustancia es rapido. Este mecanismo permite que biomoléculas grandes
atraviesen las membranas para difundirse por los poros y que, debido a su
polaridad se difundan. Los mecanismos de transporte especializado regulan el
paso a través de las membranas biol6gicas de muchas moléculas fisiologicamente
importantes, como glucésidos, aminoacidos, neurotransmisores o iones metalicos.
Los sistemas de transporte especializado pueden funcionar de manera puramente
pasiva en funcibn de un gradiente electroquimico o de un gradiente de
concentracion. Cuando esto sucede se habla propiamente de un proceso de

difusién facilitada [©!.

2.1.1.6 Transporte activo.

Se denomina transporte activo al paso de una sustancia a través de una
membrana biolégica en contra de un gradiente electroquimico. Para ello se
requiere consumo energético y el de una o varias proteinas de membrana con
funcién transportadora, alguna de las cuales suele tener funcion enzimatica. Existe
semejanza entre este proceso y la difusién facilitada en cuanto a los fendmenos
de saturacion y competicion ya que son selectivos para determinadas sustancias.
Los factores que caracterizan el transporte activo son la selectividad, la
saturabilidad, la inhibicibn competitiva y el movimiento contra gradiente
electroquimico que requiere de un gasto de energia. En la mayoria de los casos la
energia es aportada por la hidrolisis de adenosintrifosfato (ATP) por parte de la

proteina transportadora. En ocasiones, el transporte de la molécula en cuestién se



asocia al de otra molécula que se transporta en la misma direccién o en direccion
contraria. Tal es el caso de los iones de sodio y potasio, que se transfieren por una
bomba de la membrana plasmética dependiente de estos iones, mas conocida
como bomba de sodio 6,

Los mecanismos de transporte especializado tienen importancia para el transporte
de compuestos enddgenos. Pocos farmacos se absorben activamente. Esta
absorcién esta limitada a una zona del tubo gastrointestinal, que suele ser parte
del intestino delgado. Algunos se transportan activamente a través de las
membranas neuronales o en los plexos coroideos, en la via biliar, en las células
del tubulo proximal renal y en los hepatocitos. A veces pasan desde el liquido
cefalorraquideo a la sangre y desde la sangre a la saliva 6,

2.1.1.7 Endocitosis y exocitosis.

La endocitosis y la exocitosis son mecanismos mediante los cuales las
macromoléculas y particulas pueden entrar en la célula o ser eliminadas de ella,
respectivamente. Conllevan al rompimiento de la membrana celular.

La endocitosis supone el englobamiento de las particulas que rodean a la célula,
mediante la formaciéon de una invaginacién que posteriormente se cierra al
fusionarse los bordes de la cavidad formada, dando lugar a una vacuola que es
liberada al citosol. Asi se lleva a cabo la destruccién de microorganismos, de

células envejecidas, y de restos celulares.

La exocitosis es el proceso en donde la membrana se abre para permitir la salida
de componentes celulares. Por este mecanismo se liberan muchos
neurotransmisores y hormonas. Estas sustancias se encuentran almacenadas en
vesiculas que, al iniciar el proceso, fusionan sus membranas con la membrana

plasmatica. Esta se abre y las vesiculas vierten su contenido al exterior.



Posteriormente, la membrana se cierra y las vesiculas son liberadas al citosol.
Para que se lleve a cabo este proceso es indispensable la presencia de calcio

extracelular 6],

2.1.2 Biodistribucion

La biodistribucion estudia el transporte del farmaco dentro del comportamiento
sanguineo y su posterior penetracion en los tejidos. Es decir es un proceso en el
cual el farmaco abandona reversiblemente la corriente sanguinea y penetra en el

espacio intersticial o en las células de los tejidos (Ver figura 3) €,

Célula
Endotelial . 'r\l
|}
I I
{ ] : l/ '.
1";/,' | /
Proteina

__.r'
=
. . .
Farmaco libre
\ en plasma

Figura 3.Biodistribucion intravascular de los farmacos [4l.
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2.1.2.1 Transporte de los farmacos en la sangre.

Las moléculas de los farmacos en la sangre pueden ir disueltas en el plasma,
incorporadas a las células y fijadas a las proteinas plasmaticas donde existe un

equilibrio dindmico entre estas formas de transporte [©,

Es muy frecuente que los farmacos interaccionen con las proteinas del plasma, lo
que condiciona sus efectos farmacol6gicos. En este sentido la albumina es la
proteina mas importante, puesto que es la mas abundante y la que tiene mayor
superficie y capacidad de fijacion a sustancias exdgenas. Desarrolla interacciones
con cationes y con aniones, y es capaz de interaccionar con muchos farmacos de
naturaleza &cida y con algunos de naturaleza bésica. La unién de los farmacos a
la albamina es reversible, y se favorece por la liposolubilidad. La albumina

reconoce cuatro sitios diferentes para la union de los farmacos .

La unién de los farmacos a las proteinas del plasma podria considerarse un
proceso reversible de adsorcion a su superficie y se cuantifica como el porcentaje
de la concentracion plasmatica unido a las mismas. Este porcentaje suele
permanecer constante dentro de un intervalo de niveles plasmaticos amplio, pero

el proceso es saturable y, si se satura, el porcentaje de farmaco libre ser4 mayor
[6]

Debido a la unién a proteinas plasmaticas, los farmacos no producen efectos
bioldgicos, pero permiten el transporte y almacenamiento del farmaco y constituye
uno de los mecanismos mas importantes del organismo para el mantenimiento de
los niveles plasmaticos y de las acciones farmacolégicas. Solo el farmaco libre
difunde a los tejidos diana y a los 6rganos de metabolismo y excrecion, ya que la
fraccion unida no atraviesa el endotelio capilar con facilidad. El farmaco unido se

va liberando hasta alcanzar un equilibrio con la fraccion libre a medida que ésta va
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teniendo acceso a los distintos 6rganos. En algunos casos la solubilidad de los

farmacos favorece la union a proteinas plasmaticas [6l.

2.1.3 Metabolismo

Los farmacos y sustancias hidrosolubles pueden eliminarse sin sufrir
transformacién alguna. Existen sustancias poco ionizadas y mas liposolubles, que
se filtran por el rifién y pueden reabsorberse por difusion a través de las células
tubulorrenales. Para eliminar estas sustancias, es necesario su transformacion
previa en compuestos mas polares como los metabolitos, que son productos del
metabolismo o biotransformacion, que es el proceso mediante el cual las

sustancias extrafias sufren cambios bioquimicos para poder eliminarse.

El proceso de biotransformacion se lleva a cabo de forma secuencial en dos fases
0 etapas. En la fase | se unen sustituyentes a la molécula o se liberan en ella
grupos funcionales que aumenten su ionizacion e hidrosolubilidad. Las reacciones
de esta fase son reacciones no sintéticas que pueden producir activacién, cambio
de actividad o inactivacion del compuesto original. Al producto resultante se
acoplan en la fase Il compuestos enddgenos poco liposolubles, como &cido
glucurénico, acido acético o &cido sulfdrico, que aumentan el tamafio de la
molécula. Con ello, en general, se inactiva el farmaco y también se incrementa su
hidrosolubilidad, facilitandose, en consecuencia, su excrecién por la orina o la bilis.

Asi, en la fase Il s6lo se producen reacciones de sintesis o conjugacion.

El sistema enzimatico mas utilizado en el metabolismo de farmacos esta
constituido por enzimas oxidativas del reticulo endoplasmico liso hepatico. La
liposolubilidad del farmaco es determinante para que sea metabolizado por los
microsomas hepaticos, pues la molécula debe acceder a las membranas que los

conforman [€l,
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2.1.4 Excrecion

Se denomina excrecion de farmacos a la salida de éstos y de sus metabolitos
desde el sistema circulatorio al exterior del organismo. Las vias de excrecién
principales son el rifidn, el pulmon, y el sistema hepatobiliar. El rifidn es el 6érgano
mas importante para la excrecion de la mayoria de los farmacos y el pulmon lo es
para gases y farmacos volatiles. Las sustancias excretadas en las heces son
principalmente farmacos ingeridos no absorbidos o metabolitos excretados en la

bilis y no reabsorbidos en el tubo intestinal [,

2.1.4.1 Excrecioén renal

La excrecion de medicamentos y metabolitos en orina lo constituyen tres
fendmenos: filtracion glomerular, secrecion tubular activa y reabsorcion tubular
pasiva. El principal érgano de excrecion es el rindn, érgano irrigado que recibe el
25 % del gasto cardiaco. Esta via de excrecion es particularmente relevante para

farmacos que se eliminan de forma inalterada o como metabolitos activos.

Diversos procesos estan involucrados en el acceso de los farmacos a la orina. El
plasma sanguineo se filtra completamente en los capilares del glomérulo renal.
Cada rifidn contiene cerca de un millon de nefronas; una de las cuales se ilustra
de manera esquematica en la figura 4. Cada nefrona consta de un componente
filtrador esférico, denominado corpusculo renal, y un tibulo que se extiende desde
este ultimo. El corpusculo renal es el encargado de la etapa inicial de la formacion

de orina: la separacion, a partir del plasma, de un liquido filtrado libre de proteinas
71
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Figura 4. Relaciones de las partes que componen una nefrona de asa larga, que se "desenroll¢"

para exponerla con claridad (las longitudes relativas de los diferentes segmentos no se ilustran a

escala). La combinacion de glomérulo y cdpsula de Bowman constituye el corpulsculo renal [61,

2.1.4.1.2 Riego sanguineo de las nefronas

La sangre ingresa a cada rifidn por la arteria renal, que luego se divide en ramas
cada vez mas pequefas: interlobares, arqueadas y por ultimo radiales corticales
(arterias interlobulares). Conforme cada una de las arterias radiales corticales se
proyecta hacia la superficie externa del rifion, nacen de ellas series de arterias

aferentes paralelas en angulos rectos, cada una de las cuales conduce la sangre
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hacia un glomérulo. Obsérvese que estas arterias y sus glomérulos se hallan sélo

en la corteza, nunca en la médula, (Ver la figura 5) ",

TUBULO TUBULO
CONTORNEADO CONTORNEADO
4 PROXIMAL DISTAL TUBULO

COLECTOR

ARTERIA
RENAL

YENA

PELYIS
RENAL

CALIZ RENAL

URETER
ASA DE CONDUCTO
HENLE DE BELLINI

Figura 5.- Anatomia de un Rifion [,

En condiciones normales cerca de 20% del plasma (y ninguno de los eritrocitos)
que entra en el glomérulo se filtran hacia el interior de la capsula de Bowman. El
resto de sangre se dirige a casi todos los otros érganos, los capilares se

recombinan para formar los inicios del sistema venoso []

Los elementos vasculares que riegan la médula difieren de los que lo hacen con la
cortes. Desde los glomérulos yuxtamedulares (los que se encuentran justo por
arriba del borde corticomedular) se extienden largas arteriolas eferentes hacia

abajo en direccion externa de la médula, donde se dividen para formar haces de
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vasos paralelos que penetran en la profundidad medular conocidos como vasos
rectos descendentes. Se cree que una pequefia fraccion de los vasos rectos
descendentes se ramifica desde las arterias radiales corticales antes de los

glomérulos [8l.

Los vasos rectos situados en el exterior de los haces vasculares emiten capilares
que rodean las asas de Henle y los conductos colectores en la porcion externa de
la médula. Los vasos rectos mas centrales emiten capilares en el interior de la
meédula renal. Los capilares de esta zona medular confluyen y se convierten en
vasos rectos ascendentes que corren en relacion intima con los vasos rectos
descendentes dentro de los haces vasculares. Las propiedades estructurales y
funcionales de los vasos rectos son muy complejas. Los inicios de estos vasos son
muy semejantes a los de las arteriolas puesto que contienen muasculo liso en sus
paredes, pero se vuelven cada vez mas del tipo capilar a medida que

desciendenl®l.

Los vasos rectos ascendentes cuentan con endotelio fenestrado similar al que se
observa en los capilares glomerulares. Por tanto los vasos rectos, ademas de
funcionar como conductos para la sangre, participan en el intercambio de agua y
solutos entre el plasma y los fluidos intersticiales. La distribucion global de la
sangre gue fluye de manera paralela en sentidos descendente y ascendente tiene
una gran importancia para la formacion de orina concentrada porque esto hace
que los constituyentes plasmaticos puedan intercambiarse entre los vasos

descendentes y ascendentes 8]

2.1.4.1.3 Filtracion glomerular

Los capilares del glomérulo renal poseen abundantes poros intercelulares por los

cuales pasan todas las moléculas, con excepcion de las que tienen un tamafio
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muy grande y de las proteinas. Todos los farmacos disueltos en agua plasmatica,
no unidos a las proteinas y con un peso molecular inferior a 70.000, se filtran en el
glomérulo y pasan desde los capilares a la capsula de Bowman en cantidades que
depende de la concentracion del farmaco libre en plasma. La edad y las
condiciones patologicas pueden condicionar la filtracion de los farmacos en el

glomérulo renal [©,

2.1.4.1.3.1 Secrecion tubular

Las células de los tubulos renales pueden secretar farmacos desde el espacio
peritubular a la luz de los tubulos renales. La secrecion pasiva se lleva a cabo en
la parte proximal del tabulo renal. Para el transporte activo, los farmacos utilizan,
sistemas a través de los cuales secretan las sustancias naturales del organismo.
Estos sistemas corresponden a dos mecanismos tubulares distintos. Uno secreta
un grupo heterogéneo de compuestos, la mayoria de ellos aniones organicos
(acidos). Este mecanismo secreta sustancias de produccion natural, como el 4cido
arico y su funcion normal es la eliminacién de metabolitos como los conjugados de
glicina, los sulfatos y los glucurdonidos. El otro mecanismo secreta bases
enddégenas como colina e histamina y diversos cationes organicos. Ambos
sistemas son relativamente no selectivos, y los iones organicos de carga similar
pueden competir por el transporte. Pueden ser bidireccionales, de tal forma que

algunos compuestos se excretan y se reabsorben activamente (61,

2.1.4.1.3.2 Reabsorcion tubular

Los farmacos filtrados por el glomérulo o secretados, que se encuentran en los
tubulos renales, pueden ser reabsorbidos por las células del epitelio tubular,
volviendo asi a la circulacion general. Algunos compuestos se reabsorben en

forma activa, por lo general los farmacos se reabsorben en forma pasiva en los
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tubulos proximal y distal por un proceso de difusion simple. La reabsorcion del
farmaco depende de su coeficiente de particion lipido/agua y su gradiente de
ionizacion, ya que las células del epitelio tubular se comportan como membranas
lipoideas. La reabsorcion pasiva de las sustancias acidas y basicas depende del
pH del medio 1.

2.1.4.2 Cinética de Eliminacién

La velocidad con que los farmacos se eliminan del organismo es funcion de una
constante, denominada constante de velocidad de eliminacion (ke). Esta constante
indica la probabilidad que tiene una molécula de eliminarse en la unidad de
tiempo. La constante de eliminacion expresa habitualmente la eliminacion total del
farmaco del organismo, considerando todos los procesos de eliminacion. Sin
embargo, puede hablarse de una constante de eliminacion propia de cada uno de
estos mecanismos (biotransformacion, excrecion renal, entre otros). La constante
de eliminacion representa la suma de las constantes individuales del metabolismo

farmacoldgico y de la excrecion.

Por otra parte, el tiempo de vida media (t:z) es el tiempo que tarda la concentracion
plasmatica de un farmaco en reducirse a la mitad. Sera tanto menor cuando mas
rapida sea la eliminacion del farmaco. Este valor tiene gran importancia para
decidir la pauta de administracion o intervalos de tiempo en la administracion de
farmacos y esta relacionado con la constante de eliminacién mediante la siguiente
ecuacion: t v = 0.693/ke €,

2.1.4.2.1 Cinéticalineal y no lineal.

La cinética de un farmaco es lineal cuando sus constantes de absorcion,

biodistribucién y eliminacibn no varian con el tiempo ni tampoco cuando se

18



modifica la dosis. En este caso, hay una relacion lineal entre dosis administradas y
niveles estables alcanzados, permaneciendo constante el tiempo que se tarda en
alcanzar un estado en equilibrio o estado estacionario [Cp= f (t)]. Se dice, por el
contrario, que un farmaco tiene una cinética no lineal cuando sus constantes de
absorcion, biodistribucién o eliminaciéon varian con el tiempo o con la dosis [Cp= f
(D)]. Los mecanismos para la no linealidad pueden afectar a cualquiera de los
procesos de absorcion, biodistribucion o eliminacion, pero, generalmente, la
cinética no lineal se debe a saturacion de la unién con proteinas, metabolismo

hepatico o transporte activo del farmaco en el rifién 61,

2.3. Nanoparticulas de oro (AuNPs).

En épocas antiguas, la sintesis de oro coloidal fue utilizada originalmente como
método para pintar cristal. Desde 1850 se dio importancia cientifica al uso del oro
con Michael Faraday. Debido a las caracteristicas Opticas, electrénicas y
moleculares de las nanoparticulas de oro se pueden utilizar en éareas de
electrénica y nanotecnologia. Durante 1 afio (1856-1857) Michael Faraday fue el
primero en preparar oro coloidal mediante la reducciéon de cloruro de oro con
fésforo para obtener una solucién color “rubi”. Faraday mostré mediante ensayos
quimicos que el oro ya no permanecia en forma idnica y que los reactantes que se
disolvian en metales eran capaces de eliminar el color. Su conclusion fue que el
oro era dispersado en el liguido de forma finamente dividida, y su presencia podia
ser detectada mediante la opalescencia azulada cuando un intenso y estrecho haz

de luz atravesaba el liquido ]
El oro coloidal, conocido como “nanogold”, es una suspension de particulas

clasificadas de oro en un liquido, generalmente agua. El liquido es de un color rojo

intenso (para las particulas menos de 100 nanometros), o un color amarillento
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(para particulas mas grandes). El color de las nanoparticulas hace referencia al
tamafo de las mismas; por ejemplo las nanoparticulas de tamafio mediano (90
nm) absorben luz de longitud de onda amplia (rojo) y cuando se aglomeran, se

agregan entre ellas para dar un color azul.

Se pueden detectar utilizando diferentes técnicas como:

- La microscopia electrénica de alta resolucion

- La microscopia Optica:
e Tincién con Ag (autometalografia): Histoquimica.
e SPR: Por sus siglas en inglés Surface Plasmon Resonance

(resonancia plasmonica de superficie).

¢ Sintesis y conjugaciéon a biomoléculas
e Observando la longitud de onda donde se detecta la minima

toxicidad hepética y renal (sitios de acumulacion).

La preparacién de las nanoparticulas de oro es sencilla, se obtienen sistemas
coloidales monodispersos estables con un tamafio entre uno y cien nanémetros y
una distribuciébn de tamafio homogéneo. Existen documentos en donde se
mencionan diferentes preparaciones para la obtencion de nanoparticulas de oro
utilizando diversas técnicas, donde hacen resaltar la diferencia en el tamafio, la
forma y las propiedades fisicas de las mismas. Algunos ejemplos de estas
nanoparticulas de oro son: nanoesferas, nanocilindros, nanocubiertas, nanojaulas,

y nanoparticulas 191,

Segun Brust y cols., en 1995 la sintesis de nanoparticulas de oro derivadas con
grupos tiol en un sistema liquido es estable, comprobaron que la relacion de
citrato/oro y la velocidad a la cual se adiciona el agente reductor puede influir en el

tamafio de las nanoparticulas de oro obtenidas: Cuanto mas rapida es la adicion
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del agente reductor, mas pequefas y monodispersas son las nanoparticulas de

oro (111,

El uso de nanoparticulas representa un icono importante en el area de la
investigacion sobre todo en el campo de los sistemas de liberacion de farmacos,
ya que estos sistemas permiten dirigir una amplia variedad de biomoléculas a los
distintos tejidos utilizandose como sistemas de liberacion sostenida. Una de las
ventajas de su uso son las siguientes: minimizan la degradacion del principio
activo, incrementan su tiempo de vida media en el interior del 6rgano blanco y

disminuyen su toxicidad.

El término nanoparticulas incluye a las nanocapsulas y nanoesferas. Las
nanocapsulas son sistemas vesiculares en los que el farmaco se localiza en el
interior de la particula, generalmente disuelto en un vehiculo oleoso. Las
nanoesferas, en cambio, son sistemas de tipo matricial donde el farmaco suele

encontrarse encapsulado en el interior de la matriz, (Ver figura 6).

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 6.-Dibujo esquematico de una nanocapsula y una nanoesfera [12],

Dentro de la nanotecnologia, la busqueda de polimeros para aplicaciones

biomédicas ha experimentado un importante avance en las ultimas tres décadas.
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Sobre todo, el estudio y desarrollo de polimeros y de péptidos sintéticos como
componentes importantes de matrices utilizadas como vectores de moléculas
terapéuticas. Dentro de los polimeros sintéticos destacan los poliésteres debido a
su biodegradabilidad y a su biocompatibilidad y los péptidos derivados de la
somatostatina @ Los polimeros y los péptidos empleados para formular las
nanoparticulas son factores que influyen en las propiedades fisicoquimicas y
estructura de las particulas y condiciona sus posibles aplicaciones, asi como la via
de administracion 231 Tal es el caso de las microesferas del octapéptido Lanreotido
pues constituyen una formulacién de liberacion prolongada, en la que el péptido se
encuentra encapsulado en un copolimero perfectamente biocompatible que es
biodegradable, debido a su accién inhibitoria especifica por la secrecion de la
somatotropina debido a su afinidad selectiva por los receptores de somatostatina

de tipo 2 y 5 que permite una liberacién del principio activo durante varios dias 121,

2.3.1 Propiedades fisicas y quimicas de las Nanoparticulas de Oro (AuNPs) y
del conjugado AuNPs-LAN.

Las nanoparticulas de metales nobles, y mas especificamente las nanoparticulas
de oro (AuNPs), presentan propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas, que son
intrinsecas a su tamafo. Por tal razén son elementos que pueden ser optimizados
en la practica para la funcionalizacion con diferentes moléculas como los péptidos
[/, Tal es el caso del octapéptido ciclico Lanredtido que es un andlogo de la
somatostatina de tiempo de vida media mas prolongada que la hormona natural.
Se ha demostrado que el Lanreétido administrado dos veces al mesen forma de
microesferas es tan eficaz como la administracién de la solucion del péptido por

via subcutanea 3 veces al dia 14

Asi mismo, es conocido que las nano estructuras cationicas presentan mayor

toxicidad que las anionicas: las Nanoparticulas anionicas con nucleo de tamafio 2
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nm son practicamente menos toéxicas mientras que las equivalentes cationicas son
moderadamente toxicas encontrandose la toxicidad probablemente relacionada
con la lisis celular (mediada inicialmente por una union electrostatica) dependiente

de la concentracion 131,

Otra gran peculiaridad de las nanoparticulas (AuNPs) son sus propiedades
Opticas y fototérmicas pues estas provienen de las oscilaciones resonantes de sus
electrones libres en presencia de luz (Resonancia localizada de plasmén de
superficie), gracias a la cual las nanoparticulas pueden radiar luz o absorber luz
que se transforma rapidamente en calor es por ello que las nanoparticulas de oro

presentan una coloracion rojo vino [16],

Por otra parte las AuUNPs presentan una gran area superficial, por lo que pueden
ser facilmente funcionalizadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades
superficiales. El péptido Lanreédtido tiene una estructura compuesta por ocho
aminodcidos ciclados por un puente disulfuro entre las dos cisteinas, donde se ha
sustituido el Thr (Triptéfano) por un isémero dextrégiro que permite acotar la
afinidad del andlogo por los receptores con actividad bioldgica lo que le permite

aumentar su resistencia a las peptidasas [1#y unirse a otros compuestos.

2.4 Parametros Farmacocinéticos

La farmacocinética de un nanofarmaco se resume con la determinacion de
pardmetros relacionados con el comportamiento del farmaco en el organismo,
mejor conocidos como parametros farmacocinéticos, los cuales representan
valores constantes que difirieren de sujeto a sujeto. Los mas importantes son la
constante de eliminacion (ke), tiempo de vida media de eliminacion (ti2)), Volumen

de distribucién (Vd), la depuracion (CL) y tiempo maximo de eliminacion (t max. exc).
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Los cuales se definen de la siguiente manera considerando los factores por los

cuales pueden ser modificados:

2.4.1 Constante de eliminacion (ke): Expresa el porcentaje de farmaco
eliminado. Es una medida de eliminacion del farmaco y esta puede ser afectada

por el tiempo de vida media del farmaco 71

2.4.2 Tiempo de vida media (tu2): Es el tiempo necesario para eliminar el 50%
del farmaco administrado del organismo. También puede definirse como el tiempo

en que tarda la concentracion plasmatica en reducirse a la mitad 8,

Este parametro nos permite conocer el periodo que permanece el farmaco en el
organismo y la frecuencia de administracion. El tiempo de vida media se va a ver
influenciado por la biodistribucion del farmaco desde la sangre a los tejidos y por la

eliminacion del farmaco a través del higado y el rifién 191

2.4.3 Volumen de distribucion (Vd): Es el volumen en el que se biodistribuye un
farmaco después de su administracion i.v, relaciona la cantidad de farmaco en el
organismo con la concentracién del farmaco en la sangre o en el plasma. Una
propiedad importante del Vd es que para cada farmaco en condiciones biolégicas
definidas (lactancia, patologia, edad) el valor del Vd es constante y por lo tanto en
cada una de esas condiciones las concentraciones plasmaticas son
proporcionales a la cantidad administrada. Este parametro dio origen al concepto
de sistemas farmacocinéticos lineales como se representa (Ver figura 7). La
principal utilidad del Vd reside en el calculo de una dosis en funcion de la

concentracion plasmatica (Cpo=D/Vd) 171,
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Figura 7. Representacion grafica de la relacion lineal entre dosis de medicamento administrado y

concentracion plasmatica obtenida 171,

El volumen de distribucién (Vd) permite planificar el régimen de dosificacion que
depende del tamafio de los compartimientos de agua corporal (vascular, intersticial
e intracelular), del tamafio del compartimiento lipidico, formado por el tejido
adiposo, membranas celulares y tejidos del Sistema Nervioso Central (SNC), de la
unién del farmaco a las proteinas plasmaticas y tisulares y de los factores

hemodinamicos como el gasto cardiaco y el flujo sanguineo regional 8 1],

2.4.4 Depuracién (CL): Es el volumen de plasma que se elimina del farmaco por
unidad de tiempo y se define como el producto del volumen de distribucién por la
constante de eliminacion. Es decir como la concentracion de un farmaco en
plasma, suero o sangre es medida mediante la pérdida de la misma con respecto
al tiempo, la velocidad de eliminaciéon depende de la concentracién del farmaco en
el organismo en la cual se lleva a cabo la eliminacion. Por eso es un parametro
que relaciona la velocidad de eliminacion con respecto a la concentracién

plasmatica, sérica o sanguinea del farmaco 71,

2.4.5. Tiempo de maxima excrecion (Tma. exc): Se define como el tiempo en el
cual se ha excretado en el organismo mas del 99.9 % del farmaco inalterado.
Tiene relacion con el tiempo de vida media y la constante de eliminacion, asi como

de la depuracion de los farmacos 71,
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2.5. Monitoreo de muestras.

El monitoreo de muestras plasmaticas, constituye la forma mas habitual de llevar a
la rutina clinica los conceptos de la Farmacocinética. Asi, el monitoreo de
farmacos hace referencia a la técnica de control terapéutico basada en la medida
de las concentraciones de los farmacos en fluidos biologicos mediante la
aplicacion de los principios de la farmacocinética siendo esta, pieza fundamental
en la resolucién de numerosos problemas terapéuticos, sabiendo que su objetivo
fundamental es la individualizacion de la posologia de farmacos con estrecho

margen terapéutico 11,

La finalidad de realizar un monitoreo de muestras plasmaticas es determinar la
correlacion entre niveles en plasma del farmaco y su respuesta farmacoldgica, asi
como la concentracién del farmaco y sus metabolitos con respecto al tiempo,
considerando la biodistribucion del farmaco en el organismo y en los tejidos
corporales. Asi mismo, los andlisis de la eliminacién del farmaco en orina y la
excrecion de farmacos por heces nos proporciona informacion indirecta de la
cantidad del farmaco que entra y sale del organismo de acuerdo a la dosis
administrada del mismo. Por ejemplo, la recuperacion del farmaco libre en la orina
después de una administracion i.v y la contribucion de una ruta renal a la
eliminacion (método de velocidad de excrecion), se pueden estudiar mediante

estos mecanismos 131,
2.6 Método de velocidad de excrecion

El principio de este método es predecir niveles plasméaticos de dosis mdultiple en
sistemas lineales y un procedimiento simple para calcular dosis de ataque. Este
meétodo proporciona valores estimados de niveles del farmaco en plasma en un
régimen de dosificacién por dosis multiple a cualquier tiempo de muestreo y no tan

solo el valor medio en estado estacionario 191,
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El método de velocidad de excrecion también puede aplicarse directamente a
datos primarios sin recurrir al analisis farmacocinético. Da respuestas correctas
para un sistema lineal cuando se administran regimenes de dosis multiples,

siempre que todos los elementos del sistema permanezcan constantes 151,

En este proyecto de tesis se consideran los datos obtenidos en la simulacién
utilizando muestras de orina humana. El fundamento de este método se basa en la
determinacién de la cinética de eliminacion de un farmaco, en este caso de las
nanoparticulas (AuNPs) y del conjugado AuNPs- LAN a partir de datos de
excrecion urinaria considerando que una parte del farmaco se debe eliminar de

forma inalterada, lo cual esta representado por el siguiente modelo:

Xu

K excrecion

Y

Donde Xu es la cantidad del farmaco eliminado por via renal, y Y es la cantidad

del farmaco eliminado por via extrarenal 5],

La constante de velocidad representa la suma de las constantes de velocidad

individuales que caracterizan a los procesos de eliminacién.

La formula que representa la velocidad de eliminacion del farmaco no

biotransformado es:
Ind Xu/dt=In K exc * X0-ke t

En la cual la pendiente m = -ke.
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Las velocidades de excrecion determinadas experimentalmente no son
velocidades instantaneas (d Xu/dt). Si no velocidades medias en un periodo finito
de tiempo (A Xu /At).

En este método, la velocidad de excrecion se aproxima mucho a la velocidad
instantdnea en el punto medio del intervalo de recoleccion urinaria. Entonces,
podemos ver que la aplicacion del método depende de los intervalos de
recoleccion de orina y de los tiempos de recoleccion relacionados con el tiempo de

vida media del farmaco 15,
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ll. JUSTIFICACION

Se ha reportado que las AuNPs presentan una baja toxicidad y pueden ser
modificadas mediante su funcionalizaciébn con mdltiples ligandos, con la finalidad
de obtener nano sistemas Optimos para las distintas aplicaciones terapéuticas
especificamente las nanoparticulas AuNPs y de los nano conjugados para su

posible aplicacién en clinica 1.,

Investigaciones in vivo indican que AuNPs son captadas por las membranas
celulares mediante un mecanismo de endocitosis. Explicando su biodistribucion in
vivo mediante un modelo biolégico de ratones a los que se les administré por via
intravenosa e intraperitoneal AUNPs. Por otra parte se conoce que las AuNPs son
internalizadas principalmente por las células Kupffer en el higado y en, menor

medida, por los macréfagos existentes en otros 6rganos como el bazo.

Una de las ventajas de utilizar las AuNPs es que dentro del organismo no parecen
atravesar la barrera placentaria, ni la barrera hematoencefalica. Ademas no se
observa acumulacion en otros 6rganos analizados como el rifién, cerebro, pulmén,
ovarios, placenta o higado fetal y nanoparticulas de menor tamafio (2 nm) parecen
ser eliminadas no so6lo por endocitosis macrofagica sino también por simple

filtracion glomerular en orina 29,

En el mismo sentido se ha demostrado que las caracteristicas superficiales de las
AuNPs influyen en su toxicidad dentro del organismo. Por ejemplo, las nano
estructuras cationicas presentan mayor toxicidad que las anionicas, y en base al
tamafio de particula se ha demostrado que nanoparticulas menores a 2 nm no son
toxicas. Las nanoparticulas cationicas son moderadamente toxicas, ya que,
provocan lisis celular (mediada inicialmente por la unién electroestatica

dependiente de la concentracion) 24,
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Considerando que el rifién es el principal 6rgano depurador o filtro del resto de los
productos de desecho. Es de suma importancia conocer el proceso de eliminacion
por el cual una sustancia pasa desde el medio interno hacia el exterior. La
eliminacion de los farmacos se lleva a cabo, a su vez, mediante los procesos de
metabolismo o biotransformacién y excrecion. Por lo anterior, en estudios de
farmacocinética es importante considerar muestras plasmaticas para cuantificar y
cuando se desconoce un procedimiento adecuado para el monitoreo de muestras
plasmaticas o bien no es confiable, se pueden tener alternativas utilizando otra
metodologia que permita determinar la farmacocinética de un farmaco. En este
caso se aplicé un método conocido como “método de velocidad de excrecion” para
determinar los parametros farmacocinéticos de un nuevo conjugado en estudio
(AuNPs-LAN) y de AuNPs utilizando muestras de orina, con el fin de conocer el

comportamiento in vitro de los sistemas en estudio.

Finalmente hoy en dia, no existen reportes del comportamiento de estos
compuestos en el organismo, por lo cual este trabajo brinda informacion fiable
para disefiar nuevos experimentos Utiles para determinar parametros de excrecion
de estas entidades quimicas in vivo e in situ. Ademas la informacion plasmada en
este proyecto permite seguir la investigacibn encaminada a la biotecnologia

aplicada en Biofarmacia.
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IV. HIPOTESIS

En los procesos de eliminacidon de un farmaco se establece el mecanismo de
excrecion. En el caso particular de las biomoléculas en estudio (AuNPs y AuNPs-
LAN) se considera que deben tener una via de eliminacién, es decir, un
mecanismo abierto donde la cinética de eliminacion es de primer orden, entonces
mediante el seguimiento de la excrecibn de los nanofarmacos se puede
determinar de forma indirecta las concentraciones de los mismos en muestras de
orina, aplicando el método de velocidad de excrecién in vitro para conocer los
parametros farmacocinéticos importantes como la depuracién (CL), la constante
de velocidad de eliminacion (ke), el tiempo de vida media (ti2), el tiempo de
maxima excrecion (tmax. exc.) Y €l volumen de distribucion (Vd) con el fin de conocer

el comportamientos de estos compuestos en el organismo “simulado”.
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V. OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICO

OBJETIVO GENERAL:

Aplicar el método de velocidad de excrecion de AuNPs y del Au-LAN siguiendo
una simulacion in vitro en muestras de orina de humano para la determinacion de

parametros farmacocinéticos.

OBJETIVO ESPECIFICO:
Aplicando en método de velocidad de excrecion:

1.-Determinar el perfil farmacocinético de las nanoparticulas (AuNPs) y el
conjugado Au-LAN, siguiendo su comportamiento de ambos compuestos en una

simulacion in vitro.

2.- Evaluar la excrecion de los sistemas nanoestructurados en estudio en base a
los valores de los pardmetros farmacocinéticos calculados (ke, t %2, CL, Vd y tmax

exc.) Utilizando métodos graficos y mediante el programa WinNonlin.

3.- Realizar el ajuste de datos experimentales considerando el comportamiento
farmacocinético de las AuNPs y del conjugado AuNPs-LAN in vitro, utilizando
modelos exponenciales asumiendo que la eliminacion sigue una cinética de primer

orden.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Productos y reactivos

6.2 Equipo

Solucién salina fisiol6gica de laboratorios Pisa
Acido cloroaurico (HAuCL4e3H20) de Sygma- Aldrich
Citrato trisodico de Sygma- Aldrich

Estandar de oro (AuNPs de oro de 5 nm de diametro)

Espectrofotdmetro UV- mini 1240.
Espectrofotometro GENESYS 10S UV Visible.
Parrilla Thermo Scientific Model No. SP1316356.
Refrigerador Tor Rey Modelo R-16.

Centrifuga Science ED D1008.

Campana de flujo laminar (labconco 800-522-7658).
Pipeta volumétrica Kimble Chase 5 mL y 10 mL.
Tubos de ensaye Pyrex 13x100 mL.

Microtubo con tapa transparente de 2 mL CRM Globe.
Vaso de precipitado Pyrex 50 mL.

Botella de Mariotte.

Matraz de destilacion Kimble Chase.
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o Barra magnética spinbar.

o Agitador de vidrio 30 cm Pyrex.

o Espatula acanalada de Pyrex.

o Perilla de succién de tres vias para pipetas de 10 mL Brand.
o Vidrio de reloj 60x15 mm de Pyrex.

o Gradilla para tubos de ensayo Keylab.

o Balanza analitica Ohaus Explorer.

6.3 Obtencion de la Sintesis de Nanoparticulas de Oro (AuNPs) (Método
Turkevich-Frens) y del conjugado AuNPs-LAN.

6.3.1 Nanoparticulas de oro (AuNPSs).

Los métodos para la preparacion de nanoparticulas son distintos dependiendo de
la sintesis y desarrollo de las mismas 4. Aunque en las Ultimas décadas, se han
desarrollado varias técnicas para la formulacion de nanoparticulas 7. En este
estudio se utiliz6 el método de sintesis Turkevich-Frens modificado por Kimling y
reportado por Molina-Trinidad y cols (2011) en un medio acuoso mediante el
siguiente procedimiento [22;

Se pesaron 0.034 g de acido cloroaurico (HAuCL4e3H20) y se llevé a un volumen
de 100 mL, de esta solucion se tomé 90 mL y se llevo a ebullicion, posteriormente
se agregaron 5 mL de una solucién de citrato trisodico 32 mM, y se mantuvieron
en ebullicion durante 15 min. La solucién obtenida se dejé enfriar a temperatura

ambiente y finalmente se midi6 el pH.

Despueés, se llevd a cabo un barrido de esta solucion para determinar la longitud

de onda 6ptima (A=523 nm).
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6.3.2. Conjugado AuNPs-LAN.

Para el conjugado con citrato, se tom6 5 mL de la solucion de nanoparticulas de
oro y se agregaron 3 mL del péptido Lanredétido y finalmente se llevd a un volumen
de 20 mL con agua desionizada estéril y libre de pirdgenos. Posteriormente, se
colocé en agitacion constante durante 30 min. Se ajusté a un pH=9 con una

solucién de carbonato de potasio 0.1 N.

6.4. Determinacion del perfil farmacocinético siguiendo una simulacion in

vitro de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN.

Se realiz6 una simulacién de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado

AuUNPs-LAN en orina humana.
Procedimiento

Se empled una botella de Mariotte y se llené con 3.5 L de orina humana,
colocando el soporte universal y ayudandose de las pinzas de nuez, después se
sujet6 el matraz de vastago y al mismo tiempo se sostuvo sobre la superficie de

una parilla.

Se colocé una probeta graduada de 250 mL en la salida de matraz de vastago
para recolectar la muestra. Asi mismo se coloc6 la botella de Mariotte a una
distancia en la que el flujo de agua cayera sobre el matraz de vastago para hacer

fluir la orina (20 mL/ min).

Enseguida se agreg6é 1 mL de AuNPs y de AuNPs-LAN respectivamente, en el
matraz de vastago, se abrid el sistema de venoclisis y se comenz6 a monitorear a
los siguientes tiempos de muestreo:
3,6,9,10,13,16,20,23,26,29,30,33,36,40,43,46,50,53,56,60,63,66,70,73,76,80,83,8
6,90,93,96 y 100. Acto seguido, en un tubo de ensaye se tomd la muestra

correspondiente a las concentraciones plasmaticas (Ac) al tiempo 3 (minutos) y
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enseguida se tomoO la muestra de orina (Au) de los 3 minutos, y se siguid
monitoreando sucesivamente de la misma forma como se menciono anteriormente
hasta el término del monitoreo en base a los tiempos estipulados. Entonces se
midi6é el volumen obtenido y a ese tiempo se midio la respuesta (absorbancia) en
un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Visible y el espectrofotometro UV- mini

1240 a la longitud de onda determinada (A=523 nm) en celdas de cuarzo.
Se grafico el perfil farmacocinético obtenido.

Se realizé el ajuste de los datos en base al perfil farmacocinético obtenido
utilizando el programa WinNonlin.

Para el conjugado AuNPs-LAN se realiz6 el mismo procedimiento

Con respecto a la reproducibilidad; se realiz6 la simulaciéon de AuNPs en orina por
cuadruplicado y de Au-LAN por duplicado en dias diferentes teniendo en comun

las mismas variables.
6.5 Determinacion de parametros farmacocinéticos.

6.5.1. Célculo de la constante de eliminacion (ke).

Se realizo el calculo de la constante de eliminacion conociendo que:
ke= CL/vd

6.5.2 Célculo del tiempo de vida media (ti2): Se identifico el tiempo necesario
para que la concentracion de las nanoparticulas y del conjugado llegara a la mitad.
Mediante la formula:

tw=1In 2/ke

6.5.3 Calculo del volumen de distribucién (Vd): Se obtuvo la cantidad del
farmaco que se encuentra en la simulacion in vitro en ese instante (dosis

administrada).
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Con el calculo del volumen de distribucion con la formula:
Vd=D/Cp®

6.5.4 Célculo de la depuracion (CL): Se report6 la depuracion del farmaco por
unidad de tiempo con la férmula:

CL = Vd*ke

6.5.5 Tiempo de méaxima excrecion (T max exc.): Se report6 el tiempo de
maxima excrecion definido como:

Tmax exc. = tiempo en el cual se acumula la mayor cantidad del farmaco

6.6 Método de velocidad de excrecion in vitro de nanoparticulas de Oro
(AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN.

Las muestras de orina de humano se obtuvieron de 3 voluntarios masculinos
(edad 2048 afios, sanos). Del periodo Agosto-Diciembre 2012 donde el promedio
de muestra fue de 500 + 1 mL de orina.

El método consiste en realizar un monitoreo como se explicé en la simulacién in
vitro (seccién 6.4). Para la aplicacion de este método se consideran tiempos
promedios y la medicion del volumen de orina para poder determinar los
parametros farmacocinéticos como se explica en la parte tedrica donde se

fundamenta el método de velocidad de excrecion (seccion 2.6)

Al aplicar el método se determiné la cantidad acumulada y los tiempos promedios
del nanofarmaco en orina. En la tabla 1 se reporta la respuesta correspondiente a

las sustancias en estudio.
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6.7. Andlisis estadistico (Prueba Q de Cochran)

Se aplicé la prueba de Q de Cochran ?3 para los datos obtenidos de la aplicacion
del método de velocidad de excrecion y del ajuste de datos del programa
WinNonlin ocupando variables dicotdmicas, X=1 (Ilgualdad), X= 0 (desigualdad)
que se utilizaron para probar si hay diferencias entre las k muestras emparejadas
respecto al método de velocidad de excrecidn para visualizar diferencias

significativas en los parametros determinados.
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VIl. RESULTADOS
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se presentan a continuacion.
7.1. Sintesis de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN.

El oro coloidal, conocido como “nanogold” es una suspension de particulas
clasificadas de oro en un liquido, generalmente en agua. El liquido es de un color
rojo intenso. El color de las nanoparticulas hace referencia al tamafio de particula,
ya que entre mas intenso sea el color de la solucion, entonces el tamafio de
particula es menor como se muestra en la figura 8, donde indicamos el color

caracteristico de la nanoparticulas de oro obtenidas (matraz volumétrico).

Figura 8.- Color caracteristico de las nanoparticulas dependientes del tamafio.

El tamafio de particula obtenido fue de 5 + 0.1 nm, como se confirma en la
microfotografia obtenida por microscopia electrénica de transmisiéon o de alta
resolucién (TEM) donde (A) representa las AuNPs en un area de 100 nm y en un
area de 10 nm (B) y por dispersion de luz dinamica (DLS). Asi mismo los
espectros obtenidos por espectrofotometria UV-vis de los compuestos en estudio

se muestran en la figura 9.
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Figura 9- Representacion de espectros obtenidos por espectrofotometria
UV- visible de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN, en donde se
visualiza el tamafio de particula (A) en un area de 100 nmy (B) en un area de 10 nm, realizado por

microscopia de alta resolucién (TEM).

7.2. Comportamiento in vitro de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y del
conjugado Lanre6tido (AuNPs-LAN).

El principio fundamental de realizar una simulacion in vitro mediante una botella de
Mariotte es lograr simular el comportamiento del farmaco en el organismo. La
botella de Mariotte representa el fluido biologico, el cual contiene un volumen de
liguido determinado (en este caso orina humana) y donde las moléculas de un
farmaco una vez ingresadas se biodistribuyen de manera instantanea logrando
concentraciones uniformes en cualquier sitio del mismo. Cada farmaco presenta

cierto grado de biodistribucion a los tejidos y organos, y las concentraciones que
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se pueden medir en estos pueden ser mayores 0 menores a las concentraciones
plasmaticas. Asi, la botella de mariotte es un modelo que por su simplicidad es
una herramienta didactica poderosa para calcular y comprender el significado de

los parametros farmacocinéticos.

El procedimiento se realiz6 4 veces para las nanoparticulas de oro (AuNPs) y 2
veces para el conjugado Lanreétido (AuNPs-LAN).La siguiente figura se muestra
la representacion de la simulacion in vitro de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y

del conjugado lanreétido (AuNPs-LAN), utilizando la botella de Mariotte.

Figura 10. Representacion esquematica del modelo abierto un compartimiento in vitro utilizado
para el estudio farmacocinético de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN.
1.- Botella de Mariotte 2.- Matraz de vastago
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En la siguiente figura se puede observar del comportamiento de las AuNPs de la
simulacién in vitro (n=4).

—Simulacion 1

Cp (mcg/ml)

Simulacion 2

e Simulacion 3

Simulacion 4

Figura 11.- Representacion grafica de la aplicacion del método de

velocidad de excrecion de las nanoparticulas de oro (AuNPs).

En la siguiente figura se puede observar del comportamiento de las AuNPs-LAN
de la simulacion in vitro (n=2).

Cp (mecgfml)

&0

t (min)

Simulacién 1 Simulacién 2

Figura 12.- Representacion grafica de la aplicacion del método de velocidad de excrecion del
conjugado AuNPs-LAN.

42



7.3. Evaluacion de la excrecidon de nanoparticulas de Oro (AuNPs) y del
conjugado AuNPs-LAN in vitro. (Aplicacion del método de velocidad de

excrecion).

En base a lo mencionado en el apartado VI se llevo a la practica la aplicacion del
meétodo de velocidad de excrecion reportado en el libro de Farmacocinética Basica
de Molina-Trinidad 11 donde se hace mencién de la importancia y uso de éste
método. En este trabajo se pueden observar los parametros farmacocinéticos
obtenidos en la siguiente tabla donde la constante de velocidad de eliminacién (ke)
obtenida de las AuNPs fue de 0.0456 + 0.003 min! utilizando para el calculo el
método de velocidad de excrecion y de 0.0233 + 0.0046 min't ajustado por el
programa WinNonlin. La depuracion calculada fue CL= 20.4286 +0.927mL/min y
21.165 + 0.126 mL/min, utilizando los métodos anteriormente mencionados, para
las nanoparticulas de oro. Con lo que respecta al conjugado AuNPs-LAN la ke fue
de 0.0478 + 0.0025 min-tutilizando el método de velocidad de excrecién y de
0.0295 + 0.0097 mintajustado por el programa WinNonlin. La depuracién
calculada fue CL= 12.0 £ 0.848mL/min y 17.5 = 0.234 mL/min utilizando los

métodos anteriormente mencionados.
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7.4.-Reajuste de datos experimentales considerando el comportamiento
farmacocinético de las nanoparticulas (AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN

in vitro.

Tabla 1. Pardmetros Farmacocinéticos promedio constantes de las de las nanoparticulas de Oro

(AuNPs) y del conjugado AuNPs-LAN in vitro.

AUNPs-LAN AUNPs
Pardmetros WinNonlin Método WinNonlin Método
ke (min -1) 0.0295 + 0.0478 + 0.0233 = 0.0456 + 0.0030
0.0097 0.0025 0.0046
t 1/2 (min) 150.00 +69. | 17.27 * 101.0760 + 18.35 + 4.66
60 3.58 55.32
CL (mL/min) 17.5+0.234 | 12.0% 21.165+0.126 | 20.4286 + 0.927
0.848
Vd (mL) 7128 £+ 956.9 | 257 + 2682 + 1395 479 + 66
9.1924
T méax. exc 7.5+ 4.25 00 7.5t 4. 2426 00

(min)

7.5 Andlisis Estadistico.
7.5.1 Prueba de Q de Cochran.

Sustituyendo en la siguiente ecuacion los valores obtenidos de la aplicacién del
método de velocidad de excrecidn y del ajuste de datos del programa WinNonlin
para los sistemas nanoestructurados en estudio se determind la prueba estadistica

de Cochran con fundamento en la siguiente ecuacion:

‘ ' 1! '\.I-.
k(& — .F_E{_'r, oy '
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De esta manera se formularon las hipotesis de prueba para comprobar el grado de
significancia de los parametros farmacocinéticos, utilizando el método de
velocidad de excrecion y con el ajuste del programa WinNonlin, como se describe

a continuacion.

HO: No existe diferencia significativa con los valores obtenidos de los parametros
farmacocinéticos de las AuNPs y del conjugado AuNPs-LAN con respecto a la

aplicacion del método de velocidad de excrecion y del ajuste de datos WinNonlin.

HA: Existe diferencia significativa con los valores obtenidos de los parametros
farmacocinéticos de las AuNPs y del conjugado AuNPs-LAN con respecto a la

aplicacion del método de velocidad de excrecion y del ajuste de datos WinNonlin.

Tabla 2.- Valor calculado del estadistico de prueba Cochran (ji cuadrada).

Prueba de Cochran (Q) ~:p = 0.05

Valor calculado Valor en tablas

Q (x? 0.00393 0.975
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Se llevé a cabo las sintesis de Turkevich-Frens modificado por Kimling en base a
lo reportado por Molina y cols. (2011) respecto a la sintesis de nanoparticulas de
oro, con el fin de darles uso para realizar las simulaciones reportadas en este
estudio. Cabe mencionar que la longitud de onda para detectar las AuNPs y el
conjugado AuNPs-LAN fue de 523 nm y de 533 nm, respectivamente; en base a
reportes publicados [ se comprueba que en el espectro de absorcién del
conjugado se observa un desplazamiento a la derecha en la banda de absorcion
(longitud de onda en el espectro electromagnético) correspondiente al
desplazamiento del plasmén de resonancia caracteristico de las AuNPs, lo cual
indica que las nanoparticulas se unen especificamente con el péptido lanreétido
para dar lugar al conjugado AuNPs-LAN y dado que es un nuevo compuesto la
longitud de onda de absorcién caracteristica del conjugado es mayor (533 nm) que
la longitud de onda de identificacién de las AuNPs (523 nm), la diferencia es de
tan solo 10 nm, lo que indica que son especies quimicas diferentes. La reaccion
que se llevo a cabo en base a la metodologia experimental valida la formacion de
un conjugado estable y muy especifico, donde el andlisis se realizé por

espectrofotometria UV-vis.

La fase experimental donde se mencionan los procedimientos seguidos para
realizar la simulacion in vitro de los compuestos en estudio se llevé a cabo por
cuadruplicado en el caso de las AUNPs y para la simulacién del conjugado solo se
realizé por duplicado. Los perfiles farmacocinéticos obtenidos de las mismas,
representan un comportamiento representativo de la administracion de los
compuestos siguiendo una dosis multiple (Ver figura 11 y 12 ) [ 2y 2l donde
podemos visualizar el comportamiento caracteristico de lo anteriormente
mencionado. En base a los resultados de las mismas y a los parametros
farmacocinéticos obtenidos utilizando el método de velocidad de excrecion y

considerando el ajuste de los datos obtenidos por el programa WinNonlin
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podemos observar en la tabla 1 que los parametros farmacocinéticos como la
constante de eliminacion ke (0.0233 + 0.0046 min -1) para las AUNPs y ke (0.0295
+ 0.0097 min -1) para el conjugado AuNPs-LAN se puede observar que la
velocidad a la cual las AUNPs se eliminan es parecida al dato correspondiente de
la constante de eliminacién del conjugado, lo cual quiere decir que la velocidad a
la cual se eliminan los compuestos en estudio esta delimitada por el
comportamiento de las AuNPs en el organismo simulado, es decir las AuUNPs se
eliminan a una velocidad tal que permite que las nanoparticulas se excreten
siguiendo un mecanismo de eliminaciéon sin afectar la velocidad a la cual son
excretadas, es decir la eliminacion de los compuestos depende de la velocidad a
la cual se biodistribuyan y se eliminen. Asi mismo la ke nos permite interpretar la
via y el proceso de eliminacion de dichos compuestos asumiendo que la
eliminacién sigue una cinética de primer orden, considerando que es un sistema
abierto en donde existe una ingreso del compuesto en el organismo simulado que
tiene que eliminarse por alguna via (equilibrio de masas), en este caso la
eliminacion se lleva a cabo por via renal, fundamentando esta afirmacion por el
valor obtenido del ajuste de datos utilizando el programa mateméatico WinNonlin,
donde a simple vista no existe una diferencia significativa respecto a este
parametro y confirmado en base al andlisis estadistico realizado aplicando la

prueba de Cochran.

Respecto al tiempo de vida media ti2 (101.0760 £ 55.32 min) para las AuNPs y
t2 (150.00 + 69. 60 min) para el conjugado AuNPs-LAN; se puede observar que
existe diferencia en los datos obtenidos, lo cual quiere decir que el tiempo en el
cual se llegan a su maxima eliminacion las AuNPs es menor que el tiempo en el
cual se limina el conjugado AuNPs-LAN, esto queda manifestado por la
permanencia en el organismo de este compuesto, ya que, es mayor el tiempo en
gue permanece el conjugado en el organismo, probablemente este

comportamiento lo definen las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto como
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su peso molecular, asi como el tamafio de particula y la forma de las particulas en
estudio (AuNPs). Lo mencionado anteriormente es (til para estudiar el
comportamiento del nanofarmaco en el organismo, ya que entre mayor sea el
tiempo en el cual permanece el compuesto en el organismo es mas probable que
se pueda cuantificar adecuadamente y determinar la concentracion plasmatica a la
cual el farmaco llega a la mitad de su concentracion, para determinar los

mecanismos de biodistribucion y eliminacion posibles.

La depuracion es otro de los parametros farmacocinéticos que nos indican la
pauta de seguimiento de eliminacion de un farmaco, especificamente en este
trabajo de tesis aplicando el método de velocidad de excrecion, como se habia
mencionado en la seccién 6.2. Los datos reportados de depuracion obtenidos
indican que para las AuNPs los valores de depuracion fueron: CL = 21.165 + 0.126
mL/min y para el conjugado AuNPs-LAN CL=17.5 + 0.234 mL/min; lo cual quiere
decir que a simple vista existe una diferencia de aproximadamente 4 mL/min,
estos datos confirman que el conjugado permanece mas tiempo en el organismo y
por lo cual su eliminacion es mas lenta, pues existe una relacion directamente
proporcional del ti2 y la depuracion, esto explica porque las nanoparticulas tardan
menos tiempo en llegar a la mitad de la concentracion plasmatica o bien
eliminarse, pero permanecen mas tiempo en el organismo, probablemente por la

infiltracion y el tamafio de particula.

Es sabido que el volumen de distribucién es un parametro fundamental para
determinar la capacidad del proceso de biodistribucién en el organismo y esta
relacionado con la velocidad a la cual el farmaco se elimina y la depuracion del
mismo, en este caso el volumen de distribucién obtenido para las AuNPs fue
Vd=2682 + 1395 mL y para el conjugado AuNPs-LAN Vd=7128 * 956.9 mL; se
puede observar que en base a los valores obtenidos el conjugado AuNPs-LAN se
biodistribuye en liquidos intracelulares y extracelulares, lo cual es un factor

determinante porque este nos indica que al permanecer a nivel intracelular puede
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llegar a lugares especificos de la célula y puede interactuar con organelos
especificos dando lugar a una funcion limitada y muy especifica (en base al
mecanismo de accion puede actuar a nivel de receptores especificos y atravezar
la membrana mediante vectorizacion dirigida), asi mismo puede interactuar fuera
de la célula, lo cual también es importante porque nos indicaria especificamente la
localizacion de algun dafio en algun érgano a nivel extracelular e intracelular. Por
lo anterior, con esta informacion se confirma la posible utilidad de este pardmetro
que es muy importante ya que tiene relacion directa con la constante de velocidad
de eliminacion y la depuracion. Cabe recordar también que la union a proteinas
influye en el proceso de biodistribucion del farmaco en el organismo, por lo cual
hacemos saber que en este trabajo no reportamos la unidon a proteinas
plasméticas, pero en futuros estudios farmacocinéticos los debemos considerar
para evaluar la trascendencia y el alcance de la union a proteinas y/o tejidos, asi
como la potencializacion de este nuevo compuesto. Aunque es sabido que el
farmaco libre o inalterado es el que influye directamente en la respuesta
farmacoldgica y terapéutica, de aqui la importancia de determinar la unién a
proteinas de este compuesto. En el caso de las AuNPs el valor obtenido del
volumen de distribucion es menor (37.64% menor), esto quiere decir que la
cantidad inalterada de las AuNPs se biodistribuye a nivel extracelular, permitiendo
asi confirmar en base a estudios reportados que se pueden utilizar para fines de

diagndstico 24 251,

Respecto al tiempo maximo excretado tmaxexc =7.5 £ 4.2426 min para las AUNPs y
tmaxexc=7.5 £ 4.25 min para el AuNPs-LAN, se puede observar que no existe
diferencia ya que este valor esta limitado por las AuNPs y la excrecién de un
biosistema depende de muchos factores (sistema de transporte, mecanismo de
eliminacion y de la variabilidad biolégica de cada sistema), este dato aunque no
forma parte de los parametros farmacocinéticos es muy importante porgue nos

permite visualizar el tiempo en el que la concentracion maxima del farmaco es
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excretada, o bien la maxima cantidad del farmaco excretada y de esta forma
considerar el tiempo de tratamiento de un farmaco, asi como el ajuste de dosis en

un régimen de dosificacion determinado.

En base a lo anteriormente analizado los datos reportados aplicando el método de
velocidad de excrecion (calculos realizados mediante una hoja electrénica) indican
que los parametros farmacocinéticos obtenidos no difieren mucho respecto a los
datos obtenidos en el ajuste de los mismos utilizando el programa WinNonlin.
Respecto a la constante de eliminacién obtenida donde ke=0.0456 + 0.0030 min -*
para las AuNPs y ke=0.0478 + 0.0025 min ! para el conjugado AuNPs-LAN se
puede observar que no existe una diferencia entre los valores obtenidos, lo cual
quiere decir, como se explico anteriormente, que la velocidad a la que el
conjugado y las AuNPs se eliminan es aproximadamente la misma. Respecto a los
datos reportados por el programa WinNonlin el valor obtenido no es el mismo pero
se observa en mismo comportamiento para el conjugado y para las AuNPs.
Considerando que el ajuste de datos es mas preciso los datos determinantes para

el analisis fueron los reportados por el programa.

El tiempo de vida media obtenido mediante estos calculos indican que si existe
una diferencia significativa en los datos reportados y con los datos obtenidos por el
programa WinNonlin mencionado con anterioridad, ya que, t12=18.35 + 4.66 min
para las AuNPs y t12=17.27 £ 3.58 min para el conjugado AuNPs-LAN. Aunque el
comportamiento de los dos compuestos es similar aplicando él método, no asi con
la aplicacion del programa. Dado que el tiempo de vida media es un parametro
gue nos permite identificar el tiempo a la cual los niveles en plasma de las AUNPs
y del conjugado llegan a la mitad de su concentracién, consideramos que el dato

mas confiable es el obtenido en el ajuste utilizando el programa.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos como la depuracion, para las AuNPs
CL=20.4286 £+ 0.927 mL/min y para el conjugado AuNPs-LAN, CL=12.0 + 0.848
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mL/min; indican que no existe un cambio significativo en los datos obtenidos para
este parametro respecto a los dos métodos de calculo para obtener el valor de la
depuracion, lo cual se confirma con el analisis estadistico realizado que se
menciond en la seccién 7.5. Confirmamos con los datos reportados respecto a
este parametro que el comportamiento de las AuNPs y del conjugado manifiestan
una depuracion similar limitado como se menciono anteriormente por la

eliminacién de las AuNPs.

El valor del volumen de distribucién reportados Vd=479 + 66 mL para las AUNPs y
Vd=257 £ 9.1924 mL para el conjugado AuNPs-LAN, muestran que si existe
diferencia significativa respecto a los datos reportados en el ajuste (WinNonlin),
dado que el programa nos permite realizar un ajuste de datos mas preciso, este
parametro lo consideraremos para futuros estudios farmacocinéticos. Sabiendo
que el Vd es un pardmetro importante para la biodistribucién de los farmacos en el
organismo es importante delimitar los alcances a nivel intracelular y extracelular de
los compuestos en estudio 2, por tal razén es importante considerar la union a

proteinas como se menciono con anterioridad.

Respecto al valor calculado del tiempo maximo excretado para las AUNPs y para
el conjugado no reportamos dato alguno, ya que matematicamente nos arroja un

valor indefinido, lo cual no tiene respuesta biologica.

Finalmente el trabajo experimental realizado se justifica con el uso del programa
WinNonlin, para ajustar los datos obtenidos en base a la teoria de Lieberman-
Newton, la cual minimiza los errores debidos del ajuste matematico obtenido por
otros medios (manual o en hojas de calculo) para el ajuste de datos de sistemas
lineales y no lineales, pero esto es solo para determinar la precision de los
pardmetros farmacocinéticos obtenidos y la confiabilidad de los mismos. Para
fortalecer el célculo de estos parametros se realiz6 la prueba de Cochran, donde

en base a la prueba si existe una diferencia significativa con los datos reportados
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de los parametros farmacocinéticos utilizando el método de velocidad de
excrecion, como el tiempo de vida media (t12) y la depuracion (CL). Considerando
que el valor calculado de Q fue de 0.00393 y el valor de tablas fue de 0.975 donde
se demuestra que éste Ultimo es mayor que el calculado [Q (x?) 0.00393<0.975,
p<0.05], justificando asi la hipotesis alterna indicada, pues toda investigacion
experimental requiere que esta cumpla con los objetivos delimitados y con un fin
especifico para dar confianza a los datos obtenidos y para robustecer el trabajo
experimental. Cabe decir que es la primera vez que se reportan éstos datos por lo

cual estan sujetos a la reproducibilidad.

Por ultimo observamos que los parametros farmacocinéticos aplicando el método
de velocidad de excrecidn son representativos y permitira disefiar posteriormente
nuevos experimentos que justifiquen los parametros farmacocinéticos reportados y
correlacionarlos con datos in vivo. En cuanto al método es importante resaltar su
uso, ya que no es muy conocido pero puede ser (til cuando se complica el

monitoreo con muestras en plasma o bien el tiempo de monitoreo es corto.
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IX. CONCLUSIONES

A traves de la aplicacion del método de velocidad de excrecion se logré determinar
el perfil farmacocinético de las nanoparticulas (AuNPs) y el conjugado Au-LAN,
siguiendo su comportamiento de ambos compuestos en una simulacién in vitro.
Asi mismo, se evalud la excrecion de los sistemas nanoestructurados en estudio
en base a los valores de los parametros farmacocinéticos calculados (ke, t ¥z, CL,
Vd y t max. excretada) de las AUNPs y del conjugado AuNPs-LAN in vitro. También se
realizé el ajuste de los datos experimentales siguiendo una simulaciéon de los
sistemas nanoestructurados, utilizando modelos matematicos exponenciales y
graficos, asumiendo que la eliminacion sigue una cinética de primer orden

mediante el ajuste lineal del programa WinNonlin.

Por ultimo se realizd un ajuste de datos utilizando un software matemético para
sistemas no lineales (WinNonlin) que permitio visualizar el comportamiento de los
dos compuestos en estudio minimizando errores propios o0 inherentes al
comportamiento de los mismos considerando el proceso de minimos cuadrados de

Gauss-Newton y de Lieberman-Newton.
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X.RECOMENDACIONES

Comprendiendo que los estudios farmacocinéticos son de relevante importancia
en los procesos organicos cuando se administra un farmaco en el organismo y
poniendo de antemano la utilidad de los parametros farmacocinéticos en la
practica clinica, este estudio forma parte de los estudios reportados en la FEUM,
USP y por la FDA en relacion a los criterios que se consideran para la realizacion
de la farmacocinética de cualquier farmaco en desarrollo. Propiamente estos dos
compuestos (AuNPs y AuNPs-LAN) son especies quimicas en estudio con la
finalidad de ser considerados como nanofarmacos. Por tal razon es relevante en el
desarrollo de nuevos farmacos fortalecer la confianza en la efectividad de los
mismos asumiendo los criterios que marca la normatividad en lo referente al
desarrollo de nuevos farmacos y de los estudios biofarmacéuticos. En este caso
en particular se comprueba que las especies nanoestructuradas también pueden
utilizarse con fines a la Biomedicina, por lo cual es indispensable conocer el
comportamiento de los mismos en el organismo 271, mediante simulaciones

prospectivas in vitro y reafirmando su comportamiento en futuros estudios in vivo.

Estos estudios permitiran disefiar nuevos experimentos in vivo en la fase pre
clinica para dar a conocer las nuevas tecnologias de aplicacién en farmacos y su
funcionalizaciébn como los sistemas de liberacién (nanocapsula y nanoesferas) con
el fin de calcular la dosis ponderal de dichos nanofarmacos en estudio, pues
estos sistemas resultan atractivos para su empleo como nuevos tratamientos de
enfermedades por la gran versatilidad de los compuestos a encapsular, ya que
estas particulas son capaces de incorporar desde pequefias moléculas de farmaco
hasta macromoléculas (como péptidos, proteinas o genes), por la capacidad de
proteger la molécula encapsulada asi como de liberarla de manera controlada y
con una cinética dependiente de la composicién de la formulacion, ademas de

poder dirigir las particulas al tejido, célula u organulo intracelular adecuado
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(blancos terapéuticos o células diana), y por el hecho de ser totalmente

biocompatibles y biodegradables.
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XIl.- ANEXOS

Tabla 3. Aplicacion del método de velocidad de eliminacion del conjugado
AUNPs-LAN in vitro. (n: 2).

Xu

Cu Xe Yu | acum. | AXu | At | AKuAt | InAXwAt |tmedio ke
(megml)| meg meg | Xu-Ku (| in 4 {f} b m r 12
440.5 |1949375|1717389( 1717399 1717398) 3 | 57246.65 |10.95512433| 1.5 [11.12119)-0.08804| 0.98222( 0964757
39425 | 14745 |14B3304)3170703( 1453304 3 | 4R443.47 (107881528 | 45

ITLTE | 18161 (1208337 446904 [1298337) 4 | 3245042 (1038771522 B

373 | 16611 [1475215)59442565( 1475215 3 | 49173.83 [10.80311692| 115 |11.60562) -0.068 |-0.98301)0.978146
382,375 (10008 75( 1275099 721390.4( 1275655 3 | 42623.29 [10.65780T12| 145
361.125 (12640.5 | 126800 | 8487954( 126800 | 4 | 31700 (10.36407208 18
382375 | 13224 [1330065)9818613( 1330665 3 | 443555 (1069999138 215 |12.18945)-0.00482(0.80741)0.651909
371.75 | 10846.5 [1440067) 1125863 | 1440067) 3 | 48002.22 [10.77900251| 245

3605 [11785.5 |1180187| 1243887 1180187) 4 | 2050467 |10.2923039 | 28

36675 | 11276 [1292335)1373121(1292335| 3 | 43077.84 (1067076408 315 |12.24868|0.04855| 0 .89638) 0.8034%5
3905 | TRET |1283281|1501443|1283281) 3 | 42776.02 |10.663732%| 345

363 |11853.26(1266509) 1628000 ( 1265505 4 | 3163772 [10.36210532 38
354875 | 10665 (12615810 1754158(1261581) 3 | 4205269 (1064067858 415 |12.4627|-0.04234| 482445 067974
37425 | 42135 (1314085 1885500 | 1314085 3 | 43802.54 [10.68745402| 445
363625 | 11336 [1288142) 2014380 (1288142) 4 |32203.54 (1037963163 48

359.25 (10533 75(1261417) 2140522 (1261417 3 | 42047.22 [10.64654852| 515 |13.38425-0.05193|0.85555) 0.73196
342375 | 836 (1204178 2269940 (1294178 3 | 43139.25 (1067216853 545

675 | 1176 [1211024) 2391042 (1211024 4 | 30275.61 [10.3180977 | 58

35425 (101775 [1201793) 2511222 (1201793 3 | 40059.77 [10.59812788| 615 |13.53743)-0.04712|0.91722| 0.8412%
340125 | 4071 [1174229)2628045| 1174228 3 | 3914057 [10.57432403| G475
382,375 (101025 [1186623) 2747307 ( 1186623 4 | 2966557 (102977424 | 6B

34175 | 10956 [1170067) 2864313 1170067) 3 | 3900222 (1057137381 715 |14.07845) -0.0484 |-0.90388)0.817005
343625 (739475 | 115501 | 2973814| 116501 | 3 | 38A00.32 [10.55842177| 745
342375 [10046.25( 114052 8) 3094467 | 1146528 4 | 28663.21 [10.26336358( T8
J44.875 (102525 | 117861 | 3212328| 117861 | 3 | 39287.01 [10.57864522| 815 |15.13937)-0.06544| 093612 087631
333 | 7436 | 112054 |3324882( 112554 | 3 | 37H1R [10.5325761| 45
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344.875 (7229.75 (1133345 3660615( 1133345) 3 | 37778.18 [10.53948703| 945
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Xu

Cu | Xe | Xu |acum | AMu | At | AXwht| InAXuAt | tmedio ke
(megiml)] meg meg | KuXuff| 4 b m [ 12
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236,125 9937 75| 572308 | 4711654 72308 | 3 [19076.333.856235181) 345
230625 | 9864.75 | H6047 (5| 4767701 BG047 06 4 (1401175|9.047052308) 3B
242375 (1206013 59654 56| 4027355 965406 3 (1000495|9.897713382) 415 |11.68574]0.04206].83431| 0,800
244 875 | 9452 26| 59351.50| 4006707  B93R1 B 3 [197B386|0.882621T01) 445
24425 | 9970 (BOATIN|49475R6)G0OTRAM| 4 |1B219.A3)963035433 48
24 | 11574 | 59799 |500T30E) B4T9R | 3 | 19933 (9900131823 B15 (123355 |0.04623|.06269| 074428
505 | 9477 |608715| 5068267 6OATTE) 3 | 202905 |3.917900075) B45
2375 | 9820 | 5950306 5127760 950306 4 (1487ETT) 96074387 | O
2555 113005 | 6144775 S189207) G144770) 3 | 204B2503.927330211) 615 |13.20828|.05244| {8803 | 0.774%08
246,125 9793 875 | 6180004 5251016 61200 3 (2060271 3.3317807| 645
241,125 | 9501.75| G874 (8| 5I09760| BAT4408 4 |1460602)3.5%4651268) 60
2405 | 11544 |5TR40.25) 5367600) 7R4026) 3 |1920008| 986682729 | 715 |12.44054|.03526(.80606) 0 648729
2455 (935275 |G042360) B420024/ 6042358) 3 | 20141233.9105241%8| 745
243 | 96615 |G178275) 5409006 6178278 4 | 1544009 9.040088117) T
24675 | 1192038 |62601.97) Go62308) 6268197 3 |20860056)9.945520188) 815 |11.61361(0.02034|.37189| 0944573
244 875 | 9152 875 | 60575.95| 6612064 60736 3 |2019138)9.313040082) 045
303,625 | B921.626(73211 50 G6BG176) 721158 4 | 1830208)9014004407 B8
2405 (1184575 GR14088) 574431  BR14008) 3 |19300293.872011%5| 915 |12.88615] 0323 | 0.74268) 0 55157
245 | 95605 | 62434 |GR0GTHM) 62434 | 3 |2081133(9.343252%03) 941
24325 | HED |G3ITIM BATM2)6AATIAY 4 | 1BR423E|D.GT04B0083) 98
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Tabla 4.- Aplicacion del método de velocidad de eliminacion de

nanoparticulas de oro (AuNPs) in vitro (n: 4).

Xu

Cu Xe Ju o | acum. | AXu A | AXwAt | In AXwAt | tmedio ke
(megiml)| meg meg |XuXuff] m4{f b m r r2
77375 | 3681.25|5696.734| 3775533 | 5606.734] 3 | 1808.911(7543036004) 515 | 8.66568 |-0.02102{-0.77837 (0605866
1305 | 36405 1034213\ 3700870 1024213) 3 |3447.370| 8.140208301| 45

119.25 | 12504 |3100463|3816939|3106463) 4 | 7766.106[ 8.95753063| 2

199.25 | 6352 |1977556|3836715\19775486) 3  |GH91.8548.793589%43 115 |11.32399|40.22666|-0.98644 |0.973059
9425 | 3762 |8058.375|3044773|8058.378) 3 |26B6.126|7.095854014) 145

805 | 3267 |5977.125|38G0750|5977.425 4 | 1404.281(7.300400601) 18

79875 | 4830 |G429.930(3857180(6429.938 3 | 2143.M3(TETOI07R08) 215 |7T.032174[0.02779 [0.811476 (065843
81125 | 32235 |6226.344|3063407(6226.344] 3 | 2075.440) 7637932273 245
129,875 | 4060.25 | 10211.42|3873618|1021142) 4 | 2052.800( 7044007503 28

9425 | 3018 |TH2LT7H |3081441(7E2278| 3 | 2607.583|7.866179145) 315 |8.ATRG73| 0032 [-0.99764 (093525
87.375 | 3450.75 | 7197 516|3800638( 1197 516) 3 | 2308.172)7.7R287R08) 345

99075 | 492270 |8470.89 (3097110 ( 247080 4 | 2119.223) 7000004629 3B
203625 | 41745 (2121642|3M18332| 11216420 3 |TOTZA41| D.80318483| 415 (14.64234|0.14126) 0935 |0.8T4NT
49.25 | 4035 |1016072|3928492|1016072) 3 |33B6.06|8.127672173) 44.5

94875 | 63045 |1107666(3930560( 1107666 4 | 2769.164) 7926300771 48
122375 | 5612.25 | 16352.36| 3965921( 1636236) 3 | D460.786( 2 603515182) 515 |15.01598] 0.1263 |-0.94049 |0.884514
99075 | 3445 |8601734|3904523(8601.734] 3 | 2867.245)79G1106%45 545
101.125 | 5065.75 | 9467 828|3973991| 9467 828) 4 | 2366.957|7.7693004%6) 58

106.5 | 3820 | 10339 |3904330| 10339 | 3 |3446.333) 8140066143 1.5 [12.93467|-0.07711|-0.95636|0.91462
92375 | 3866.5 |9399.15(3993729(9390.156) 3 | 3133.082) 8.049762%5) 645

94875 |4785.75|8408.297 (4002137 (8408.297) 4 | 2102.074| 7650679859 6B

103 | 3995 [1028713|4012424|1028713) 3 |3429.042) 8.140035104| 715 [13.03708|-0.06628(-0.99352 |0 987581
96.75 | 3439 |87HO.0TH|4021180|8755.47T8) 3 |2910.626|7.978867034) T45

96125 | 4771 |8819.469(4030000(8819.468) 4 | 2204.867| 7690422504 T

96.75 |2733.75|8016.344|4038916|8816.044) 3 | 2938.7H1| 7985750234 815 | 11.28079(-0.03934(-0.89745 |0.805423
96125 | 346275 |8THO.3M [404TH76(8700H| 3 |2919.797) 7979200329 40

9425 | 5031 |9110.600(4006694(3118.688 4 | 2279.672| 7731786797 6B
102375 | 3870 |9904.781|4066599(9904.781) 3 | 3301.5%4(2.102160585) 915 |10.09809(-0.02131(-0.68102 0463786
101.125 | 3565.75 | 10605.48|4077205| 1060548 3 | 3535.161| 8.170514251) 945
112375 G150 |1157463|4088779| 1157463 4 | 2893.656( 7.97027612| 98

63




Xu

Cu e [Wu acum (MXu  |M AXwht | InAXwdt | tmedio ke
(megiml}| meg meg [ Xu-Xuff)|tn+(f b m [ 12
83| T666.75 | 6392.75 | 5877115 | 699275 3| 2330 57| 7754016588 51.5)7.610439)0.002581| 0.440837) 0194307
§3.625) 6857.25 |6993.141) 5824108 | 6333 141 I 23 04T TR0 4B
85.5) T024.5|7148.930| 5891258 145,90 411787 434| 7488504530 !
80| 7H26.25|  7353|5838617| 7359 3| 2483|T.008067044  11.5)8.210009)-0.04189|0.93238 | 0.880556
86.125) 6754.75 7094 547 | 5308712 7094.547 3| 2304040 770040043 145
§1.125) 6919.5|7606.422) 5913218 | 7506 422 4 1076.600 TAITB0 1B
87.376) 7636|7262 125 5920470( 7262128 3| 2417378 7.79043782)  21.5)6.441451)0.059481| 0 863684) 0.745551
86.125) B754.75 | 7094 547 5927565 | 7094547 3| 2304049 770040043 245
{72375  GBT|140916G| 5941657 ) 14091 432204 16704378 28
86.5) 7751.25| 7363 688 | 5943020) 7363 688 3| 2454 563 7808703817 31.5)9.605296) .0856|0.31827) 0.844008
B4.875) 6740 (T150.719) 5956171 (7150.719 3| 2383 73| T.776355006) 345
84,25 T030.5)6887 438 | 5963058 | 6847 430 411721889 7451060008 38
85.5)  T414|7203.375| 5970262 203,378 3| 2401.126| 7.783692607)  41.5)10.26506) 0.0659|0.57183 | 0.320584
84.25)  9190|9678.21| 5373940 | 9678.219 3| 3226073 8.079020%1) 445
8425 G430 6834.781) 5986775 | 6934, T8 411700.600| 7444058 4
86.126) 10335 9947 430 5996722 3947 430 3 3315.813) 8106457971 §1.5)13.268040.10039|0.99611) 0.392241
8425 6640) 6992.75|6003715| 69927 3| 2330 97| 7754016008 B45
83625) 6590|6840 .609) 6010604 |6088.609 41722082 TAR3018 &R
88| T24B| T243|6017853| 7248 3 2416.333 7790006519 61.5) 11.03484)0.05199| 0. 31233 | 0.832365
85.5) G474| T7096.5|6024343) 70965 3| 2365.5|TT687T445% 645
8425  G590)6940.054| 6031289 ) 6340 0 4 1735.023) 7458776201 6B
83 T304| GRBR|6034TTE|  GB8 3| 2296.333| 773006897 T1.5)10.83206)-0.04278| 0. 92852 0 64002
§1.75| G376.5)6693.063| 6045461) 6683.062 3| 2227 00| TT0BTA8)  T4S
85.5) G376.5|6989.626| 6052451 ) 6989626 411747 406| 7 405007008 T
86.75| T030.5)7091.813| 6053543 | 7091.813 3| 2363 930 77680834  B1.5)11.80719)-0.04806| 0.8675) 0.76266
86.75)  G308) 7200.25|6066743| 7200.25 3| 2400083 TTR3250T8)  B4S
B4.875 6213|6930 5316072682 6930 531 411734 633 7450051008 B0
86.125) 6919.5 (7094547 6020776|7094.547 3| 2364043 7760460438 91.5)12.41511)-0.05012| 085834  0.736745
B4.875) 6069 |7266.213) 600033 |7256.01 3| 2410900 TT0036TY 945
83625 6260.5|6240 0] 6094321 |60 609 4172008 TR W
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Xu

Cu | Xo | Xu |acom | AXu | At | AXult| InAXult |tmedio ke
(megml)| meg meg | XuXuff)| t-A{f b m j 1
13| M85 |542025|6100342) 542026| 3 | 1B0GTH| 749028433 | 15 (T.56209)-0.00131(.43138) 0.24145
16.05 | 39625 |G082.430|6106424 6082438 3 | 2027.479|7614540511| 45

83625 | 4275 |TM49.9%|GU3GT4| T4 3R 4 | 1TET.AR4|TABB5G45N| 8

89.25 | 4641 |T9GO.63|6121540(7965.503 3 |2099.108|7.8%4270883| 115 (B.297%47)0.03085|4.72723|0 52881
33| 434 |BB90.07% 6130131 8590875 3 |2062.6257.959043084| 145

92375 | 390475 |8764.070) 61300095 ATR4. T 4 | 219002 | THO12228| 18

108 | 4221 | 10854 (6143743 10854 | 3 | 3618 |B.193676666| 215 |9.28655 |.04333|4) 95487|0.911%68
101125 | 6674.25 | 1022627 6159475 1022627 3 | J408.766|2.134102462) 245

102375 | 4841 |1054483)6170520) 1054483 ¢ | 2636.1%|7877077168| 28

104875 | 5382.75 | 1067108 6181191 1067103 3 | 386701 B.A7BETET | 315 |9.387941|0.03645)0.75872| 057368
1055 | 47795 |1145094) 6192650) 1145004 3 | 3819.0790.24B000248 245

106125 | 4803.75 | 1132004 6203979 1132884 4 | 2832.201)79488128%6| 2

10425 | 5551 (1112869 6215108 1112068 3 |3709.5638.210069224) 415 (9.001478\-0.03342(4.94817| 0899022
104875 | S0BT5 | 1067108 6226779 1067103 3 | 3667.01) Q.ATRGTET | 445

106125 | 5322 626| 11527 83 6237307 11G2r @ 4 | 2881.957)7.966224007 40

107.375| 5356 | 1105063 6248367) 1105983 3 |3686.542 B.21244400 | 15 |10.87797|0.06227).82038 | 0 67402
109.25 (523075 1166244 6260029 1166244 3 | 3887479 8265516197 545

103 | 4841 | 10609 (6270638 10609 | 4 |2682.25|7.8831630t5) 58

103625| 5459 |10673.38 6281311 10673381 3 |36677H2|2.176B35313| 615 |B.61789|4.02261)-0.67051|0.443578
109875 | 5243.75 | 11623.M) 6292834 1152304 3 | 30410472 263800232 645

118 |4928.126) 12375.26( 6305210( 12375.08) 4 | 3093.813B.037T159428| 6B

108.625|5230.75 | 11596.72) 6216805| 1159572 3 | 3065.24 | D.289778547 715 | 11.8557 |0.04334) 82664 |0 62334
T11025| 4807 |1214041)6320346) 1214041 3 |4046.802)2.3056822%8| 745

1055 4831075 1132006 6340274) 1132806 ¢ | 28320057 948743572| 78

1105 | 3085 |114505) 6361724 1143056 3 | 3816004/ 2.247181846) 915 |11.394480.03805)0.85633 | 0.332%8
109.25 480375 1166244 6303387 1166244) 3 | 3007479 D.265516197) 45

f11.125| 4860 | 1200156375388 120015( ¢ |3000.3758.00643256 | 88

108 | 55185 | 114615 (6306830 114615) 3 | 38205 |D.240136883) 915 (12.21861)0.04278|4) 84415|0.712598
T1.126 | 4387 76| 11793.M) 6398643 1179304 3 | 3930047 827666105 | 945

10875 | 469775 | 1166244 6410308 1166244) 4 | 2915608 777834126 98
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Xu

Cu (X [Xu  jaeum [AKu  |A ARt | InAXwht |t medio ke
megiml)| meg meg [ XuXuff)|tn4{f b m [ 12
110.5) 6006 ) 12762.75| 6423068 1276275 3| 425426\ D 365673762 61.5|2.127069)0.004175) 0.550254) 0302824
109.875) 4862 12141.13) 6436209| 1214119 34047063 B 206746508 45
109.875) 4617125 11797 83| B447007| 11797 83 4] 2943 467) 7 309376375 !
109.25) §640.5)1186728) 6450475 1186728 3| 3955.76| 3202920129 11.5|2.505580)0.04838 | 0 82742 0.634625
114.878)  4752) 12406.5] B471281| 124065 3 4355332736351 145
10| 4752| 11646482045 11604 4 296|7977e6008 18
110.5)  5746)12210 25| 6485155| 1221025 34070083 3311418783 21.5|9.324284)0.04513] 0 31098 0.829878
111754617125 11399.15| B507154| 11399.16 3)3999.119 20397935 M5
109.25) 5028.75) 12208.69) 6519363| 1220869 413052172 3023608706 28
116.75) 5525123008 6532264| 1230088 3 4300.292) 3 266430123 31.5(10.30362)-0.08047| ) 36647 0934846
108.625) 4345)11799.39| 6544063| 1173939 3 NI 2719087 45
10| 4536| 116646586727 11664 4 296|797796008 38
109.875) §713.5) 120725 6567800( 1207282 34024 172 . 300074423|  41.5(10.36543)0.04873] 3159 0.83887
108.625) 462,26 11799.29| 6579599| 1173939 3 NI B2TTI908T| 445
108.625) 4562.25) 11799.29| 6591299| 1179939 42043 040 7 900000008 48
110.5)  5746)12210.25) 6603609| 1221025 3 4070.083 33111418783 1.5| 11.1436)0.05416] 0 31259 0833538
109.25) 4697.75 | 11335.56| 6615544| 1193556 3| 3978521 D 200665073 45
107.375)  5154)11529.29) 6627074| 1152939 42002 40 7 90036039 @
108| 5400| 11664|6638738) 11664 3| 3088|0.205650166|  61.5|11.42485)0.08064) 0 31532) 0837817
106.75| 490,25 11395.56| 6650133 1139556 337905 B 46T0G| 45
106.125) §618.5) 1126252 6661396| 1126282 4 2015609 794204008 68
108.625) 5865.75) 11799.29) B6T2134( 1173939 3| 393343 3277190879|  71.5| 11.9298|0.08051| 0 32841| 0.861944
106.75)  4270)11395.56| 6624591 1139556 337905 B 4206T0G|  T4S
106.75) 4310.5)11395.%6| 665906| 1139550 4 2040591 7 Sdadane3) T
109.25)  B621)11935.56| 6707922| 1193556 33970521 3. 200665379 81.5(12.6536)0.08277| - 85965 0733999
110.5)  4641)12210.25) 6720132 1221025 34070083 2141873 45
106.75)  5124)11395.56| 6731528 1139556 4 20400917 94a0a043 B8
109.25) 899.5)11935.16| 6743463| 1193550 33978521 0. 200665373 91.5(12.96137)0.08058| 0 31505| 0837
108| 5400| 11664| 6786127 11664 3| 3008|0205650006 45
07.375) 4724.5)11529.39| 6766657| 1152939 4| 2000 40 7 20036030 W
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XIIl. GLOSARIO

Absorcion: Mecanismo mediante el cual el farmaco se dispersa en el organismo a
partir de los procesos de desintegracion y de disolucion en los sitios de absorcion

(mucosas, epitelios, liquidos intersticiales).

Barrera hematoencefalica: Es una formacion densa de células endoteliales entre
los vasos sanguineos y el sistema nervioso central. La barrera impide que muchas
sustancias toxicas la atraviesen, al tiempo que permite el pasaje de nutrientes y
oxigeno. De no existir esta barrera muchas sustancias nocivas llegarian al cerebro
afectando su funcionamiento. Las células de la barrera poseen proteinas
especificas que transportan de forma activa sustancias como la glucosa a través

de la barrera.

Biotransformacion: Es un proceso que involucra acciones metabdlicas referidas

al farmaco en el organismo.

Constante de Eliminacion (ke): Expresa el porcentaje del farmaco eliminado en

el tiempo.

Biodisponibilidad: Es un término farmacocinético que alude a la fraccion y la
velocidad a la que la dosis administrada de un farmaco alcanza su diana
terapéutica (canales, transportadores, receptores, que son macromoléculas
proteicas) lo que implica llegar hasta el tejido sobre el que realiza su actividad
bioldgica.

Biomoléculas: Son las moléculas constituyentes de los seres vivos. Los seis
elementos quimicos o bioelementos mas abundantes en los seres vivos son el
carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno, fésforo y azufre (C,H,O,N,P,S)
representando alrededor del 99% de la masa de la mayoria de las células, con
ellos se crean todo tipos de sustancias o biomoléculas (proteinas, aminoacidos,

neurotransmisores).
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Biodistribucion: Proceso mediante el cual el farmaco ingresa al torrente

sanguineo y se biodistribuye hacia los tejidos y a otros fluidos biolégicos.

Concentracion plasméatica: Todo medicamento que se administra a un paciente
va a ser absorbido en mayor o menor cantidad y/o porcentaje hacia la sangre, ya
sea que se administre por via oral, topica o parenteral.

Dosis: Es la cantidad de principio activo de un medicamento, expresado en

unidades de volumen o peso para lograr eficazmente un efecto determinado

Excrecién: Proceso mediante el cual el organismo tiene la capacidad de
deshacerse de las sustancias externas eliminadas directamente (excrecién), o
bien después de transformarlas en sustancias que pueden ser excretadas mas

facilmente debido a procesos metabdlicos.

Farmacocinética: Es el estudio de las variaciones en las concentraciones de los
farmacos y sus metabolitos en funcién del tiempo en los diferentes fluidos y tejidos
del organismo y de las relaciones mateméaticas necesarias para desarrollar

modelos que permitan interpretar tales datos.

Intervalo: El tiempo es una magnitud fisica creada para medir el intervalo en el

gue suceden una serie ordenada de acontecimientos

In vitro: Conjunto de fendmenos observados en el laboratorio a partir de

productos biolégicos vivos.

Microscopia electrénica de transmision (MET): Esta es una técnica en la que
un haz de electrones es transmitido a través de un espécimen ultra delgado (nm
de grosor). La informacion que se usa es la de los electrones transmitidos; la
imagen en una pantalla fluorescente. La resolucibn de los microscopios

electrénicos también esta determinada por el diametro del haz de electrones.
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Metabolismo: Es el tiempo general empleado para denominar las distintas
transformaciones quimicas que ocurren en el organismo encaminadas, sobre todo,

a reducir la Liposolubilidad y la actividad biol6gica de los farmacos.

Membrana celular: Es una bicapa lipidica que delimita todas las células. Es una
estructura laminada formada por fosfolipidos, glicolipidos y proteinas que rodea,
limita, da forma y contribuye a mantener el equilibrio entre el interior (medio
intracelular) y el exterior (medio extracelular) de las células. Regula la entrada y

salida de muchas sustancias entre el citoplasma y el medio extracelular.

Simulacion: Es el proceso de disefiar un modelo de un sistema real y llevar a
término experiencias con él, con la finalidad de comprender el comportamiento del
sistema o evaluar nuevas estrategias (dentro de los limites impuestos por un cierto

criterio o un conjunto de ellos) para el funcionamiento del sistema.

Parametro: Se conoce como parametro al dato que se considera como
imprescindible y orientativo para lograr evaluar o valorar una determinada

situacion.

Plasma: Es un fluido coloidal de composicién compleja que contiene numerosos
componentes. Abarca el 55 % del volumen sanguineo. Estad compuesto por un 90
% de agua, un 7 % de proteinas, y el 3 % restante por grasa, glucosa, vitaminas,
hormonas, oxigeno, gas carbonico y nitrdgeno, ademas de productos de desecho

del metabolismo como el acido Urico.

Nanoparticulas: Particula que cuenta con una o mas dimensiones en el intervalo

de 0.1 milésimas de milimetro (100 nandémetros) o0 menos.

Tiempo de vida media (t12): Es el tiempo en el cual la concentracion del farmaco

en plasma llega a la mitad.
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Volumen de distribucion (Vd): Relaciona la cantidad del farmaco en el

organismo con la concentracion del farmaco en la sangre o en el plasma.

WinNonlin: Programa matematico disefiado para resolver ecuaciones no lineales.
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