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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion corresponde al estudio preclinico farmacocinético de
una mezcla (MIX-160) de los citroflavonoides hesperidina (hsd) y naringenina (ngn)
contenidos en una forma farmacéutica sélida (tab) evaluados en un modelo de suero de
roedor. Esta mezcla, demostré tener actividad antihiperglucémica y antihipertensiva a una
dosis efectiva 50 (DEso) de 161 mg/kg en diversos estudios in vivo, in vitro y ex vivo.

El estudio farmacocinético se realizO a partir de cuatro grupos experimentales que
consistieron: naringenina libre (ngn-free), hesperidina libre (hsd-free), MIX-160 (-mix) y
tableta (-tab). La administracion se realizo por via intragastrica a 161 mg/kg y las muestras
sanguineas fueron tomadas por puncién caudal a 14 tiempos entre las 0 y 24 h seguido de
la separacion del suero centrifugando a 2500 rpm. Las muestras se procesaron por
extraccion en fase solida (EFS) y la cuantificacion de los flavonoides se realizé por UHPLC-
MS/MS. Las concentraciones obtenidas fueron utilizadas para construir graficas de
concentracidn-tiempo y calcular los parametros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos area bajo la curva (AUC), tiempo maximo (Tmax),
concentracion maxima (Cmax), tiempo medio de residencia (TMR), constante de eliminacién
(ket), constante de absorcion (Kass), volumen de distribucion (VD/F) y velocidad de
aclaramiento (CL/F) fueron obtenidos bajo un modelo no compartimental utilizando
herramientas computacionales y comparados mediante pruebas estadisticas t, ANOVA y
Tukey.

Los resultados obtenidos demostraron que tanto hsd como ngn muestran una cinética de
absorcion y eliminacion de primer orden, en sus tres tratamientos, donde Kaps>ke. También
se encontr6 que el comportamiento farmacocinético de hsd no se modifica al
coadministrarse con ngn; en tanto que la CL/F de ngn disminuyé significativamente
provocando un aumento en el AUC en presencia de hsd con un valor de p<0.05. Al no
encontrar diferencias significativas en los parametros farmacocinéticos de los flavonoides
en la mezcla y la tableta; se concluyé que la formulacién y las operaciones unitarias
relacionadas a la tableta, no modifican el comportamiento in vivo de los flavonoides desde
el punto de vista farmacocinético. Un estudio de disolucién in vitro respaldé que la tableta
no modifica el comportamiento de los flavonoides.






ABSTRACT

The present research work describes the pharmacokinetic preclinical study of a citrus
flavonoid mixture of hesperidin (hsd) and naringenin (ngn) contained in a solid
pharmaceutical form evaluated using a murine serum model. This mixture has previously
shown antihyperglycemic and antihypertensive activity at a medium effective dose (DEso)
of 161 mg/kg in multiple in vitro, in vivo and ex vivo evaluations.

The pharmacokinetic study used four experimental groups: single hesperidin (hsd-free),
single naringenin (ngn-free), mixture (-mix) and tablet (-tab). An intragastric
administration was given at a 161 mg/kg single dose. Blood samples were obtained by
tail-vein puncture at 14 points between 0 and 24 h. Serum was separated by
centrifugating at 2500 rpm. Samples were processed by solid phase extraction (SPE)
and flavonoid quantification was made by UHPLC-MS/MS. The obtained concentrations
were used to construct concentration vs time plots and calculate pharmacokinetic
parameters.

The following pharmacokinetic parameters were obtained: area under the curve (AUC),
maximum time (Tmax), Maximum concentration (Cmax), mean residence time (TMR),
volume distribution (VD/F), and clearance (CL/F). These parameters were obtained using
a noncompartmental model with computational and statistical tools including t-test,
ANOVA test and Tukey multiple comparison test.

The results showed that both hesperidin and naringenin present first-order elimination
and absorption kinetic behavior in the three treatments, where kans>Ke. In addition, the
pharmacokinetic behavior of hsd was not modified when co-administered with ngn.
Concurrently, a significant decrease in ngn clearance was shown, causing an AUC
increase in the presence of hsd with a probability of p<0.05. No significant differences
were shown between the flavonoids in mixture and in tablet form, which led us to conclude
that the formulation and unit operations related to the tablet, do not modify the in vivo
pharmacokinetic flavonoid behavior. The results of an in vitro dissolution evaluation
supported the conclusion of this study that the tablet does not modify flavonoid behavior.
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INTRODUCCION

Los citroflavonoides hesperidina y naringenina, abundantes en frutos como el limén, la
toronja y la naranja presentan alto interés clinico debido a sus actividades
farmacologicas relacionadas al sistema nervioso central, procesos carcinogénicos y
principalmente sobre sindrome metabdlico, como procesos inflamatorios, oxidativos,
hiperglucémicos, hipertensivos e hiperlipidémicos.**

El alcance de los efectos terapéuticos de los flavonoides ha llegado a la existencia de
diversos productos farmacéuticos y nutracéuticos en diversos mercados a nivel mundial,
tal es el caso del Dafléon®, la Diosmina Teva®, y el Favrobén®, utilizados como venoliticos
y vasoprotectores para la sintomatologia relacionada a la insuficiencia venosa croénica.
Ademas, desde hace muchos afios, la farmacopea China refiere el uso de flores y
cascaras de citricos para diversas actividades biolégicas. En México, los flavonoides no
se encuentran registrados en la farmacopea (FEUM), no obstante, existen productos a
base de flavonoides autorizados por la Secretaria de Salud.* 1!

Todo producto farmacéutico, para ser colocado en el mercado o ser administrado a un
publico receptor, debe contar con una etapa de investigacion preclinica, que corresponde
a la busqueda de satisfacer una necesidad terapéutica. En esta etapa se incluyen los
estudios que responderan a tres interrogantes: ¢ qué le hace el farmaco al organismo?,
¢qué le hace el organismo al farmaco?, ¢sus ventajas superan sus desventajas? Para
esto, se realizan diversas pruebas in vitro, in situ, in vivo y ex vivo, en modelos animales
experimentales que demuestran su actividad biolégica y su seguridad, lo que incluye una
evaluacion farmacocinética para la evaluacion de su desplazamiento cronolégico a
través del organismo desde su administracién hasta su eliminacién por una o0 mas vias.
Esta evaluacion se realiza utilizando técnicas analiticas como la cromatografia liquida
de alta eficiencia para la cuantificacion tanto del farmaco como de sus metabolitos en
una o varias matrices biolégicas, principalmente sangre y orina.'?1®

En el grupo de investigacion de los laboratorios de cromatografia y farmacologia de la
Universidad Auténoma de Yucatan se desarroll6 una tableta a base una mezcla de los
citroflavonoides hsd y ngn (MIX-160), la cual posee actividad vasorrelajante-
antihipertensiva y antihiperglucémica a una dosis efectiva 50 (DEsp) de 161 mg/kg en
modelos murinos. La mezcla fue sometida a un proceso de preformulacion para obtener
una tableta via compactacion directa. En el estudio que aqui se presenta se
aprovecharon los métodos validados para la preparacion de la muestra por extraccion
en fase solida (EFS) y de cuantificacion de flavonoides por UHPLC-MS/MS para la
evaluacion farmacocinética de la tableta en un modelo de suero murino como parte de
los estudios preclinicos que demanda el desarrollo farmacéutico de una sustancia o
mezcla de sustancias que se sugiere posee actividad bioldgica.6-2






ANTECEDENTES

Citroflavonoides: Hesperidina, naringeninay su interés clinico

Hesperidina (figura 1) y naringenina (figura 2) son compuestos organicos pertenecientes
al grupo de los citroflavonoides debido a su abundancia en frutos citricos como la naranja
dulce, la toronja y el limén?22, Los citroflavonoides pueden encontrarse en su forma
glicosilada, es decir; pueden tener un carbohidrato como parte de su estructura organica,
como la naringina (nrg) y la hsd o en forma de agliconas, como la ngn y la hesperetina
(hst)?23, Clinicamente, suelen tener interés farmacolégico debido a una amplia variedad
de actividades biol6gicas principalmente relacionadas a procesos inflamatorios,
oxidativos y metabdlicos*?2,

HO

CHy OH

OCH,
0
HO 0 Ol
HO

OH 0]

Figura 1. Estructura quimica de la hesperidina, su carbohidrato corresponde a la L-
ramnosa, un disacarido con unién glicosidica a,1-6 a D-glucopiranosa®.

OH

OH o) ‘\\\\\

OH 0

Figura 2. Estructura quimica de naringenina, organicamente corresponde a la aglicona
de naringina, que es un rutinésido al igual que hesperidina?.

Mozaffarian y cols.?*, describen diversas actividades de los flavonoides (tabla 1). Estos
efectos se relacionan a diversos mecanismos moleculares entre los que se puede
mencionar el incremento de la fosforilacion de AMPK y de la expresién del peroxisoma
activador-proliferador receptor y coactivador 1-a (PGC-1a) y la disminucion de la

3



expresion del receptor tipo trol 4 (TRL4) y del elemento regulador de esterol-proteina de
unién-1c (SREBP-1c). Como se ve en la tabla, un mismo mecanismo molecular puede
generar efectos sobre diversos tejidos o células, asi como activar una cadena de efectos
relacionados entre si. Tal es el caso del complejo AMPK, el cual influye en mecanismos
sobre tejido adiposo, muscular, vascular, hepatico y pancreético, generando una serie
de eventos benéficos sobre el metabolismo de lipidos, carbohidratos y sobre la
sefalizaciobn apoptotica celular, lo que puede inducir incluso una actividad
anticancerigena®.

Tabla 1. Principales efectos sobre sindrome metabdlico de los citroflavonoides? 2428

Células Metabolismo

Celular T:;ical:: :;Sr]::(ri:ai Lipidico endoteliales de CHO’s en
y MLV tracto G.I.

| Citocinas 1 Biogénesis | Gluconeogénesis | Lipogénesis 1 Niveles de  *Inhibe
proinflamatorias  mitocondrial | Sintesis de 1 Lipolisis oxido nitrico  enzimas

| Infiltracion de 1 Tolerancia  colesterol 1 Expresion tVasodil. digestivas
células alaglucosa 1 Degradacionde de GLUT4 | Presion *Inhibe
inflamatorias 1 Consumo  acidos grasos sanguinea enzimas

| Apoptosis de glucosa | Esteatosis | ROS digestivas

1 TG celular

MLV: musculo liso vascular; CHO’s: carbohidratos; G.l.: gastrointestinal; TG: triglicéridos; Vasodil:
vasodilatacion ROS: Especies reactivas de oxigeno; GLUT4: Proteina Transportadora de
Glucosa 4; | disminucidn; tincremento.

Las principales actividades de los flavonoides sobre sindrome metabdlico: prevencion
de la obesidad, hepatoprotector, hipolipidémico, antiinflamatorias, antioxidantes,
hipoglucémicas, antidiabéticas, cardioprotectoras, antihipertensivas se han relacionado
a mecanismos regulatorios de energia, como el incremento de AMPK y de PGC-1aq, ya
mencionados; asi como a mecanismos antiinflamatorios donde interviene la disminucién
del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1) y el factor nuclear kappa b (NFk-B)? 2°,

La expresion de la proteina adiponectina promovida por ngn resulta en una
diferenciacion de adipocitos siendo un factor importante en la inhibicién de la inflamacién
celular e infiltracibn de macrofagos a tejido adiposo. Por otro lado, el efecto
antihiperlipidémico se da a partir de la disminucion de lipidos plasmaticos mediante la
disminucion de HMG-CoA sin afectar la actividad de la enzima colesterol acil-
transfererasa (ACAT). La actividad hipolipidémica de nrg produce la disminucién de LDL
sin afectar los niveles de HDL, siendo este un beneficio en comparacién a otros
tratamientos antihiperlipidémicos. Ademas, su efecto hepatoprotector incrementa las
actividades enzimaticas de AST, ALT y ALP, reduciendo la fibrosis y acumulaciéon de
lipidos?.



Se ha demostrado que los efectos antihipertensivos de los flavonoides se dan mediante
la inhibicién de TNF-a y la disminucién de ROS y de la proliferacion y migracion de
células de tejido muscular vascular, caracteristicos de la patologia de la aterosclerosis y
la hipertension?. El efecto vasorrelajante sugiere ser dependiente de endotelio y estar
mediado por la liberacién de factores relajantes como la liberacién de NO, prostaciclinas
y la apertura de canales de K* - bloqueo de canales de Ca?*, asi como la recaptura de
iones Ca?" en el reticulo sarcoplasmico y un efecto inhibidor de las ciclooxigenasas? *°.

Las altas concentraciones de glucosa plasmatica se han relacionado a las citocinas
proinflamatorias TNF-a e IL-6 ya que causan disfuncién en los receptores de insulina
generando una resistencia a la insulina®. Es por esto, que los mecanismos de los
flavonoides sobre las citocinas proinflamatorias son capaces de incrementar la
concentracion de insulina y prevenir el estrés oxidativo, asi como incrementando el
consumo de glucosa por musculo esquelético mediado por AMPK, lo que conduce a una
disminucién de glucosa plasmatica generando un efecto antihiperglucémico?.

También se ha reportado la actividad antihiperglucémica de los flavonoides mediante la
inhibicion de las a-glucosidasas, enzimas intestinales que hidrolizan los carbohidratos
polisacaridos como el almidén, la maltosa y la sucralosa hacia monosacéaridos
biodisponibles. El inhibir a estas enzimas, genera una disminucion de la hiperglucemia
postprandial, ademas de que los inhibidores de estas enzimas suelen ser moderadores
de los niveles de triglicéridos e incrementar la respuesta a la insulina. Como una ventaja
adicional, los flavonoides han mostrado casi nula inhibiciébn sobre las a-amilasas
comparados con los farmacos inhibidores de las a-glucosidasas, lo que disminuye los
malestares gastrointestinales relacionados al consumo de farmacos como la acarbosa
debido a la fermentacion bacteriana en el tracto intestinal?’.

Formas farmacéuticas a base de citroflavonoides actualmente comercializadas

En los mercados tanto nacionales como internacionales, se comercializan algunos
productos nutracéuticos y farmacéuticos conteniendo citroflavonoides. Estos productos
han demostrado poseer efectos farmacologicos significativos, y tienen presentaciones
establecidas, lo que da evidencia de la posibilidad de utilizarse en formas farmacéuticas
reconocidas en las farmacopeas internacionales; algunos productos se mencionan a
continuacion.

Daflon®: Comprimidos recubiertos a partir de la fraccion flavonoide purificada diosmina
90% y hsd 10%. Se utiliza en el tratamiento de manifestaciones de insuficiencia venosa
cronica, aumenta el tono de las venas y la resistencia de los capilares, disminuye la
sintomatologia a dicho padecimiento como lo son el dolor de extremidades inferiores, la
sensacion de pesadez, hormigueo e hinchazon®. También posee efecto vasoprotector,
disminuye la distensibilidad y reduce la estasis venosa. Su vida media farmacocinética



es de 11 h y presenta una excrecion del 14% por via urinaria, matriz en la que se
encuentra evidencia de su metabolismo mediante la presencia de sus acidos fendlicos y
el resto de la excrecion se realiza por via fecal®.

Diosmina Teva®: Comprimidos recubiertos utilizados para alivio a corto plazo del edema
y sintomas relacionados a la insuficiencia cardiaca crénica, agente venolitico y
vasoprotector con accién similar a Daflon’.

Normogingko®: Comprimidos recubiertos a partir del extracto seco cuantificado de
Gingko biloba L. Su indicacion terapéutica es para el tratamiento sintomatico de
alteraciones de la microcirculacion cerebral como vértigos, mareos y tinnitus o sintomas
asociados a insuficiencia circulatoria en extremidades. A nivel farmacodinamico, se ha
observado un aumento de la tolerancia a la hipoxia cerebral, asi como la compensacion
de algunas alteraciones del equilibrio y el aumento de la microcirculacion mejorando las
propiedades reoldgicas de la sangre, asi como efecto neuroprotector?®,

Biofarmacia y farmacocinética

De acuerdo con Caceres Guido®, podria decirse que Buchanan fue el primero en
explicar un fendmeno farmacocinético aun sin conocer el término ni los modelos que
actualmente le rigen. Buchanan describi6é la dependencia de actividad anestésica del
éter con la concentracién arterial y la cantidad inhalada de éter. Posteriormente autores
como Noyes y Whitney, Nerst y Burner relacionaron la velocidad de disolucion y las
concentraciones de farmaco con la permeabilidad del tejido y la aplicacion de la ley de
difusion de Fick.

Los inicios de la farmacocinética son atribuidos a E. M Widmark, quien entre 1919 y
1932, publico junto a otros autores estudios relacionados al transito de moléculas en el
organismo®*. Widmark expres6 en un lenguaje matematico la relacion entre la
concentracion plasmatica y la actividad farmacoldgica®*. Widmark centrd sus estudios
farmacocinéticos en metanol®!, acetona®! y etanol, del cual particularmente describié una
cinética de eliminacion de orden cero®. A partir de sus estudios en etanol, desarroll6 un
método de cuantificacion que fue aplicado en 1941 para introducir limites permitidos de
alcohol en sangre en motociclistas, dandole una aplicacion en ciencias forenses®!.

En 1937 Torton Teorrel publicé dos articulos cientificos refiriéndose a modelos
extravasculares e intravenosos respectivamente, desarrollando la teoria general del
tratamiento de la cinética de distribucion, ilustrando 6rganos con la capacidad de eliminar
al farmaco de la sangre como el rifién y el higado®. Teorrel describié ademas los casos
tipicos de curvas de porcentaje de dosis de farmaco frente al tiempo de las vias de
administracion extravasculares tanto en forma de concentracion como de cantidad de
farmaco en sangre y tejidos®:. Mas adelante, en 1953 el pediatra y matematico Friedrich
Dost acufia la palabra farmacocinética como “la ciencia del analisis cuantitativo entre



organismo y medicamento, siendo a partir de aqui que diversos autores y cientificos
han profundizado en este campo de estudio®.

Mas adelante, J.G. Wagner en su obra “Fundamentals of Chemical Pharmacokinetics”
en 1975%, definié la farmacocinética como “disciplina que corresponde al estudio de las
velocidades de cambio de la concentracion del farmaco y sus metabolitos en los fluidos
bioldgicos, tejidos y excretas, asi como también el de la respuesta farmacoldgica y la
construccion de modelos adecuados para la interpretacion de tales datos™?,
introduciendo los modelos farmacocinéticos compartimentales®®, y dandole mayor
énfasis al ambito clinico para la aplicacién de regimenes posoldgicos, intervenciones en
situaciones especiales, analisis retrospectivo de errores terapéuticos e investigacion en
la evaluacion del costo-beneficio de cada medicamento, problemas de biodisponibilidad
y evaluacion de interacciones medicamentosas®.

Actualmente, los procesos farmacocinéticos se estudian mediante el sistema LADME,
gue representa mediante modelos matematicos los diferentes procesos de liberacion,
absorcion, distribuciéon, metabolismo y eliminacién a nivel bioldgico®. Estos estudios se
han logrado profundizar debido al desarrollo y ampliacion de metodologias analiticas
para la medicién tanto de farmacos®’ como de sus metabolitos en concentraciones por
debajo de las partes por billén (ng/mL)*.

El proceso LADME puede ser estudiado a partir de los parametros farmacocinéticos, los
cuales son definidos como los valores numéricos simplificados que se obtienen a partir
de las curvas de decaimiento de las concentraciones del farmaco principalmente en
fluidos biolégicos en funcién del tiempo, reflejando el comportamiento dinamico del
farmaco a una dosis y por una via de administracién definida bajo ciertas condiciones en
un tiempo determinado®. Los procesos del sistema LADME se encuentran en funcién
de las caracteristicas intrinsecas del farmaco, la forma farmacéutica, la via de
administracién, las condiciones del tejido del sitio de disposicion y de los sitios
relacionados a su absorcién, biotransformacién y eliminacion®®.

Liberacion: Para una administracion gastrointestinal de un farmaco contenido en una
forma farmacéutica soélida, antes de que el farmaco sea biodisponible, debera
desintegrarse, disgregarse y disolverse en los fluidos gastrointestinales*. Este proceso
depende de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y de la forma de dosificacion,
la fisiologia del tracto gastrointestinal y la presencia de anormalidades en el tracto
gastrointestinal. Una vez en solucion el farmaco podra atravesar las membranas del
tracto para entrar en circulacion por las venas mesentéricas que le llevaran a la vena
porta y de ahi a circulacién sistémica y al higado®. La liberaciéon puede ser inmediata o
retardada, dependiendo de la formulacién y los objetivos que esta tenga*!. El proceso de
liberacion hacia la vena porta esta representado en la figura 3.
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Figura 3. Proceso de liberacion de una forma de dosificacion soélida de liberacion
inmediata®.

Absorcion: es el proceso o grupo de procesos por los cuales un farmaco administrado
alcanza el sitio de medicion, la via de administracion intravascular considera una
absorcion completa; pero en el caso de una administracion extravascular, la absorcién
no sera completa porque el farmaco podria ser sometido a procesos de descomposicion,
metabolismo o excrecién directa previo a alcanzar el sitio de muestreo. Para que esto
ocurra, las moléculas del farmaco deben atravesar barreras fisiol6gicas desde el sitio de
disposicion“®.

Distribucién: Es el movimiento del farmaco tras la absorcion*. Se refiere a los procesos
involucrados en el intercambio de masa entre la sangre® y los diferentes tejidos incluido
el sitio de accién y los 6rganos de eliminacion como el rifién y el higado®. La distribucion
se ve afectada por la afinidad del farmaco a las proteinas, su capacidad y mecanismos
de ingreso a la célula y su regreso al medio extracelular para dirigirse a 6rganos de
eliminacién, donde puede haber procesos de reciclamiento o reabsorcién principalmente
hepatica®.

Metabolismo: Son las reacciones que sufre el farmaco cuando entra en contacto con las
enzimas y otras moléculas del organismo, generando diferentes metabolitos como
productos. Estas reacciones suelen estar encaminadas a transformar al farmaco en
moléculas que sean mas féciles de eliminar, no obstante, pueden generarse algunos
metabolitos que pudieran también ser farmacolégicamente activos de forma similar al
farmaco, también pudiesen llegar a competir con el farmaco en su sitio de accién o
pueden ser inactivos o toxicos?. La biotransformacién con gran frecuencia se da de tipo
enzimatico con reacciones donde estén involucradas diversas isoenzimas del citocromo
P450, que a su vez puede interaccionar o verse alterado por diversos inductores e
inhibidores por agentes xenobio6ticos, modificando el metabolismo de un farmaco de
estudio. También las reacciones de metabolismo pueden variar entre los individuos



debido a condiciones fisiolégicas como el sexo, edad, genética, dieta y patologias no
necesariamente relacionadas al farmaco®.

Eliminacion: Es la salida del farmaco y de sus metabolitos hacia el exterior del cuerpo,
puede realizarse por una o varias vias, siendo las mas comunes la eliminacién renal y
hepatica para la excrecién urinaria y fecal respectivamente?®; sin embargo, la eliminacion
también puede darse por las vias pulmonar, cutdnea, glandulas mamarias, glandulas
lagrimales, glandulas salivales, pelo y piel®.

En una administracion oral, la concentracion del farmaco a través del tiempo esta en
funcion de los procesos de absorcion representados por la constante Kaps, Y 10S procesos
de eliminacién representados por la constante ke °. Las curvas farmacocinéticas (figura
4) son graficas de concentracién de farmaco en plasma (C) frente al tiempo (t) posterior
a la administracién del farmaco. EIl momento en que el farmaco es colocado en el sitio
de disposicion se denomina “tiempo cero” (to), al cual le corresponde una concentraciéon
cero (Co), a este momento le continGa un incremento de la concentracién plasmatica con
una cinética de primer orden, a lo gue llamamos fase de absorcién, en tanto que la fase
de decaimiento de concentracion es llamada eliminacién®. Tanto la absorciéon como la
eliminacion suelen ser procesos de primer orden que muestran la velocidad a la cual el
farmaco ingresa al organismo y al mismo tiempo es eliminado. Al momento en que se
alcanza la concentracion maxima (Cmax) Se le denomina tiempo maximo (Tmax) Y €stos
dos parametros se utilizan para caracterizar a la fase de absorcién“°. Entre mas rapido
se absorba un farmaco, la concentracion maxima serd mayor y el tiempo maximo sera
menor+?,
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Figura 4. Curva de distribucion LADME de un farmaco por via oral, modificado de Alan
Talevi (2016)*2 y Gilman y col. (2018)*.



La ventana terapéutica de un fAirmaco es el rango de concentraciones que se encuentran
entre la concentracion minima efectiva, también llamada concentracion del efecto
terapéutico y la concentracibn maxima tolerada, también llamada concentracién minima
téxica o concentracion minima del efecto adverso. El estudio de esas concentraciones
de farmaco dentro y fuera de la ventana terapéutica son parte del estudio de la
farmacocinética®.

El estudio farmacocinético en modelos animales, es parte de los estudios de la fase
preclinica in vivo del desarrollo farmacéutico y se realiza para proveer los elementos
necesarios para tomar importantes decisiones en cuanto a la dosis, toxicidad,
formulacion y el planteamiento de estudios clinicos®?.

Cuando se administra mas de un farmaco o un agente xenobibtico de interés
farmacocinético, cada uno debe ser estudiado tanto de manera independiente como en
su administracién conjunta; evaluando las propiedades fisicoquimicas, los usos
terapéuticos y la disposicion fisiolégica de cada uno, asi como las posibles
modificaciones fisicoquimicas que pudiera conferir la formulacion farmacéutica cuando
ésta aplique??.

Adicional a los procesos de absorcién y eliminacién antes mencionados, existen diversas
variables bioldgicas que afectaran el estudio farmacocinético, ejemplo de ellas son el
flujo sanguineo en el sitio de absorcion, la motilidad intestinal, la velocidad de vaciado
gastrico, actividad hepatocelular, reabsorcién activa, pH y velocidad de flujo urinario,
factores genéticos, sexo, edad, perfil hormonal, dimensiones corporales y estado
patolégico*®. La tabla 2 muestra algunos estudios donde una variable biol6gica
representé cambios significativos en la absorcién, metabolismo y eliminacion de
farmacos.

Tabla 2. Variables biologicas en farmacocinética.
Variable biolégica Efecto observado

Flujo sanguineo en el En un estudio clinico con pacientes insulino-dependientes, un incremento de
sitio de absorcion*  flujo sanguineo mediante incremento de temperatura en el sitio de aplicacion
de insulina subcutanea incrementé el AUC en 21%.

Velocidad de vaciado Incremento en AUC y excrecion renal de metformina en pacientes con (a)
gastrico y motilidad  pretratamiento de propantelina para disminuir motilidad gastrointestinal y
intestinal4 aumentar vaciado gastrico o (b) metoclopramida para el efecto opuesto. Se
observo incremento en AUC y CL de metformina en los tratados con

propantelina.

Velocidad de flujp  Explican que el CL de verapamil, nifedipino y diltiazem es dependiente del flujo
sanguineo hepatico*  sanguineo hepatico.
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Tabla 2 (continlGa). Variables biol6gicas en farmacocinética

Variable biolégica Efecto observado
El hipotiroidismo provocé induccién de CYP3A2 y supresion de CYP2C11. La
ausencia de glandula tiroides incrementd CYP8B1. El uso de hormonas
anticonceptivas en tratamiento de reemplazo hormonal incrementé CYP1A,
CYP2B1, CYP2B2.

Perfil hormonal4’

Disminucién de CL del antibidtico linezolid en pacientes con falla renal o

5qico%s
Estado patolégico hepética grave.

Realizaron estudios simulados de eliminacion renal para predecir el CL de 8
farmacos utilizando diferentes pH, velocidades de flujo urinario modificadas y el
Transportadores, pH uso u omision de transportadores, los farmacos evaluados presentaron
y velocidad de flujo  diferencias significativas ante las variables presentadas. Por ejemplo, un
urinario* elevado flujo urinario (5 ml/min) disminuy® significativamente el Crax de aciclovir
y sulfametoxazol, CL tuvo cambios Unicamente en cloranfenicol, nicotinamida y
sulfametoxazol.
En un estudio clinico sobre metformina, pacientes con el genotipo OCT1,
presentaron concentraciones plasmaticas mas elevadas, mayor Crax, AUC,

Aticg50 : .

Genetica Vd/F menor, en tanto que Tmax y CL/F no presentaron cambios entre pacientes
con y sin el genotipo.

Dimensiones Incremento de AUC de atazanavir en via intravenosa, oral e intraportal, y

corporaless! disminucién del CL a la mitad en un modelo de ratas obesas comparadas con

el control, lo que sugirié disminucion de metabolismo hepatico.

AUC: area bajo la curva; CL: aclaramiento; CL/F: aclaramiento en administracion extravascular;
Cmax. concentracion maxima; Tmax: Tiempo maximo; Vd/F: volumen de distribucion en
administracion extravascular; OCT1: cation organico transportador 1

Modelos farmacocinéticos

El objetivo principal de la farmacocinética es explicar los fendmenos bioldgicos que
ocurren al farmaco en el organismo, esto se realiza mediante modelos matematicos que
permiten describir, analizar e interpretar la informacién obtenida del farmaco en el tejido
o fluido de estudio®. Una forma de explicarlo, es considerar al cuerpo como un conjunto
de varios compartimentos a través de los cuales el farmaco entra y sale obedeciendo a
cinéticas de primer orden®2. Los compartimentos no son entidades reales anatémicas o
fisiolégicas®, son un concepto matematico de un estado virtual o ficticio que representa
las relaciones de entradas y salidas del farmaco en el biosistema*:. Wagner?® explicd
que un compartimento fisico no existe como tal; pero puede representar el promedio de
uno o varios procesos farmacocinéticos. Asi pues, podemos imaginar un biosistema
compuesto por un numero infinito de compartimentos, el cual seria matematicamente
impractico por su complejidad®®. Sin embargo, experimentalmente se ha observado que
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las cinéticas de la gran mayoria de los procesos biolégicos se pueden describir por
modelos hipotéticos de uno, dos o hasta tres compartimentos®’. El modelaje matematico
ofrece opciones practicas para representar los datos cuantitativos a partir de una serie
de consideraciones, variables y la relacion entre éstas para explicar los procesos del
proceso LADME a nivel biolégico?.

En el estudio de los modelos compartimentales, Dominguez en 1934 introdujo el
concepto volumen de distribucion (Vd)3?, este parametro es utilizado como una guia para
evaluar la distribucién del farmaco en los compartimentos del organismo. Este volumen
es estudiado a partir de las principales fuentes de agua del organismo: plasma, liquido
extracelular, liquido intracelular; y no representa un volumen fisiolégico real, si no una
constante de proporcionalidad entre la cantidad total de farmaco en el organismo y las
concentraciones plasmaéticas®*.

El modelo de un compartimento, es muy utilizado para estudios farmacocinéticos de una
sola administracion. Considera al organismo como un solo compartimento sin barreras
de transferencia donde el farmaco se distribuye de manera instantanea y homogénea a
través de todo el organismo; bajo el supuesto de que el farmaco se encuentra en
equilibrio en la circulacion y en el resto de los tejidos. Este equilibrio, no implica que las
concentraciones sean las mismas en todo el biosistema, si no que guarda
proporcionalidad y, por tanto, una variacion en el plasma, implicara variaciones en el
resto de las partes del biosistema“*:. Este modelo, introduce el concepto de fraccién del
farmaco absorbido (F) a partir de una dosis (D) y considera al farmaco excretado por
heces como 1-F; asi pues, la dosis sera la suma de FD + (1-F)D*.

Podemos decir que un farmaco no se apega a un modelo de un compartimento, cuando
el farmaco requiere un cierto tiempo para distribuirse a través de los tejidos vy fluidos del
organismo, y se observan fluctuaciones en la concentracién plasmética con cinéticas de
diferente orden; éste fendmeno suele deberse a la diferencia de perfusién sanguinea de
los tejidos y a la afinidad quimica del farmaco por un determinado tejido®.

La figura 3, representa al modelo farmacocinético de un compartimento, (a)
administracion intravenosa, el farmaco es administrado directamente sobre la biofase,
donde la constante de absorcion (kass) €s cero, (b) administracion extravascular, como
la via oral, en la cual el farmaco se coloca en un sitio de disposicion del cual debera ser
absorbido.
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Dosis | Compartimento Kei F?”,naco
central eliminado
b.
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—_— -
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Figura 5. Modelo de un compartimento a) administracién intravascular y b)
administracion extravascular®,

El modelo farmacocinético de dos compartimentos (figura 6), visualiza al cuerpo con dos
compartimentos en equilibrio termodinamico. Al igual que en el modelo de un
compartimento, el compartimento central puede o no ser el sitio de disposicion. El primer
compartimento es el llamado “compartimento central” en el que el farmaco es absorbido
y del que el farmaco es eliminado y el segundo es un “compartimento periférico”, no
involucrado directamente con la absorcion y eliminacién, si no que solo interactta con el
compartimento central. A pesar de que un compartimento no debe ser visto como una
entidad fisiologica, frecuentemente se identifica al torrente sanguineo, higado, rifion y
tejidos de alta perfusibn como compartimento central y a los tejidos como musculo, grasa
y 6rganos de baja perfusién como compartimento periférico*.

Sitio de disposicion [Ny  Compartimento  JCHENEGEENZY Y

Dosis ko_»
central eliminado

Compartimento
periférico

Figura 6. Modelo de dos compartimentos por administracion extravascular®*,

Existen otros modelos farmacocinéticos de dos compartimentos donde la excrecion se
puede representar desde el compartimento periférico o desde ambos compartimentos
con cinéticas diferentes. Los modelos de tres 0 mas compartimentos son llamados
multicompartimentales y se utilizan para describir el decremento de la concentracion de
farmaco en plasma en funcion del tiempo, de igual manera puede estudiarse la
eliminacion solo desde el compartimento central y/o desde los compartimentos
periféricos®**. El modelo de tres compartimentos (figura 7) se utiliza frecuentemente
para farmacos que se distribuyen hacia tejidos profundos como el tejido 6seo v el tejido
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graso. En este modelo, los compartimentos pueden ser en paralelo (a) donde cada
compartimento interactta Unicamente con el compartimento central, o en serie (b), donde
los compartimentos interactian entre si y con el compartimento central
respectivamente3*,

a. Compartimento
periférico (3)

. Compartimento Kei Farmaco
Dosis o
central (1) eliminado
Compartimento
periférico (2)
b.

Sitio de disposicion LI  Compartimento ke Farmaco

, ko
Dosis ——» arr
central (1) eliminado

Compartimento
periférico (2)

Compartimento
periférico (3)

Figura 7. Modelo de tres compartimentos para una administracién extravascular (a) en
paralelo y (b) en serie3*.

El modelo fisiologico de un farmaco fue introducido de la década de los 70’s para ampliar
el conocimiento de la relacion de las funciones fisioldgicas con el comportamiento del
farmaco*®. Estudia los coeficientes de particion de la relacion tejido-plasma, la unién de
tejidos y el manejo de la informacién de una forma realista para los érganos involucrados
en los procesos de distribucion y eliminacion y es especifico para un farmaco en los
tejidos, por lo que genera muchos datos que son dificilmente explicables®®. Este modelo
se ha aplicado a algunos antibiéticos betalactdmicos por administracién intravenosa y a
la lidocaina por perfusion intravenosa, por mencionar algunos ejemplos®.

El modelo no compartimental, a diferencia de los modelos compartimentales y el modelo
fisiologico, es aplicable de manera universal; es decir, que no tiene que disefarse
especificamente para cada farmaco, si no que cualquier farmaco bajo ciertas premisas
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gue se han disefiado para la interpretacion del proceso puede explicarse bajo este
modelo®3. Este modelo es enteramente matematico, por lo que puede ser aplicado a casi
todos los farmacos y sus metabolitos en tanto la cinética de primer orden sea aplicable.
El modelo introduce el concepto de tiempo medio de residencia (TMR) que es el tiempo
promedio que permanecen las moléculas del farmaco en el organismo y que, a su vez,
el farmaco esté siempre en equilibrio entre el torrente sanguineo (plasma) y los 6érganos
de eliminacién. Matematicamente el TMR se puede estudiar de la siguiente manera*::

AUMC
AUC

TMR =

donde AUMC = ["tC(t)dt vy AUC = [7C() dt

Donde AUMC es el area bajo la curva en el primer momento, y se obtiene de la gréfica
del producto de la concentracién plasmatica del farmaco y el tiempo contra el tiempo
[C(t)vs (t)] de cero a infinito. AUC es el area bajo el momento cero de la curva y se
obtiene de graficar la concentracion plasméatica contra el tiempo de cero a infinito.
[C vs (t)]. EI TMR es considerado una analogia estadistica de la vida media (t %).
Representa el tiempo en que se elimina el 63.2% de la cantidad de fArmaco absorbido?.

El estudio farmacocinético de un modelo no compartimental, suele llevarse a cabo con
datos sanguineos (cuantificacion en suero o plasma) o a partir de datos urinarios siempre
gue el farmaco intacto se elimine por via renal y sea cuantificable en esta matriz
biolégica. En el primer caso se estudia la concentracion del farmaco en torrente
sanguineo a tiempos definidos en el disefio del experimento, y en el segundo caso se
estudia la cantidad de farmaco acumulado a diferentes tiempos. Con datos urinarios es
importante recopilar y medir la cantidad total de orina excretada por miccién para calcular
el farmaco excretado a partir de la concentracién de muestra que se analiza, también se
debe considerar el total de orina para calcular la cantidad de farmaco excretado®?.

En el caso de la cuantificacion en sangre, basta con obtener la cantidad suficiente
de suero o plasma necesarios para el método instrumental a utilizar para calcular las
concentraciones del farmaco y graficar contra el tiempo. Las gréaficas resultantes de
concentracion contra tiempo seran distintas, sin embargo, permiten obtener los mismos
parametros si se manejan los datos de manera satisfactoria. La curva de farmaco en
plasma (figura 1) sera una funcion exponencial la cual tendr4 en un principio una
tendencia ascendente hasta alcanzar una concentracion plasmatica méaxima (Cmax) Y
posteriormente comenzara a disminuir de forma progresiva hasta estar por debajo del
método de cuantificacion desarrollado o hasta ser eliminado completamente??.

Existen diversos métodos para el manejo de datos farmacocinéticos desde el punto de
vista matematico, Milo Gibaldi los describe en su obra “Farmacocinética”™? y se
mencionan a continuacion (tabla 3).
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Tabla 3. Manejo de datos farmacocinéticos para la aplicacion de diversos modelos.

Método

Descripcion

Transformada de
Laplace (TdeL)

Modelos Mamilares
lineales
(compartimental en
paralelo)

Método de los
residuales

Método de los
trapecios

Principio de
superposicién

Sigma menos

Parte de que la mayoria de los procesos farmacocinéticos son fenomenos lineales y
usa la TdelL para la resolucién de ecuaciones diferenciales, convirtiéndolos a
expresiones algebraicas. Reemplaza la velocidad por el dominio de Laplace

Permite obtener las ecuaciones de cualquier modelo lineal con proceso de entrada
de orden cero, uno o instantdneo mediante funciones generales de entrada y
disposicion. Utiliza fracciones parciales para la resolucién de la Tdel, donde la
funcion obtenida final describe todos los fenémenos que ocurren con el farmaco.

Utilizado para la descripcion del proceso de absorcién como la velocidad con que el
farmaco deja el sitio de disposicidn. Describe la evolucion temporal del farmaco en el
organismo como una funcién exponencial suponiendo que Kas>Ke, utiliza la
concentracion extrapolada en la fase de absorciéon a partir de la ecuacion de
eliminacion.

Es la aplicacion de una férmula aproximada de integracién mediante la formacion de
trapecios en las curvas de concentracion-tiempo, logrando obtenerse las AUC en
diversos intervalos que permiten el estudio de los procesos a diferentes tiempos. Su
precisién depende del numero de puntos de concentracion en el intervalo.

Predice niveles de farmaco en dosis multiples. EI método consiste en que en cada
nueva dosis se superpone una curva unidosis a la curva anterior, superponer curvas
unidosis en cada tiempo de administracion de una nueva dosis.

Para datos urinarios, también llamado método de las cantidades residuales, evalia
la cantidad de farmaco excretado acumulado por via urinaria mediante la medicion
del volumen de orina y la concentracién por unidad de volumen hasta que la grafica
de cantidad de farmaco excretado acumulado frente al tiempo deje de tener una
tendencia ascendente, esto sera cuando el farmaco sea indetectable en orina o las
concentraciones estén por debajo del limite de cuantificacion del método analitico.

La cinética de primer orden de un farmaco es aplicable cuando tanto la absorcion como
la eliminacién se describen como un par de funciones exponencial del tipo*?:

InC=-m(@)+ b o lo que es igual: C = e mtth

Donde la pendiente de la ecuacion (m) es negativa en ambos casos y representa a las
constantes de absorcion (k,;s) Y de eliminacion (k,;). La constante de absorcion puede
expresarse como la probabilidad que tiene una molécula de absorberse en la unidad de
tiempo, dicha probabilidad disminuye conforme la cantidad de moléculas disminuyen en
funcion del tiempo®®. La semivida de absorcion (tY2ans) €s el tiempo que tarda en reducirse
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a la mitad el nimero de moléculas que quedan por absorberse y es la inversa de la
constante de absorcion®3;

t 1/2abs - Kaps

La constante de eliminacion por su parte, representa la velocidad de eliminacion, es
decir, la disminucién de la concentracion del farmaco por unidad de tiempo, la cual es
mayor cuando las concentraciones son altas que cuando son bajas®. Dado que el
farmaco se encuentra en solucién en el organismo, la mayor parte de los mecanismos
de eliminacién como la difusién pasiva, filtracion, metabolismo y excrecion, son de orden
uno®3. La vida media de eliminacion (t Y2.) representa el tiempo que demora el organismo
en llegar a la mitad de la concentracion maxima alcanzada y es calculada mediante la
ecuacion®:

1 S —
‘ /Zel Bl kel

La figura 8 representa los fendmenos de absorcién y eliminacién en una cinética de
primer orden. La cinética de primer orden, al representarse en escala numérica, sera una
curva de decaimiento, en tanto que, en escala semilogaritmica, sera rectilinea con
pendiente negativa. B c
A 30 - = 49:9 7

100
1 \'\

80 S
60 - .
40 4

204 ~

Concentracion plasmatica

% de farmaco que queda por absorber
ts
Concentracion plasmatica

Tiempo O 20 40 &) 80 100
Tiempo

0 20 40 60 80 100
Tiempo
Figura 8. A) curva de absorcion: orden 1y orden cero, B) curva de eliminacién de primer

orden en representacion numeérica y C) curva de eliminacion de primer orden en
representacion semilogaritmica®?.

A partir de la constante de eliminacion es posible calcular la velocidad de eliminacién en
funcion de la dosis y la distribucién del farmaco utilizando la siguiente ecuacion®’:

D
AUC y

D
AUCx*kg;

Cl/F = Vd/F =
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Los datos de un estudio farmacocinético son ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica y en la investigacion farmacéutica tanto en el desarrollo de nuevos
farmacos como en los estudios de bioequivalencia. Es debido a esto que actualmente
existen una gran variedad de herramientas y softwares tanto de libre acceso como de
suscripcion privada, capaces de realizar los calculos matematicos los modelos
farmacocinéticos tanto compartimentales, no compartimentales y el modelo fisiologico.
WinNonlin®® en sus distintas versiones, Mathworks®®, Biopak®, Pk-quest®, Pharmacalc®?
son algunas opciones para el manejo de datos experimentales y modelaje
farmacocinético. Ademas, Microsoft Office ofrece pK Solver®®, pK 1 y pK 2%,
complementos en Excel que permiten realizar calculos farmacocinéticos vy
farmacodinAmicos de manera sencilla, practica, con bajos requerimientos
computacionales, de libre acceso, y el uso de distintos modelos por diversas vias de
administracion a diferentes dosis.

Estudios de disolucién en un modelo farmacocinético

Como ya se menciond, al realizar estudios farmacocinéticos, los principales procesos
que intervienen en las curvas de concentracién frente al tiempo en el compartimento
central (circulacion sanguinea) estan en funcion de los procesos de absorciéon y
eliminacion; en la fase previa a Cmax, predominan los procesos de absorcion, mientras
gue al alcanzarse Cmax predominan los procesos de eliminacion. La absorcion esta en
funcién del grado de disolucién del farmaco y de la permeabilidad del tejido con respecto
al farmaco; es decir, la velocidad en que el farmaco se disuelve en los fluidos del medio
en el que se deposita el farmaco, el cual por la via oral corresponde al tracto
gastrointestinal, donde el pH es de 2 £ 0.5 en el caso del estbmago y de 8.2 + 0.4 para
el intestino grueso, principales sitios de absorcién del farmaco; y en segundo lugar, las
condiciones del tejido donde el farmaco ya se encuentra en solucién y preparado para
ser absorbido®. Asi pues, se desarroll6 un diagrama (tabla 4) que representa
esguematicamente éstos dos factores, al que se le denominé Sistema de Clasificaciéon
Biofarmacéutica (BCS) el cual separa a los farmacos en cuatro grupos como se muestra
a continuacién y es reconocido por la farmacopea de los Estados Unidos de Norte
América (USP)®.
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Tabla 4. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica®®
Solubilidad Permeabilidad

Grupo | alta alta
Grupo |l alta baja
Grupo Il baja alta
Grupo IV baja baja

El estudio de la disolucién de un farmaco se puede realizar mediante el método general
de analisis “disolucion”, el cual es reconocido por las diferentes farmacopeas alrededor
del mundo para evaluar cémo el farmaco se libera de la forma de dosificacion y entra en
solucién en uno o varios medios de disolucién simulando las condiciones fisiolégicas a
las que se sometera el farmaco al ser administrado por la via oral®.

La prueba de disolucion tiene gran utilidad en el control de calidad y el paso de lotes
piloto a escalas industriales del desarrollo farmacéutico; permite optimizar la distribucion
del farmaco, monitorear su estabilidad y hacer correlaciones entre las condiciones in vitro
e in vivo®. Las dos principales aplicaciones a nivel de desarrollo farmacéutico del perfil
de disolucién de sélidos orales se dan durante el desarrollo de patentes y de productos
bioequivalentes®’. En un principio, al desarrollar patentes y productos innovadores, para
asegurar la presencia del farmaco en la biofase en las concentraciones necesarias para
el efecto farmacol6gico. En segundo lugar; cuando la patente ha vencido, para que los
laboratorios de genéricos intercambiables demuestren que el perfil de disolucién de su
producto es idéntico al perfil de disolucién del producto de referencia o patente. El
proceso de disolucién de un farmaco desde un soélido oral, est4 descrito en la figura 9.
En un principio, el farmaco se disgrega en el medio a partir de la forma farmacéutica,
después se disuelve para ser absorbido por las diferentes barreras del tracto
gastrointestinal®®. Por la via oral, la fracciéon de farmaco que no logra disolverse en la
parte superior del tracto gastrointestinal alto; estbmago y/o primera seccion del intestino,
pasa al tracto gastrointestinal bajo para su excrecion biliar sin haber pasado por la
biofase. Esta fraccién de fArmaco se considera no biodisponible®?.

2 =) D

Formas Particulas Farmaco
farmacéuticas del farmaco solubilizado

Figura 9. Proceso de dISO|UCIOn de una forma farmaceutlca solida oral de desintegracion
inmediata.
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Andlisis farmacocinético de flavonoides y la importancia de la cromatografia para
su evaluacion.

El interés en las dltimas décadas sobre los flavonoides se encuentra en la variedad de
efectos farmacolégicos que han mostrado tras su administracion por via oral tanto en
extractos, formulas alimenticias, formulaciones tanto herbales como nutracéuticas y
farmacéuticas®. Los estudios farmacocinéticos de flavonoides se han realizado en
diversas matrices, desde plasma® y orina’; para evaluar la distribucién y eliminacién de
los analitos, hasta el desarrollo de metodologias para la extraccion y cuantificacion en
tejidos especificos como cerebro, aorta, intestino, higado y rifién permitiendo evaluar la
distribucion y acumulacion tanto del flavonoide intacto como de varios metabolitos que
se generan por la interaccion del farmaco con las enzimas y otras sustancias propias del
organismo’. Muchos estudios farmacocinéticos de flavonoides tanto en modelos
experimentales en animales como en humanos, se han descrito siguiendo el modelo no
compartimental. No obstante, se han reportado algunos estudios cuyos datos describen
de modelos de uno y dos compartimentos. En la tabla 5, se presentan algunos modelos
farmacocinéticos en ratas a partir de diversas matrices de administracion.

Tabla 5. Modelos farmacocinéticos en ratas.

Flavonoides Administracion Dosis Modelo
Hsd" FL-VO 31 umol/kg No compartimental
Ngn®® FL-VO 30, 90, 270 mg/kg No compartimental
Hsd: Hst Unoy dos
(como metabolito) 7 FL-VI 45 g Hsd compartimentos
Ng?_ig:\l/rm;jd / Ext Fractus aurantii, VO 8 ml/kg Dos compartimentos
Amf/Iht/ Ext Shixiao san, .
Ngn / Qt® VO 2.8 g/ kg No compartimental
(comoN;?;t':gSIito) 7 FL-VO 42 mg/kg Nrn No compartimental
8-prenil-ngn’ FL-VO 10 mg/kg No compartimental
Lat/ Ngn / Hsd™ Ext diversos - VO. 2.5 g/kg No compartimental

Hsd: hesperidina; Hst: hesperetina; Nrn: naringina; Ngn: naringenina; Nhd: neohesperidina; Amf: amentoflavone; Iht:
isoharmnetina; Qct: Quercetina; Lqt: liquiritigenina. VO: Via oral; VI: intravitreal; Ext: extracto; FL: forma libre

Los estudios clinico-farmacolégicos de los flavonoides se han popularizado desde finales
del siglo XX. Desde 1960, la quimica analitica ha sido ampliamente utilizada para la
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identificacion, caracterizacion y cuantificacion de estas moléculas™. En este sentido, la
cromatografia ha impulsado en gran medida el estudio de los flavonoides mediante el
desarrollo de técnicas analiticas utilizadas para su caracterizacion, desde la
cromatografia de capa fina (TLC por sus siglas en inglés), hasta el uso de diferentes
cromatografos tanto de liquidos como de gases, acoplados a una gran variedad de
detectores, como tiempo de vuelo (TOF), fluorescencia (FL), trampa lineal de iones (LIT),
espectrometria de masas (MS) y algunas combinaciones entre éstas; lo que ha
aumentado la especificidad y la sensibilidad en la identificacion y cuantificacion de los
metabolitos en diferentes matrices’®.

La cromatografia es la principal herramienta analitica para la cuantificacion de
flavonoides en diversas matrices, asi como en la deteccion de flavonoides en matrices
biolégicas por diferentes vias de administracién y matrices de administracion (extractos,
formas libres, frutos o vegetales). La tabla 6, muestra diversos estudios de cuantificacion
de flavonoides en matrices biol6gicas con su respectivo orden de cuantificacion.

Tabla 6. Técnicas analiticas de deteccién de flavonoides para estudios farmacocinéticos
a partir de varias vias de administracion en matrices de sangre y orina.

Flavonoide; via de administracion — forma; Detector y orden de
matriz de cuantificacion cuantificacion
o . S _ HPLC-UV
Hesperidina y hesperetina en rata, intravitreal. Sangre y orina.”™ (ug/mL)
Hesperidina, naringina, neohesperidina, hesperetina y naringenina a HPLC-MS/MS
partir de extracto de Fractus aurantii en rata.” (ng/mL)
LC-fotodiodo
Metabolitos de quercetina en plasma y orina humano provenientes de la HPLC-DAD-UV
cebolla roja frita.” (ng/mL)
Hesperetina y naringenina en plasma y orina humanos. VO 135 mg/kg HPLC-UV
c/u.8o (ng/mL)
Hesperetina y naringenina en plasma y orina humano provenientes de HPLC-EC
muestra de jugo de naranja y uva.®! (ng/mL)
HPLC-MS/MS
Naringenina en plasma de rata. Administracidn intragastrica.? (ng/mL)
HPLC-UV
Hesperetina y naringenina |G multidosis en rata.83
pereTna yaTng (ug/mL)

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiencia; EC-detector electroquimico; UV- ultravioleta; DAD:
arreglo de diodos; MS/MS: espectrometria de masas de triple cuadrupolo; IG: intragastrico; VO:
via oral
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La espectrometria de masas se ha popularizado en los udltimos 20 afios, permitiendo
determinar la formula molecular y la fragmentacion molecular de diferentes analitos
utilizando colisiones en sistemas con una o varias etapas de colision de masas; asi pues,
la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) acoplada a
masas (MS) ha tomado la delantera en el campo del andlisis de flavonoides’®.

El uso de técnicas HPLC-MS proveen herramientas para separar e identificar mezclas
complejas de flavonoides en una gran variedad de matrices con diferentes 6rdenes de
magnitud de concentracién, lo que se consideraba imposible hace apenas un par de
décadas’. En el campo de la HPLC-MS, las técnicas de ionizacion son una pieza
importante en el andlisis directo de flavonoides, esto incluye a la ionizacién quimica (Cl),
el impacto electronico (EI) y la ionizacion por electrospray (ESI); ésta ultima es
considerada la mas importante y avanzada en el andlisis de flavonoides, ya que los
flavonoides se ionizan de forma mas eficiente en esta forma de ionizacion’. M. Holcapek
y col.®8, realizaron una revision bibliografica encontrando que el 48% de las aplicaciones
del estudio de los flavonoides utilizando ESI, tuvieron mejor ionizacion en modo negativo,
33% utilizando ambos modos de ionizacion y el resto en modo positivo.

El uso de un triple cuadrupolo (QqQ) en la espectrometria de masas se ha considerado
superior a otras técnicas instrumentales como la trampa de iones (IT); al tener un mayor
rango dindmico para la cuantificacién de moléculas como los flavonoides. Los detectores
de masas con Q@Q, combinan dos cuadrupolos con una camara de colisién entre ellas;
cada cuadrupolo puede ser operado en monitoreo de ion selectivo (SIM) o modo escaneo
en un rango determinado. Para estudios de sobre la estructura, el primer cuadrupolo
(Q1) se utiliza para la seleccion de un ion precursor el cual es colisionado en Q2
generando al ion producto que se selecciona en Q3 para ser dirigido hacia el detector.
Asi pues, en el detector de MS-QgQ, se cuantifican los iones que poseen una relacién
m/z especifica, brindandole mayor selectividad a la técnica®*. Este principio fue descrito
por Paul y Steinwegen en la Universidad de Bonn en 19528,

Qi Q
I ‘ { o *® ®
| | I 1 I Detector
Camara
de ionizacion Analizador 1 Camara de colision Analizador 2

Figura 10. Esquema de un analizador de espectrometria de masas de triple cuadrupolo.
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Como ya se menciond, las técnicas analiticas principalmente por HPLC han permitido el
estudio de flavonoides y sus metabolitos en diferentes matrices. Actualmente, se sabe
que, los flavonoides glicosilados administradas por via oral, tienen la facilidad de
hidrolizarse por accion de la microbiota intestinal, perdiendo su grupo carbohidrato.
Tanto los glucésidos como las algiconas han sido encontradas en plasma como
glucorénidos y sulfoglucorénidos, también convertidos en acidos fendlicos por accién de
las enzimas de la microflora intestinal. Ademas, las agliconas pueden ser excretadas por
orina, mientras que los glucésidos al tener menor solubilidad en agua, poseen baja
absorcion y suelen excretarse por via fecal™.

Diversos autores han descrito la farmacocinética de los citroflavonoides mediante sus
parametros farmacocinéticos, principalmente t %, Cmax, Tmax, AUC§, AUCS . Estos
parametros varian en funcién no solo de la via de administracion, sino también en funcion
de la dosis, su administracion como compuestos quimicos libres, en extractos, alimentos
o formulaciones nutracéuticas y farmacéuticas y, de las condiciones bioldgicas
especificas de los sujetos de estudio. La tabla 7, muestra algunos parametros
farmacocinéticos obtenidos en estudios en ratas.

Tabla 7. Vidas medias, tiempos maximos y concentraciones maximas de flavonoides en
ratas por via oral.

Flavonoide(s) T (h) T max (h) C max (ng/mL)
Ngn69
30mg/kg 0.15 0.083 2925
90 mg/kg 6.3 0.25 03717.5
270 mg/kg 8.25 0.083 4420
Hsd (ext) 347 +1.21 0.25+0.09 17.04 £ 3.042
Ngn (ext)™ 443 £0.60 0.42+0.21 1088 £ 198.7
Ngn?g .98+0.24 0.50 5745.79+78
Hst8? 2.95+1.85 7.00+1.10 208.15 + 96.25
Hsd (ext) 3.25+1.32 0.18 £0.09 29.40 £ 3.73
Nrg (ext)® 6.58 £ 3.50 011+ 0.04 282.4 £ 50.7
Hsd 96+ 0.7 93+1.9 313.06 £27.8
y su metabolito
Hstee 6.2+ 1.1 14+ 3.1 435 +16.0

TY%: Tiempo de vida media; Tmax: Tiempo maximo; Cmax: Concentracion méaxima; Hsd: hesperidina,;
Hst: hesperetina; Ngn: Naringenina; Nrg: naringina; ext: flavonoide a partir de extracto.
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Estudios previos paralaformulacion de unatableta a base de citroflavonoides con
actividad antidiabética y antihipertensiva.

En el grupo de investigacion se desarrollé una mezcla de los citroflavonoides hsd y ngn.
A esta mezcla se le han realizado diversos estudios, que van desde la seleccién de las
dosis efectivas medias (DEso), estudios in vitro, in vivo y ex vivo sobre el efecto
farmacologico, toxicolégico, dosis efectiva, métodos de deteccidn y cuantificacion para
la biodisponibilidad, los cuales se mencionan a continuacion.

Para la seleccién de los flavonoides y sus proporciones en mezcla, se realizaron ensayos
ex vivo e in vivo para determinar el efecto antihipertensivo e hipoglucemiante de los
flavonoides. La actividad antihiperglucémica y la influencia en el metabolismo de los
carbohidratos de los flavonoides, fue estudiada por Cabafias Wuan? y Ramirez
Herrera®, utilizando modelos in vivo, tanto en ratas normoglucémicas como en ratas con
diabetes inducida, se evaluaron mezclas a diferentes concentraciones (mg/kg),
realizando curvas de tolerancia a la glucosa utilizando glibenclamida y metformina como
control y agua purificada como blanco. En el efecto antihipertensivo, Gonzalez Rivero®!
utilizé un modelo ex vivo en anillos de aorta aislada de rata evaluando mediante curvas
de contraccidn-respuesta, siete mezclas de hsd-ngn a diferentes proporciones
encontrando un efecto vaso relajante dependiente de endotelio con accién sobre los
canales de Ca?" produciendo relajacion, el cual se vio potenciado en la mezcla
seleccionada. Posteriormente, Correa Polanco? evalué la dosis efectiva para obtener
los efectos farmacolégicos estudiados de la mezcla en modelos in vivo mediante curvas
de glucosa y curvas de presion arterial, obteniendo la dosis que se trabaja en este
proyecto de investigacion de 160 mg/kg. Otros estudios previos, determinaron que la
mezcla es segura, mediante prueba de toxicidad aguda?!, realizados de acuerdo a la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE, Guia 423), se
encontr6 que la Dosis Letal 50 (DLso) es superior a los 2000 mg/kg, ubicando al farmaco
en la categoria 5 de la Globally Harmonized Classification System (GSH).

A partir de la dosis efectiva media y conociendo su DLsp en ratas, se realizé una
formulacion preliminar de un comprimido con diversos excipientes compatibles que le
dieron a los flavonoides mejores propiedades de compactacion?® los cuales cumplen con
los requerimientos farmacopéicos de dureza, friabilidad y uniformidad de dosis; asi
mismo, la formulacién presenta una rapida disgregacion en medios acuosos?.

Oney-Montalvo'’, desarroll6 método de preparacion de la muestra por EFS de seis
flavonoides en suero murino: rtn, qct, hsd, hst, nrg y ngn; el método fue validado con la
obtencion de sus respectivos datos de validacion linealidad, repetibilidad, exactitud,
robustez, y limites de deteccién y cuantificacion, validando también un método de
cuantificacion por HPLC-UV. Posteriormente, Vera-Sanchez!® optimizé el método de
cuantificacion, adecuandolo a un equipo HPLC-MS/MS, ajustando los mejores
parametros para la ionizacién y cuantificacion.®

24



La tabla 8 resume los parametros de la validacién desarrollada por Vera-Sanchez?®,
comenzando con un modelo Plackett Burman de 7 factores: temperatura del gas (TG),
flujo del gas (FG), nebulizador (Nb), temperatura del gas de recubrimiento (TGF), flujo
de gas de recubrimiento (SGF), voltaje capilar y voltaje del inyector, cada uno en tres
niveles. Los cuatro factores que resultaron significativos, se llevaron a un disefio de
primer orden 24 para un estudio final Box-Behen de 3 factores: nebulizador, temperatura
del gas de recubrimiento y voltaje del inyector evaluados en tres niveles cada uno,
obteniendo los respectivos parametros de validacion indicados por la FDA. La tabla 9
muestra los limites de deteccidn, cuantificacién y precision del método optimizado por
Vera-Sanchez', asi como el porcentaje de recuperacion, precision y exactitud en los 3
niveles evaluados durante la validacion.

Tabla 8. Parametros de validacion del método analitico optimizado®®.

Parametro Especificaciones
4 parametros:  Confianza: p<0.05  Corridas: 12

Primer modelo

estadistico:

Placket-Burman

Segundo modelo
estadistico: Disefio
factorial 24

Tercer modelo
estadistico:
Box-Behken

Documento de

validacion: FDA

Linealidad y
repetibilidad
instrumental

Sensibilidad

Limite de deteccion

Factores: Temperatura del gas, flujo de gas, nebulizador, SGT, SGF, voltaje
capilar, voltaje del inyector.

Factores: flujo de gas, nebulizador, SGT, voltaje de inyector.

No se ajustaron a modelo de primer orden.

3 factores: nebulizador, SGT, voltaje de inyector
Confianza: p<0.05

Validacién analitica.  Especificacion: 80-110%

3 curvas de calibracion; 5 niveles
3 dias (variacion interdia).
m>0; R>0.99

0.24 2 0.68pg Veracidad: >90% Precision: <5%
DER: dentro de la normativa.

Curvas de 5 niveles (5,10,15,20,25 ng/mL)

SGT: temperatura de recubrimiento; SGF: flujo de gas de recubrimiento; DER: Desviacién

estandar residual
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Tabla 9. Precision y limites de deteccion y cuantificacion del método optimizado?®.

. LD , Pl MA

Flavonoide LD (ng/mL) (p9) LQ(ng/mL) LQ(pg) Rec% " "
Hsd 0.34 0.24 1.13 2.26 9313 88.84 96.03
Ngn 0.16 0.32 0.53 1.07 926 8640 9553

LD: limite de deteccion; LQ: limite de cuantificacion; %Rec: porcentaje promedio de recuperacion
Pl: Precisién intradia; MA: precision del método analitico

La figura 11 muestra el cromatograma de la optimizacién del método analitico por Vera-
Sanchez para seis flavonoides. En azul oscuro en la parte inferior de la gréfica se
observan las sefiales que fueron el punto de partida al realizar el tunning en el equipo a
partir del cual se realizaron los disefios experimentales. En azul celeste, el
cromatograma final producto de la optimizacion, elevando el area bajo la curva y la
sensibilidad 15 veces aproximadamente.
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Figura 11. Cromatograma de la elucion de los 6 flavonoides. Tiempos de retencién= 1.67
min: rutina, 2.58 min: naringenina, 2.975 min: hesperidina, 5.134 min: quercetina, 5.933
min: naringenina y 6.557 min: hesperetina.'®

La figura 12, muestra los esquemas de fragmentacion de ion precursor y ion producto
obtenidos por Vera-Sanchez?.
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Figura 12. Esquemas de ion precursor y ion producto para (a) quercetina (I.S), (b)
naringenina y (c) hesperidina del método validado®®.
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HIPOTESIS

Las concentraciones séricas los citroflavonoides hsd y ngn pueden verse modificadas al
coadministrarse por la via oral en su de forma mezcla y tableta, comparado con su
administracién individual, generando cambios en sus parametros farmacocinéticos y
biodisponibilidad.

27






JUSTIFICACION

Los citroflavonoides son moléculas de alto interés preclinico y clinico los cuales han
demostrado diversas actividades bioldgicas relacionadas principalmente al tratamiento
de padecimientos relacionados al sindrome metabdlico como los procesos inflamativos,
oxidativos, y del metabolismo de lipidos y carbohidratos. Existen productos como el
Daflon® (hesperidina-diosmina) que se comercializan principalmente con actividad sobre
la insuficiencia venosa crénica. 28 6992

En este sentido, surge el proyecto “Estudio preclinico de una forma farmacéutica sélida
de citroflavonoides con propiedades hipoglucemiantes e hipotensoras: caracterizaciéon
farmacocinética y farmacodinamica de un potencial fitofarmaco” registrado ante
Problemas Nacionales (CONACYT No. 756), liderado por el Dr. Rolffy Ortiz Andrade, del
cual surge MIX-160 (hsd:ngn) con actividad antihiperglucémica y antihipertensiva a una
DEso de 161 mg/kg, que a su vez demostrd que su DLsp se encuentra entre los 2000 y
5000 mg/kg representando una relacion DLso>10DEsy, demostrando una ventana
terapéutica amplia.1®2

La evaluacién farmacocinética es una parte elemental en la investigacion preclinica y
clinica al estudiar la cronologia del farmaco en el organismo, respondiendo
principalmente al cuestionamiento ¢,qué le hace el organismo al farmaco? Esta pregunta
se responde mediante la cuantificacién del farmaco en una o varias matrices biolégicas,
siendo sangre y orina las que se utilizan con mayor frecuencia®*®3. La farmacocinética
permite obtener informacion valiosa para el planteamiento de futuros estudios en el
desarrollo farmacéutico tales como: proponer o modificar un régimen posolégico,
conocer el comportamiento del farmaco en la biofase, proponer, evaluar y/o modificar
alguna formulacion, predecir comportamientos en dosis Unicas y multiples, evaluar
interacciones entre el farmaco de interés, sus metabolitos y otros xenobiéticos asi como
realizar una nueva evaluacion costo-riesgo-beneficio®.

Asi pues, en este estudio se realiz6 el estudio farmacocinético de hsd y ngn, obteniendo
los principales parametros farmacocinéticos: C,,4y, la cual se alcanza a un Ty, AUCE,
AUCY, t Y2ans, t Y2e, CIIF, y VA/F, para la evaluacion de diferencias significativas en la
coadministracion de los flavonoides asi como la posibilidad de que la formulacién y las
operaciones unitarias relacionadas al tableteado causen una modificaciéon a la
farmacocinética. Los resultados podran utilizarse para el planteamiento de otras
interrogantes y proyectar a futuro la posibilidad del estudio de la mezcla y/o la tableta en
la fase clinica para el tratamiento de diabetes e hipertension que son problemas de salud
publica en México y en el mundo.

29






OBJETIVO GENERAL

Determinar los pardmetros farmacocinéticos de los citroflavonoides hesperidina-
naringenina contenidos en la mezcla MIX-160 en un modelo de ratas Wistar sanas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar las concentraciones séricas de naringenina y hesperidina en su forma
independiente, en la mezcla libre (MIX-160) y mezcla contenida en la tableta a
diferentes tiempos para la formacién de curvas farmacocinéticas.

2. Comparar los pardmetros farmacocinéticos: Concentracion plasmatica méaxima,
tiempo méaximo, area bajo la curva, vida media obtenidos para cada uno de los
tratamientos de hesperidina y naringenina.

3. Realizar los estudios farmacopéicos: uniformidad de contenido, valoracion y
disolucién, a la forma farmacéutica previamente disefiada que pudieran ayudar a
explicar resultados farmacocinéticos.
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MATERIALES Y METODOS

La metodologia fue separada en tres fases correspondientes a: muestreo in vivo,
célculos farmacocinéticos y pruebas in vitro, cada una correspondiente a una serie de
pasos ordenados los cuales se explican en la figura 13.

Metodologia

Administracién 1.G .
,| Formacion de Valoracion Disolucién
‘ graficas C vs t I T
Muestreo p(;)rlpunmon J @ Pruebas Pruebas en
cauaal. Calculos y preliminares disolutor
v . manejo de v 3
almiizz::ﬁg:tg de software Seleccion de % Disuelto
S { medios de %No disuelto
: B disolucion
{ Evaluacion
Extraccion en Fase estadls’uga y JL A 4
Solida comparaciones Cuantificacion HPLC-UV
) @" (curvas de calibracion)
Cuantificacién
HPLC-MS/MS

Figura 13. Diagrama de flujo metodologia experimental.

Reactivos y animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio de la Universidad
Juarez Autonoma de Tabasco. Los animales recibieron una previa adaptacion a las
condiciones del laboratorio de entre dos y tres semanas, hasta alcanzar un peso de 280
+ 70 g para la experimentacién. Los procedimientos con animales se llevaron a cabo en
apego a la NOM-062-Z0O0-1999%, Norma Oficial Mexicana: Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Los flavonoides hsd,
ngn, nrg, hst y gct utilizados en las curvas de calibracion y soluciones estandares fueron
grado analitico marca Sigma-Aldrich con pureza >98%. La hsd y ngn para la
administracion intragastrica fueron de la misma marca grado experimental, pureza = 80%
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y 2 96% respectivamente. La elaboracion de las tabletas se llevo a cabo con excipientes
grado farmacéutico. Para la fase analitica se utilizaron solventes grado HPLC.

Elaboracién de tabletas

Las tabletas utilizadas en el estudio fueron elaboradas en el Laboratorio 01 de
Investigacién en Tecnologia Farmacéutica y Planta Piloto de Tecnologia Farmacéutica.
Facultad de Farmacia. Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Para esto, se
pesaron tanto excipientes como ingredientes farmacéuticos activos para un total de 120
g de sdlidos polvurulentos (flavonoides + excipientes). Los polvos se mezclaron en un
contenedor de polipropileno de doble cono durante 15 min. Se pesaron individualmente
301 £ 2 mg de sdlidos polvurulentos en canastillas de papel encerado, se vaciaron en un
punzén de 10 mm de diametro y el cual se monté en una prensa mecanica marca
Zhermack, la compresion se realizé a 1400 psi durante 5 s*8. Se elaboré un total de 400
tabletas. Para evaluar la calidad de la compresion, se evalué la friabilidad de 20 tabletas
tomadas al azar y otras 20 para durezal®. Ambos estudios realizados en un equipo
multifuncional Guoming PJ-3 tablet four-usage tester HS code 903180909.

Dosificacidon, toma de muestra y almacenamiento.

Las ratas se separaron en cuatro grupos experimentales para el estudio de las tres
formas de cada flavonoide: individual, mezcla y tableta. Para cada grupo, la
administracién se realiz6 por via intragastrica en un horario matutino con un ayuno de
16 horas. La dosis utilizada fue de 161 mg/kg de MIX-160 y sus equivalentes masa para
la administracion de los flavonoides indivduales y tableta. La obtencion de muestras se
realiz6 a los tiempos de 5, 15y 30 miny 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 18 y 24 h. Latoma
de muestra (figura 14), se realiz6 por puncién caudal®® utilizando aguja calibre 21 G
acoplado a aguja de insulina de 100 unidades. Las muestras se colocaron en tubos
microtainer de 0.8 mL con gel separador de suero, se reposaron 30 min y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min. El suero sobrenadante se transfirié a
microtubos de 0.5 mL, los cuales se congelaron a -80°C. desde el momento de la
separacion hasta 4 horas previas al tratamiento de la muestra®, 2 horas permanecieron
en refrigeracion a una temperatura de entre 4 £ 2 °C y 2 horas a temperatura ambiente.
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'\ I : s
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—

Figura 14. Toma de muestra por puncién caudal y separacion de suero por
centrifugacion.
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Tratamiento de la muestra

Se realiz6 por extraccion en fase sélida (EFS, figura 15) utilizando cartuchos Cis marca
Agilent Technologies con 1000 mg de fase estacionaria y volumen de 6 mL en un sistema
de vacio multiple manifold Visiprerp Supelco con valvula de control de presion. Para el
acondicionamiento y activacion de los cartuchos se hizo pasar 5 mL de metanol, seguido
de 5 mL de agua pH 7, se adicionaron 200 pL de la muestra, se afiadio a los cartuchos
una solucién a 20 ppm de gct como estandar interno para una concentracion final de 1
ppm en la muestra final. Se lavé dos veces el cartucho con agua destilada y se extrajeron
los analitos de interés con 2 mL de metanol grado HPLC, recibiéndolos en viales de vidrio
color ambar?’.

810 43
812533 |
i
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Figura 15. Extraccion en fase soélida utilizada para la preparacion de las muestras.

Andlisis de la muestra: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a
detector de Masas con triple cuadrupolo

Los flavonoides fueron eluidos y cuantificados por UHPLC-MS/MS (figura 16) en un
equipo marca Agilent Technologies 1290 Infinity equipado con una bomba cuaternaria e
inyector automatizado acoplado a un espectrémetro de masas QgQ de la misma marca,
modelo 6470 con fuente de ionizacion ESI-Jet Stream. Se utiliz6 una columna Zorbax
Eclipse Plus RRHD de 50 mm de longitud con 3.6 mm de diametro interno y fase
estacionaria Cis con tamafo de particula 1.8 um. Como fase mdévil se utilizé6 agua 1%
(A) con acido férmico, metanol (B) y acetonitrilo (C). El volumen de inyeccion fue de 5 pL
de muestra y el analisis se llevé a cabo en un sistema por gradiente iniciando en 75%A,
12.5%B, 12.5%C; hasta alcanzar 50%B y 50%C en un tiempo de andlisis de 7 minutos.
Los compuestos de interés fueron identificados en modo negativo con una relacion m/z
de ion precursor — ion producto de 271.1 —» 151.1 para ngn; 609.2—301.1 para hsd y
301.1-151.1 para qct como estandar interno. Este método fue previamente validado por
los laboratorios de Cromatografia y Farmacologia de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma de Yucatan?®.
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Figura 16. Equipo HPLC-MS/MS para deteccién y cuantificacion de flavonoides.

Manejo de datos para obtencién de parametros farmacocinéticos

Se obtuvieron las concentraciones séricas a partir de los datos obtenidos de la
cuantificacién y se procesaron bajo un modelo no compartimental mediante céalculos
matematicos utilizando las herramientas computacionales: Microsoft Excel
(complemento pk-Solver)®, WinNonlin 2.0, GraphPad Prism 8.0.2, Origin 8.6 (32 bits)
para la obtencion de gréficas, parametros farmacocinéticos de la fase de eliminacion®’,
obtencién de los datos de absorcion por extrapolacién y conversién mateméatica para
generar las ecuaciones tanto de absorcion como de eliminacién® de ambos flavonoides
en sus tres tratamientos. Donde:

, ., ng . mg ..
t = tiempo de muestreo (h) C = concentracion (ﬁ) Dosis = Eadmmlstrados

.z s . n
Cinax = concentracién maxima alcanzada (—g)
kg
Tmax = tiempo en que se alcanza C,q, (h)

n
Cyi: = ultima concentracion analizada (é)

Las constantes de eliminacion, asi como la interseccion en el eje y para cada flavonoide
en cada uno de sus tratamientos se obtienen a partir de las gréficas [t vs In C] donde la
constante de eliminacién es el valor absoluto de la pendiente de eliminacién®.

InC= —-mx+5»
ko, = —mde eliminaciéon (A1)

La constante de absorcion se obtiene por el método de los residuales mediante
extrapolacion a partir de la ecuacién de eliminacion obteniéndose un valor denominado
[ In Cpll'], el cual al obtenerse su exponencial Euleriana se obtiene el valor [ Cpll |; se
restan individualmente los valores experimentales obtenidos de la concentracion (C) en
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la fase de absorcion y se obtienen los valores corregidos de absorcion, donde se
considera el valor absoluto de dicha resta. Estos valores nuevamente se grafican
[t vsIn | Cpll — C|] donde se obtiene nuevamente una recta con pendiente negativa®:

In|Cpll—C|= —mx +b
kaps = —mde absorciéon (h™1)

Los valores t %2aps Y Kans™®, t Y2e1 Y ke®®, TMR*3, AUC®2, Vd/F>* y CI/F® fueron calculados
mediante los softwares antes mencionados, los cuales se basan en las formulas
mencionadas con anterioridad, realizando algunas conversiones de unidades para
facilitar el manejo de datos:

mg
vd Dosis kg _mg *ml 10°ng 11 kl 1

= = = * * = — =
F AUC *k, n_% ng kg 1mg 1000ml kg g
m

cl [ 1 1 1000g I

F ™ el g*h g*hﬂ< 1kg kg * h

CL y Vd, frecuentemente se calculan en relacion a la fraccién absorbida (F) ya que suele
ser desconocida cuando Unicamente se analiza la via extravascular. De hecho, los
softwares farmacocinéticos como pk-Solver y WinNonlin los calculan de esta manera,
donde F es una fraccion de farmaco, por lo que carece de unidades de medida.

La evaluacién estadistica se llevo a cabo en tres pasos: primero, sometiendo los datos
a pruebas de normalidad logaritmica para determinar el tipo de pruebas a realizar.
Después, se realizé un andlisis estadistico mediante pruebas ANOVA de una via
utilizando cada parametro farmacocinético como variable de respuesta en sus tres
tratamientos. Finalmente, en los parametros que resultaron con diferencias
estadisticamente significativas se realizo la prueba post hoc Tukey de comparaciones
multiples.

Pruebas farmacopéicas

Variacion de masa:

Para asegurar una administracion precisa de flavonoides en el grupo experimental
“tableta”, se realiz6 un estudio de valoracion para conocer el contenido de hsd y ngn en
una tableta. Para esto, se pesaron 20 tabletas de forma individual, los pesos fueron
registrados y se calculé promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion?®.

Valoracion:

Las tabletas evaluadas en variacién de masa, fueron trituradas, y se coloc6 50 mg del
polvo resultante en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Al matraz se afadi6 40 mL de
disolvente MeOH:DMSO 8:2 y se sometid a ultrasonido 10 min. El contenido de cada
matraz, se transfiri6 un tubo cénico de 50 mL y los tubos se centrifugaron a 4500 rpm
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durante 5 min para la precipitacién de los excipientes. El sobrenadante fue transferido a
un matraz aforado de 100 mL y el precipitado se lavé dos veces con 20 mL de disolvente
y se centrifugd 5 min a 4500 rpm, el sobrenadante fue transferido al matraz, se aforé y
se vertid una alicuota de 1 mL en viales @mbar de 1.5 mL. Concentracion tedrica: 150
ppm MIX-160."° Las muestras resultantes fueron analizadas en un cromatdgrafo marca
ThermoScientific con una columna Phase Sep Spherisorb de Cis de 250 mm de longitud
y 4.6 mm de didmetro interno con tamafio de particula 5um. Como fase movil CH,OH
1% (A), metanol (B) y acetonitrilo (C) y sistema detector de UV ajustado a 280 nm. Para
la cuantificacion se prepard una curva de calibracion a 50, 75,100,150 y 250 ppm de
cada flavonoide a partir de una solucion madre de 1000 ppm de hsd y 1000 ppm de
ngn®e.

Disolucion:

Primeramente, se realiz6 un estudio preliminar para la seleccién de los medios de
disolucién a evaluar en el disolutor. Para esto, se seleccionaron cuatro medios: agua,
agua + 1% tween 80, HCI pH 1.2 y solucién amortiguadora de fosfatos pH 8.2 (PBS). La
preparacion de medios se llevé a cabo de acuerdo a las indicaciones de los medios de
disolucién indicados en la FEUM 112 edicién!®. Se prepar6é 2 g de MIX-160 y se
homogenizé la mezcla en agitacion por inmersion durante 15 min. Para cada medio, por
triplicado se colocaron 15 mg de MIX-160 en matraces Erlenmeyer de 150 mL y se
agregaron 100 mL de medio de disolucién en un termobafio a 36 + 2 °C (figura 17), se
colocaron en agitacién durante 8 horas y se tomaron alicuotas de 0.5 mL a los tiempos
5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360 y 480 min. Los resultados se graficaron y en base
a estos se determind realizar el estudio en el disolutor inicamente con PBS y HCl en un
tiempo de 60 min®%.

Figura 17. Pruebas preliminares de disolucién de flavonoides
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El estudio en el disolutor (figura 18) se llevé a cabo en un equipo multifuncional Guoming
PJ-3 tablet four-usage tester HS code 903180909 a temperatura 37 + 0.5 °C. Se utilizo
el aparato 2 (propela)!® a 100 rpm y se colocé una tableta por vaso en 1000 mL de medio
de disolucion y se dejo en agitacion constante durante 60 min; se tomaron muestras de
0.5 mL a los tiempos 5, 10, 15, 30 y 60 min. Posteriormente se aumento la velocidad a
150 rpm durante 15 min mas y se tomé una muestra mas®. A la par, se prepararon
soluciones referencia (S.Ref) colocando 15 mg de la mezcla en 100 mL del medio de
disolucion a condiciones similares a las del disolutor. Se analizaron en total seis tabletas
por medio y tres soluciones referencia por cada medio de disolucién (PBS y HCI)°,

Figura 18. Equipo multifuncional para prueba de disolucién, desintegracion, friabilidad y
dureza.

Posteriormente, se repitid el experimento anterior utilizando tres tabletas, se tomé una
alicuota de 1 mL a los 60 min, se filtré y se coloc6 en un vial ambar. La fraccién no
disuelta de los flavonoides fue recuperada filtrando con embudo Biichner el contenido
de cada vaso transcurrido el tiempo de disolucion. Cada papel filtro se colocd en una
caja Petri y se dej6 secar 12 h a temperatura ambiente (TA). Se realizé una extraccion
sélido liquido utilizando MeOH:DMSO 8:2 y aforando a 100 mL; se dejo reposar 48 h en
condiciones de oscuridad para extraer por maceracion los flavonoides unidos a los
excipientes precipitados, se resuspendid y se diluy6 1:10 para una concentracion tedrica
de 120-150 ppm. Se tom6 una alicuota de 1 mL, se filtr6 y se colocé en viales &mbar?’.

Todas las muestras fueron analizadas por HPLC-UV-DAD en un equipo cromatégrafo
Thermo Scientific utilizando una columna Agilent C18 de 150 mm x 2.6 mm con 2.7 pm
tamafio de particula. La fase movil consisti6 en 75% MeOH, 12.5% agua con acido
formico al 1% y 12.5% ACN. La deteccion se realiz6 a una longitud de onda de 284 nm
para ambos compuestos. Las cuantificaciones se realizaron mediante curvas de
calibracion en un intervalo del 0, 20, 40, 60, 80 y 100% de cada uno de los flavonoides
basandose en 1/10 de la concentracion tedrica contenida en la tableta esto es 1500 ppm
MIX-HN en la tableta y 150 ppm MIX-HN en el método analitico. La figura 19 es una
fotografia tomada durante la prueba de disolucion.
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Figura 19. Prueba disolucién de la tableta, los medios presentan turbidez y polvos en
suspension. La disgregacion se observé en un periodo menor a tres minutos para las 12
tabletas evaluadas en cada medio. No se observo tendencia a la aglomeracion o

resistencia a la liberacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Datos farmacocinéticos iniciales: cinéticas de primer orden

Las concentraciones obtenidas fueron graficadas para cada uno de los tratamientos de
los flavonoides hsd y ngn (figura 20). Al examinar las graficas se observé un incremento
en las concentraciones de ambos flavonoides. Estos datos fueron utilizados para calcular
cada una de las areas bajo la curva (AUC). El AUC de ngn resulté con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre la forma libre (ngn-free) respecto a las
formas mezcla (ngn-mix) y tableta (ngn-tab), valores que no presentaron diferencias
significativas entre si. Para hsd, los tres valores de AUC no tuvieron diferencias
significativas (p > 0.05).

a 200
180 ] —a— hesperidina libre
160 1 —e— hesperidina mezcla
] —a— hesperidina tableta
T 140
£ g AUC (ng/ml*h)
g . 286.5 £54.07
= 80 -
8 ] 516.1£146.1
° a0 410.917+85.58
20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

—sa=— naringenina libre
—e— naringenina mezcla
- —a— naringenina tableta

AUC (ng/ml*h)
1006+113.3
1538.14+124.4
1658.59+189.3

Concentracion (ng/ml)

18 20 22 24

12 14 16

Tiempo (h)

Figura 20. Grafica de concentracion de (a) hesperidina y (b) naringenina frente al tiempo
en sus tres tratamientos: libre, mezcla y tableta.

Las gréaficas de concentracion frente al tiempo obtenidas en este estudio, al igual que la
mayoria de estudios que se mostraron en la seccion de antecedentes, presentan un solo
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pico de concentracion maxima, lo que permite asumir que modelo farmacocinético es
mono compartimental y puede ajustarse matematicamente al estudio no compartimental.
La obtencién de ecuaciones de primer orden de la forma y = mx + b al graficar In [C] vs
ty In [CIl — C] frente al tiempo, corrobora las cinéticas de primer orden para los procesos
de absorcion y eliminacion.

La separacion de los procesos de absorcion y eliminacion de flavonoides se considero a
partir del punto de pseudoequilibrio, es decir el punto Cmax, Tmax. El punto de corte fue a
las 4 h'y 2 h para hsd y ngn respectivamente. A partir de Cmax, S€ considero el intervalo

en el cual a;—tc = k, correspondiendo al periodo entre las 2y las 12 h parangny 4 a 24

h para hsd. Hsd present6 un fenébmeno en el cual, el punto de pseudoequilibrio se
encontré entre las 4 y las 6 horas mostrando una especie de meseta en su gréfica
concentracion-tiempo con cambios apenas perceptibles entre las concentraciones
observadas en estos tiempos. El método de residuales permitié la obtencion de
ecuaciones lineales que describen la cinética de absorcion de primer orden para ambos
flavonoides en sus tres tratamientos.

Mediante pruebas t (p<0.05) sobre las constantes de absorcion y de eliminacion, se
puede corroborar que kgps # ke, demostrando que kg > ke para las premisas del
modelo no compartimental.®®

Las figuras 21 y 22 representan las rectas de absorcion y eliminacion obtenidas para
cada uno de los flavonoides en sus tres tratamientos. Las tablas 10 y 11 muestran las
ecuaciones de absorcién y eliminacion obtenidas a partir de los datos experimentales,
asi como las constantes kaps Y kel para hsd y ngn respectivamente.
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Figura 21. Gréficas de absorciéon y eliminacion de hesperidina en sus tres tratamientos.

Tabla 10. Ecuaciones y constantes de absorcion y eliminacion de hesperidina en sus

tres tratamientos.

hsd-free

hsd-mix

hsd-tab

Ecuacion.
Eliminacion
RZ
kel

1
t / 2el
Intercepto Yo
Ecuacion
Absorcion
R2
kabs

1
t / 2abs
Intercepto Yaps
p(kel Vs kabs)
p (bel VS babs)
kabs - kel

Y =-0.24"X+4.59

0.7610
0.24 £0.03

3.02+0.80

459+0.45
Y =-0.38"X + 4.64

0.9745
0.38 £0.01
1.82 £0.07

4.64 £0.02
0.0016
0.8569

1.58

Y =-0.24"X +5.11

0.7432
0.24 £0.05

3.03+0.70

5.11+£0.48
Y =-0.39"X +5.16

0.9652
0.39 +0.02
1.78 £0.08

5.16 £0.03
0.0085
0.8776

1.62

Y =-0.25"X+4.93

0.7804
0.25+0.03

292 +0.27

4.93 £0.46
Y =-0.45"X +5.01

0.8438
0.45 £ 0.04
1.54 £0.15

5.01£0.07
0.0104
0.7807
1.80

X =tiempo (h); k,;: constante de eliminacién; k,;,: constante de absorcién
Intercepto Ye = Interseccion en el eje Y expresado como In [c] para la recta de eliminacion
Intercepto Yans = Interseccién en el eje Y expresado como In [C-CII] para la recta de absorcién

t 1/2ez =1In(2) + k,; t 1/2abs = In(2) + kgps (p > 0.05, prueba t student)
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Figura 22. Gréficas de absorcién y eliminacion de naringenina en sus tres tratamientos.

Tabla 11. Ecuaciones y constantes de absorcién y eliminacién de naringenina en sus
tres tratamientos.

volumen ngn-free ngn-mix ngn-tab
Ecuacion. Y =-0.37"X + 6.24 Y =-0.40"X + 6.965 Y =-041"X+7.07
Eliminacion
R? 0.9497 0.9692 0.9590
k. 0.37 £ 0.02 0.40 +£0.02 0.41+0.02
tl/Zez 1.90 £ 0.10 1.74 £0.07 1.69 £ 0.08
Intercepto Ye 6.24 £ 0.14 6.97 £ 0.12 7.07+£0.14
Ecuacion Y =-1.18"X + 6.41 Y =-0.79*"X +6.77 Y =-0.64"X+7.13
Absorcidn
R? 0.8604 0.9373 0.9635
kaps 118 £0.13 0.79+0.06 0.64 +0.03
t 1/2 0.59 £ 0.07 0.87 £ 0.07 1.08 £ 0.06
abs
Intercepto Yaps 6.41+0.11 6.77 £ 0.05 7.13+0.03
P (Kep VS Kaps) 0.0005 0.0004 0.0004
P (Der VS bans) 1735 0.0561 0.5081
kaps ~ ke 3.19 1.97 1.56

X = tiempo (h); k,;: constante de eliminacion; k,,: constante de absorcién
Intercepto Ye = Interseccion en el eje Y expresado como In [c] para la recta de eliminacién
Intercepto Yabs = Interseccion en el eje Y expresado como In [C-CII] para la recta de absorcion

t /Zez =1n(2) + ko t /Zabs =1n(2) + kgps (p > 0.05, prueba t student)
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En hsd, para cada tratamiento se realizaron pruebas estadisticas t sobre las constantes
de absorcion y eliminacién, asi como las intersecciones con el eje de las ordenadas. Se
puede observar que las pendientes mostraron diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) y que guardaron una relacion de alrededor de 1.6 a 1.8 abs:elim; se cumple la
premisa de que la constante de absorcion es mas rapida que la constante eliminacién?2,
Ademas, en los tres tratamientos la proporcién de absorcion-eliminacién es similar.

En el caso de ngn, las constantes de absorcion fueron mayores y presentaron diferencia
significativa (p<0.05) con respecto a las constantes de eliminacion; representando por lo
menos 1.5 veces el valor de k,;. Para ambos flavonoides, el tener k,;,s > k,;, representa
la expectativa de los modelos farmacocinéticos ideales, donde la absorcién no es
limitada, no se presenta el fendmeno flip-flop por lo que, para una misma dosis, cuando
la velocidad de eliminacion aumenta, Cmax disminuye y Tmax aumenta®. La proporcion
que tienen las constantes de absorcion y eliminacion de los flavonoides cambia entre los
tratamientos; por un lado en ngn-free guardan una proporcién >3; en tanto que en -mix
y -tab ésta proporcion disminuye, en primer lugar a 1.9 en presencia de hsd, y en
segundo lugar a 1.6 contenido en la tableta en presencia de hsd, por lo que dicho cambio
en la proporcionalidad de las constantes puede atribuirse a la presencia de hsd, al
mantenerse semejante en mezcla y tableta.

Para ambos flavonoides las intersecciones en el eje Y de absorcion y eliminacion
respectivamente, no resultaron estadisticamente significativas (p>0.05), por lo que se
puede decir que ambas rectas tienen la misma interseccién en el eje de las ordenadas,
lo que implica que el tiempo de latencia es cero, dicho de otra forma, la absorcién
comienza inmediatamente después de la administracion. Este parametro fue evaluado
en tres ocasiones: en primer lugar, hsd fue cuantificable en las muestras séricas desde
el primer tiempo muestreado de cinco minutos; en segundo lugar, los parametros de
WinNonlin indican un Tiag cero; en tercer lugar, la semejanza en las intersecciones de las
ecuaciones de absorcion y eliminacion. Cuando un agente xenobidtico presenta un
tiempo de latencia positivo, se observa la interseccion de las rectas de absorcion y
eliminacion a la derecha del eje de las ordenadas; en tanto que, si la interseccion se
encuentra a la izquierda de dicho eje, representando un tiempo negativo, implicaria que
el analito ya se encontraba en suero previo a la administracion, o un error en los tiempos
muestreados o en el tratamiento o analisis de la muestra, fendbmeno que no observamos
en este estudio.®

A partir de las concentraciones obtenidas de ngn y hsd y sabiendo que la cinética de
primer orden se cumple tanto para las fases de absorcion como las de eliminacion, se
procesaron los datos mediante los calculos matematicos y utilizando, WinNonlin 2.0 y
Excel pk-Solver complemento Excel, se obtuvieron los pardmetros farmacocinéticos
siguiendo un modelo no compartimental.
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Datos farmacocinéticos finales: parametros farmacocinéticos

En las figuras 23 y 24, se muestra una gréfica del flavonoide correspondiente con los
parametros observables en el plano: AUC, Chax, Tmax, t ¥2, Cur, asi como la distincion
entre las fases de absorcion y eliminacion.
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Figura 23. Grafica de los principales parametros y etapas farmacocinéticas de
hesperidina.
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Figura 24. Grafica de los principales pardmetros y etapas farmacocinéticas de
naringenina.

Los parametros para hsd y ngn se procesaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
y una prueba de comparacion multiple de Tukey con un intervalo de confianza del 95%
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mediante software estadistico GraphPad Prism 8.0. Los modelos de ANOVA fueron
univariantes, considerando cada parametro farmacocinético como la variable de
respuesta y el tratamiento las formas -free, -mix, -tab. (Tablas 12 y 13).

Tabla 12. ParAmetros farmacocinéticos de hesperidina. (p<0.05)

Parametro hsd-free hsd-mix hsd-tab Valor de P
Kabs 0.38 £ 0.01 0.39 £0.02 0.45+0.04 0.9334
Kei 0.24+0.03 0.24 +0.05 0.25+0.03 0.1725
T veiim (D) 7.71+1.55 7.71+1.55 8.67+£1.15 0.6568
Trnax (h) 466+ 1.16 466 +1.15 5.333£1.15 0.7316
Crmax (ng/mL) 71.80 £ 9.59 120.00 £ 7246  121.352 £43.70 0.2083
AUC ¢_.24 (ng/mL*h) 28830+ 3513  516.10+146.10  410.80 + 85.58 0.0873
AUC ¢_.- (ng/mL*h) 290.09+ 3595 522.12+147.27  413.79+86.14 0.0892
Vd/F (L/kg) 1061.89 £ 363.74 74517 £558.31  732.78 + 200.98 0.5568
CL/F (L/kg*h) 240.33+£29.673  157.96 + 78.62 173.14 £ 38.44 0.2128
TMR (h) 6.14 £0.79 6.51 £ 1.08 6.22219+ 04776  0.8538
Tabla 13. Parametros farmacocinéticos de naringenina. (p<0.05)
Parametro ngn-free ngn-mix ngn-tab Valor de P
Kabs 1.18+£0.13 0.79 £ 0.06~ 0.64 £ 0.03= 0.0005*
Kei 0.37 £0.02 0.40 +£0.02 0.41+0.02 0.1106
T 112 eiim(h) 3.55+0.67 4.67 +£0.61 4.02 £0.65 0.0511
Tiax (D) 1.66 + 0.577 2.00+00 2.00 £ 00 0.4311
Crnax (ng/ml) 310.£103.2 472,308 £92.18  515.937+142.783 0.1481
AUC ¢_.24(ng/mL*h) 1006.11 £101.30  1538.14 £124.40  1648.57 +181.3~ 0.0029*
AUC ¢, (ng/mL*h) 1011.09 £101.57  1543.64 £ 191.9=  1653.14 £181.70=  0.0029*
Vd/F (L/kg) 255.85 + 55.24 151.93 £ 29.2+ 141.79 £ 44.25+ 0.0098*
CL/F (L/kg*h) 91.97 + 11.355¢ 60.20 + 7.32= 56.614 £ 11.24=¢ 0.0356*
TMR (h) 4.45+0.294 4.38102+0.134  4.32512+0.38048  0.8778

*Presento diferencia significativa +=Grupos homogéneos de la prueba pos-huc TUKEY

El analisis por ANOVA mostro que los parametros farmacocinéticos de hsd no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre sus tratamientos (p>0.05). Por lo que se
puede decir que su farmacocinética no varia con respecto a su coadministracién con
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ngn. Ngn en cambio, mostré un incremento significativo en las k,;,(33%), AUC§ y AUCS® ,
asi como una disminucion en el CL/F y el Vd/F del flavonoide en la mezcla y la tableta,
con respecto al flavonoide libre. Los parametros farmacocinéticos de ngn en mezcla y
tableta no presentaron diferencias significativas entre si. Con estos resultados, se
determiné que la variacion en los pardmetros farmacocinéticos de ngn se debi6 a su
coadministracion con hsd y que la formulacion y el proceso de compactacion no
moadifican los procesos farmacocinéticos de los flavonoides.

En nuestro estudio, se puede observar que tanto hgn como hsd son detectables desde
el primer tiempo muestreado (T = 0.083 h) representando con un Ti,g<5 min; dato que
coincide con Tiag de los interceptos de las ecuaciones de absorcion y eliminacion, lo que
coincide con la literatura que refiere la presencia de hsd y ngn en la biofase entre los 5
y 15 min posteriores a la administracion oral® 73,

También se observa que a T = 24 h, ambos flavonoides fueron detectables a
concentraciones menores a 3 ng/mL. Este fendmeno Wang y cols'® lo relacionan con
fendmenos de recirculacion enterohepatica previo a la eliminacion.

Al evaluar AUCg®, vemos que su valor fue similar a AUC§, si obtenemos las relaciones
entre ambos, podemos observar que hacia las 24 h, se ha eliminado méas del 99% del
farmaco absorbido, ya que AUC/”, el cual representa la fraccion de farmaco a eliminar
después de la ultima cuantificacion, es menor al 1%. Esto también se puede observar en
las relaciones entre Cnax Y las Cur evaluadas para cada flavonoide en cada tratamiento,
donde C. también es menor al 1% de Cax.

Los fenbmenos mencionados en los parrafos previos se pueden visualizar en la figura
25, la cual presenta los tres tratamientos de flavonoides: hsd y ngn administrados
individualmente (flavonoides libres), administracion de la mezcla MIX-160, vy
administracion de la tableta la cual contiene MIX-160; en todos los casos utilizando una
dosis equivalente a 161 mg/kg.
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Figura 25. Curvas de biodisponibilidad de hesperidina-naringenina administrada: (a) en
su forma libre, grupos independientes, (b) en la mezcla MIX-160
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Diversos autores refieren no detectar los flavonoides después de cierto tiempo, por
ejemplo, en el estudio de Hsui y col.2°?, ngn no fue detectable después de dos horas. En
cambio, después de las 3.5 horas, los metabolitos presentaron concentraciones séricas
en el orden de los pg/ml. Estas cuantificaciones pudieran estar limitadas por el limite de
cuantificacion (LOQ) del método, sin embargo, la presencia de metabolitos puede ser la
explicacién al decremento de flavonoide intacto al llevarse a cabo reacciones de
biotransformacion. El tiempo de cuantificacion de los metabolitos de ngn coincide con el
periodo de mayor decremento de concentraciones presentado en nuestro estudio, lo que
podemos interpretar como un periodo de biotransformacion del flavonoide.

Otro ejemplo fue reportado por Tong y col.”%, donde para varios flavonoides en un
extracto vegetal, hsd no fue detectable posterior a las 12 horas, a pesar de que la dosis
equivalente de hsd fue relativamente alta (113.6 mg/kg), casi el doble de la utilizada en
nuestro estudio y que el LOQ fue < 1ng/ml, por lo que la rdpida eliminacion puede
deberse a interacciones con otros metabolitos propios del extracto, ademas estos
autores sugieren procesos de reabsorcion tanto del flavonoide como de sus metabolitos.

Nectoux y col.1%2, refieren a otros autores los cuales encontraron hsd a tiempos inferiores
a 1 hora, tras una administracion oral; en tanto que también se ha detectado hst
alrededor de las 4 horas posteriores a la administracion oral de hsd, lo que concuerda
con otras referencias, que sugieren la absorcién intestinal de hsd y, la hidrélisis por
bacterias del microbioma intestinal. Nectoux refiere que cuatro horas después de
administrar 10 mg/kg de hsd, las concentraciones de metabolitos glucoronidados fueron
mayores a las de hsd.

En los tres tratamientos de ngn de nuestro estudio, Cmax presento ligeros incrementos no
significativos al pasar de ngn-free a hgn-mix y ngn-tab. Sin embargo, en los tres casos
fue alcanzado a un tiempo de aproximadamente dos horas (Tmax). El equilibro entre los
procesos de absorcion y eliminacibn es muy pequefio, pues desde 0 hasta 1.5 h
predomina la absorcién y a partir de las 2 h predomina la eliminacion la cual es
pronunciada y constante hacia las 12 horas. Escudero y col.’%, refieren que los
metabolitos glucoronidados de ngn son indetectables durante las primeras dos horas
posteriores a la administracion, sin embargo, hacia las seis horas alcanzan su pico
méximo de concentracion y disminuye hacia las diez horas. Este fenomeno de
glucoronidacion reportado por Escudero, puede explicar el rapido decaimiento de las
concentraciones de ngn en nuestro estudio entre las 2 y las 12 horas.

El caso de hsd es diferente comparado con ngn; sin embargo, los tratamientos se
comportan de forma similar entre si. Se puede observar la formacién de una meseta en
el intervalo de 4 a 6 horas en los tres tratamientos, con un ligero desplazamiento a la
derecha de la gréfica de hsd-tab con respecto a hsd-mix y hsd-free. Esta meseta, se
puede explicar ya sea como una tendencia al equilibrio entre los procesos de absorcion
y eliminacion de hsd en dicho intervalo o como un punto (Tmax, Cmax) €n algin momento
no muestreado en este periodo de tiempo. A las seis horas, los procesos de eliminacion
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tienden a predominar provocando el decaimiento brusco de las concentraciones. Kanaze
y col.?%, reportan un Cmaxde hsd entre 3.5y 4 h, similar al encontrado en nuestro estudio.
Ademas, Manach y col.1% reportan que al administrar los glicésidos hsd y narirutina, los
metabolitos conjugados, principalmente glucorénidos y sulfoglucorénidos son
detectables a partir de las tres horas alcanzando su maxima concentracion entre las 5 y
las 7 horas. Los procesos de formacién de los metabolitos conjugados de hsd podrian
ser explicacion de la meseta que se observa en este estudio en el intervalo de las 4 a
las 6 h, por lo que después de este periodo, los flavonoides tienden a descender hacia
la eliminacion total debido a la rapida biotransformacion en el intervalo de 5-7 horas que
reporta Manach!® y se refleja en el decaimiento de la concentracion en las curvas
farmacocinéticas de hsd en este estudio.

Zeng y col.”*, describieron el metabolismo y la distribucién en estémago, duodeno,
yeyuno, ileon, rifién, bazo, masculo y tejido lipidico de los flavonoides nrg y su aglicona
ngn, encontrando que los flavonoides sufren metabolismo de primer paso mediado por
la enzima lactasa-floricina hidrolasa en el tracto gastrointestinal, asi como la hidrolisis de
nrg a ngn por la microbiota intestinal. Tanto nrg como ngn, ingresan a la célula por
mecanismos tanto de difusion pasiva como de transporte activo. Reportan metabolismo
de primer paso por interaccion enzimatica del transporte activo y metabolismo de
segundo paso donde se reconocieron un total de 38 metabolitos de nrg, siendo ngn el
primero de éstos. Los 23 metabolitos de segundo paso correspondieron a compuestos
glucoronidados y sulfatados en diferentes carbonos de la cadena principal del flavonoide,
en tanto que los 15 metabolitos de primer paso fueron catabolitos fendlicos donde
predominaron los derivados del acido propiénico y benzéico. El metabolismo de fase |
fue principalmente mediado por la microbiota intestinal, correspondiendo a flavonoides
no absorbidos que fueron excretados por circulacion enterohepatica. Este metabolismo
de fase | es evidencia de que parte de los flavonoides administrados no llega
integramente a la biofase, sino que se eliminan por via fecal, lo que explica las bajas
concentraciones de los flavonoides en torrente sanguineo resultando en AUC pequefias
comparadas con las dosis administradas por via enteral, como la utilizada en nuestro
estudio.

Es conocido, que el jugo de toronja y otros citricos generan interaccion con diversos
farmacos, principalmente debido a la inhibicion o induccién de diversas enzimas del
citocromo P450. Dichas interacciones, se han atribuido a la presencia de flavonoides,
los cuales ademas de ser metabolizados por el citocromo, pueden inhibirlo o inducirlo en
sus diversas isoformas. Guo y col.®?, detectaron que una administracién crénica de ngn
es capaz de disminuir el contenido total de enzimas del citocromo P450 y que disminuye
la actividad metabdlica de las isoformas CYP3Ay CYP1A2. Baiy col.'% refieren que ngn
puede tener diversas reacciones de deshidrogenacién, fision de enlaces,
glucosidaciones, glucoronidaciones e hidroxilaciones con las isoformas CYP2C9,
CYP2D6, CYP3A4/5 y CYP1A2, derivando en méas de seis metabolitos como la
apigenina, naringenina-O-glucésido, naringenina-O-glucordnido y el eriodictiol. Ademas,
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la farmacocinética de ngn como producto de la hidrélisis de nrg administrada a diferentes
dosis por la via oral, mostré un Tmax de 2 a 4 h y vidas medias de alrededor de tres horas
en ratas macho. Describieron ademas un metabolismo principalmente renal para ngn y
hepatico para nrg. Las reacciones de biotransformacion por las isoformas CYP3A,
CYP1A2, CYP2D6 pueden ser la explicacion de los incrementos tanto de ngn como de
hsd en nuestro estudio. A pesar de que el analisis estadistico de hsd en nuestro estudio
no mostro diferencias significativas entre los tres tratamientos, fue observable que las
concentraciones de los flavonoides aumentaron al coadministrarse con ngn y que CL/F
y el Vd/F disminuyeron en comparacion con la administracion independiente de hsd.

En este contexto, Luong y col.1%, utilizaron ngn en estudios in vitro para sintetizar
flavonoides hidroxilados via CYP450 BM3-M13 con diversas actividades farmacoldgicas;
notando que concentraciones mayores a 100 umol/ml de ngn, la conversién disminuia,
es decir que una alta concentracion de ngn puede inhibir su propia hidroxilaciéon en
estudios in vitro. En sus estudios preliminares sobre las actividades farmacoldgicas
también se trabaj6 con hst, sin embargo, para el estudio de la hidroxilacién se considero
a la ngn por tener mayor bioconversion a eriodicitol. Las reacciones de hidroxilacién de
ngn referidas por Luong® sobre el CYP pudieran ser una de las razones por las cuales
incrementa la concentracion de hsd en los grupos -mix y -tab; sin embargo, al ser
concentraciones por debajo de las estudiadas por Luong, es posible que los efectos
sobre el citocromo sean apenas perceptibles y, por tanto, no significativos en el estudio
farmacocinético de hsd.

Como ya se menciong, la inhibicion del CYP por diversos metabolitos entre ellos los
flavonoides, es conocida desde hace varias décadas. Se ha identificado CYP3A4 como
la principal isoforma relacionada a los flavonoides!?’. Particularmente, Ho y col.1%
evaluaron la inhibicibn de dicha isoforma en tejido hepatico humano por diversos
flavonoides de la toronja como la quercetina, apigenina, neohesperidina, kaempferol,
hsd, hst, ngn y nrg. Los glicésidos estudiados tuvieron baja actividad inhibitoria, sin
embargo, las agliconas produjeron mayor inhibicién. Quintieri y col.2®® refieren la
inhibicion de hst y diosmetina de la isoforma 2C9; principal metabolizador de ngn,
afectando al metabolismo y el CL/F de esta, haciéndolos mas lentos. Si recordamos que
es comun la conversion de hsd a hst por hidrdlisis de la microbiota intestinal; en nuestros
modelos murinos, posiblemente hsd y una fraccién de ésta que pudiera hidrolizarse a
hst, logran inhibir las isoformas 2C9, y 3A4, reflejandose en la disminucion de los valores
del CL/F de ngn en la mezcla y la tableta estaria explicada por estas reacciones a nivel
de citocromo.

En el estudio de los flavonoides y su relacion con la farmacocinética de otros farmacos,
Cho y col.*¥° reportan incrementos de hasta el 65% en el AUC de diltiazem (15 mg/kg
I.V) al administrarse hsd a dosis de 1, 5y 15 mg/kg, sin modificar significativamente el
Tmax Y €l T% terminal. Nuestros resultados presentaron un comportamiento similar, las
AUC de ngn y hsd aumentaron hasta en un 50% al ser coadministrados manteniendo
Tmax Y T¥2¢1 SEMejantes a las obtenidas en una administracion individual por la via oral.
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A partir de los resultados obtenidos y la informacién que se cita en la literatura cientifica,
se puede conocer que los flavonoides hsd y ngn tienen su ruta metabdlica con las
isoformas CYP2C9y CYP3A4 y que a su vez pueden inhibirla generando modificaciones
en el metabolismo y eliminacion de otros farmacos, pudiendo aumentar las
concentraciones plasmaticas uno de otro y generando un CL/F més lento asi como
aumentando las AUC manteniendo los parametros cronoldgicos Tmax, TMR y T Y5 €n
intervalos de tiempo semejante que no se afectaron a las dosis utilizadas en este estudio.
También se puede estipular que una fraccién de los flavonoides administrados por una
via gastrointestinal sera sujeto a metabolismo catabélico de fase |, convirtiéndose a
moléculas pequefias derivadas del &cido propionico y benzoico que seran eliminados sin
que el flavonoide llegue a ser biodisponible. La fraccidn biodisponible ser4 metabolizada
a diversas moléculas glucoronidadas principalmente en el intervalo de 4 a 10 h después
de la administracién, por lo que las concentraciones de ambos flavonoides intactos
decaen en forma exponencial en este intervalo de tiempo.
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Pruebas farmacopéicas

El resultado de la prueba farmacopéica de uniformidad de dosis tanto por uniformidad
de masa como por valoracién, se utilizé para garantizar la dosis de flavonoide
equivalente contenida en la tableta. Por lo que se puede asegurar que las dosis de
ambos flavonoides fueron iguales en todos los tratamientos. La farmacopea permite un
margen de 90-110% del farmaco tedrico en la forma farmacéutica. Nuestro estudio revelo
una concentracion superior al 98% del tedrico para cada uno de los flavonoides, lo que
farmacopéicamente es un resultado dentro de especificacion?®.

Las pruebas preliminares de disolucion donde se evaluaron cuatro medios de disolucion
(PBS, HCI, agua y agua + 1% tween 80) fueron utilizadas para seleccionar los medios a
utilizar en las pruebas en el disolutor. Se realiz6 una cinética de disolucién de 8 horas en
matraces y al presentarse comportamientos similares en las ocho graficas (figura 26), se
determiné utilizar los medios que mejor simulan las condiciones fisiol6gicas del tracto
gastrointestinal, HClI pH 1.2 para condiciones estomacales y PBS pH 8.2 para
condiciones intestinales. También con base a que la disolucion no presenta una
tendencia a incrementar hacia las 2, 4, 6, 8 horas, se determinoé finalizar el ciclo en el
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Figura 26. Gréficas de la disolucion preliminar de (a) hesperidina y (b) naringenina a 8
horas a 37°C en matraz Erlenmeyer. Se utilizaron seis matraces por medio conteniendo
15 mg MIX-160 en 100 mL de medio de disolucion (n=6).
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Para las pruebas en el disolutor, tanto para el PBS como para el HCI, las maximas
concentraciones encontradas en el medio se determinaron entre los tiempos 45y 60, sin
mostrar diferencia significativa al aumentar las rpm entre el minuto 60 y 75. Por lo que
se tomo6 60 min como el tiempo de disolucion. Ademas, al observarse una gran cantidad
de polvos precipitados al concluir el proceso de los 75 min, se decidi6é calcular el
flavonoide no disuelto, por lo que se repitid el proceso y se realizé un filtrado del medio
de disolucion. Los filtros se dejaron secar y se realizo la extraccion solido-liquido por el
procedimiento mencionado en la metodologia de la investigacion.

Al haber calculado menos del 1% de flavonoides disueltos en las pruebas anteriores, se
hizo notar que el flavonoide no disuelto superaria los limites de cuantificacion de la curva
de calibracién y que podria incluso saturar la columna, por lo que se aplico un factor de
dilucién 1:10 a las muestras de flavonoide no disuelto previo a la evaluaciéon por HPLC-
UV-DAD.

Las pruebas de friabilidad y dureza se realizaron antes de utilizar las tabletas para
asegurar un adecuado proceso de compactacién, similar al que se determiné durante los
estudios para la obtencion de la formulacion. Estos resultados fueron satisfactorios por
lo que se procedi6 a utilizar los comprimidos para los diversos estudios aqui descritos.
La tabla 14 resume los resultados obtenidos en las pruebas farmacopéicas realizadas.
Es importante destacar, que como hsd y ngn no estan citados en la FEUM 112 edicién?®,
no se cuenta con una especificacion farmacopéica, por lo que el resultado se expresa
como porcentaje total de farmaco disuelto en el medio.

Tabla 14. Resultados farmacopéicos sobre la tableta.

MGA  Descripcion del método Especificacion Resultado DE o FE
FEUM
112
0291 Disolucién: monografia ND < 1% disuelto ND
individual > 98 % No disuelto
0299 Uniformidad de dosis: <7.5% 0.8% DE
variacién de masa
0299 Uniformidad de dosis: 90-110% Hsd 98.7% DE
Uniformidad de contenido Ngn: 98.13
1041 Friabilidad <1% 0.98% DE
1051 Dureza Dep. Disefio 352N ND
(ND)

*ND: no disponible; DE: dentro de especificacion; FE: fuera de especificacion; Dep: dependiente
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La prueba de disolucion fue de utilidad para evaluar las variantes por las que los
flavonoides tuvieron una baja biodisponibilidad, partiendo de que farmaco que no se
disuelve es farmaco que no se absorbe y por tanto no sera cuantificable en la biofase.
Sin embargo, no por el hecho de que cierta fraccion del farmaco se absorba significa que
la totalidad de esa fraccion sea biodisponible, pues existen otras variantes que
disminuyen la biodisponibilidad, como la unién a proteinas, la cual no fue evaluada en
este estudio. La prueba de disolucién es una prueba farmacopéica que, a diferencia de
uniformidad de dosis, la cual tiene un parametro general para la especificacién, su criterio
dentro o fuera de especificacién Unico para cada farmaco en base a sus propiedades
fisicoguimicas y es evaluado en cada forma farmacéutica de manera individual.

Inanova y col.%, realizaron estudios farmacopéicos y de biodisponibilidad sobre ocho
diferentes productos a base de hesperidina-diosmina existentes en el mercado bulgaro.
Sus estudios de disolucién se realizaron utilizando PBS a pH 1.5, 4.5y 7.2, reportaron
gue la solubilidad increment6 ligeramente con el incremento del pH. Sin embargo, el
porcentaje disuelto estuvo por debajo del 1.6% del total de flavonoide en el comprimido
de acuerdo con la etiqueta del producto, lo que refuerza la baja solubilidad de los
flavonoides que se observa en nuestro estudio.

Segln Inanova y col.®®, diversos estudios farmacocinéticos in vivo muestran que las
moléculas de flavonoide glicosiladas, como hsd, diosminay nrg, se absorben en su forma
aglicona (diosmetina, ngn y hst); los cuales son productos hidrolizados del metabolismo
de la flora intestinal; y que, las formas glicosiladas no se suelen encontrar intactas en
circulacion sanguinea. En comparacion, tanto nuestro estudio como otros previamente
reportados en la seccién de antecedentes, permitieron cuantificar a los glicésidos en
circulacion sistémica, lo que se atribuye no solo a los procesos fisiolégicos si no a los
limites de deteccion y cuantificacion de los métodos analiticos utilizados.

La baja biodisponibilidad de los flavonoides se puede relacionar a su baja solubilidad a
pH estomacal e intestinal, evaluados en las pruebas preliminares de disolucién tanto
para los analitos libres como en tableta. Las pruebas de solubilidad mostraron que
menos del 1% se solubiliza en una hora en medios a pH intestinal y estomacal en ambos
casos, ademas, se cuantificaron los flavonoides no disueltos por HPLC-UV-DAD donde
més del 98% del farmaco permanece sin solubilizarse en un periodo de 60 min en el
disolutor. Las pruebas de disoluciébn demostraron que la tableta se desintegra de forma
casi inmediata (< 3 minutos) a pH tanto intestinal como estomacal, lo cual representa
una rapida liberacion del farmaco desde la forma farmacéutica al medio sin que eso
conlleve a una disolucién eficiente. En la literatura se reporté que la forma micronizada
de hsd mejora su disolucién con respecto a tamafios de particula mayores, refiriendo
que, a menor tamario de particula, mayor area de contacto y mayor solubilidad'!!. Las
diversas formas farmaceéuticas de circulacion en el mercado a base de flavonoides
hablan también de la forma micronizada de hsd®%; para esta prueba, el farmaco no
disuelto fue capaz de retenerse en una membrana de 11 um; la ngn tuvo un tamafo de

56



particula menor, al traspasar dicha membrana; sin representar mayor disolucién en la
prueba in vitro.

Gu y col.??2, encontraron que todos los parametros farmacocinéticos, incluida la
biodisponibilidad de hst a una misma dosis de farmaco, pero utilizando en formulaciones
diferentes: suspension, micelios con D-a-tocoferil polietilen glicol 1000 succinato y
complejos con fosfodilcolina, por ejemplo, Cmax tuvo una relacion de 1:10:1.6, Tmax, fue
mayor en el farmaco libre, lo que expresa el proceso de liberacién del farmaco en las
formulaciones. La eliminacion del farmaco en la forma libre fue muy rapida, siendo
indetectable a las 4 horas posteriores a la administracién, en tanto que en las
formulaciones fue detectable aun a las 9 h, dltima hora de muestreo; esto nos habla de
la gran influencia que puede llegar a tener una formulacion en los procesos LADME de
cualquier farmaco cuando el objetivo de la formulacién es modificar su biodisponibilidad;
sin embargo, también existen formulaciones inertes que solo facilitan la dosificacién y
administracion.

Con base a la comparativa de los pardmetros farmacocinéticos de nuestro estudio, se
puede considerar que la formulacion y las operaciones unitarias relacionadas al
tableteado, tienen un caracter neutral en el comportamiento farmacocinético de los
flavonoides, mejorando solo las propiedades reoldgicas de compactacion y confiriéndole
una forma practica de dosificacion para la administracion oral con la seguridad de que la
biodisponibilidad de los flavonoides no se vera modificada.
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CONCLUSIONES

Hsd y ngn mostraron cinéticas de primer orden tanto para absorcibn como para
eliminacion, permitiendo la obtencién de pardmetros farmacocinético mediante el modelo
no compartimental. Ambos flavonoides mostraron tiempo de latencia cero, lo que
representd que la absorcidn inicié inmediatamente después de la administracion.

Mediante las pruebas estadisticas, se demostré que hsd no presenté diferencias
significativas al coadministrarse con ngn. En cambio, ngn al ser coadministrado con hsd,
mostro una velocidad de aclaramiento mas lenta (CL/Fygn-mix < CL/Frngn—free)s
causando a su vez, un Vd/F menor e incrementando la biodisponibilidad (AUC) de ngn.
Tanto para ngn como para hsd, los pardmetros farmacocinéticos de cada flavonoide en
la mezcla y en la tableta no presentaron diferencias significativas, lo que represent6 que
la tableta no modifica la cronologia de transito de los flavonoides en el biosistema
comparado con la mezcla.

Las pruebas farmacopéicas proporcionaron informacion relevante sobre la formulacion:
en primer lugar, que la tableta cumple con la cantidad tedrica de cada flavonoide, lo que
permite asegurar la dosis administrada al utilizar la tableta. En segundo lugar, la
solubilidad de los flavonoides en las pruebas preliminares (mezcla en matraces) y las
pruebas en el disolutor (tableta) a pH gastrico e intestinal fue menor al 1%; esta baja
solubilidad puede representar una limitante en la absorcién y por lo tanto en la
biodisponibilidad de los flavonoides. La utilizacién del comprimido no modificé la cantidad
de flavonoides disueltos, por lo que se demostré que la tableta no tiene un efecto sobre
las caracteristicas fisicoquimicas de los flavonoides relacionadas a la solubilidad.

La evaluacion in vitro e in vivo de la tableta y la mezcla de flavonoides, permiten concluir
que la formulacion y las operaciones unitarias relacionadas al tableteado, proporcionan
a los ingredientes farmacéuticos activos una forma de dosificacién y administracion sin
modificar solubilidad y biodisponibilidad de hsd y ngn. Lo anterior propone que la
formulacion cumplird con las mismas caracteristicas que posee la mezcla respecto a los
estudios previos de esta, como sus efectos terapéuticos, DEso y DLsg al mantener las
mismas concentraciones en la biofase en funcion del tiempo.
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ANEXO 1
Abreviaturas Relacionadas a farmacocinética de flavonoides

Abreviatura Significado

MIX-160 Mezcla de citroflavonoides hesperidina: naringenina

hsd Hesperidina
ngn Naringenina
tab Tableta

hst Hesperetina
nrg Naringina
rtn Rutina

qct Quercetina

hsd-free Hesperidina administrada individualmente

hsd-mix Hesperidina administrada en MIX HN

hsd-tab Hesperidina administrada en tableta

ngn-free Naringenina administrada individualmente

ngn -mix Naringenina administrada en MIX HN

ngn -tab Naringenina administrada en tableta

LADME Liberacion, absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacion a nivel biologico

fo Tiempo cero, momento de la administracién
Co Concentracion cero, al momento de la administracion
t Tiempo: tiempo muestreado (h)
C Concentracion
Cuie Ultima concentracion muestreada y/o cuantificable
Ty Tiempo de la tltima concentracion muestreada y/o cuantificable
Cnax Concentracion maxima alcanzada en suero
Tmax Tiempo maximo: tiempo en que se alcanza la concentracion maxima
Ty Tiempo de latencia o tiempo que tarda el farmaco en comenzar a absorberse
kaps Constante de absorcion
t1/,.,. ~ Vidamedia de absorcion
k., Constante de eliminacién
t1/,,, Vida media de eliminacion
F Fraccién de farmaco absorbido
D Dosis
CL Velocidad de aclaramiento
CL/F Velocidad de aclaramiento para via extravascular
Vd Volumen de distribucién
Va/F Volumen de distribucién para via extravascular
AUC Area bajo la curva
AUCy Area bajo la curva de tiempo cero a tiempo infinito
AUC}, Area bajo la curva de tiempo cero a un tiempo definido.
AUC? Area bajo la curva del tltimo tiempo muestreado a tiempo infinito
AUMC Area bajo la curva en el primer momento
TMR Tiempo medio de referencia
Cll Concentracion de absorcion obtenida por extrapolacion de la ecuacion de eliminacion
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ANEXO 2: ESTADISTICA

Evaluacién estadistica de las pruebas in vivo.

Las figuras AF-1 y AF-2 asi como las tablas AT-1 y AT-2, muestran el
comportamiento de normalidad logaritmica de los datos obtenidos de las gréficas de
concentracion vs tiempo de hesperidina y ngn respectivamente, los cuales cumplen con
los supuestos para ser evaluados mediante estadistica paramétrica.
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Figura AF-1. Graficas de normalidad logaritmica para
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hesperidina en sus tres

Tabla AT-1. Prueba de normalidad logaritmica para las concentraciones de hesperidina.

Shapiro-Wilk test hsd-free hsd-mix hsd-tab
W 0.9477 0.9264 0.9280
Valor p 0.5258 0.2717 0.2863
¢ Pasa normalidad logaritmica («=0.05)? Si Si Si
Resumen Valor p ns ns ns
ns: no significativo
ngn-free ngn-mix ngn-tab
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Figura AF-2. Graficas de normalidad logaritmica para naringenina en sus tres

tratamientos.
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Tabla AT-2. Prueba de normalidad logaritmica para las concentraciones de hesperidina.

Shapiro-Wilk test ngn-free ngn-mix ngn-tab
W 0.9204 0.9185 0.9161
Valor p 0.2227 0.2092 0.1930
¢ Pasa normalidad logaritmica («=0.05)? Si Si Si
Resumen Valor p ns ns ns

ns: no significativo

Prueba t para evaluacién de diferencias significativas entre absorcion vy
eliminacion

Tabla AT-3. Prueba T para constantes de absorcién y eliminacion de hesperidina

Prueba T- no pareada Kabs VS ke free Kabs VS ket mix Kabs VS kel tab
Valor p 0.0016 0.0085 0.0104
Resumen Valor p * ** *

¢ Diferencia significativa? (p < 0.05)? Si Si Si

Valor p ¢una o dos colas? Dos colas Dos colas Dos colas

t, GL t=7.668, GL=4 t=4.825, GL=4 t=4.549, GL=4

GL: Grados de libertad; kabs: constante de absorcion; kei: constante de eliminacion; free: flavonoide
administrado individualmente; mix: flavonoide en mezcla; tab: flavonoide en tableta; *:
significativo; *muy significativo

Tabla AT-4. Prueba T para constantes de absorcién y eliminacién de naringenina

Prueba T- no pareada Kabs VS kel free Kabs VS Ket Mix Kabs VS kel tab
Valor p 0.0005 0.0004 0.0004
Resumen Valor p b b b

¢ Diferencia significativa? (p < 0.05)? Si Si Si

Valor p 4una o dos colas? Dos colas Dos colas Dos colas

t, GL t=10.50, GL=4 t=10.92, GL=4 t=10.09, GL=4

GL: Grados de libertad; ***: extremadamente significativo

Tabla AT-5. Prueba T para interceptos de absorcion y eliminacion de hesperidina

Prueba T- no pareada babs Vs bl free babs VS bel mix babs Vs bel tab
Valor p 0.8569 0.8776 0.7807
Resumen Valor p ns ns ns

¢ Diferencia significativa? (p < 0.05) No No No

Valor p 4 una o dos colas? Dos colas Dos colas Dos colas

t, GL t=0.1923, GL=4 t=0.1675, GL=3 t=0.2978, GL=4

GL: grados de libertad; b: interseccién; abs: absorcion; el: eliminacion; free: flavonoide
administrado individualmente; mix: flavonoide en mezcla; tab: flavonoide en tableta; ns: no
significativo
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Tabla AT-6. Prueba T para interceptos de absorcién y eliminacién de naringenina

Prueba T- no pareada babs VS be free babs VS bel mix babs VS bel tab
Valor p 0.1735 0.0561 0.5081
Resumen Valor p ns ns ns

¢ Diferencia significativa? (p < 0.05)? No No No

Valor p ¢una o dos colas? Dos colas Dos colas Dos colas

t, GL t=1.654, GL=4 t=2.665, GL=4 t=0.7258, GL=4

GL: grados de libertad; b: interseccion; abs: absorcion; el: eliminacion; free: flavonoide
administrado individualmente; mix: flavonoide en mezcla; tab: flavonoide en tableta; ns: no
significativo

Evaluacion estadistica de parametros farmacocinéticos

Tabla AT-7. Prueba ANOVA para ks de hesperidina

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.01892 2 0.009460 p<0.0001
Residual (dentro de columnas) 0.0002226 6 3.711e-005

Total 0.01914 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-8. Prueba ANOVA para k,; de hesperidina

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.0002000 2 0.0001000 p=0.9334
Residual (dentro de columnas) 0.008600 6 0.001433

Total 0.008800 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-9. Prueba ANOVA para T % de hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.02220 2 0.01110 p=0.9739
Residual (dentro de columnas) 2.511 6 0.4185

Total 2.533 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-10. Prueba ANOVA para Tmax de hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.8712 2 0.4356 p=0.7316
Residual (dentro de columnas) 7.935 6 1.323

Total 8.806 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio
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Tabla AT-11. Prueba ANOVA para Cnax de hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 6464 2 3232 p=0.2083
Residual (dentro de columnas) 9410 6 1568

Total 15874 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-12. Prueba ANOVA para AUCEde hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 79255 2 39627 p=0.0873
Residual (dentro de columnas) 63185 6 10531

Total 142440 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-13. Prueba ANOVA para AUC;°de hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 79482 2 39741 p=0.0892
Residual (dentro de columnas) 64206 6 10701

Total 143688 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-14. Prueba ANOVA para CL/F de hesperidina.

Andlisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 11529476956 2 5764738478  p=0.2128
Residual (dentro de columnas) 17080070137 6 2846678356

Total 28609547093 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-15. Prueba ANOVA para Vd/F de hesperidina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 208784227635 2 104392113817  p=0.5568
Residual (dentro de columnas) 968829413480 6 161471568913

Total 1177613641115 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-16. Prueba ANOVA para kg, de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.4519 2 0.2259 p=0.0005
Residual (dentro de columnas) 0.04398 6 0.007330

Total 0.4959 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio
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Tabla AT-17. Prueba post hoc para k,;,; de naringenina

Prueba Tukey de comparacién Mean Diff.  Significant  Summary Valor p
multiple ? ajustado
ka ngn-free vs. ka ngn-mix 0.3815 Si * 0.0038
ka ngn-free vs. ka ngn-tab 0.5325 Si b 0.0007
ka ngn-mix vs. ka ngn-tab 0.1510 No ns 0.1575

Mean Diff.: diferencia media; Significant?: ¢es significativo?; ka: constante de absorcion; ngn-
free: naringenina libre; ngn-mix: naringenina en mezcla; ngn-tab: naringenina en tableta; **: muy
significativo; *** extremadamente significativo; ns: no significativo

Tabla AT-18. Prueba ANOVA para k,; de naringenina

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.002600 2 0.001300 P=0.1106
Residual (dentro de columnas) 0.002400 6 0.0004000

Total 0.005000 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-19. Prueba ANOVA Tnax de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.2178 2 0.1089 p=0.4311
Residual (dentro de columnas) 0.6728 6 0.1121

Total 0.8906 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-20. Prueba ANOVA Cax de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 70402 2 35201 p=0.1481
Residual (dentro de columnas) 79100 6 13183

Total 149502 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-21. Prueba ANOVA T % de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.07220 2 0.03610 p=0.0511
Residual (dentro de columnas) 0.04260 6 0.007100

Total 0.1148 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-22. Prueba ANOVA TMR de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 0.02180 2 0.01090 p=0.8778
Residual (dentro de columnas) 0.4908 6 0.08180

Total 0.5126 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio
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Tabla AT-23. Prueba ANOVA para AUC¢ de naringenina.

SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 708794 2 354397 p=0.0029
Residual (dentro de columnas) 117213 6 19536
Total 826007 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-24. Prueba post hoc para AUC{ de naringenina.

Prueba Tukey de comparacién muiltiple Mean Diff.  Significant? Valor p ajustado
ngn-free vs. ngn-mix -532.0 Si 0.0083
ngn-free vs. ngn-tab -643.0 Si 0.0032
ngn-mix vs. ngn-tab -111.0 No 0.6188

Mean Diff.. diferencia media; Significant?: ¢ es significativo?; ngn-free: naringenina libre; ngn-mix:
naringenina en mezcla; ngn-tab: naringenina en tableta

Tabla AT-25. Prueba ANOVA para AUC,° de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 709280 2 354640 p=0.0029
Residual (dentro de columnas) 117813 6 19635

Total 827092 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-26. Prueba post hoc para AUC;° de naringenina.

Prueba Tukey de comparacion multiple Mean Diff.  Significant? Valor p ajustado
ngn-free vs. ngn-mix -532.3 Si 0.0083
ngn-free vs. ngn-tab -643.2 Si 0.0033
ngn-mix vs. ngn-tab -110.9 No 0.6209

Mean Diff.. diferencia media; Significant?: ¢ es significativo?; ngn-free: naringenina libre; ngn-mix:
naringenina en mezcla; ngn-tab: naringenina en tableta

Tabla AT-27. Prueba ANOVA para Vd/F de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 2272213821 2 1136106910 p=0.0098
Residual (dentro de columnas) 617802515 6 102967086

Total 2890016336 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio
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Tabla AT-28. Prueba post hoc para Vd/F de naringenina.

Prueba Tukey de comparacién multiple Mean Diff.  Significant? Valor p ajustado
ngn-free vs. ngn-mix 31769 Si 0.0202
ngn-free vs. ngn-tab 35356 Si 0.0125
ngn-mix vs. ngn-tab 3587 No 0.9034

Mean Diff.; diferencia media; Significant?: ¢ es significativo?; ngn-free: naringenina libre; ngn-mix:
naringenina en mezcla; ngn-tab: naringenina en tableta

Tabla AT-29. Prueba ANOVA para CL/F de naringenina.

Analisis de Varianza SC GL MC Valor p
Tratamiento (entre columnas) 23911438754 2 11955719377 p=0.0356
Residual (dentro de columnas) 11724601977 6 1954100329

Total 35636040731 8

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MC: Cuadrado medio

Tabla AT-30. Prueba post hoc para CL/F de naringenina.

Prueba Tukey de comparacién multiple Mean Diff. ~ Significant? Summary Valor p ajustado

ngn-free vs. ngn-mix 103923 No ns 0.0632
ngn-free vs. ngn-tab 114056 Si * 0.0447
ngn-mix vs. ngn-tab 10133 No ns 0.9578

Mean Diff.. diferencia media; Significant?: ¢ es significativo?; ngn-free: naringenina libre; ngn-mix:
naringenina en mezcla; ngn-tab: naringenina en tableta; *: significativo; ns: no significativo
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