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“El futuro tiene muchos nombres. Para los débiles es lo inalcanzable.
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Resumen

Los estudios de permeaciéon bucal in vitro empleando mucosa porcina se consideran
atiles en el desarrollo temprano de formulaciones; sin embargo, a nivel mundial se ha
reportado una falta de reproducibilidad al emplear tejidos animales atribuida a la
"variabilidad biolégica", por lo que, al implementar este tipo de ensayos en el Grupo de
Investigacion, se pretendi6 ahondar en las diferentes variables que pudieran tener

influencia, empleando cafeina como compuesto modelo de moléculas hidrofilicas.

Se validé una metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiencia con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) para la cuantificaciéon de la cafeina, utilizando
una columna de fase reversa Cig con deteccion UV a 273 nm y una fase movil
constituida exclusivamente por agua-acetonitrilo (80:20 v/v). Las caracteristicas de
desempefio evaluadas permitieron comprobar que existe una adecuada selectividad, una
linealidad entre 0.5y 50 ug/mL, con una precision expresada como RSD menor a un 2%,
un porcentaje de recuperacion del 99.9% y unos limites de deteccién y cuantificacion
para el método de 0.85 y 2.69 ng/mL, respectivamente; asi mismo, se evalud la
estabilidad sometiendo alicuotas tanto de la validacion del sistema como del método a
diferentes condiciones de tiempo y temperatura de almacenamiento, sin presentar una

degradacion significativa.

Por medio del analisis de muestras histolégicas de la mucosa bucal, la evaluacion de
esta membrana por el método de pérdida de agua transmucosa y los ensayos de
permeacion empleando celdas de Franz, se estudid el efecto de la técnica de
separacion, los medios, la temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la
morfologia celular y la organizacion del tejido, la integridad de la membrana y parametros
asociados a la permeacion (flujo en estado estacionario, constante de permeabilidad y
cantidad acumulada a las 4 horas). Se determin6 que se pueden realizar cortes con

bisturi o dermatomo sin alterar los parametros de permeabilidad, mientras que la



separacion por calor presenta un comportamiento diferente. ElI almacenamiento de los
tejidos en una solucién de Krebs-Ringer-Bicarbonato a 4 °C, mantuvo el tejido en
Optimas condiciones por 24 horas, mientras los procesos de congelacion evidencian
cambios a nivel de las células epiteliales superiores, pero en menor proporciéon cuando
se usan criopreservantes con dimetilsulféxido y suero fetal bovino. La medida de la
integridad de la membrana, mediante la técnica de pérdida de agua transmucosa,
demostré ser un buen indicador de este parametro, siendo una alternativa rapida y poco
explorada con mucosa bucal que permite seleccionar los tejidos para los ensayos de
permeabilidad de manera préctica, pero que idealmente podria ser complementada con
otras técnicas.

En conclusién, mediante la realizacion de este trabajo de investigacion se establecieron
las condiciones de las variables para la implementacion del ensayo de permeacion bucal

in vitro, para compuestos hidrofilicos, empleando cafeina como molécula modelo.

Palabras clave: permeacidn bucal, cafeina, pérdida de agua transmucosa, in vitro,
celdas de Franz.



Abstract

In vitro oral permeation studies using porcine mucosa are considered useful in the early
development of formulations; however, a lack of reproducibility has been reported
worldwide in the use of animal tissues attributed to "biological variability", so, when
implementing this type of tests in the Research Group, we intend to delve into the
different variables that may have influence, using caffeine as a model compound of

hydrophilic molecules.

An analytical methodology was validated by high performance liquid chromatography with
a diode array detector (HPLC-DAD) for the quantification of caffeine, using a C,5 reverse
phase column with UV detection at 273 nm and a mobile phase consisting exclusively of
water- Acetonitrile (80:20 v/v). The evaluated performance characteristics allowed to
verify that there is an adequate selectivity, a linearity between 0.5 and 50 ug/mL, with a
precision expressed with a RSD of less than 2%, a recovery rate of 99.9%, and both
detection and quantification limits for the method at 0.85 and 2.69 ng/mL, respectively;
likewise, the stability was evaluated by subjecting aliquots of both the system and the
method validation to different conditions of storage time and temperature, without

exhibiting significant degradation.

Through the analysis of histological samples of the buccal mucosa, the evaluation of this
membrane by the transmucosal water loss method and the permeation tests using Franz
cells, it was studied the effect of the separation technique, media, temperature and
storage time on cell morphology and tissue organization, membrane integrity and
parameters associated with permeation (flow, permeability constant and the amount
permeated at 4 hours). It was determined that cuts with a scalpel or dermatome can be

performed without altering the permeability parameters, while the separation by heating



presents a different behavior. The storage of the tissues in a Krebs-Ringer-Bicarbonate
solution at 4 ° C, kept the tissue in optimal conditions for 24 hours, while the freezing
processes evidenced changes at the level of the superior epithelial cells, but to a lesser

extent when using cryopreservants with dimethylsulfoxide and fetal bovine serum.

The measurement of membrane integrity, using the transmucosal water loss technique,
proved to be a good indicator of this parameter, being a fast and yet a poorly explored
alternative with buccal mucosa that allows to select the tissues for the permeability tests

in a practical way, but ideally it could be complemented with other techniques.

In conclusion, through the realization of this research work, we established the conditions
of the variables for the implementation of the oral permeation test in vitro, for hydrophilic

compounds, using caffeine as model molecule.

Key words: oral permeation, caffeine, transmucosal water loss, in vitro, Franz cells.
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Introduccioén

La ruta mas utilizada en la administraciéon de farmacos es la via peroral, dado que es
cdmoda, econdmica y por lo general mas inocua, sin embargo, presenta varias
desventajas significativas incluyendo: la degradacién de algunos principios activos por
enzimas digestivas o pH gastrico muy &acido, anomalias en la absorcion en presencia de
alimentos, la necesidad de contar con la colaboracion del paciente, asi como el efecto de
primer paso hepdético. A partir de estos inconvenientes, desde hace varios afios ha
existido un gran interés en el uso de mucosas para la administracion de farmacos, por
ejemplo: mucosa nasal, rectal, vaginal, de la cavidad oral y ocular (1, 2). La entrega de
farmacos en la cavidad oral ha atraido una atencion especial debido a sus caracteristicas
fisiolégicas y al potencial para el cumplimiento del régimen terapéutico por parte del
paciente; esencialmente la mucosa bucal se ha calificado como una ruta de
administracion atractiva por tener un area de superficie grande, lisa y relativamente
inmovil, con resistencia sustancial a la irritacion o dafio, ademas de estar equipada para

el suministro sistémico de farmacos, evitando los inconvenientes mencionados (3-9).

El potencial de las moléculas a ser administradas por via bucal es investigado por
metodologias in vivo o in vitro; considerandose las pruebas de permeabilidad con tejido
bucal animal aislado en celdas de difusion, el método in vitro mas utilizado. Este dltimo
permite determinar la cantidad de farmaco que se difunde a través del tejido en el tiempo,
siendo posible evaluar la cinética de transporte en la mucosa. Debido a la semejanza
reportada de la mucosa bucal porcina en cuanto a estructura y permeabilidad con la
mucosa bucal humana, el cerdo se ha convertido en el modelo animal mas utilizado en

estas investigaciones (10, 11).

Teniendo en cuenta la significativa variacion biolégica o falta de reproducibilidad
reportada en los estudios in vitro y el interés del Grupo de Investigacion en Sistemas de
Liberacion Modificada de Moléculas Biol6gicamente Activas (SILICOMOBA), en el que se

ha buscado implementar ensayos biofarmacéuticos para la evaluacion de farmacos y
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formulaciones que involucran la via transmucosa, la presente investigacion tiene como
objetivo contribuir a la implementacion de un ensayo de permeacién bucal in vitro por
medio de celdas de Franz, empleando cafeina como compuesto modelo y mucosa bucal
porcina como membrana biolégica (12, 13). En este contexto, se debe resaltar que no se
encontro establecido en la literatura con cuantos compuestos se puede estandarizar esta
via, como si se presenta en otras, donde la FDA ha reportado se requieren hasta 20
compuestos modelos para tal finalidad; sin embargo, empezando con el proceso de
estandarizacion se considera necesario iniciar con un farmaco como la cafeina que es un
compuesto hidréfilo modelo ampliamente utilizado en este tipo de estudios (14). De esta
manera, es posible disponer de informacion bibliografica de perfiles de permeacién
transmucosa que orienten sobre las variables del ensayo que podian ser criticas, con el
fin de obtener valores fiables que a futuro se puedan reportar y comparar con otras
investigaciones de esta naturaleza hechas alrededor del mundo.

Hasta donde se conoce en Colombia no se han realizado estudios de permeacion bucal
empleando celdas de Franz, puesto que no se encontraron tesis concluidas o
publicaciones en revistas cientificas al respecto. Se considera que es apropiado el
implementar un método de este tipo, pues contribuiria a la comunidad académica y al
sector industrial, al ofrecer un servicio que hasta el momento no se encuentra disponible
en el pais, que permitiria evaluar la seguridad y eficacia de los productos farmacéuticos

desarrollados para esta ruta de administracion.
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1. Marco tedrico

1.1 Mucosa oral: caracteristicas anatdémicas e
histolégicas

La mucosa oral es una compleja serie de tejidos que ostentan una gama de
permeabilidades de acuerdo con la regién de la boca y presenta un area superficial de

aproximadamente 100 cm? (7, 8, 15, 16).

El entorno de la cavidad oral tiene algunos retos importantes para la administracion de
farmacos sistémicos; en primer lugar, el farmaco debe ser liberado de la formulacién en
el sitio de entrega (por ejemplo, zona bucal o sublingual) y pasar a través de las capas de
la mucosa para entrar en la circulacion sistémica. Ciertos aspectos fisiolégicos de la
cavidad oral juegan un papel importante en este proceso, incluyendo el pH, el volumen
de liquido, la actividad enzimatica y la permeabilidad de la mucosa oral, la cual puede
variar dependiendo de la zona (1). En la Tabla 1-1, se presenta una comparacion de las
caracteristicas fisioldgicas de la mucosa oral respecto a las mucosas del tracto

gastrointestinal.
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Tabla 1-1: Comparacion de diferentes mucosas.

) L Capacidad
. . . Porcentaje Actividad .
aslstcl)c:cciign %r:zjsgrrggidea de superficie pH local enzimética ;eblig\rlggrf
P total relativa .
del farmaco
Cavidad 100 cm’
oral (0.01 mz) 0.01 5.80 - 7.60 Moderada Moderada
Estémago 0.10 - 0.20 m? 0.20 1.00 - 3.00 Alta Moderada
'(;‘:f;;gg 100 m? 98.76 5.00 - 7.40 Alta Alta
'gtrise“sgo 0.50 - 1.0 m? 0.99 6.00-7.40  Moderada Baja
2
Recto 20?0'0‘202120)”‘ 0.04 7.00 - 7.40 Baja Baja

* Adaptado de Patel et al (1).

En la cavidad oral se reconocen tres tipos diferentes de mucosa: la mucosa masticatoria,
la mucosa de revestimiento y la mucosa especializada (17, 18), que se puede observar
en la Figura 1-1. La mucosa masticatoria, tiene de 100-200 micras de espesor, presenta
un epitelio queratinizado que abarca la encia y el paladar duro. La mucosa de
revestimiento constituye el 60% de la mucosa oral total, tiene entre 500-800 micras de
espesor, presenta un epitelio no queratinizado y se encuentra en la cara interna del labio,
paladar blando, cara ventral de la lengua, mejillas y piso de la boca. La mucosa
especializada se encuentra en el dorso de la lengua, consiste tanto en mucosa
gueratinizada como en mucosa nho gueratinizada y esta implicada en la funcién sensitiva
destinada a la recepcion de los estimulos gustativos. El término 'bucal’, a veces se utiliza
erroneamente para hablar de forma generalizada de la mucosa de la cavidad oral, pero
debe aclararse que hace alusion especificamente a la mucosa de la mejilla y la cara

interna de labios superior e inferior (3, 8, 17, 19).

La mucosa no queratinizada es mas permeable que la mucosa queratinizada,

constituyendo el principal sitio de administracion de farmacos en la cavidad oral; por lo
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gue, las rutas bucal y sublingual son de interés primario para la administracion de

farmacos(3).

Figura 1-1: Tipos de mucosa en cavidad oral.

LABIO SUPERIOR

MUCOSAALVEOLAR PARTE INFERIOR DE LA

=3 LENGUA
PALADAR DURO

PALADAR BLANDO
PISO DE BOCA

MEJILLA
ENCIA

LENGUA
LABIO INFERIOR

- MUCOSA MASTICATORIA

MUCOSA DE REVESTIMIENTO

B vucosa especiauizana

*Adaptado de Patel et al. (1).

1.2 Mucosa bucal

Estructuralmente la mucosa bucal es un revestimiento multilaminar que consiste en: una
capa de moco, un epitelio escamoso estratificado que se separa del tejido conectivo
subyacente (lamina propia y submucosa) por una membrana basal ondulada (Figura 1-2)
(9, 10, 20, 21) y tiene un espesor estimado en el rango de 500-800 um (7, 22). A
diferencia de los corneocitos del estrato corneo, las células superficiales de la mucosa
bucal presentan nucleos, funcién citoplasmica y estan rodeadas por proteina reticulada
(14).

El epitelio bucal es no queratinizado y estd compuesto por multiples capas de
gueratinocitos (40-50 capas de células) que muestran diferentes patrones de maduracion

entre la superficie y las células mas profundas; siendo las células basales capaces de
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dividirse y mantener una poblacion epitelial constante a medida que las células se
mueven hacia la superficie (7, 8). Se presentan cuatro capas morfolégicas: estrato basal,

estrato espinoso, estrato intermedio y estrato superficial (17, 23).

Figura 1-2: Representacion esquemaética de la estructura fisiol6gica de la mucosa bucal.

MOCO / SALIVA
ESTRATO SUPERFICIAL -

ESTRATO INTERMEDIO

EPITELIO

ESTRATO ESPINOSO

ESTRATO BASAL —

MEMBRANA BASAL

LAMINA PROPIA

ERiEnE

SUBMUCOSA

*Modificado de Sattar M et al (23).

En el estrato espinoso se observan los granulos de revestimiento de membrana (MCGSs);
estos se fusionan con la membrana plasmatica de las células y extruyen el contenido de
lipidos al espacio intercelular del tercio superior del epitelio con grandes cantidades de
fosfolipidos y cantidades relativamente pequefias de ceramidas, proporcionando la
principal funcion de barrera (21, 23, 24).

La membrana basal ondulada que separa el epitelio del tejido conectivo, es una capa
continua de material extracelular, con aproximadamente 1-2 micras de espesor; mientras
gue la lamina propia es un tejido conectivo laxo, hidratado que proporciona soporte
mecanico y lleva los vasos sanguineos y los nervios, que suministran la nutricion e

inervacion del epitelio, respectivamente(15, 23, 25).

Por otra parte, la submucosa esta formada por tejido conectivo y podemos encontrar uno

0 mas de los siguientes elementos: glandulas salivares menores, tejido adiposo o fibras
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musculares estriadas. El flujo de sangre en la mucosa bucal es del orden de 2.4 mL min™
cm?; destacando que esta via se encuentra mas vascularizada que la oral, debido a que
casi todo el retorno venoso procedente de la zona se incorpora a la vena yugular interna,

lo cual tiene trascendencia para la absorcion sistémica (20, 23, 26).

1.2.1 Permeabilidad y barrera de permeabilidad en la mucosa

bucal

La principal barrera de permeacién se encuentra en el tercio mas externo del epitelio,
resultado del material intercelular derivado de los llamados "granulos de revestimiento de
membrana” (MCGSs), cuya presencia no parece depender de la existencia o el grado de
gueratinizacion y afecta la ruta paracelular en particular (10, 15, 27); estos MCGs son
organulos esféricos u ovales, con un didmetro de 100 y 300 nm aproximadamente (1,
12). Los granulos de revestimiento estdn compuestos por mayores cantidades de
fosfolipidos polares respecto al mostrado en epitelios queratinizados, ésteres de
colesterol, glicosilceramidas y cantidades minimas de ceramidas (4, 10, 15, 28). Estos
lipidos dificultan el paso de farmacos hidréfilos, pero el alto grado de hidratacion del
tejido conectivo obstaculiza el paso de farmacos lipdfilos (5, 29).

Algunas pruebas sugieren que la membrana basal puede ser importante en la limitacion
del transporte de algunos agentes del epitelio al tejido conectivo subyacente, sin
embargo, el epitelio exterior todavia se considera que es la etapa limitante de la
velocidad de permeacién y algunos autores consideran que la estructura de la membrana
basal no es lo suficientemente densa como para excluir moléculas incluso si son

relativamente grandes (4, 10, 28).

Por otro lado, las células epiteliales de la mucosa bucal estan rodeadas por una
sustancia fundamental llamada moco, con un espesor que varia de 40 a 300 micras;
secretado por las glandulas salivares mayores y menores como parte de la saliva, cuya
funcion es lubricar y proteger las células epiteliales de agresiones mecénicas o quimicas

(1, 29, 30). Aunque la mayor parte de la mucosidad es agua (=95-99% en peso), el
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componente macromolecular clave es una clase de glicoproteinas conocida como
mucinas (1-5%), cuyas masas moleculares van desde 0.5 a mas de 20 MDa;
adicionalmente, contienen grandes cantidades de hidratos de carbono, siendo capaces
de unirse entre si para formar una red tridimensional extendida que actda como
lubricante, permitiendo que las células se muevan y contribuyan a la adhesion célula-
célula (1, 23). El papel del moco en la permeabilidad de la mucosa bucal no se conoce
con precision, sin embargo, se ha insinuado que cualquier obstaculo proporcionado por
esta capa parece ser insignificante al compararse con la accién de barrera del epitelio
(20).

Debido a la presencia de tres glandulas salivares principales (submandibular, parétida,
sublingual) y las glandulas salivales menores, la mucosa bucal se mantiene
constantemente hUmeda. Sin embargo, tanto la composicién como la cantidad de saliva
producida puede variar entre los individuos, con la hora del dia, alimentos, estados de
enfermedad y la terapia con diversos medicamentos, esto debe tenerse en cuenta al
considerar la mucosa bucal como un sitio para la administracion de farmacos ya que
puede ser un factor biol6gico que influya en el proceso de absorcién (10, 19, 23). El
volumen total de la secrecion salival diaria se encuentra entre 0.5y 2.0 L, proporcionando
asi un volumen de liquido relativamente bajo disponible para la liberacién del farmaco en
comparacion con el tracto gastrointestinal (1, 23). La presencia de saliva es importante
para la absorcion, ya que proporciona un ambiente relativamente acuoso para facilitar la
liberacion del farmaco, sin embargo, puede conducir a que este se trague de forma
prematura antes de que se produzca la absorcion efectiva a través de la mucosa,

reduciendo la biodisponibilidad y eficacia del mismo (1, 19).

La presencia de enzimas digestivas puede conducir a la degradacién de algunos
farmacos, mientras que la permeabilidad puede verse incrementada en mucosas
enfermas (29, 31, 32). En caso de una baja permeabilidad del farmaco a través del
epitelio bucal, ciertos agentes conocidos como facilitadores de la permeacién o
enhancers, incrementan la magnitud del flujo del componente de interés; entre estos
podemos mencionar: etanol, quitosano, acidos grasos, tensioactivos y sales biliares.

Segun lo reportado en la literatura estos promotores quimicos actian por uno o mas de
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los siguientes mecanismos: (a) aumentar el coeficiente de reparto del farmaco, (b)
extraer lipidos intercelulares, (c) interactuar con los dominios de proteinas epiteliales y (d)

aumentar la retencién de farmacos en la superficie de la mucosa bucal (12, 24, 33-38).

1.2.2 Permeacion y administracion de farmacos a través de la

mucosa bucal

La barrera epitelial debe ser atravesada por el farmaco con el fin de alcanzar los sitios de
accion deseados; de tal forma, la difusion de este a través del epitelio bucal se puede
realizar mediante tres mecanismos: (l) Difusion pasiva incluyendo una via transcelular o
intracelular y una via paracelular o intercelular, (Il) Transporte mediado por portadores y
(1) Endocitosis/exocitosis (1, 30, 39). La mayoria de los farmacos disueltos en los
liquidos bioldgicos presentes en la zona de absorcion, atraviesan las membranas por
difusién pasiva de acuerdo con la ley de Fick (4, 20), presentandose en muy pocos casos
la absorcion por el proceso de endocitosis, donde las moléculas de farmaco son
envueltas por las células y del mismo modo, es poco probable que los procesos de

transporte activo operen dentro de la mucosa oral (27, 31, 39).

Considerando que la membrana de las células epiteliales tiene un caracter lipéfilo esta
puede suponer una barrera para permeantes hidréfilos polares, los cuales probablemente
impregnan la mucosa bucal a través de la ruta paracelular, mientras que los compuestos
hidrofébicos lo hacen por la ruta transcelular (3, 11, 40, 41). Casi todos los compuestos
pueden penetrar el epitelio, pero la magnitud, velocidad y la ruta por la que atraviesan la
barrera dependeran de una serie de factores, entre los mas destacados pueden citarse:

. Factores que dependen del farmaco: solubilidad, coeficiente de reparto, el pKa,
siendo la forma no ionizada del farmaco mas soluble en lipidos, velocidad de absorcion,
potencial de irritacion, coeficiente de difusion a través del epitelio, estabilidad del
farmaco, tamafio de la molécula (42-43).

. Factores biolégicos: area de exposicion, espesor del tejido, estructura de la
mucosa oral, pH del entorno, transporte activo, la saliva, enfermedades asociadas,

medicamentos consumidos (42-43).
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. Factores que dependen del sistema de liberacién: Caracteristicas de los
excipientes, caracteristicas del proceso de liberacion, tamafo, forma textura, potencial
irritacion y/o respuesta alergénica (42, 43).

La administracion de farmacos a través de la via bucal presenta ventajas potenciales
respecto a otras vias de administracion, entre ellas: reparacion rapida del tejido, los
medicamentos son auto-administrables, menor riesgo de una respuesta alérgica, lavado
con saliva inferior al presentado por la via sublingual, buena irrigacion, evita el efecto de
primer paso hepético, evita la accion del pH géastrico para moléculas que no son acido
resistentes, evita el efecto de la accion enziméatica y microflora bacteriana presente en el
tracto intestinal, la tasa de absorcion del farmaco no esté influenciada por los alimentos o
velocidad de vaciado géstrico, posibilita la interrupcion brusca del tratamiento o controlar
el periodo de administracion, atil como alternativa en la administracion de farmacos
cuando la via oral es impracticable (dificultad de deglucién, nduseas, etc.) y es una ruta
atractiva de administracion para pacientes pediatricos. Sin embargo, presenta algunos
inconvenientes como la limitada zona de absorcién y las propiedades de barrera de la
mucosa, por lo cual a veces se considera el uso de un promotor de absorcién (4, 9, 29,
44).

Puesto que esta mucosa es ancha, plana y permanece relativamente inmovil es
adecuada para formulaciones planas esencialmente de liberacién controlada, en la Tabla
1-2 se pueden observar algunos productos disponibles comercialmente destinados a la
absorcion transmucosa a través de la via bucal. Las preparaciones mucoadhesivas
bucales incluyen peliculas, tabletas, parches, y semisélidos (geles y pomadas); de tal
manera que se ha observado como por medio de los excipientes y la tecnologia
empleada se han adaptado de manera eficiente formas de dosificacidbn convencionales

para la administracion de farmacos por la mucosa bucal (43, 45).
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Tabla 1-2: Ejemplos de productos disponibles en el mercado para el suministro sistémico

de farmacos a través de la mucosa bucal (43).

Farmaco Nombre del producto Forma de dosificacion
o Nicorette Tableta, goma de mascar
Nicotina . I
Nicotinell Comprimido
Proclorperazina Buccastem Tableta
Andrdgeno (testosterona) Striant Parche bucal
Miconazol Tibozole Tableta mucoadhesiva
Citrato de fentanilo Actiq Comprimido

1.3 Evaluacion in vitro de permeabilidad bucal

Ha existido una gran variedad de modelos utilizados en la fase preclinica para evaluar la
permeabilidad de compuestos a través de la mucosa bucal; se ha considerado que los
métodos in vitro e in situ son Gtiles como herramientas para el screening de nuevos
farmacos, la elucidacion de los mecanismos de transporte a través de la mucosa bucal y
la evaluaciébn de promotores de la penetracién; mientras que se contempla que los

métodos in vivo son mas adecuados en la evaluacion de la biodisponibilidad (10).

Debido a que se puede inspeccionar el proceso de difusién del compuesto de interés en
un ambiente donde variables como: la temperatura, pH, integridad del tejido, entre otros,
se pueden controlar facilmente; los métodos in vitro se utilizan frecuentemente para
evaluar la permeacion de farmacos a través de la mucosa bucal (23, 46). Actualmente, se
utilizan diferentes tipos de celdas de difusion que hacen posible determinar la cantidad
real de farmaco que se difunde a través de la barrera de la mucosa, asi como la
velocidad de difusion del farmaco; entre las celdas utilizadas se encuentran las celdas de
Franz, empleadas por primera vez para la determinacion de la permeacion bucal en 1987
por Kurosaki (10, 11, 47, 48).
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En este sistema, la mucosa bucal se encuentra separando dos camaras: una camara
donora donde se dispone el farmaco que entra en contacto con la cara exterior de la
mucosa, Y una cdmara receptora, que simula el medio biolégico con el que esta en
contacto la mucosa (Figura 1-3). Esta ultima es muestreada periddicamente para evaluar
la cantidad de compuesto que ha penetrado el tejido en el tiempo y presenta una barra
de agitacion que mantiene en condiciones homogéneas la solucién en el compartimiento.
La temperatura del sistema se conserva a 37 °C mediante la colocacion de la celda de
difusion en un bafio de agua caliente o debido a la presencia de una chaqueta de
calentamiento en el compartimento receptor, a través de la cual recircula agua con la

temperatura controlada (11, 30, 46).
Figura 1-3: Esquema de celda de Franz

Moco

COMPARTIMENTO Epitelio

WY g
DONOR S, Membrana basal
Tejido conectivo

BRAZO DE MUESTREO

MUCOSA BUCAL

COMPARTIMENTO
ACEPTOR

AGITADOR MAGHETICO

*Adaptado de Obradovic T (11).

La eleccion de la membrana para la experimentacion es fundamental debido a las
diferencias en términos de permeabilidad, bioquimica y morfologia que se ha presentado
con el uso de tejido de diferentes animales en estudios similares. La mucosa bucal

humana es un tejido altamente diferenciado, que presenta un epitelio no queratinizado, al
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igual que el evidenciado en monos, perros y cerdos (10, 49). Debido a las similitudes
histolégicas de la mucosa bucal porcina con la humana y el bajo costo asociado con la
adquisicion del tejido; el cerdo se ha convertido en el modelo animal mas utilizado en

estas investigaciones (10, 11).

El medio receptor es importante porque pretende simular las condiciones del fluido
biol6gico al que permearia la muestra en condiciones reales, sin interferir con la
metodologia analitica seleccionada para cuantificar o afectar la integridad de la
membrana. Ademas, se debe garantizar que el proceso difusivo en la celda no esté
limitado por las condiciones del ensayo (volumen de medio receptor y solubilidad en el
medio), dado que, en la situacion fisiol6gica real, el volumen del compartimento receptor
gue seria la sangre, es muy grande y no existe esta limitacién. En otras palabras, se
deben cumplir las condiciones sink en el ensayo, asegurandose que la cantidad maxima
de analito que permea, no exceda el 10 o0 20% del valor de solubilidad total de ese analito
en ese medio (29, 42, 46, 50).

Tanto el volumen de la camara receptora como la superficie expuesta deben ser medidos
y registrados con precisiébn de manera individual, para poder determinar la cantidad de
activo que permea a lo largo del tiempo (50). Se debe escoger un volumen adecuado
para el compartimento receptor, de tal forma, que permita la cuantificacion en todos los
momentos del ensayo, y procurar la mayor precision posible en los tiempos y volimenes
de muestreo. Existe una variacion significativa en los resultados de los experimentos de
permeacion in vitro por el uso de membranas biolégicas, por lo cual deben tomarse
suficientes puntos de muestreo a lo largo del tiempo, para trazar una curva precisa, y

que los parametros cinéticos derivados de la misma sean l6gicos (13, 22).

En este tipo de estudios es fundamental el desarrollo de procedimientos analiticos
adecuadamente validados, con el fin de medir la cantidad de farmaco que ha atravesado
el tejido, considerando que debe ser posible la deteccion de pequefias cantidades. Por
esta razoén, la cuantificacion mediante una técnica analitica como el HPLC resulta
adecuada (47, 51).
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Posterior a los ensayos de permeacion, el tratamiento de datos involucra graficar la
cantidad acumulada de farmaco permeado frente al tiempo y a partir esta informacién,

determinar el flujo en el estado estacionario (Jss) utilizando la Ecuacién 1-1:

Ecuacién 1-1: Flujo en estado estacionario (52, 53).

Donde, d@r es la cantidad de farmaco transportado a través de la membrana dentro del
compartimento receptor (ug), 4 es el area de difusién activa (cm?) y dt es el tiempo de

exposicion (h) (53).

Conociendo el flujo en el estado estacionario, se calcula el coeficiente de permeabilidad
de la siguiente manera (Ecuacion 1-2):

Ecuacion 1-2: Coeficiente de permeacion (54, 55).

_ Iss
Kp_cd

Donde, Jss es el flujo calculado en el estado estacionario (pg/cm?h) y Cd es la

concentracion de farmaco en el compartimiento donor (ug/cm’) (54).

1.4 Cafeina

Se considera util realizar estudios sobre la absorciéon bucal para identificar el perfil de
absorcion de los productos quimicos cuyos perfiles de absorcién transmucosa ya se
encuentran bien establecidos; esto es sustancialmente importante si se estan obteniendo
los datos utilizando equipos nuevos o métodos diferentes a los manejados para generar

datos que se puedan comparar o reportar a futuro. En el caso de absorcion en piel,
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directrices de la OCDE también estipulan que, con el fin de demostrar rendimiento y la
fiabilidad de un sistema para predecir la absorcién dérmica, se debe partir por realizar un
ensayo con una sustancia de referencia, por lo cual, se asume para vias similares como
el caso pertinente es prudente empezar por trabajar con una sustancia modelo como es

la cafeina (56).

Quimicamente, la cafeina es 1,3,7-trimetilxantina, un alcaloide del grupo de las xantinas y

en estado puro es un polvo blanco muy amargo.

Figura 1-4: Estructura quimica de la cafeina.
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Adaptada de Ashihara (57).

Solubilidad: Un gramo de cafeina anhidra se disuelve en alrededor de 50 mL de agua,
6mL de agua a 80°C, 75 mL de alcohol, 25 mL de alcohol a 60°C, cerca de 6 mL de
cloroformo o 600 mL de éter; en la Tabla 1-3 se pueden ver sus propiedades
fisicoquimicas. La cafeina es una base débil y su solubilidad en agua se incrementa por
la presencia de acidos organicos o sus sales alcalinas, como benzoatos, salicilatos,
cinamatos o citratos (58).

Tabla 1-3: Propiedades fisicoquimicas de la cafeina (22).

Solubilidad acuosa 21 mg/mL
pKa 14.0 a 25°C
Peso molecular 194.19 g/mol
logP - 0.07

logD (pH 6.8) - 0.07
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La cafeina es un estimulante leve y la sustancia psicoactiva mas consumida en el mundo.
Se encuentra en bebidas no alcohdlicas, café, té, cocoa, chocolate y gran variedad de
medicamentos de prescripcion y de venta directa. Aumenta ligeramente la secrecion de
noradrenalina y estimula la actividad neural en multiples regiones del encéfalo. La
cafeina se absorbe bien por via oral; la concentracion maxima se alcanza a los 30-45 min
de la ingestion y atraviesa con facilidad la barrera placentaria. Su semivida es de 3hy es
metabolizada en un 90%. Se asume que muchos de los efectos de la cafeina se deben a

antagonismo competitivo al nivel de los receptores de adenosina (59).

1.5 Metodologia analitica

Siendo la cafeina el farmaco modelo a emplear en este estudio, el cual debe ser
cuantificado a diferentes tiempos junto con diferentes condiciones, y resaltando que para
el ensayo de permeacion se requiere del empleo de una membrana bioldgica, es
necesario contar con una metodologia bioanalitica validada, acorde a planteado por la
guia de la FDA (60), y otras guias (61, 62). En este caso particular fue usada como
técnica analitica la cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD). Cualquier método analitico antes de ser utilizado debe ser validado,
es decir, establecer la evidencia documental de que un procedimiento analitico
conducira, con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados confiables y
adecuados, a las especificaciones y los atributos de -calidad requeridos. Las
caracteristicas de desempefio que pueden ser evaluadas durante el desarrollo de un
método bioanalitico son: selectividad, linealidad, rango, reproducibilidad, precision
intermedia, exactitud, limites de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC) y estabilidad
(60, 61).

A continuacion, se presenta la definicion de cada uno de los pardmetros mencionados,

aclarando que la forma como estos se evalian, el tratamiento de datos y las
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especificaciones que se deben cumplir se explican detalladamente en el capitulo de

Materiales y métodos.

e Selectividad

La selectividad, se define como la capacidad de un método analitico para diferenciar y

cuantificar el analito en la presencia de otros componentes en la muestra (60).

e Linealidad vy rango

El rango de un método analitico es el intervalo entre los limites de cuantificacién superior
e inferior para los cuales se ha demostrado que presenta un adecuado nivel de precision,
exactitud y linealidad. La linealidad de un procedimiento analitico es la habilidad, dentro
de un rango dado, de obtener unos resultados directamente proporcionales a la

concentracion (cantidad) del analito en la muestra (60, 61).

e Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia (grado de
dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de un muestreo multiple, de

la misma muestra homogénea en determinadas condiciones.

Es la capacidad de un método para proporcionar resultados proximos entre si. Se puede

estudiar a tres niveles:

v" Repetibilidad: Evalta la precision del método (precision intraensayo).

v" Precision intermedia: EvalGa la precision frente a variaciones de
analista equipo y dia (precisiéon intralaboratorio o precision
interensayo).

v" Reproducibilidad: Evalta la precisién entre laboratorios (precision

interlaboratorios) (61).
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» Exactitud

Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado convencionalmente como valor
verdadero, valor nominal, teérico o un valor de referencia y el valor encontrado

experimentalmente (61).

« Limite de cuantificacién y limite de deteccidn

El limite de cuantificacion (LOQ), es la concentracién mas baja de un analito que puede
ser determinada con aceptable precision y exactitud bajo las condiciones experimentales
establecidas y el limite de deteccion (LOD) es la cantidad mas baja de analito en una
muestra que se puede detectar, pero no necesariamente como una cuantificacion exacta
(61).

+ Estabilidad

La estabilidad de un farmaco en un fluido biol6gico es una funcién de las condiciones de
almacenamiento, propiedades quimicas del farmaco, de la matriz y del recipiente.
Entendiéndose como la verificacion de que la integridad quimica del analito en la matriz

se mantiene bajo condiciones especificas por un tiempo determinado (60).

1.6 Algunos estudios previos sobre permeacion bucal in

Vitro

Nicolazzo et al.(10), fueron uno los primeros en estudiar el efecto de varias condiciones
in vitro en las caracteristicas de permeabilidad de la mucosa bucal, utilizando la cafeina
(CAF) como un modelo de permeaciéon hidrofilo y estradiol (E2) como un modelo de

permeacion lipofilico. Estudios de permeacién comparativos se realizaron con cadmaras
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Ussing en diferentes condiciones: mucosa de espesor total vs tejido epitelial, tejido fresco
vs congelado, tejidos intactos vs tejidos dafiados. La integridad del tejido se monitorizd
mediante la absorcién de isotiocianato de fluoresceina (FITC) marcado con dextrano 20
kDa (FD20) y la viabilidad del tejido se evalu6 con MTT [3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5
difenil tetrazolio Bromuro] y examen histolégico. Concluyeron: (l) la presencia de tejido
conectivo redujo significativamente la permeacion de CAF y E2, (ll) la evaluacion
histologica demostré signos de muerte celular en el tejido congelado, afectando a
componentes estructurales de los mismos, (ll1I) FD20 impregno el tejido dafiado y esto se
asocio con un aumento en el transporte de CAF,(IV) el tejido parecia permanecer viable
durante un maximo de 12 h post mortem; sin embargo, en el estudio emplearon otro tipo
de celdas, por lo que los resultados no son totalmente comparables con la presente

investigacion.

De manera similar, Kulkarni et al. (22), investigaron las contribuciones relativas del
epitelio y tejido conectivo con las propiedades de barrera del tejido bucal porcino en
estudios de permeacion in vitro, utilizando antipirina, buspirona, bupivacaina y cafeina
como farmacos modelos y determinando la difusién de estos a través de la mucosa bucal
con diferentes espesores. En este estudio no recomiendan el uso de dermatomo para
separar los tejidos ya que requiere congelaciéon previa, la cual puede comprometer las
propiedades de barrera del epitelio. In vivo, los farmacos estan disponibles para la
absorcion sistémica una vez se ha cruzado el epitelio, ya que los capilares se encuentran
justo por debajo de él, para imitar estas condiciones y con fines practicos, recomiendan
se recorten los tejidos a 500 micras. Los mismos autores, estudiaron el efecto de la
region de la mucosa, las condiciones de almacenamiento y la separacién del tejido, en
los estudios de permeacion bucal in vitro. Concluyen que la permeabilidad de los
farmacos era similar entre las mucosas bucales frescas y las mucosas almacenadas en
buffer fosfato salino (PBS) a 4°C durante 6h o en Krebs-Ringer-Bicarbonato (KBR) a 4°C
durante 24h; con evidencia de un aumento en la permeacion cuando se utiliza la regién
detras del labio respecto a la regién de la mejilla. Por dltimo, determinaron que la
separacion del epitelio del tejido conectivo subyacente por tratamiento térmico no afect6

negativamente sus caracteristicas de permeabilidad y de integridad (13) .
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En 2011, Kulkarni et al.(63) , estudiaron el efecto de la temperatura en los experimentos
in vitro de permeacién bucal porcina, concluyendo que tanto la cAmara donante como la
camara receptora deben ser mantenidas a una temperatura constante de 37°C para
imitar las condiciones fisiologicas. Los resultados sugirieron que la mucosa bucal actia

como una barrera mas fuerte frente a la difusién de farmacos hidroéfilos.

El reciente estudio de Amores et al (64) ,evalla el uso de DMSO y albimina como
agentes crioprotectores, comparandose parametros de permeabilidad de clorhidrato de
propranolol a través de la mucosa bucal porcina utilizando un sistema de celdas Franz.
Se valoraron los efectos de la congelaciébn sobre la permeabilidad del farmaco e
igualmente se realizaron estudios histologicos. Ademds, se evalu6 el uso de la
determinacion de la pérdida de agua transmucosa (TMWL) como un indicador de la
integridad de la mucosa bucal, concluyendo que se requieren mas investigaciones sobre
la medicion de TMWL como un método evaluador de este pardmetro. Los resultados no
mostraron diferencias entre el flujo de la mucosa fresca y congelada, sin embargo, se
observé una diferencia estadisticamente significativa en la medida de TMWL entre estas.
Es importante mencionar que hasta la fecha, no existen métodos estandar para evaluar

la viabilidad o la integridad del tejido diseccionado (11).

De acuerdo a los aspectos tedricos explicados, cuando se investiga la mucosa bucal
como ruta para el suministro de fArmacos, es claro que los ensayos in vitro con celdas de
Franz son empleados en el screening preclinico y la mucosa bucal porcina es la mejor
membrana de estudio debido a sus caracteristicas morfol6gicas similares a la mucosa
bucal humana. Para la realizaciéon de dichos ensayos es necesario validar el método
analitico correspondiente e implementar las condiciones que involucren tanto el manejo
del tejido, como aquellas relacionadas con el sistema de las celdas de difusion ya que los
resultados obtenidos influyen directamente en las decisiones del disefio y desarrollo de
nuevas formulaciones, asi como en la evaluacion de la seguridad y eficacia de las

mismas.
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2.0Dbjetivos

Objetivo general

Contribuir a la implementacion de un ensayo de permeacion bucal in vitro,
empleando cafeina como compuesto modelo.

Objetivos especificos

¢ Validar la metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiencia para la
cuantificacién de cafeina en las condiciones del ensayo.

Estudiar la influencia de algunas condiciones del ensayo sobre la evaluacién de la
permeacién bucal de cafeina.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Equipos

Se empled un cromatégrafo Shimadzu® (Kyoto, Japdn), serie Prominence, equipado con
una bomba binaria LC-6AD, detector de arreglo de diodos (DAD) SPD-M20A, horno
CTO-20A, desgasificador DGU-20As y automuestreador SIL20-A. La columna
cromatogréafica empleada fue una, Kromasil® Cyg, de 4.6 x 150 mm y 5 um de tamafio de
particula, potenciometro Hanna® referencia HI 2221 (E.U.), ultrasonido Cole-Parmer®
modelo 8891 (E.U.), sistema de purificacion de agua Direct-Q® (E.U.), equipo de
filtracion al vacio, balanza analitica (sensibilidad de 0.001 g y 0.0001g) marca Ohaus®
serie Pioneer (E.U.), bafio termostatado Lauda® (E.U.), micropipetas (10-100 pL y 100-
1000 pL) marca Select BioProducts® (E.U.), plancha de agitacion multipunto IKA®
modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania) y congelador de ultra-baja temperatura MDF-C8V1
Panasonic ® (E.U.).

En los ensayos de permeacion se utilizaron celdas de Franz marca PermeGear ® (E.U.),
con un area de difusion de 0.64 cm? y 5 mL de volumen en el compartimento receptor.
En la separacion de algunas mucosas empleadas en este trabajo se utiliz6 un
dermatomo Aesculap-B.Braun modelo ACCULAN® 3Ti. Por medio del tewametro
Courage+Khazaka® modelo TM 300 (Alemania) se evalud la integridad de la membrana
y el registro para el control histoldgico se realiz6 mediante un microscopio Nikon Eclipse
E600 adaptado a una camara digital Nikon Dxm 1200.

3.1.2 Reactivos

Cafeina estdndar (99%) Sigma Aldrich (E.U, lote: SLB0505V), etanol 98% reactivo
analitico Merck (Alemania, lote: K46066583-445), acetonitrilo grado HPLC Tedia (E.U.,
lote: 905154), solucién de Krebs-Ringer-Bicarbonato marca Zen-Bio (E.U., lote: 010416),



41

fosfato de potasio monobasico Merck (Alemania, lote: AM0655773518 ), cloruro de
potasio Chemi (E.U., lote:160331-511), cloruro de sodio J.T Baker (E.U., lote: t10c54),
fosfato de sodio dibasico Chemi ( E.U., lote: 160331-512), solucion salina tamponada con
fosfatos de Dulbecco marca Biowest (E.U., lote: S12315X0520), suero fetal bovino (E.U.,
lote: S12762S181B), agua grado HPLC, filtros 0.45 um Millipore Corp (E.U.).

3.1.3 Material biolégico

El presente trabajo involucrd pruebas in vitro, en las cuales se utilizé tejido de mucosa
bucal porcina, debido a que la revisién bibliografica evidencié un robusto soporte
cientifico que lo cataloga como el modelo mas fiable y similar a la mucosa bucal humana
(42, 65). El tejido utilizado en los diferentes ensayos fue procedente del Frigorifico
Guadalupe (EFEGE), empleando cerdos con un peso comprendido entre 80 y 100 kg con

una edad promedio de 4-6 meses

3.1.4 Consideraciones éticas

Los ensayos fueron llevados a cabo teniendo en cuenta los principios éticos consignados
en la Ley 84 de 1989 y en las “Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la
Investigacion en Salud” establecidas en la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud (66).

La mucosa bucal porcina utilizada fue obtenida de animales sacrificados con fines
comerciales en el frigorifico aprobado por la autoridad sanitaria competente y la
disposicién de los residuos biolégicos se hizo de acuerdo a los protocolos de riesgo

biol6gico establecidos en la Universidad Nacional de Colombia.

El desarrollo de este trabajo fue avalado por el Comité de Etica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (Acta N° 03 de 2016).
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3.2 Metodologia
3.2.1 Desarrollo del método analitico

3.2.1.1 Condiciones cromatograficas

Teniendo en cuenta estudios similares realizados previamente (22, 52, 67), se hicieron
andlisis preliminares para la determinacion de la longitud de onda de méxima absorcién
para la lectura, la temperatura de la columna y la composicién de la fase mévil (Anexo
A).lgualmente se aclara la validacion de la metodologia se realizdé posterior a la
evaluacion de las condiciones operacionales que se explicaran posteriormente en el
texto. Se establecieron las siguientes condiciones: columna cromatografica Kromasil®
Cis, de 4.6 x 150 mm y 5 um de tamafio de particula, temperatura isocratica de 30°C,
utilizando como fase moévil agua-acetonitrilo (80:20 v/v), flujo 1 mL/min, volumen de
inyeccion 10 pL y longitud de onda 273 nm. Las soluciones que estuvieron en contacto
con la mucosa se centrifugaron a una velocidad de 7000 rpm durante 6 minutos y se
filtraron antes de inyectarse a través de filtros Millex (Millipore Corporation, E.U.) de 0.45

pm. Los datos se procesaron mediante el software LCsolution® versiéon 1.25.

3.2.1.2 Preparacion de las muestras

Para evaluar las caracteristicas de desempefo en la validacion del sistema se prepar6

una solucién madre de cafeina (SM-C) por triplicado de la siguiente manera:
50 mg de cafeina /100 mL (agua: etanol 80:20) = 500 pg/mL

A partir de estas soluciones se hicieron las diluciones para trabajar en un rango de 0.5
pMg/mL a 50 pg/mL (Tabla 3-1).

En la validacion del método se utilizo buffer fosfato salino (PBS) de pH 7.4 como medio
de disolucion; que estuvo en contacto con mucosa durante 4 horas a una temperatura de
37 °C, simulando las condiciones del ensayo. La mucosa empleada involucré epitelio y

tejido conectivo, ademas de estar en un periodo de almacenamiento de 4 dias en
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condiciones del mercado (sin medio de almacenamiento, con proceso de congelacién a -
20°C).

Tabla 3-1: Niveles altos de concentracion de las soluciones de trabajo para la validaciéon
de la metodologia analitica

Nivel de
. 1 2 3 4 5 6
concentracion
Concentracién
0.5 2.5 5 10 25 50

(Mg/mL)

3.2.1.3 Idoneidad del sistema

Previo al proceso de validacion y durante la validacién, se confirmé experimentalmente la
idoneidad de la metodologia analitica. Se realizé la inyeccion de 10 repeticiones de
estadndar de cafeina a una concentraciéon de 10 pg/mL, con el fin de determinar los
siguientes parametros: tiempo de retencion, factor de capacidad, altura de plato, nUmero

de platos tedricos y factor de asimetria.

3.2.2 Validacion de la metodologia analitica

La validacion del método se realizé teniendo en cuenta los lineamientos establecidos por
la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH), las normas de la Asociacion
Espafiola de Farmacéuticos y el manual —Guidance for Industry — Bioanalytical method
validation de la FDA (60-62), analizando las siguientes caracteristicas de desempefio:
selectividad, linealidad, exactitud, repetibilidad, precision intermedia, limite de deteccion,
limite de cuantificacién y estabilidad. Cada uno de estos parametros fue evaluado para
confirmar con evidencia documental que el procedimiento analitico conducira, con un alto
grado de seguridad a la cuantificacion de cafeina empleando cromatografia liquida de

alta eficiencia con detector de arreglo de diodos en las condiciones del ensayo previsto.
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o Selectividad/Especificidad

Para establecer la selectividad del método, se analizaron los diferentes componentes de
la fase movil, los medios de almacenamiento y 10 muestras blanco de matriz de diez
mucosas porcinas de procedencia distinta que no estuvieron en contacto con el
compuesto modelo obtenidas de diferentes animales. Se espera no observar
interferencias respecto a la solucién de cafeina correspondiente a la concentracion
determinada como limite de cuantificacion (LOQ) en la validacion del sistema y método
(2.99 y 2.69 ng/mL respectivamente), teniendo como criterios de evaluacion el tiempo de
retencion (tr), la similitud de los espectros de absorcion molecular (EAM), la pureza de
pico, las curvas de similaridad, los isogramas y topogramas, que el equipo suministra.

Las soluciones blanco de las diferentes matrices recolectadas, se montaron por separado
en las celdas de Franz a una temperatura de 37 °C, con PBS a pH de 6.8 en la camara
donante y a pH de 7.4 en la camara aceptora. Dichas mucosas fueron sometidas a
procesos de congelacién y refrigeracion, almacenadas por 4 dias posteriores al sacrificio;
una vez pasadas las 4 horas de duracion del ensayo se tomé una alicuota de 500 pL de

las camaras aceptora y donora, respectivamente.
e Linealidad

La linealidad del sistema y del método se verificaron mediante la realizacion de la curva
de calibracion con seis concentraciones diferentes de analito, las cuales fueron
preparadas por triplicado a partir de la dilucion de las tres SM-C explicadas
previamente,en un rango de 0.5 a 50 pg/mL. La evaluaciéon de la linealidad se hizo a
través del andlisis de varianza (ANOVA) para la regresion. El estadistico t de Student se

uso para evaluar la pendiente y el intercepto, asumiendo una confianza del 95% (61).
e Precision

La precision fue determinada a través de la evaluacion de la repetibilidad (intradia) y de

la precision intermedia (interdias). La repetibilidad se estimé mediante analisis por
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triplicado de tres niveles de concentracion (0.5, 10 y 50 ug/mL) en el mismo dia, con el
mismo analista y con el mismo equipo. La precision intermedia se determind en tres dias

y con dos analistas, utilizando tres concentraciones del analito (0.5, 10 y 50ug/mL).

La repetibilidad se evalu6 a través del coeficiente de variacion promedio ponderado
(RSDp), obtenido a partir del test de Cochran, el valor de aceptacion para el método en
cada nivel debe tener C.V < 15% (61). La precision intermedia se evalu6 mediante un

ANOVA empleando una confianza del 95%.
e Exactitud

Se calcul6 mediante comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion del
sistema y del método, evaluando de esta manera todo el rango lineal. Como criterio de
aceptacion para este parametro se fij6 un porcentaje de recuperacion (%R) entre 95% a
105%, considerando la complejidad de la matriz de la muestra (62).

e Limite de deteccion y cuantificacion

Para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacién se prepararon curvas
de calibracion a bajas concentraciones respecto a las utilizadas en el estudio de
linealidad, empleando cuatro niveles de concentracién (0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 ug/mL), con

seis réplicas a cada nivel.

El limite de deteccién (Ecuacién 3-1) y limite de cuantificacion (Ecuacion 3-2) se
calcularon mediante los resultados obtenidos para la linealidad y los resultados de una

curva de calibracién a bajas concentraciones.

Ecuacién 3-1: Limite de deteccion (62).
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Ecuacién 3-2: Limite de cuantificacion (62)

|al + 105a

LOO = .
¢ bxyn

donde: Sa = desviacién estandar del intercepto a bajas concentraciones, a = a intercepto
a bajas concentraciones, y b = pendiente de la curva de calibracibn a altas

concentraciones.
e [Estabilidad

La estabilidad del analito fue evaluada por triplicado a dos niveles de concentracion (0.5 y
25 pg/mL) de la siguiente manera:

- En un periodo de permanencia en el automuestreador y a la temperatura del mismo (24-
25°C), en tres momentos diferentes: recién preparada, luego de 6 horas y finalmente a
las 24 h.

- En condiciones de almacenamiento a 4°C, en cuatro ocasiones diferentes (semana 1, 2,
3y 4); los resultados se compararon con los valores encontrados inicialmente (semana
1); esto permite valorar la estabilidad del analito con base en el tiempo estimado de
permanencia a temperatura de refrigeracion y tener en cuenta la estabilidad del analito

después de diferentes ciclos de enfriamiento — temperatura ambiente (21°C).

- En la matriz luego de someterse a las condiciones empleadas con las celdas de Franz
(37 °C durante 4 horas).

Como criterio de aceptacion se consider6 que los resultados de las muestras de

estabilidad debian estar dentro del 15% de las concentraciones nominales (60).
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3.2.3 Evaluacion de la influencia de algunas condiciones del
ensayo sobre el estado de la membrana y el comportamiento de

permeacion de la cafeina a través de la misma.

Con el fin de implementar el ensayo de permeacién bucal, dentro del Grupo de
Investigacion, empleando la cafeina como compuesto modelo se partié de informacion

bibliografica disponible que fue evaluada en sus diferentes condiciones, por triplicado.

3.2.3.1 Condiciones evaluadas

e Asociadas alatécnica de separacion del tejido

Teniendo en cuenta las recomendaciones de diversos estudios (13, 22, 42), se llev6 a
cabo la evaluacién de la separacion de los tejidos por tres métodos: bisturi, calor y
dermatomo, para las diferentes condiciones de almacenamiento. A partir de cerdos
recién sacrificados, se realiz6 la extraccibn manual de la mucosa bucal del animal.
Posteriormente, se hizo una limpieza y acondicionamiento de la misma, separando la
piel, el tejido glandular, entre otros. Para asegurar que las muestras fueran reproducibles,
se tomd siempre mucosa bucal no queratinizada de la misma region posterior de la

mejilla.

La mayoria del tejido conectivo subyacente se elimind con la ayuda de un escalpelo y
tijeras quirurgicas, los cortes por medio de bisturi se realizaron a un espesor uniforme de
aproximadamente 500 micras. La separacion con método de calor se efectud

sumergiendo los tejidos en solucion salina (0.9% NacCl) a 60°C durante un (1) minuto.

En la literatura no se recomienda el uso de dermatomo ya que el proceso puede requerir
congelacion previa del tejido y comprometer las propiedades de barrera del epitelio (13).
Sin embargo, se realizaron pruebas con este método de separacion con el fin de
confrontar las otras técnicas, determinar si se podian realizar el corte sin necesidad de un
proceso previo de congelacion y observar si era posible establecer una alternativa de

separacion que no dependiera principalmente de las habilidades del investigador, de tal
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forma que se hicieron cortes de 500 micras al igual que las realizadas por medio del
bisturi (22). El espesor de los tejidos fue medido con un calibrador digital y registrado,

para posteriormente hacer el montaje de la mucosa en las celdas de Franz.

e Asociadas a los medios empleados, al tiempo y a la temperatura de

almacenamiento

Con el fin de evaluar las condiciones y el tiempo de almacenamiento de la membrana
(tejido de mucosa oral de cerdo), a corto plazo, se emplearon dos medios de
almacenamiento: buffer fosfato salino (PBS) y krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB) a una
temperatura de 4°C durante 2, 6, 12 y 24 horas, considerando las condiciones sugeridas
en la literatura (13, 68). Ademas, se utilizaron tejidos obtenidos en condiciones de
mercado, es decir sometidos a procesos de congelacién, almacenados por 4 dias
posteriores al sacrificio sin el uso de medio de conservacion. El control de referencia en

todos los ensayos fue tejido fresco de animales recién sacrificados.

Con el fin de evaluar la conservacion de la mucosa bucal porcina a largo plazo y con
base en la revision bibliografica previa (64, 69, 70), se probaron dos medios de
criopreservacion que consistieron en: A) una mezcla de dimetilsulféxido (DMSO) al 10%
en combinacion con un 50% de suero fetal bovino (SFB) y un 40% de buffer fosfato
salino (PBS), y B) DMSO al 10%, con un 50% de suero fetal bovino y un 40% de solucion
salina tamponada con fosfatos de Dulbecco (DPBS). Las soluciones empleadas estaban
aproximadamente a 4°C antes de su utilizacion, luego se sumergieron los tejidos en el
medio crioprotector y se almacenaron a -80°C durante 15 dias y un mes. La
descongelacion se realizd6 con PBS almacenado a 4°C, durante 15 minutos y
posteriormente los tejidos se lavaron por inmersién en PBS durante 10 min, con una
agitacion suave (50 rpm); se repitié este ultimo procedimiento dos veces cambiando el

medio.
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Finalmente, se llevé a cabo el registro de la pérdida de agua transmucosa (TMWL), el
ensayo de permeacion con las celdas de Franz y el control histolégico para verificar asi la

funcionalidad y vitalidad del tejido, como se presenta a continuacion.

3.2.3.2 Variables respuesta empleadas para evidenciar la

influencia de las condiciones estudiadas

e Evaluacion de laintegridad de la membrana

Uno de los métodos empleados para evaluar la funcion de barrera en la piel es el de la
determinacion de la pérdida de agua transepidérmica (TEWL), que permite establecer el
gradiente de evaporacion del agua indirectamente por dos pares de sensores
(temperatura y humedad relativa); de tal forma que cuando se ve afectada la integridad el
registro de la evaporacion se vera aumentado. De acuerdo con la literatura esta técnica
puede ser utlizada para confirmar la funcion de barrera de la mucosa bucal,
denominandose pérdida de agua transmucosa (TMWL). Esta Ultima se estima podria ser
mas operativa y practica que métodos alternativos como el isotiocianato de fluoresceina

marcado con dextrano con peso molecular de 20 kDa (FD-20) (42, 64).

La evaluacion con el método de determinacion de la pérdida de agua transmucosa
(TMWL), se realiz6 antes de comenzar cada ensayo de permeacion in vitro; de esta
manera aquellas mucosas que no presentaban una adecuada integridad se descartaban,
esto teniendo como referencia un valor de punto de corte expresado en valor absoluto
(TMWL=g/h/m?) que se estableci6 experimentalmente. De igual manera, al finalizar cada
ensayo se volvié a tomar la medida de TMWL, para tener un registro de la pérdida de la

integridad en el proceso de obtencién de las muestras.

El valor de punto de corte se determiné a partir de las medidas obtenidas de las mucosas
de quince (15) cerdos recién sacrificados. El proceso consistio en colocar las mucosas en
celdas de Franz termostatadas a 37°C, una vez acondicionado el tejido se realizé la

media durante 30 segundos, para posteriormente comparar los valores obtenidos
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inicialmente con los valores de los tejidos perforados después de manera intencional con

una aguja (6 agujeros).

e Estudio de permeacion transbucal in vitro

En este trabajo, se emplearon celdas de Franz con un &rea de difusién de 0.64 cm?, y 5
mL de volumen en el compartimento receptor, las cuales se ubicaron sobre una plancha
de agitacion multipunto. La celda de difusion de tipo Franz consta de un compartimiento
superior (donor) y de un compartimento inferior (receptor), separados por la membrana
de difusion, la cual permanecié fijada durante los ensayos mediante unas pinzas, a una

temperatura constante de 37 °C para imitar las condiciones in vivo (63).

Los tejidos fueron equilibrados con PBS (pH 7.4) durante 15 minutos antes de comenzar
cada ensayo. En cuanto a los experimentos de permeabilidad, estos se llevaron a cabo
utilizando un buffer fosfato salino de pH 7.4 en la caAmara de receptora y concentraciones
conocidas de solucion permeante a pH 6.8 en la camara donora para imitar las
condiciones in vivo de pH fisiolégicos (63); tales medios se filtraron y desgasificaron

antes de cada experimento.

Adgitacién

La perfecta homogenizacion de la concentracion de farmaco en la solucién receptora se
consigue mediante la agitacion de la misma por una barra magnética cubierta de teflon,
introducida en el compartimiento receptor y que es movida por medio de una plancha de

agitacion multipunto, en este caso se utilizé una velocidad de 400 rpm basado en

estudios previos realizados en el laboratorio (71).

Para asegurar que la agitacion empleada fuera adecuada, se realizaron pruebas por
triplicado con celdas de Franz en las condiciones fijas de temperatura (37°C) y muestreo.
Para ello, se afiadio azul de metileno en dispersion al compartimento donor y se empled
una membrana de acetato de celulosa (12000 D) ubicada entre los compartimentos

donor y receptor, previamente hidratada durante 15 minutos. Lo anterior con la finalidad
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de verificar que la agitacion mantuviera homogéneo el fluido receptor (PBS de pH 7.4) y

gue no se originaran vortices o burbujas.

Concentracion de la cafeina en la camara donora

Se trabajé en condiciones de dosis infinita, por un lado, teniendo en cuenta las
diferencias entre el volumen y caracteristicas de las celdas con las que se realizaron
investigaciones previas, y por otro, teniendo en cuenta el volumen de las celdas
disponibles en el laboratorio en el cual se realizaron los ensayos. Para lograr esto se
ejecutaron pruebas por triplicado adicionando 500 pL de solucién en la camara donora a
dos niveles de concentraciéon (15 y 20 mg/mL), elegidas de acuerdo a una revision de la
literatura previa (22, 63) y empleando mucosa fresca separada con bisturi a 500 um. Se
eligio aquella concentracion que respetara las condiciones sink y presentara los mejores
resultados en términos de flujo en estado estacionario, coeficiente de permeabilidad y

cantidad acumulada a las 4 horas.

Tiempo del ensayo y manejo de las muestras

Los ensayos de permeacién se realizaron por un periodo de 4 horas, tomando una
alicuota de 500 pL de la camara receptora a diferentes tiempos fijados con pruebas
preliminares (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 horas); estas muestras se almacenaron
posteriormente a 4°C o -80 °C segun las condiciones a evaluar y se centrifugaron a una
velocidad de 7000 rpm durante 6 minutos para posteriormente ser filtrados. El volumen

extraido fue repuesto con igual volumen de solucién receptora fresca a 37°C.

3.2.3.3 Andlisis de los datos

Una vez realizada la cuantificacion de la cafeina a partir de las muestras tomadas a cada
tiempo, mediante el método analitico previamente validado, se graficé la cantidad

acumulada de farmaco permeado frente al tiempo y se determindé: el flujo en el estado



52 Contribucién a la implementacion de un ensayo de permeacion bucal in
vitro, empleando cafeina como compuesto modelo

estacionario, el coeficiente de permeabilidad y la cantidad acumulada a las 4 horas (Q.).
Con los resultados obtenidos derivados de estos calculos y los determinados de la
evaluacién de la integridad de la membrana, se realizaron los analisis estadisticos para
determinar si se presentaban diferencias estadisticamente significativas entre los
controles de referencia con tejidos frescos de animales recién sacrificados y cada una de

las condiciones evaluadas.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa R versién 3.2.1 y Excel
Microsoft Office 2016®. Las diferencias estadisticas de los parametros de permeabilidad
y pérdida de agua transmucosa para las diferentes variables experimentales se
determinaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA), a un nivel de p <0.05. La
comparacion de la pérdida de agua transmucosa (TMWL) en tejidos intactos y perforados

intencionalmente, se hizo mediante la prueba t con un nivel de significancia de p<0.05.

3.2.3.4 Evaluacion histolégica de los tejidos

Se realizaron estudios histomorfolégicos a los tejidos bucales porcinos para evaluar los
cambios patolégicos que se pudieran producir en la morfologia celular y la organizacién

del tejido después de los experimentos de permeabilidad, empleando microscopia éptica.

Se tomd un fragmento de cada muestra de tejido para sumergirlo, inmediatamente
terminado el ensayo de permeacion, en formalina neutra estabilizada al 10%. Luego este
se llevé a un procesador automatico de tejidos en donde ocurre la deshidratacién por
medio de bafios de alcohol a concentraciones crecientes, seguido por la fase de
aclaramiento con Xilol e impregnacién con parafina. Posteriormente, las muestras fueron
embebidas en parafina y con ayuda de un micr6tomo se obtuvieron cortes histolégicos
gue se colocaron en ldminas portaobjetos y fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. El
procesamiento y analisis de las muestras se realizé con el apoyo del Departamento de

Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
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A los tejidos se les hizo un registro fotografico por medio de un microscopio Nikon Eclipse
E600 adaptado a una cdmara digital Nikon (digital camera Dxm 1200), empleando el

software Nikon Actl; las fotos se tomaron con aumentos de 4x y 10x.

En el estudio se incluyeron: controles en blanco, es decir muestras no sometidas a la
fase experimental y controles de permeacion que hace referencia a tejidos sometidos a
los ensayos con celdas de Franz. De igual forma se consideraron muestras con
diferentes tipos de técnicas de separacion de tejidos, con diferentes condiciones de

medio, tiempo y temperatura de almacenamiento, como se observa en la Figura 3-1.

Figura 3-1: Esquema de muestras analizadas en el control histolégico

N
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i Bisturi (2-6-12-
15 y 30 dias 2-6-12-24h 2-6-12-24h 24h)
~~ ~~ ~~ N~
V.
Dermatomo
p

Las observaciones realizadas a partir del estudio histolégico, junto con la determinacion
de la pérdida de agua transmucosa y los resultados de permeacion in vitro se
examinaron para determinar en qué medida los medios de almacenamiento, diferentes
tiempos y métodos de separacion de tejidos, pueden contribuir a la variacion de la

permeabilidad del farmaco modelo.



54 Contribucién a la implementacion de un ensayo de permeacion bucal in
vitro, empleando cafeina como compuesto modelo

4. Resultados y discusion

4.1 Estandarizacion de la metodologia cromatografica

El desarrollo del método cromatogréafico se bas6 en estudios similares reportados en la
literatura para la cuantificacion de cafeina (67, 72); de tal forma se emplearon las
condiciones cromatograficas que se describen en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1: Condiciones cromatograficas empleadas.

Columna: Kromasil® 5 pm, Cy5 (4.6 x 150 mm)

Espectro de absorcidon: 273 nm para una solucion de cafeina de 10 pg/mL

Fase movil Agua-Acetonitrilo (80:20 v/v)
Flujo ImL/min
Temperatura 30 °C
Tiempo de corrida cromatografica 8 min
Volumen de inyeccion 10 pL

La longitud de onda de maxima absorcion (A max) de la cafeina en las muestras
bioldgicas fue de 273 nm y se determin6é empleando el EAM y el isograma (Figura 4-1) de

una muestra a una concentracion de 10 pg/mL.
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Figura 4-1: Isograma obtenido para cafeina (10 pg/mL).

Tiempo: 2.99min. Longitud de onda:273nm 9'13
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*Datos procesados con el software LCsolution®

Tal como se observa en la Figura 4-2, con la metodologia cromatogréfica empleada se

logro la elucion rapida del analito, evitando problemas de “tailing” en el pico.

Figura 4-2: Cromatograma de cafeina (10 pg/mL)
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*Obtenido a una longitud de onda de 273 nm con una columna Kromasil® 5 pm, C18 (4.6 x 150

mm). Datos procesados con el software LCsolution®
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4.2 ldoneidad del sistema

Se verificd experimentalmente la idoneidad del sistema analitico, utilizando el sistema
cromatogréfico mencionado con anterioridad. Como parametros de idoneidad, se
evaluaron: tiempo de retencion, el factor de capacidad, altura de plato, el nUmero de

platos tedricos y el factor de asimetria.

Los célculos de la idoneidad del sistema cromatografico se realizaron por medio del

software LCsolution® obteniendo los resultados que se discuten a continuacion:

e Tiempo de retencién (tr):

Se considera como el tiempo transcurrido desde el momento de la inyeccion de la
muestra, hasta el punto maximo del pico registrado, correspondiente al compuesto
separado (73). El tiempo de retencion correspondiente a la cafeina fue de 2.99 +/- 0.02

min.

e Factor de capacidad (k'):

Hace referencia al tiempo durante el cual cada compuesto es retenido por la columna
(Ecuacion 4-1).

Ecuacién 4-1: Factor de capacidad (k") (62).
L.— 1y
to

k"=

donde: t; es el tiempo muerto, y &, es el tiempo de retencion de la cafeina.

El factor de capacidad fue de 1.18. Se acepta como adecuado un factor de capacidad

con valores superiores a 1 (62).
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e Numero de platos teoéricos (N) y altura de plato (H):

El nimero de platos tedricos es una medida de la eficacia del sistema cromatografico,
gue expresa el numero de picos que pueden aparecer en el cromatograma por unidad de
tiempo. Este parametro se puede calcular (Ecuacion 4-2) baséndose en la relacion entre
el tiempo de retencion y la anchura del pico cromatogréfico, para lo cual se puede

emplear la siguiente formula:

Ecuacién 4-2: Namero de platos teéricos (62).

N =16 ( Er )2
= o | —
* W,

Dénde:
t, = tiempo de retencion.
W, = ancho de la base.

Se calcul6 un namero de platos teéricos de 7725, por lo cual se cumple con las

especificaciones considerando se aceptan valores superiores a 2000 (62).

La altura de plato también esta relacionada con la eficiencia, ya que un sistema es mas
eficiente entre menor sea la altura del plato y mayor sea el nUmero de platos teéricos, se

calcul6 mediante la Ecuacion 4-3.

Ecuacién 4-3: Altura de plato (H) (74).

H=L/N

Siendo: L la longitud de la columna y N es el nimero de platos tedricos

La altura de plato calculada fue 0.019 mm; lo que sumado al valor del nimero de platos

tedricos confirmdé la adecuada eficiencia del sistema utilizado.

e Factor de asimetria (T):
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El factor de asimetria es una medida de la asimétrica de la sefial generada por el analito.
Se considera un pico perfectamente simétrico cuando tiene un factor de 1.0 y como

norma general se aceptan valores de hasta 2.0 (Ecuacion 4-4) (62).

Ecuacidn 4-4: Factor de asimetria (T) (62).

Waos
T=—
2F
Donde:

W05 = ancho de pico al 5% de la altura del pico.
F= distancia entre la perpendicular trazada desde el maximo del pico y el frente al 5% de
la altura del pico.

El factor de asimetria fue de 1.2, por tanto, se considera como aceptable.

Todos los valores hallados satisfacen los requerimientos establecidos (Tabla 4-2), por lo
cual se consider6 que el sistema cromatografico fue idéneo en las condiciones
propuestas y se puede utilizar para la validacién de la metodologia y el andlisis del

compuesto de interés.

Tabla 4-2: Resultados de la idoneidad del sistema

Parametro Valo_r C\V* Crlterlo_qle
obtenido aceptacion

Factor de 1.2 0.4 <2
asimetria

Factor de 1.2 1.9 > 1
capacidad
Numero de

platos 7725 3.2 > 2000
tedricos

*C. V: Coeficiente de variacion.
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4.3 Validacion de la metodologia analitica

Todos los datos obtenidos para evaluar las caracteristicas de desempefio se encuentran
consolidados en las tablas debidamente identificadas en el Anexo A. Los resultados de

cada parametro evaluado se describen a continuacion.

4.3.1 Caracteristicas de desempefio

4.3.1.1 Selectividad/Especificidad

Para evaluar la selectividad del método, se compararon los resultados cromatograficos
de las réplicas de las matrices blanco con mucosa oral porcina (sin presencia de
cafeina), obtenidas de la cAmara donora y receptora, los diferentes componentes de la
fase movil, los medios de almacenamiento y la solucién de cafeina perteneciente al limite
de cuantificacion (2.99 y 2.69 ng/mL) de la validacién del sistema y método,
respectivamente. Como se observa en la Figura 4-3, los cromatogramas no muestran
interferentes en el tiempo de retencién de la cafeina, por lo tanto, cumple con este criterio

de aceptacion.
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Figura 4-3: Cromatogramas de la evaluacion de selectividad.

uw ‘ M
300001 | J LOQ del método
LOQ del sistema

Muestra blanco de matriz
20000+

Criopreservante A (DMSO,PBS, SFB)
Criopreservante B (DMSO,DPBS, SFB)
10000] PBS pH 7.4

KRB

Fase movil

Agua

-10000+

0.0 2.5 5.0 75 min

*LOQ: Limite de cuantificacion, PBS: Buffer fosfato salino, KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato. Datos
procesados con el software LCsolution®

Adicionalmente, se analizé si los solventes, muestras blanco de matriz y medios de
almacenamiento absorbian a la A .« del analito, demostrdndose que no tienen incidencia
en la cuantificacion de la cafeina y verificando la similitud de los EAM y la pureza del
pico, entre la lectura del limite de cuantificacion (LOQ) correspondiente al sistema y al
método (Figura 4-4 y 4-5).
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Figura 4-4: Espectros UV: (A) LOQ) del sistema, (B) LOQ del método, (C) Fase movil,

(D) KRB, (E) PBS, (F) Muestra blanco matriz.
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*LOQ: Limite de cuantificacion, PBS: Buffer fosfato salino, KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato

procesados con el software LCsolution®.

Figura 4-5: Pureza del pico de cafeina en el método.
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* Datos procesados con el software LCsolution®

. Datos
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A partir de los resultados expuestos (Figura 4-5), se encontré que el pico tiene un indice
de pureza = 0.999 y la curva de similitud no se cruzé con la curva umbral (determinacion
visual), indicando que no se presentan impurezas y, por tanto, a través de la metodologia
empleada es posible alcanzar una sefial que corresponde inequivocamente al analito de

interés sin presencia de interferencia por co-elucion de otros componentes de la matriz.

La selectividad de la metodologia también puede ser complementada con el estudio de
los topogramas obtenidos del DAD (Figura 4-6), en donde gracias a su conformacion
tridimensional se puede comprobar a través de la corrida cromatografia en un rango de
longitudes de onda, que en el tiempo de retencidon de la cafeina Unicamente esta
presente dicha sustancia sin presencia de ningun intereferente que coeluya al tiempo de

retencion del analito de interés.

Figura 4-6: Topogramas obtenidos por HPLC-DAD para: A) LOQ método. B) LOQ
sistema. C) Muestra blanco matriz. D) PBS. E) KRB.

400
nm

*LOQ: Limite de cuantificacién, PBS: Buffer fosfato salino, KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato.
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Cumpliendo con los criterios anteriormente descritos, se concluyd que el método es
selectivo.

4.3.1.2 Linealidad

La linealidad del sistema y del método, se estudiaron para seis niveles de concentracion
(entre 0.5 y 50 yg/mL), realizando tres réplicas de cada una, tal como lo establecen los
lineamientos de la ICH. En la Figura 4-7, se presentan las curvas de calibracién (relacion
de areas vs concentracion) del sistema y del método, en las cuales se puede observar un
coeficiente de correlacion de 0.9999 indicando un alto grado de relacién entre la variable

X (concentracién), y la variable y (respuesta).

Figura 4-7: Curvas de calibracion para el sistema y para el método

1600000
1400000
=) 1200000 Ecuaciénde la recta del sistema
g 1000000 y =28991x+ 869.4
~= 800000 R?=0.9999
©
& 600000 Ecuacionde la recta del método
400000 y =28972x+ 566.79
200000 R?=0.9999
0
0 20 40 60
Concentracion (pg/mL)
® Curva de calibracion en sistema m  Curva de calibracion en método
Lineal (Curva de calibracién en sistema) =------- - Lineal (Curva de calibracién en método)

Se realizaron pruebas de hip6tesis para el intercepto, la pendiente y el coeficiente de
correlacion de las curvas de calibracion mediante el estadistico t de Student, (Tabla 4-3).
El test para el intercepto en el sistema y método arrojé un t estimado< t tabulado, por

tanto, no se rechaz6 Ho, afirmando que la recta presenta un intercepto con el eje Y que
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no es significativamente diferente de cero y una convergencia al origen. Con respecto a
las pendientes se encontraron valores experimentales de t mayores a los tabulados, por
consiguiente, se rechazé Ho, es decir, las pendientes fueron significativamente diferentes
de cero. La prueba de hipétesis para el coeficiente de correlacion exhibié un t
experimental > t tabulado, lo cual llevd a rechazar Ho, asumiendo que hay correlacion
significativa entre las dos variables, concentracion (X) y area bajo la curva (Y) con un
nivel de confiabilidad del 95%, mostrando que los datos experimentales se ajustan al

modelo de regresion lineal.

Tabla 4-3: Prueba t para evaluar la linealidad del sistema y del método.

Parametro Ho t estimado t tabla Criterio
Intercepto a=0 0.43 2.1199 No se rechaza Ho
Pendiente b=0 337.30 2.1199 Se rechaza Ho
Sistema No existe
_ ) 168.65 2.1199
Correlacion correlacién entre Se rechaza Ho
X-Y
Intercepto a=0 0.30 2.1199 No se rechaza Ho
Pendiente b=0 357.45 2.1199 Se rechaza Ho
Método No existe
Correlacion correlacién entre 178.73 2.1199 Se rechaza Ho
X-Y

Finalmente, se realiz6 un analisis de varianza para las curvas de calibracion del sistema

y del método, cuyos resultados se consignan en la Tabla 4-4.



Tabla 4-4: ANOVA de la regresion lineal para el sistema y el método, prueba de F.

Grados
Sumade
i de Cuadrado
Parametro ) cuadrados ) F F.
libertad medio (CM)
(SC)
(9h)
Regresién 1 4 58E+12 4 58E+12 113776.58 4.49
Error
] 16 643543530 40221470.60
experimental
Sistema Desvio de
] . 4 94836755.20 23709188.80 0.52 3.26
linealidad
Error puro 12 548706775  45725564.60
Total 17 4 58E+12 2.69E+11
Regresién 1 4 57E+12 4.57E+12 127772.28 4.49
Error
] 16 572336540.40 35771033.78
experimental
Método Desvio de
) _ 4 89018024.44 22254506.11 0.55 3.26
linealidad
Error puro 12 483318516 40276543
Total 17 4.57E+12 2.69E+11

Mediante el ANOVA se encontrd en todos los casos para la regresion que F experimental
fue mayor al F tabulado lo que demostrdé una regresion significativa para el sistema y
para el método. EI mismo test indic6 un desvio de la linealidad no significativo (F

experimental > F tabulado), ya que estadisticamente no hay dispersion de los resultados

entre réplicas para las distintas concentraciones.

Lo anterior permite afirmar que, dentro de los rangos de concentracion estudiados, tanto

para el sistema como para el método, se obtuvo un comportamiento lineal.
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4.3.1.3 Precision

e Repetibilidad

Para evaluar la precision intradia se tomaron muestras preparadas por triplicado a tres
niveles de concentracion: bajo de 0.5 pg/mL, medio de 10ug/mL y alto de 50ug/mL, y se
empled el test Cochran, el cual indicé que tanto para el sistema como para el método no
se rechaza la hip6tesis de varianzas equivalentes, lo que sugiere que la varianza de los
resultados es independiente de la concentracion analizada. Tal como se evidencia en las
Tablas 4-5 y 4-6, para cada uno de los casos se observd un valor de Gexp menor al
Gtab, lo cual indica que las varianzas no son estadisticamente diferentes entre si, es
decir, las varianzas de las concentraciones son homogéneas indicando que el factor
concentracion no influye en la dispersion de los resultados (62). Los RSDr fueron
considerablemente inferiores al valor maximo permitido, que es del 15%, lo que brinda un
nivel de precisién confiable sobre las mismas condiciones de operacion en un intervalo

corto de tiempo.

Tabla 4-5: Test de Cochran para la evaluacion de la precision del sistema.

Concentracién (ug/mL)

0.5 10 50
X 15954 292034.67  1448355.33
S 312.73 2155.11 3188.17
C.V (%) 1.96 0.74 0.22
Gexp 0.68
Gab 0.8709
RSD, 1.21

* X = Promedio de las areas, S= Desviacién estandar, C.V (%)=porcentaje del coeficiente de

variacion, RSDp: coeficiente de variacion promedio ponderado.
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Tabla 4-6: Test de Cochran para la evaluacion de la precision en el método.

Concentracién (ug/mL)

05 10 50
X 15815 289802  1447201.67
S 409.53 3212.21 6264.54
C.V (%) 2.59 111 0.43
Gexp 0.79
Guab 0.8709
RSD, 1.64

*X = Promedio de las &areas, S= Desviacion estandar, C.V (%)=porcentaje del coeficiente de

variacion, RSDp: coeficiente de variacién promedio ponderado

e Precision intermedia

La precision intermedia se evalué mediante un analisis de varianza (ANOVA) empleando
un nivel de confianza del 95%, a partir de los tres niveles de concentracién estudiados,
para dos analistas, en tres dias diferentes (Anexo A). El analisis de varianza, mediante
un test F, mostré que los valores de F experimentales son menores a los F tabulados
(Tablas 4-7 y 4-8), indicando que los resultados no presentan una diferencia
estadisticamente significativa por cambio de analista o al realizar el andlisis en diferentes

dias.
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Tabla 4-7: Precision intermedia y andlisis de varianza del sistema.

Grados
Sumade
FUENTE DE de Cuadro
. . cuadrados . Fo Ft
VARIACION libertad medio (CM)
(SC)
(g
4.04
Analista 1 4469189.35 4469189.35 1.03E-05
(1, 48, 0.05)
3.19
Dias 2 682705646.80 341352823.40  7.86E-04
(2, 48, 0.05)
o 3.19
Réplicas 2 2688920.11 1344460.06 3.09E-06
(2, 48, 0.05)
Error 48 2.09E+13 4.35E+11
Total 53 2.09E+13
Tabla 4-8: Precision intermedia y analisis de varianza del método.
Grados
Suma de
FUENTE DE de Cuadro medio
i ) cuadrados Fo F
VARIACION libertad (CM)
(SC)
(g
: 4.04
Analista 1 1843396389 1843396389 4.38E-03
(1, 48, 0.05)
3.19
Dias 2 119825541.40 59912770.68 1.42E-04
(2, 48, 0.05)
_ 3.19
Réplicas 2 359055209.90 179527605 4.26E-04
(2, 48, 0.05)
Error 48 2.02E+13 4.21E+11
Total 53 2.02E+13

Con base en los lineamientos de la guia de la FDA para validacion de Métodos
Bioanaliticos, se cumple con la repetibilidad y la precision intermedia, por lo cual se

concluye que el método es preciso (60).
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4.3.1.4 Exactitud

Por medio de la comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion del sistema
y del método, se evalud todo el rango lineal, obteniendo un 99.9% de porcentaje de
recuperacion; por lo cual se establecié que la exactitud del método es correcta.

4.3.1.5 Limite de Deteccidon y Cuantificaciéon

Estos pardmetros se calcularon utilizando las curvas de calibracion para sistema y
método y unas segundas curvas de concentraciones bajas en sistema y método,
incluyendo 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 ug/mL (Anexo A).

Para determinar estos parametros en la validacion del sistema y método se procedi6 a
comprobar la linealidad, precision y exactitud a bajas concentraciones como se observa
en las pruebas presentadas en el Anexo A. Los resultados obtenidos se consignaron en
la Tabla 4-9, y fueron utilizados para calcular tanto el limite de deteccion como el limite
de cuantificacioén, cuyos valores fueron de 0.93 y 0.85 ng/mL para el limite de deteccién
en el sistema y método; y de 2.99 y 2.69 ng/mL para el limite de cuantificaciéon del

sistema y método, respectivamente.

Tabla 4-9: Datos para el célculo del limite de deteccién y cuantificacion.

Curva de calibracion a bajas LOD
concentraciones (ng/mL) LOQ (ng/mL)
n=24
Sistema Ecuacién: y = 31476x — 6.6667 0.93 2.99
Sa=41.883
n=24
Método Ecuacion: y = 31442x + 8.8333 0.85 2.69
Sa=37.426

*LOD: Limite de deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion
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4.3.1.6 Estabilidad

Con el fin de identificar y evaluar cualquier degradacion significativa del analito en el
desarrollo del ensayo de permeacion in vitro o durante el almacenamiento al cual serén
expuestas las muestras segun los requerimientos del estudio, se realizaron pruebas de
estabilidad sometiendo alicuotas tanto de la validacion del sistema como del método a
diferentes condiciones de tiempo y temperatura de almacenamiento; la totalidad de los
datos obtenidos se encuentran consolidados en el Anexo A.

+ Estabilidad a corto plazo en el automuestreador (24 h a 24-25°C)

Tres réplicas de una concentracion baja (0.5 ug/mL) y alta (25 pug/mL), se mantuvieron de
cero a veinticuatro horas a la temperatura del automuestreador (24-25°C) para
posteriormente ser analizadas; este intervalo de tiempo se consideré prudente debido a
las recomendaciones de la guia de la FDA (60) y a que con estas condiciones se puede

simular el tiempo que las muestras pueden estar en el automuestreador.

En la Tabla 4-10, se observan los resultados obtenidos presentados como porcentaje de
pérdida o ganancia, respecto a la lectura de las muestras recién preparadas tomadas
como el 100%. En todos los casos se evidencia una degradacion del analito (porcentaje
de pérdida) inferior al 2%, la cual se puede considerar despreciable teniendo en cuenta
gue un estudio similar enfocado al seguimiento de la estabilidad de cafeina en una matriz
biol6gica sugiere un limite del 10% (67) y que se tiene como criterio de aceptacién que
estén dentro del 15 % de las concentraciones nominales. El porcentaje de variacion
mayor fue a las 24 horas, el cual se considera un intervalo de tiempo alto considerando
gue el tiempo de corrida del método es de 8 minutos y por lo tanto podrian realizarse
hasta 180 inyecciones obteniendo resultados veraces dentro de los limites de desviacion

permitidos.
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Tabla 4-10: Estabilidad a corto plazo en el automuestreador.

Concentracion Pérdida/ganancia (%)

Hg/MI 6h 24 h
Sistema 0.5 -0.31 -0.93
25 -0.06 -0.04
Método 0.5 -0.79 -1.51
25 -0.16 -0.21

+ Estabilidad a largo plazo (ciclos de enfriamiento- temperatura ambiente)

En este trabajo se considera la estabilidad a largo plazo el tiempo maximo de
almacenamiento al cual se contemplé la exposicibn de las muestras y bajo las
condiciones de temperatura (4°C) a las cuales se mantuvieron, considerando ciclos de
enfriamiento — temperatura ambiente (21°C). Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 4-11 como porcentaje de pérdida o ganancia, respecto a la lectura de las muestras
recién preparadas (Semana 1) tomadas como el 100%. De acuerdo a los resultados
obtenidos se puede apreciar una degradacion inferior al 2% en la mayoria de
condiciones, excepto a la semana 4 donde se observé una mayor pérdida del analito; sin
embargo tal como ocurrié en la estabilidad a corto plazo se encuentran en un rango
aceptado para los criterios establecidos en metodologias bioanaliticas (60), por tanto se

garantiza la estabilidad del analito durante este periodo de tiempo.

No se evalué la estabilidad con ciclos de congelacion y descongelacion, dado que bajo

ninguna circunstancia se almacenaron las muestras del ensayo en estas condiciones.
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Tabla 4-11: Estabilidad de cafeina a largo plazo (ciclos de enfriamiento- temperatura

ambiente)
Concentracion Pérdida /ganancia (%)
ug/mL Semana 2 Semana 3 Semana 4
: 0.5 -1.39 -1.93 -2.10
Sistema
25 -0.99 -1.97 -2.94
0.5 -1.36 -2.32 -2.63
Método
25 -0.21 -0.33 -0.38

» Estabilidad durante el proceso de obtenciéon de las muestras en el ensayo

de permeacion bucal in vitro

Partiendo de muestras con concentraciones conocidas (0.5 pg/ml y 25 pg/ml), se
sometieron a las condiciones empleadas en el desarrollo de los ensayos de permeacion
in vitro con celdas de Franz; por lo cual se colocaron a una temperatura de 37°C durante
4 horas, esto con la finalidad de corroborar que el analito no sufriera procesos de

degradacién durante el estudio de interés.

Al trascurrir las 4 horas, se valor6 la estabilidad comparando la respuesta del equipo con
la solucién inicial, expresando los resultados como porcentaje de pérdida o ganancia del
analito en la solucién, como se muestra en la Tabla 4-12. A una concentracion de 0.5
pg/mL se observé un porcentaje de ganancia de 0.07% y de 1.17% para una
concentracion de 25 pg/mL, que se puede atribuir a una posible evaporacion del
solvente; sin embargo, la variacion es aceptable y se logra inferir que el analito es estable
durante los ensayos de permeacion in vitro, sin presentar una pérdida significativa del

compuesto en cualquiera de las condiciones investigadas.
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Tabla 4-12: Estabilidad durante el proceso de obtencion de las muestras en el ensayo de

permeacion bucal in vitro.

Concentracion Pérdida /ganancia (%)
ug/mL 4h
0.5 0.07
25 1.17

Todas las caracteristicas de desempefo evaluadas anteriormente permitieron demostrar
gue existe una adecuada selectividad, una linealidad entre 0.5 y 50 ug/mL, con una
precision expresada como RSD menor a un 2%, un porcentaje de recuperacion del
99.9% y unos limites de deteccion y cuantificacién para el método de 2.99 y 2.69 ng/mL
respectivamente. Por tanto, se puede determinar la cantidad de cafeina acumulada en el
compartimiento receptor, durante los ensayos de permeaciéon, con el correspondiente

método validado.

4.4 Evaluaciéon de la influencia de algunas condiciones
del ensayo sobre el estado de la membrana y el
comportamiento de permeacion de la cafeina a través de

la misma.

Considerando que no siempre se tiene acceso a mucosa bucal fresca y que para este
tipo de ensayos con mucosa bucal no se encuentran unos lineamientos universales
establecidos, asegurar la calidad de los resultados es en cierta medida, un desafio. Para
esto, segun el sistema trabajado en cada laboratorio, deben estudiarse algunas variables
en el ensayo y montaje de las celdas, para determinar cuales son criticas y deben
controlarse para poder obtener resultados reproducibles. Con tal finalidad, a
continuacion, se presentan las pruebas que se realizaron con base en una revision de la

literatura previa y con el propésito de contribuir con la implementacién de un estudio de
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permeacién in vitro con celdas de Franz utilizando mucosa bucal porcina como

membrana y cafeina como compuesto modelo hidréfilo.

4.4.1 Establecimiento de la metodologia para la evaluacion de la
integridad del tejido por medio de la pérdida de agua

transmucosa

La pérdida de agua transmucosa (TMWL) es una técnica poco estudiada para evaluar la
integridad de la funcion de barrera en la mucosa bucal; por lo tanto, se ha recomendado
en la literatura explorar esta prueba para obtener una medida representativa de la
integridad de la barrera en los experimentos de permeacion in vitro (64).

En el desarrollo de los ensayos al tomar la medida de TMWL se establecié la importancia
de tener en cuenta los siguientes aspectos: Primero, las celdas y el tejido tienen que
estar termostatados a 37 °C con el medio receptor libre de burbujas (42). En segundo
lugar, la mucosa debe estar seca en la parte que queda en contacto con la sonda y para
gue los datos sean mas reproducibles debe evitarse ejercer presion fuerte sobre el tejido,
es decir dejar reposar suavemente la sonda de tal forma que los sensores queden a unos
3 mm por encima de la membrana (75). Por dltimo, es importante realizar antes de cada

ensayo la calibracion del equipo para tener certeza de la exactitud del resultado.

Una vez establecidas estas condiciones, se registro el valor de la TMWL obtenida con 15
mucosas separadas empleando bisturi quirdrgico a un espesor de 500 micras y con
apariencia intacta, es decir con aspecto sano y sin perforaciones, para posteriormente
tomar la medida de las mismas mucosas con 6 agujeros realizados intencionalmente
(Figura 4-8). El resumen de los datos requeridos para este andlisis se encuentra en el

Anexo B.

Comparando las medidas de las mucosas intactas respecto a las medidas de las
mucosas dafiadas mediante una prueba t-Student se encontraron diferencias
significativas con un nivel de confianza del 95%. Por lo anterior, se asume que la técnica

para medir la integridad del tejido tiene la capacidad de identificar la presencia de dafios
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y disminucién de la funcion de barrera de la mucosa; aunque algunos autores habian
obtenido este resultado en la evaluacion de integridad con piel, no se poseia un reporte

de este hallazgo con mucosa bucal con esta técnica (76, 77).

Se fij6 un punto de corte de 50 g/h/m?, debido a que este valor estaba por debajo del
promedio obtenido menos una desviacion estandar, medido en las mucosas dafiadas
intencionalmente, ademas de encontrarse por debajo del mayor valor presente en las

mucosas intactas (Figura 4-8).

Figura 4-8: Comparacion de la integridad de la mucosa de cerdo intacta y la mucosa

dafiada intencionalmente.
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*Las barras de error representan los valores de desviacién estandar, n=15.

Es importante mencionar que este punto de corte fue superior al reportado en un estudio
empleando la pérdida de agua transmucosa para evaluar la integridad de la membrana,
donde el valor estandar fue de 30 g/h/m? (64), lo que puede deberse a que las medidas
se tomaron de una manera diferente, ya que en el articulo citado se realizo6 el registro de
la TMWL en cerdos anestesiados. Sin embargo, debe destacarse que la forma en que se
tomo la medida en este proyecto esta igualmente sustentada por una revision de la
literatura previa (75-77). Los contrastes en los resultados también pueden tener su origen

en las discrepancias reportadas entre los diferentes instrumentos (76, 78, 79), lo que
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conlleva a discutir la necesidad de realizar una adecuada calibracién e implementacién
previa de este tipo de instrumentos en los laboratorios que prevean el uso de los mismos.
Esta situacion antes mencionada representa una dificultad al momento de establecer
medidas universales que permitan evaluar esta condicidn de integridad a través de este

tipo de equipos.

Es pertinente aclarar, que para aquellas mucosas en las que no se cumplié el corte de 50
g/h/mz, como sucedi6 con las mucosas obtenidas en condiciones de mercado
(congelacion, sin medio de almacenamiento) y mucosas almacenadas en PBS 12 h con
separacion por método de calor; se decidio realizar las pruebas de permeacién para
confirmar si el método que detectaba la integridad tenia relacion con los parametros de

permeacion obtenidos finalmente.

4.4.2 Establecimiento de la metodologia para el estudio de

permeacion bucal con celdas de Franz

A partir de una revisién bibliografica previa, se seleccion6 la temperatura para la
operacién de las celdas en 37 °C antes y durante el experimento de permeacion (63).
Asi mismo, con pruebas preliminares se fijo un tiempo de duracion del ensayo de 4 horas
y con los siguientes tiempos de muestreo: 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5y 4 horas; dado
gue en este tiempo es posible alcanzar el estado estacionario y representa una rutina de

muestreo comoda para el experimentador.

Igualmente, con estas pruebas se logré determinar que el volumen maximo de muestreo
recomendado para las celdas empleadas en el laboratorio era de 500 pL, puesto que con
un mayor volumen se observaba una mayor probabilidad de introducir burbujas de aire, lo
cual produciria resultados inconsistentes. Por otro lado, se tuvo en cuenta que con este

volumen se lograba respetar el equilibrio del sistema.
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Agitacion

Como se observa en la Figura 4-9, con la agitacion empleada (400rpm) se logré una
adecuada homogenizacion del medio, evitando la presencia de burbujas o vértices que
pudiesen alterar los resultados del ensayo; ademas se determind que con una agitacion
por debajo de este valor (300 o 200 rpm), no se alcanza a homogenizar el medio antes
del primer muestreo.

Figura 4-9: Prueba de agitacién en celda de Franz

, Barra de
itacion

Concentracion de la cafeina en la camara donora

Se decidié trabajar en condiciones infinitas, esto significa determinar una concentracion
adecuada en el compartimento donor que permita asegurar que esta permanezca lo mas
constante posible durante todo el tiempo del ensayo, que a su vez esté acorde con las
dimensiones de las celdas del laboratorio y respete las condiciones sink en el
compartimento receptor. Al evaluar las dos concentraciones propuestas: 15y 20 mg/mL
(Figura 4-10), se definié que se utilizaria esta Gltima.
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Figura 4-10: Perfiles de cafeina a dos niveles de concentracion en la cAmara donora.
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*Cada punto representa el promedio de 3 celdas = S. Mucosa fresca utilizando separacién por
método de bisturi.

Con la concentracion de 20 mg/mL, se logré la disolucién satisfactoria de la cafeina en el
medio (PBS a pH de 6.8), se mantuvieron las condiciones sink y se obtuvo el mejor perfil
de permeacion en términos de Jss, Kp y Q4 (Tabla 4-13). Esto puede explicarse porque,
al aumentar la concentracién en el compartimento donor, la magnitud del gradiente de
concentracion aumenta, y este efecto impacta directamente en la cantidad de cafeina

gue atraviesa al compartimento receptor.

Tabla 4-13: Valores de Jss, Kp y Q4 para cafeina a dos niveles de concentracion en la

camara donora.

Concentracion Jss Kp (cm/h) Q. (ug/cm?)
(mg/mL) (g/cm?/h)

15 131.6+12.6 0.007 + 0.001 235.8+9.5

20 138.6 + 21.6 0.007 + 0.001 316.5+5.2

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente

de permeabilidad, Q,. Cantidad acumulada a las 4 horas.
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4.4.3 Definicion de las condiciones de manejo y almacenamiento

de la mucosa oral de cerdo

Teniendo en cuenta los resultados del andlisis histologico de las muestras, la
determinacion de la pérdida de agua transmucosa y los estudios de permeacion con las
celdas se lograron establecer las condiciones asociadas a la separacién vy
almacenamiento del tejido que se deben considerar para la implementacion de este tipo

de ensayos.

4.4.3.1 Tecnica de separacion

En la literatura se recomienda recortar los tejidos a 500 um, debido a que con esta
medida el epitelio sigue siendo la barrera principal de permeabilidad (22). Teniendo en
cuenta esto se realiz6 la separacion por bisturi de tejidos frescos para tener el control de
referencia y posteriormente se comparé con la separacion por medio de dermatomo, sin
congelacion previa. Lo anterior basado en que algunos autores han reportado un dafio
del tejido cuando se realiza la separacibn mecéanica con un dermatomo, ya que se
pueden cortar las papilas, y requiere congelarse previamente (13). Sin embargo, se
observé que en estudios recientes se utilizdé esta herramienta para la realizacién de los
cortes (20, 64), razén por la cual se decidi6 hacer pruebas con esta técnica para
identificar si es posible obtener resultados reproducibles y que no dependan en su

totalidad de la habilidad del operador.

En la evaluacion histoldgica, en la Figura 4-11, se observa la separacion del tejido fresco
de cerdos recién sacrificados por medio de bisturi a 500 micras, alli se aprecia que se
logré obtener la membrana basal integra sin ningun dafio estimable en el epitelio y con
presencia del tejido conectivo; estas condiciones también se presentaron al realizar la
separacion del tejido por medio del dermatomo a 500 micras; en ambas condiciones se

transporto el tejido en Krebs-Ringer-Bicarbonato.
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Figura 4-11: Comparacion histologica de la mucosa bucal con diferentes técnicas de

separacion: a) Separacion por bisturi y b) Separacién por dermatomo.

Bicarbonato.

Segun los resultados obtenidos en los ensayos de permeacion (Figura 4-12), se
determiné que la separacion por medio de bisturi y del dermatomo, presentan perfiles
muy similares y que al realizar los calculos correspondientes no se evidencian diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los parametros evaluados (Jss, Kp, Qu),
con un 95% de confiabilidad. La determinacion de la TMWL tampoco mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los dos métodos de separacion y por tanto

cualquiera de las dos técnicas podria utilizarse indistintamente (Tabla 4-14).
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Figura 4-12: Perfil de permeacion de cafeina a través de mucosa bucal de cerdo,

realizando separacién por bisturi, dermatomo y calor.
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*Cada punto representa el promedio de 3 celdas £ S. Tejido transportado en Krebs-Ringer-
Bicarbonato.

Tabla 4-14: Valores de Jss, Kp, Q; y TMWL segun la técnica de separacion.

TMWL TMWL
Kp (cm/h) Q4 (ug/cmz) inicial final
(g/h/m?) (g/h/m2)

Método de Jss

separacion  (ug/cm?/h)

Bisturi 132.2+17.7 0.007+0.001 310.4 +18.1 443 +4.8 51.9+3.8
Dermatomo  140.1+10.8 0.007+0.001 314.1+21.3 43.7+£2.7 524+4.0
Calor 199.3+40 0.010+0.002 774.4 +43.9 425+ 3.2 56.0 +9.7

*Datos presentados como promedio + S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente
de permeabilidad, Q4. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Perdida de agua transmucosa.

Al evaluar la separacion del epitelio por técnica de calor, se logré la eliminacion completa
del tejido conectivo, con la separacion a nivel de la membrana basal y con la estructura
del epitelio intacta (Figura 4-13). A partir de los resultados obtenidos en esta etapa
también se pudo concluir que el paso de la cafeina y el tiempo que transcurre en el

ensayo con las celdas de Franz no afecta al tejido en términos histolégicos.
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Figura 4-13: Mucosa bucal separada con calor comparada con la separacion con bisturi.

*a: Separacion con calor, b: Separacién con bisturi. E = Epitelio, MB = Membrana basal, TC =
Tejido conectivo. Tejido transportado en Krebs-Ringer-Bicarbonato.

Al realizar la comparacion entre la separacion por bisturi y calor (Figura 4-12 y Tabla 4-
14); tal como lo referencian algunos autores (13, 22, 41, 52) , se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en todos los parametros de permeacion (Anova, p<0.05),
lo cual se justifica por la presencia del tejido conectivo al trabajar con un espesor de 500
pum para el caso de la técnica de bisturi a diferencia de la separacion por calor, en la que
no existe dicho tejido. En la TMWL inicial y final no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Anova, p>0.05), esto debido a que es una medida que
evalla la integridad de la membrana y, por tanto, al considerar que la funcién de barrera
esta ubicada en el epitelio, independientemente de la técnica de separacion que se
utilice, debe conservarse inalterada, confirmandose en este estudio que la medida de la

TMWL puede ser util con tal finalidad.

Es importante mencionar que aungue un gran numero de estudios utilizan la separacion
con bisturi o dermatomo a 500 um como una herramienta de corte (20, 51, 55, 80), en
otros se recomienda la separacion por calor (22, 81). En este Gltimo método no se afecta
la integridad y permeabilidad del tejido, en comparacién con lo que sucede al emplear la
técnica de separacion con bisturi, si lo que se busca es obtener un espesor de 250 um,

gue seria lo equivalente a lo obtenido por separacién con calor.
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No obstante, la inquietud que prevalece al observar las diferencias entre ambas técnicas
de separacion hace referencia a cual método emplear en el momento de realizar un
estudio para evaluar la via bucal como ruta alternativa de administracién. Al respecto
Niccolazzo JA et al. (52) explica que en aquellos casos de evaluacién de la
permeabilidad con mucosa que incluya el tejido conectivo (Espesor total o full thickness),
y en los que se quiera evaluar la influencia de promotores de la permeabilidad
(enhancers) como lo es el dodecilsulfato sodico, podria verse ocultado su efecto sobre
esta propiedad. Esto implica que en estas situaciones en las que se busca evaluar la
influencia de estos compuestos sobre la permeabilidad, la mejor alternativa podria ser la
separacion por calor. Situaciones como esta, asi como estudios en los que actualmente
se emplean espesores de la mucosa de hasta 753 pm %= 105 um (82) , revelan la
necesidad de tener un consenso sobre este tipo de directrices; asi como aparece en la
guia de la OECD para piel, en la cual se aclara que con un espesor de 200-400 pm se

considera aceptable para la preparacion de tejidos para este tipo de pruebas (56).

4.4.3.2 Evaluacién del empleo de mucosa congelada sin medio de

almacenamiento (condiciones del mercado)

En algunas circunstancias los parametros de permeacion pueden no afectarse por el
proceso de congelacion respecto a los obtenidos con tejidos frescos, como fue el caso de
la carbamazepina y el acetdénido de triamcinolona, en un estudio realizado (83). Sin
embargo, es necesario en cada caso realizar pruebas preliminares, porque los resultados
podrian diferir dependiendo del farmaco probado, razén por la cual se evalio la

permeabilidad de cafeina en estas condiciones.

Las muestras recolectadas en condiciones del mercado, es decir sometidas a proceso de
congelacion (-20°C) durante cuatro dias posteriores al sacrificio sin medios de
almacenamiento, revelaron en el estudio histolégico una descamacion superficial en los
tejidos, hinchamiento de las células epiteliales superiores y alteraciones morfolégicas
(Figura 4-14). Lo anterior, posiblemente causado por la formacién de cristales de hielo

por los procesos de congelacion sin criopreservante, a los cambios de temperatura y al
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proceso de necrosis de la mucosa. Esto es consistente con lo reportado en la literatura,
donde se explica que el tejido expuesto a estos procesos de congelacion hace que se
formen cristales, que pueden dar lugar a cambios histolégicos, como por ejemplo dafios
en la matriz intracelular y la membrana celular, modificando asi las propiedades de

barrera del epitelio (83).

Figura 4-14: Mucosa de cerdo en condiciones de almacenamiento no controladas.

10X

*Mucosa separada empleando separacion por técnica de bisturi.

Como se menciond, algunos estudios han informado que la congelacion sin crioprotector
no afecta de manera significativa la permeabilidad de ciertos principios activos en su
mayoria de baja solubilidad en agua (81, 83, 84). En el caso de ensayos con cafeina
como compuesto modelo hidrofilico, Nicolazzo et al.(52) relatan que el flujo de
permeabilidad no era significativamente diferente cuando se utilizaba epitelio bucal fresco
y congelado, mientras que en la evaluacién histologica se presentaban alteraciones
notables en el tejido congelado. De tal forma, en el presente estudio se desafiaron los
tejidos a los procesos de congelacién (-20°C), para ver si era posible trabajar con
mucosa obtenida en el comercio sin tener que realizar la toma de muestras en cerdos

recién sacrificados.

Al comparar la mucosa previamente congelada y almacenada sin medios de
mantenimiento, con la mucosa fresca transportada en Krebs-Ringer- Bicarbonato (Figura
4-15 y Tabla 4-15), se observaron diferencias estadisticamente significativas en todos los

parametros evaluados (ANOVA, p>0.05); por lo cual se concluye que el almacenamiento
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del tejido cuando se trabaja con un farmaco hidréfilo como cafeina debe estar totalmente
controlado en los primeros dias posteriores al sacrificio de los cerdos. Estos datos se
explican por los hallazgos reportados en el andlisis histolégico, mostrado previamente,
donde se observaron alteraciones morfoldgicas y estructurales, generadas por el proceso
de congelacion, que posiblemente afectaron en mayor medida los espacios
intercelulares. Esto conlleva a un aumento en la permeabilidad de la cafeina, que tiene

una ruta paracelular, a diferencia de lo que ocurre con los compuestos lipofilos (65).

Ademas, se pudo corroborar que la determinacién de la TMWL es una medida de
tamizaje de la integridad de la membrana, ya que como se explicé anteriormente en el
andlisis estadistico, se encontraron diferencias de esta medida inicial entre los tejidos de
animales recién sacrificados y los tejidos obtenidos en condiciones del mercado. Esta

diferencia también podria relacionarse con el aumento en la permeabilidad de la cafeina.

Figura 4-15: Comparacion de perfiles de permeacién de cafeina a través de mucosa

bucal fresca y mucosa congelada sin medio de almacenamiento.
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*Cada punto representa el promedio de 3 celdas + S. Mucosa utilizada empleando separacion por
técnica de bisturi.
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Tabla 4-15: Comparacion de valores de Jss, Kp, Q4 y TMWL de mucosa fresca y mucosa

congelada sin medio de almacenamiento

3 TMWL TMWL
Sss
Condicion 5 Kp (cm/h) Q. (Hg/cm?) Inicial final
(ng/ecm</h) ) )
(g/h/m?) (g/h/m?)

Mucosa fresca 132.2+17.7 0.007+0.001 3104+18.1 443+48 51.9+38

Mucosa congelada
sin medio de 184.6+22 0.009+0.001 593.1+136.2 64.1£87 835+84

almacenamiento

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente

de permeabilidad, Q.. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa.

4.4.3.3 Estudio de medios de almacenamiento de la mucosa a

corto plazo

En los ensayos de permeacion bucal, resulta un factor critico conservar la integridad del
epitelio para obtener resultados confiables; en el caso de esta investigacion se consideré
fundamental esta condicion teniendo en cuenta que el sacrificio de cerdos en los
frigorificos de Colombia se realiza por tradiciéon en horas de la noche, de tal forma que
fijar unas condiciones de medio, tiempo y temperaturas de almacenamiento es necesario
para hacer el trabajo del laboratorio mas comodo, sin perder en el proceso la
reproducibilidad y veracidad de los resultados.

En el andlisis histoldgico, los tejidos correspondientes al almacenamiento con PBS a pH
7.4 y KRB para la separacion con bisturi y calor, no mostraron alteraciones significativas
en la morfologia celular o la estructura epitelio por un periodo de 24 horas de
almacenamiento a 4°C (Figura 4-16), dando indicios de que durante este lapso se
mantiene la integridad de la barrera superficial en estas condiciones. Los resultados
empleando KRB como medio de almacenamiento coinciden con lo reportado por autores

como Kulkarni U et al. (13). Sin embargo, los obtenidos con PBS a las 24 horas son
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opuestos a lo expresado por los mismos autores, pues en los resultados del presente
trabajo no se detecté un dafio visible en las capas superficiales del epitelio junto con la
disrupcién de la lamina basal como si sucedié en la investigacion mencionada. Esto
puede deberse a la variabilidad biolégica de los porcinos, al manejo y obtencion de las

muestras en el laboratorio, entre otros factores.

Figura 4-16: Mucosa bucal almacenada durante 24 h a 4 °C bajo las siguientes
condiciones: a) PBS (bisturi), b) PBS (calor), ¢) KRB (bisturi), d) KRB (calor).

Al comparar la pérdida de agua transmucosa tomada al inicio de las pruebas de
permeacion, se observd que con KRB como medio de almacenamiento para la
separacién con bisturi y calor, asi como para PBS como medio de almacenamiento para
la separacion con bisturi, todos los valores registrados estaban por debajo del punto de
corte durante las 24 horas y no se presentaron diferencias estadisticas significativas
(Anova, p>0.05). No obstante, en el caso de los tejidos separados con calor y

almacenados con PBS, se observé un aumento significativo (ANOVA, p <0.05) en los
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valores registrados de la TMWL inicial, a las 12 horas de almacenamiento (Figura 4-17).
Esto concuerda con lo concluido por Kulkarni U et al (13), quienes mencionan que al
tomar como medida de pérdida de la integridad la permeacién de isotiocianato de
fluoresceina marcado con dextrano con peso molecular de 20 kDa, se identificé un
incremento en la permeabilidad de este componente después de 6 horas de
almacenamiento con PBS. A pesar de no encontrase evidencia en la bibliografia
consultada (13, 65), en el desarrollo de los ensayos también se pudo observar una mayor
dificultad en la separacion de los tejidos por el método de calor después de las 6 horas
de almacenamiento con este medio, requiriendo mas muestras y tiempo para lograr una

adecuada obtencion del epitelio.

Figura 4-17: Determinacion de TMWL inicial a las 12 horas para los medios de

almacenamiento a corto plazo

&0

=

—
.

Il KRB (bisturi) Il PBS (bisturi) [ KRB [Calor) W PBS (Calor)

TMWL (g/h/m?)

*NUmero de determinaciones=3. PBS: Buffer fosfato salino, KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato.

Posterior a la determinacién de la TMWL, se analizaron los resultados de los ensayos de
permeacion, para cada una de las mucosas almacenadas en las diferentes condiciones.
Inicialmente, se comparé mucosa fresca con el almacenamiento de tejidos en PBS a pH
7.4 durante 6, 12 y 24 h para la separacion por medio de bisturi. Mediante el ANOVA se
pudo concluir que no se encontraron diferencias significativas entre el flujo en el estado
estacionario, el coeficiente de permeabilidad y la pérdida de agua transmucosa con un
nivel de confiabilidad del 95% (Figura 4-18 y Tabla 4-16). Por otro lado, al confrontar la

cantidad acumulada a las 4 horas se identificaron diferencias estadisticamente
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significativas (p<0.05) con un incremento puntual a las 12 y 24 horas. Lo anterior coincide
con lo propuesto en la literatura (13), al reportar que hasta las 6 horas es totalmente

confiable el almacenamiento de los tejidos en esta solucién.

El hecho de que la medida de la TMWL no confirmara los posibles dafios del tejido
después del almacenamiento con PBS durante 12 horas con separacion por bisturi,
puede llevar a discutir la idoneidad de este tipo de medidas. Autores como Netzlaff F et
al.(75) , discuten que es probable que este equipo sélo detecte dafos severos, lo cual es
a su vez debatido por otros autores como Elmahjoubi E et al (76) y es puesto a
consideracion en este analisis, dado que se podria argumentar que los cambios
presentados en este ensayo fueron sutiles (cambios en Q,), puesto que los otros
parametros de permeabilidad como el flujo y coeficiente de permeacion, no se vieron
afectados al igual que el examen histol6gico donde no se percibié ninguna alteraciéon en
la morfologia y estructura del tejido.

Figura 4-18: Perfil de permeacion de la cafeina a través de mucosa bucal almacenada

en PBS con separacion por bisturi.
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Tabla 4-16: Valores de Jss, Kp, Q; y TMWL para almacenamiento en PBS con

separacion por bisturi.

] TMWL TMWL
Tiempo de Jss 5 . i
. ) Kp (cm/h) Q4 (Hg/cm”) Inicial final

almacenamiento (ng/cm</h) ) )
(g/h/m?) (g/h/m?)
Mucosa fresca 127.6+£8.5 0.006+0.0004 317.3+6.6 435%+34 48.2+5.0
6h 129.2+6.1 0.006+0.0003 308.7+45 46.7+23 52.2+438
12h 152.0+9.8 0.008+0.0005 360.2+10.4 440+24 57.9+7.9
24 h 156.0+£22.6 0.008+0.001 383.7+35.1 445+23 51.6+3.6

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente
de permeabilidad, Q,. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa,

PBS: Buffer fosfato salino.

En la evaluacion empleando como medio de almacenamiento PBS a pH 7.4 y realizando
separacion por calor (Figura 4-19 y Tabla 4-17), se evidencié la presencia de diferencias
estadisticas en la TMWL inicial como previamente se describi6é y a nivel de los
parametros de permeabilidad a partir de las 12 horas de almacenamiento (ANOVA,
p<0.05). Esto coincide con lo obtenido en otro estudio (13) y se puede asociar con la
dificultad antes mencionada para la separacién del tejido con técnica de calor después de
las 6 horas; de tal forma se puede decir que este medio de almacenamiento se puede
utilizar de manera confiable después del sacrificio de los porcinos hasta un maximo de 6

horas.
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Figura 4-19: Perfil de permeacion de la cafeina a través de mucosa bucal almacenada

en PBS con separacion por calor.
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*Cada punto representa el promedio de 3 celdas + S. PBS: Buffer fosfato salino.

Tabla 4-17: Valores de Jss, Kp, Q; y TMWL para almacenamiento en PBS con

separacion por calor

] TMWL TMWL
Tiempo de Jss 5 o _
) ) Kp (cm/h) Q4 (ng/cm”) Inicial Final

almacenamiento  (ug/cm</h) ) )
(g/h/m?) (g/h/m?)
Mucosa fresca  187.0+21.4  0.009 £+ 0.001 546 + 15.6 43+ 1.7 56.2+ 3.8
6h 184.2+29.3  0.009 + 0.001 669 + 78.0 451+1.6 56.5+4.1
12h 238.2+3.6 0.012 £ 0.0002 704.8+58.2 55.8+3.8 501+7.1

*Datos presentados como promedio + S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente
de permeabilidad, Q,. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa,
PBS: Buffer fosfato salino.

De igual forma, se realizé la evaluacion del almacenamiento de tejidos con KRB durante
24 horas, determinando que en los parametros de permeabilidad (Jss, Kp y Q) y de
integridad no se presentaron diferencias estadisticas significativas (ANOVA, p>0.05) con
ninguna de las técnicas de separacion (Tablas 4-18 y 4-19). Estos resultados demuestran
gue en estas condiciones se obtienen datos confiables sin que se presenten alteraciones

histolégicas o de permeacion de la cafeina, como modelo de farmaco hidrofilo.
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Tabla 4-18: Valores de Jss, Kp, Qs y TMWL para almacenamiento en KRB con

separacion por calor

_ TMWL
Tiempo de Jss Kp (cm/h) 04 (uglem?) nicial TMWL
cm cm nicia
almacenamiento  (ug/cm?/h) P +(H9 ,.  final (g/h/m?
(g/h/m?)
Mucosa fresca 199.3+40.0 0.010+ 0.002 774.4 £43.9 425+ 3.2 56.0 £ 9.7
6h 201.4+33.1 0.010 £ 0.002 745.0 £ 26.8 36.7£ 6.1 67.8x1.6
12h 187.7+£18.7 0.009 £ 0.001 690.1 £ 95.3 44.7 £ 3.6 76.0 £ 10.5
24 h 202.2+5.5 0.003 £0.0003 780.2 £118.0 40.7£ 4.4 73.0+£5.3

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente

de permeabilidad, Q,. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa,

KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato.

Tabla 4-19: Valores de Jss, Kp, Qs y TMWL para almacenamiento en KRB con

separacion con bisturi

) TMWL TMWL
Tiempo de Jss ) o _
) ) Kp (cm/h) Q4 (ng/cm?) Inicial final

almacenamiento (ug/cm®/h) ) )

(g/h/m”®) (g/h/m®)
Mucosa fresca 132.2+17.7 0.007+0.0009 3104+18.1 443+48 5191338
6h 124.0+4.6 0.006+0.0002 307.2+10.1 46.1+3.2 616+538
12h 124.4+3.1 0.006+0.0002 301.1+106 398+26 519138
24 h 134.4+6.7 0.007+0.0003 310.0+86 383+59 7591103

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente

de permeabilidad, Q4: Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa,

KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato.

Con relacion a la medida de la integridad evaluada en las diferentes condiciones

estudiadas, se comparé la medida de la pérdida de agua transmucosa (TMWL) inicial y

final de cada ensayo de permeacion, presentando diferencias significativas (p <0.05) con
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un aumento de la TMWL al culminar cada ensayo, lo que indica que durante la
realizacion del mismo posiblemente existe una pérdida progresiva de la integridad de la
mucosa atribuida al proceso de necrosis que va presentando el tejido (58). Este método
para medir la integridad de la membrana tiene como ventaja que el tejido dafiado puede
eliminarse antes de realizar la prueba, diferente a otros como el isotiocianato de
fluoresceina marcado con dextrano con peso molecular de 20 kDa (FD-20), que se afiade
en la camara donora durante un periodo comprendido entre 1 a 4 horas después de
concluido el ensayo de permeacion habitual (13, 52), tiempo en el cual se puede acelerar
la degradacion de la mucosa obteniendo asi resultados con poca precision, sumado al
hecho de que se puede llegar a utilizar tejidos que desde el principio tenian
comprometida su integridad, involucrando una pérdida de material y tiempo.

4.4.3.4 Evaluacion de medios de almacenamiento de la mucosa a

largo plazo

Debido a que no siempre es posible obtener tejido fresco para los ensayos de
permeacién, es muy importante tener un método para el almacenamiento a largo plazo
del tejido extirpado. Con tal finalidad, en otros estudios se han empleado
criopropreservantes a base de combinaciones con DMSO, glicerol y sacarosa (64, 82).
Se ha demostrado que el uso de glicerol es incapaz de mantener las caracteristicas
histol6gicas y de permeabilidad intactas (13, 65), mientras que Amores S et al (64) no
encontraron ninguna diferencia entre el flujo en mucosa fresca y congelada, el coeficiente
de permeabilidad o el tiempo de latencia, al emplear propanolol como compuesto modelo
y un criopreservante con DMSO. De esta manera, en esta tesis se decidid probar el

efecto de dos combinaciones de criopreservantes que contengan DMSO.

En la evaluacion histologica, se observaron pequefias diferencias entre los tejidos frescos
transportados en KRB y aquellos congelados con los crioprotectores, aunque en un
menor grado que los tejidos congelados sin ningin medio de almacenamiento (-20°C,
durante 4 dias). Con el crioprotector A (DMSO 10%, SFB 50% Y 40% PBS) a los 15 dias
y el crioprotector B (DMSO 10%, SFB 50% y DPBS 40%) a los 30 dias, se apreciaron
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cambios morfoldgicos discretos en mucosa bucal porcina después de la congelacion a -
80 °C, esto probablemente asociado con la formacién de cristales de hielo, presentando
una descamacion de la superficie epitelial, con ligero edema intersticial e hinchamiento
de las células epiteliales superiores (Figura 4-20 a y b). Cambios menos significativos se
presentaron con el criopreservante B a los 15 dias (Figura 4-20 c), donde de manera
general se conservé adecuadamente el tejido manteniendo aparentemente la integridad

de su barrera superficial.

Figura 4-20: Mucosa congelada a -80°C: a) Criopreservante B durante 30 dias, b)

Criopreservante A durante 15 dias, c) Criopreservante B durante 15 dias

*Mucosa empleada utilizando la técnica de separacién por bisturi.

Las muestras con criopreservante B durante un mes y en el criopreservante A durante 15
dias, si bien es cierto tenian una TMWL inicial dentro del rango permitido, presentaron
diferencias respecto a los controles de mucosas frescas, con un notable aumento en el
registro (ANOVA, p <0.05). Por otra parte, la pérdida de agua transmucosa de las
muestras con criopreservante B durante 15 dias, no present6 diferencias
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estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95% respecto a los controles

con mucosas frescas (Tabla 4-20).

Tabla 4-20: Valores de Jss, Kp, Q; y TMWL para medios de almacenamiento a largo

plazo.
o TMWL TMWL
Condicion de Jss ) o )
) ) Kp (cm/h) Q4 (Mg/cm”) Inicial Final
almacenamiento (ug/cm</h) ) )
(g/h/im?) (g/h/im?)

Mucosa fresca 132.2+17.7 0.007+0.0009 310.4+18.1 44.3+4.8 51.9+3.8

Criopreservante
A (15 dias)

166.6+12.0  0.008 + 0.0006 4542+429 489%19 524+1.4

Criopreservante
B (15 dias)

162.9+5.9 0.008 + 0.0003 334.2+17.9 423+37 57.5+85

Criopreservante
B (30 dias)

140.9+17.3  0.007 £ 0.0009 4825+81.5 49.7+19 61.3+1.8

*Datos presentados como promedio = S, n=3. Jss: Flujo en estado estacionario, Kp: Coeficiente

de permeabilidad, Q,. Cantidad acumulada a las 4 horas, TMWL: Pérdida de agua transmucosa.

En las pruebas de permeacion cuando se utilizo el criopreservante A durante 15 dias y el
criopreservante B (DMSO 10%, SFB 50% y DPBS 40%) durante 30 dias, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p>0.05) en todos los parametros de
permeabilidad al compararse con mucosa fresca (Figura 4-21). Esto concuerda con los
hallazgos histol6gicos donde se observé una descamacién y dafio en la superficie
epitelial y con las diferencias presentadas a nivel de la determinacion de pérdida de agua
transmucosa. De tal forma, se sugiere no utilizar estas condiciones para trabajar en

especial con compuestos hidrofilos.
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Figura 4-21: Perfiles de permeacion de cafeina en mucosa oral de cerdo con medios de

almacenamiento a largo plazo.

600
E
2 500 —&— Mucosa fresca
2
o 400
= —e— CRIOPRESERVANTE B (15 dias)
=
g 300
2 200 CRIOPRESERVANTE A (15 dias)
B
2 100
c —e— CRIOPRESERVANTE B (30 dias)
L)

0

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

*Cada punto representa el promedio de 3 celdas + S. Se emplearon mucosas separadas con
técnica de bisturi.

Con el criopreservante B durante 15 dias, no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en el flujo en estado estacionario y coeficiente de permeabilidad (Tabla 4-
20); sin embargo, si se encontraron diferencias en la cantidad acumulada a las 4 horas
(ANOVA, p>0.05). En cierta medida, tal como otros autores lo han reportado esto podria
atribuirse a las variaciones naturales entre las muestras de mucosa (64); no obstante, es
posible que se deba principalmente a lo concluido por Gurtovenko AA y Anwar J (85) que
aclaran que el DMSO promueve la permeacion de las moléculas, particularmente de
naturaleza hidroéfila como es el caso de cafeina, debido a una induccién en la formacién
de poros de agua. Aunque se deben mejorar las caracteristicas de desempefio del
criopreservante, se puede decir que durante un periodo inferior a los 15 dias es posible
gue se conserve en gran medida la integridad de la barrera, dado que el flujo en estado
estacionario, el coeficiente de permeabilidad junto con los resultados histol6gicos y los de
TMWL no presentaron diferencias notables frente al control con mucosa bucal. De igual
forma, a futuro se sugiere comprobar si con un principio activo de naturaleza lipofilica se
obtiene el mismo comportamiento, ya que posiblemente con este se pueda presentar

mejores resultados al tener una difusion diferente a través del epitelio bucal.


http://pubs.acs.org/author/Gurtovenko%2C+Andrey+A
http://pubs.acs.org/author/Anwar%2C+Jamshed
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En la literatura, se encuentran diversos articulos que ofrecen algunas directrices para
realizar estudios de permeacion bucal, pero cada laboratorio tiene un amplio margen de
flexibilidad en términos de disefio del protocolo experimental, en el tratamiento de la
membrana, la medida de la integridad de la membrana, temperatura, agitacion, el
volumen e intervalos de muestreo, entre otros. No obstante, cuando se implementan este
tipo de ensayos, como se hizo en la presente investigacion, se permite establecer
evidencia documentada que proporciona un mayor nivel de reproducibilidad, ademas de
contribuir con informaciébn que permite en muchos casos suplir la ausencia de
lineamientos a nivel mundial. De tal forma, con los resultados obtenidos se implement6
un ensayo de permeacion bucal con celdas de Franz para compuestos hidrdfilos, es decir

con una ruta paracelular igual que la cafeina.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Se implement6 una metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiencia con
detector de arreglo de diodos (HPLC- DAD) para evaluar la permeacion in vitro de
cafeina a través de mucosa bucal porcina. Dicha metodologia resulté selectiva, precisa,
exacta, lineal en el rango de concentraciones de 0.5 a 50.00 pug/mL, con un limite de
deteccion de 0.93 y 0.85 ng/mL en el sistema y método; y un limite de cuantificacion de
2.99 y de 2.69 ng/mL en el sistema y método respectivamente, con una estabilidad de las
muestras en las condiciones de almacenamiento (4°C) durante un mes, por un periodo
de 24 horas en el automuestreador y durante la realizacién del ensayo con celdas de

Franz.

Se definieron las condiciones de operacion para la determinacion de la TMWL y para el
empleo de las celdas de Franz. Para el caso de TMWL, se establecid que el tejido y las
celdas deben estar termostatados a la temperatura del ensayo y la mucosa debe estar
seca en el sitio de contacto con la sonda; se establecio el valor de 50 g/h/m?, como punto
de corte para diferenciar aquellas mucosas intactas, aptas para un estudio de
permeacién de las que no lo estan. En las celdas de Franz se fijaron como variables
operacionales: temperatura 37 °C, duraciéon del ensayo 4 horas, tiempos de muestreo
0.25,0.5,1, 15, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 horas, volumen maximo de muestreo 500 L, velocidad

de agitacion 400 rpm y concentracién de cafeina en la camara donora de 20 mg/mL.

Se evidencié que las técnicas de separacion del tejido con bisturi o dermatomo (sin
congelacion previa) se pueden emplear indistintamente, sin alterar los parametros de
permeabilidad, ni generar dafio en el tejido, manteniendo la integridad de la membrana.
Sin embargo, el empleo del bisturi queda sujeto a las habilidades del investigador,
mientras el dermatomo permite obtener una reproducibilidad en el corte, dependiente del
equipo empleado. La separacion del epitelio por método de calor, en comparaciéon con el

de bisturi presenta diferencias marcadas en la permeabilidad, debido a la diferencia en el
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espesor del tejido que se logra por cada método, manteniéndose la morfologia del tejido
y la integridad del mismo sin afectaciones. Se destaca la necesidad de tener un
consenso a nivel mundial sobre el espesor de los tejidos a emplear debido a este tipo de

diferencias encontradas.

Se demostr6 que la mucosa bucal requiere tener un control del medio, de temperatura y
de tiempo de almacenamiento para los ensayos de permeacion, siendo siempre
necesario obtenerla de cerdos recién sacrificados ya que cambios de temperatura como

los procesos de congelacion pueden afectarla rapidamente.

Se logré conservar la integridad del tejido almacenandolo a 4° C, en KRB por un periodo
de hasta 24 horas y en PBS por un tiempo menor a las 6 horas después de la obtencién
de la mucosa de los cerdos recién sacrificados. Por medio de la evaluacion histoldgica se
comprobaron cambios en la morfologia y estructura de los tejidos sometidos a procesos
de congelacion, presentando un menor nivel de afectacibn en aquellos que se
almacenaron con criopreservantes. El almacenamiento a largo plazo se puede realizar
por un periodo menor a los 15 dias con un criopreservante compuesto por DMSO al 10%,
con un 50% de suero fetal bovino y un 40% de solucién salina tamponada con fosfatos

de Dulbecco.

A partir de los resultados de las variables estudiadas, se pudo demostrar que la
determinacion de la TMWL permite la deteccion de dafios severos en el tejido,
imperceptibles para el investigador; sin embargo, ante cambios sutiles en los parametros
de permeacion no se detectd la presencia de diferencias. Se considera una alternativa
practica y rapida de tamizaje y monitoreo de la integridad de la membrana, pero que

idealmente podria ser complementada con otra técnica.

A pesar de que existe amplia informacion en la literatura sobre ensayos de permeacion
con mucosa bucal, este estudio demuestra que se deben estudiar y establecer las
variables asociadas a la implementacion de este tipo de ensayos en cada laboratorio de
investigacion, antes de desafiarlos con formulaciones desarrolladas, ya que aspectos

como la variabilidad del tejido biolégico, de las condiciones propias del método de
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permeacion y la implementacién de metodologias como las requeridas para evaluar la

integridad del tejido, van a incidir en la reproducibilidad de este tipo de estudios.

De acuerdo a los resultados presentados, el desarrollo de esta investigacion permitio
implementar un ensayo de permeacion bucal para el estudio de compuestos hidrdfilos,
con métodos de transporte a través de la mucosa similares a los que presenta la cafeina,

empleada en este estudio como molécula modelo.
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Recomendaciones

Evaluar el empleo de estudios complementarios a la técnica de TMWL para monitorear la
integridad de la mucosa bucal.

Desafiar el método implementado con otros farmacos de naturaleza hidrofila que
permitan concluir sobre la necesidad o no de emplear mas compuestos modelo en la

estandarizaciéon de este tipo de ensayos.

Establecer las condiciones requeridas para desafiar el método implementado en la
evaluaciéon de formulaciones farmacéuticas que contengan farmacos de naturaleza

hidrofilica, como la cafeina.

Realizar la implementacion de los ensayos de permeacion bucal in vitro con celdas de

Franz empleando compuestos modelo de naturaleza lip6fila.
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Anexo A: Datos asociados a la validacion de

la metodologia analitica.

e ENSAYOS PRELIMINARES DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

A continuacién, se presentan las condiciones preliminares que se evaluaron para elegir el
método cromatografico adecuado para el ensayo de permeacién, basandose en una

revision de bibliografia preliminar.

ENSAYO PRELIMINAR A
Fase movil: Buffer de fosfato: metanol (60:40)
Columna cromatografica: Kromasil® Cig, de 4.6 x 150 mm y 5 um de tamafio de
particula
Temperatura: 30°C
Flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 10 pL
Longitud de onda: 273 nm.
Método Rechazado por no cumplir con selectividad

Referencia bibliografica: Upendra et al.(22)

Figura A-1: Cromatogramas de cafeina y mucosa obtenido en ensayo preliminar A.

i Blanco matriz
Cafeina
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ENSAYO PRELIMINAR B
Fase movil: Methanol:0.057% H3PO4 (22:78)
Columna cromatogréfica: Kromasil® Cig, de 4.6 x 150 mm y 5 um de tamafio de
particula
Temperatura: 30°C
Flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 10 L
Longitud de onda: 273 nm
Método Rechazado por no cumplir con selectividad

Referencia bibliogréafica: Nicolazzo et al. (52)

Figura A-2: Cromatogramas de cafeina y mucosa obtenidos en ensayo preliminar B

I Cafeina Blanco matriz
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ENSAYO PRELIMINAR C
Fase movil: agua- acetonitrilo (80:20)
Columna cromatogréafica: Kromasil® Cig, de 4.6 x 150 mm y 5 um de tamafio de particula
Temperatura: 30°C
Flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 10 pL
Longitud de onda: 273 nm
Método aceptado por cumplir con idoneidad del sistema y caracteristicas de desempefio
(Ver Validacion de metodologia analitica)
Referencia bibliogréfica: Ventura et al.(67)

Figura A-3: Cromatogramas de cafeina y mucosa obtenidos en ensayo preliminar C

Cafeina | | Blanco Matriz

‘ 200004

sdio ] ‘ | 100 Jl '
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Las condiciones cromatograficas seleccionadas correspondieron al ensayo C, debido a
gue con el ensayo A y B, se presentaban interferencias en el tiempo de retencién de la
cafeina, ademas con el método elegido se presentaba un tiempo de corrida corto lo cual
era practico para el ensayo considerando que para el estudio de permeacion se debian
analizar un amplio nimero de muestras dado que cada perfil tenia nueve puntos de
muestreo y se debian hacer por triplicado; ademéas de estar compuesta la fase movil
principalmente por Agua, lo cual era conveniente para tener un uso Optimo de recursos

econémicos.

Tabla A-1: Datos para elaborar las curvas de calibracién de sistema y del método

NIVEL Concentracion  Areas sistema Areas método

(ug/mL)
05 15911 16236
1 15665 15418
16286 15791
25 72810 73021
2 70504 70317
69777 70414
143597 143695
3 5 144407 144703
144227 144634
294751 293191
4 10 290909 286802
290969 289413
714498 742001
5 25 746427 714732
728209 731541
50 1444920 1439968
6 1448927 1450824

1451219 1450813
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Tabla A-2: Datos para precision intermedia del sistema

ANALISTA A ANALISTA B
0.5 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 0.5 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL
15911 294751 1444920 16764 292408 1468773
DIA1 15665 290909 1448927 17143 309432 1452056
16286 290969 1451219 16162 291246 1445348
) 16295 291444 1448521 14171 291552 1466082
AREA DIA2 15190 290620 1464178 18289 292515 1454845
15279 311028 1464045 15694 294558 1457680
17146 286733 1421619 15780 289259 1459281
DIA 3 15038 286259 1466499 14767 282126 1424046
16138 291874 1440157 16263 291848 1435067
Promedio 15883.11  292731.89 1450009.44 16114.78  292771.56 1451464.22
Desv. Estandar 670.80 7331.40 14157.55 1230.55 7170.19 14503.56
C.V (%) 0.04 0.03 0.01 0.08 0.02 0.01
Tabla A-3: Datos para precision intermedia del método
ANALISTA A ANALISTA B
0.5pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 0.5 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL
16236 293191 1439968 14476 289698 1421677
DIA 1 15418 286802 1450824 14551 291019 1391516
15791 289413 1450813 14559 288335 1387776
) 15332 286214 1442403 15422 284319 1402528
AREA DIA 2 14453 285935 1482228 16473 286571 1396008
14219 284647 1437048 15535 284776 1408079
15901 289512 1438238 14981 294121 1439506
DIA3 15947 290329 1450037 14838 295201 1434977
15892 293883 1413708 14641 283937 1413357
Promedio 15465.4 288880.6 1445029.6 15052.8 288664.1 1410602.6
Desv. Estandar 698.393 3248.361 18025.021 655.268 4182.634 18471.833
C.V (%) 0.045 0.011 0.012 0.044 0.014 0.013
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Tabla A-4: Datos para elaborar las curvas de calibracion de sistema y del método a bajas

concentraciones

Concentracion Areas Areas
(ng/mL) sistema método
3126 3017
0.1 3220 3256
3026 3180
3288 3195
3168 3165
3116 3267
6325 6316
6275 6225
0.2 6152 6328
6311 6291
6388 6338
6316 6187
9325 9399
0.3 9301 9422
9363 9330
9473 9483
9311 9339
9474 9386
0.4 12665 12694
12601 12606
12532 12582
12596 12527
12695 12671

12646 12659
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Figura A-4:Curva de calibracion para linealidad del sistema a bajas concentraciones

Curva de calibracion a bajas concentraciones

en el sistema
14000

y=31476x-6.6667

R ]
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Figura A-5: Curva de calibracién para linealidad del método a bajas concentraciones
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Tabla A-5: Datos para elaborar las curvas de calibracién de sistema y del método a bajas

concentraciones

Ho t estimado t tabla Criterio
Intercepto a=0 -0.159 2.0739 No se rechaza Ho
Pendiente b=0 205.807 2.0739 Se rechaza Ho
Correlacién No existe 62.053 2.0739 Se rechaza Ho
correlacion
entre X-Y

Tabla A-6: Prueba t para evaluar linealidad del método a bajas concentraciones

Ho t estimado t tabla Criterio
Intercepto a=0 0.236 2.0739 No se rechaza Ho
Pendiente b=0 230.07 2.0739 Se rechaza Ho
Correlacién No existe 69.369 2.1199 Se rechaza Ho
correlacion
entre X-Y

Tabla A-7: ANOVA de la regresion lineal para el sistema a bajas concentraciones,

prueba de F
FUENTE DF SC CM Fo Ft
Regresion 1 297212130.1 297212130.1 42356.592 4.3

Error 22 154371.883 7016.904
experimental

Desvio de 2 33636.05 16818.025 2.786 3.49
linealidad
Error puro 20 120735.833 6036.791

Total 23 297366502
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Tabla A-8: ANOVA de la regresion lineal para el método a bajas concentraciones, prueba
de F.

FUENTE DF SC CM Fo Ft
Regresion 1 296576665 296576665  52932.643 4.3
Error 22 123263.95 5602.906818
experimental
Desvio de 2 28407.45 14203.725 2.995 3.49
linealidad
Error puro 20 94856.5 4742.825
Total 23 296699929

Tabla A-9: Test de Cochran para la evaluacién de la precision del sistema a bajas

concentraciones.

Concentracion (ug/mL)

0.1 0.2 0.3 0.4
3126 6325 9325 12665
Areas 3220 6275 9301 12601
3026 6152 9363 12532
3288 6311 9473 12596
3168 6388 9311 12695
3116 6316 9474 12646
Promedio 3157.333 6294.5 9374.5 12622.5

Desv.estandar 90.613 78.859 79.523 58.257
Varianza (SZ) 8210.667 6218.7 6323.9 3393.9
C.V (%) 2.87 1.253 0.848 0.462

Gexp 0.34
Gub 0.5895
RSDp 1.681
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Tabla A-10: Test de Cochran para la evaluacion de la precision en el método a bajas

concentraciones

Concentracién (ug/mL)

0.1 0.2 0.3 0.4

3017 6316 9399 12694

Areas 3256 6225 9422 12606

3180 6328 9330 12582

3195 6291 9483 12527

3165 6338 9339 12671

3267 6187 9386 12659
Promedio 15815 289802 1447201.67

Desv.estandar 409.528 3212.214 6264.541

Varianza (SZ) 167713 10318321 39244480.3

C.V (%) 2.589 1.108 0.4329

Gexp 0.426

Gtab 0.5895
RSDe 1.585

Exactitud a bajas concentraciones

Se calcul6 mediante comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion del

sistema y del método, obteniendo un 99.9% de recuperacion.
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Tabla A-11: Datos de estabilidad a corto plazo (Automuestreador)

SISTEMA Concentracion Ne de AREA CAFEINA
(kg/mL) réplica t1 (0h) t2 (6h) 13 (24h)
25 Réplica 1 708063 707051 707321
Réplica 2 716418 716344 716543
Réplica 3 710966 710848 710729
Promedio 711815.7 711414.3 711531
% inicial 100 99.94 99.96
% pérdida/ 0 -0.06 -0.04
ganancia
0.5 Réplica 1 15182 15179 15125
Réplica 2 15022 14566 14866
Réplica 3 14619 14936 14417
Promedio 14941 14893.66 14802.66
% inicial 100 99.68 99.07
Y%pérdida/ 0 -0.31 -0.92
. ganancia
METODO 25 Réplica 1 733671 731533 732426
Réplica 2 727288 727785 727792
Réplica 3 725195 723397 721255
Promedio 728718 727571.7 727157.7
% inicial 100 99.84 99.78
% pérdi‘daj 0 -0.16 -0.21
ganancia
0.5 Réplica 1 14371 14333 14258
Réplica 2 15557 15580 15411
Réplica 3 15500 15153 15069
Promedio 15142.66 15022 14912.66
% inicial 100 99.20 98.48
% pérdida/ 0 -0.80 -1.52

ganancia
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Tabla A-12: Datos de estabilidad de la cafeina a largo plazo

SISTEMA  Concentracion N° de réplica AREA CAFEINA
(kg/m) Semana 0 Semana 1l Semana 2 Semana 3
25 Réplica 1 736485 730078 729788 729586
Réplica 2 727217 724706 723745 723535
Réplica 3 725097 712370 712281 712763
Promedio 729599.67 722384.67 721938.00 721961.33
% inicial 100.00 99.01 98.03 97.06
% pérdida/ 0.00 -0.99 -1.97 -2.94
ganancia
0.5 Réplica 1 14565 14496 14478 14483
Réplica 2 16399 15991 15858 15786
Réplica 3 15549 15379 15278 15265
Promedio 15504.33 15288.67 15204.67 15178.00
% inicial 100.00 98.61 98.07 97.90
%pérdida/ 0.00 -1.39 -1.93 -2.10
ganancia
METODO 25 Réplica 1 703070 706310 705250 704971
Réplica 2 714729 710911 710034 710446
Réplica 3 713196 709389 708776 707492
Promedio 710331.67 708870.00 708020.00 707636.33
% inicial 100.00 99.79 99.67 99.62
% pérdida/ 0.00 -0.21 -0.33 -0.38
ganancia
0.5 Réplica 1 14561 14481 14226 14119
Réplica 2 16337 16243 16204 16165
Réplica 3 17961 17472 17297 17290
Promedio 16286.33 16065.33 15909.00 15858.00
% inicial 100.00 98.64 97.68 97.37
% pérdida/ 0.00 -1.36 -2.32 -2.63

ganancia
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Tabla A-13: Datos de la estabilidad durante el ensayo de permeacion bucal in vitro.

Concentracion N° de réplica AREA CAFEINA
(ug/mL) t1(0h) t2 (4 h)
25 Réplica 1 730867 734402
Réplica 2 723260 724224
Réplica 3 721767 718699
Promedio 725298 725775
% inicial 100 100.0657661
% pérdida/ 0 0.066
ganancia
0.5 Réplica 1 15997 15097
Réplica 2 14123 14946
Réplica 3 14540 15139
Promedio 14886.66667 15060.66667
Porcentaje inicial 100 101.17
Porcentaje de 0 1.17

pérdida/ganancia




125

Anexo B: Datos de la determinacidon de

pérdida de agua transmucosa

Tabla B-1: Pérdida de agua transmucosa (TMWL) en mucosas intactas y dafiadas.

MUCOSA TMWL MUCOSA TMWL MUCOSA
INTACTA (g/h/m?) DANADA
(g/h/m?)
1 47.94 58.40
2 49.07 59.32
3 52.69 56.10
4 48.50 53.80
5 38.76 50.93
6 51.42 51.58
7 48.95 59.96
8 47.90 53.54
9 52.10 52.79
10 40.00 53.16
11 43.53 51.87
12 43.20 51.22
13 47.03 67.90
14 47.07 61.37
15 47.36 63.21
Promedio 47.04 56.30

S 4.10 5.10




