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RESUMEN

EVALUACION DE UN MODELO IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA
PERMEABILIDAD DE LA MUCOSA ORAL PORCINA FRENTE A
CANDESARTAN.

Antecedentes: La cavidad oral se ha perfilado como un sitio adecuado
para la administracion de farmaco, por las ventajas sobre las rutas
convencionales. Por la escasa disponibilidad de tejido bucal humano, la
mucosa bucal porcina, se ha propuesto como un modelo in vitro para
estudios de permeabilidad de farmacos, debido su similitud en términos
histolégicos, morfolégicos y de permeabilidad con la mucosa bucal
humana, pero las diferencias con respecto a los protocolos de
preparacion, transporte y mantenimiento del tejido, llevaron a plantear la
necesidad de implementar en el laboratorio la mucosa bucal porcina como
modelo ex vivo para cuantificar la permeabilidad del candesartan,
medicamento antihipertensivo que muestra una baja biodisponibilidad
(15%) cuando es administrado a través de la via oral.

Objetivo: Evaluar un modelo in vitro para el estudio de la permeabilidad
de la mucosa oral porcina frente a candesartan

Materiales y métodos: Se evalud viabilidad a través del ensayo de MTT
(de unidades de absorbancia por mg de tejido, indice TR) e integridad
mediante el ensayo de FD-20 (URF), a diferentes tiempos de
experimentacion. Se evalué el paso de moléculas control como cafeina y
estradiol asi como la permeacion de candesartan a dos rangos de pH. Los
resultados fueron comparados con la prueba de Kruskal Wallis con post
hoc prueba de U Mann-Whitney con un nivel de significancia estadistica
del 5% (p< 0,05).

Resultados: La viabilidad de la mucosa a las 4h de experimentacion
(0,0478 + 0,0076) fue comparable al de la mucosa fresca (0,0471 +
0,0078) p>0.05, la integridad también se mantuvo a las 4h de
experimentacion. El Paap para cafeina fue de 6,2117 + 0,9557 x 10-6
cm/s, para estradiol los valores estuvieron por debajo del LOQ y para
candesartan se logro registrar una cinética de paso mayor en el rango de
pH fisiolégico, comparado en el pH acido

Conclusiones: Se determind que permeabilidad de la mucosa oral
porcina frente a candesartan cafeina y estradiol mostré un perfil diferencial
asociado a la naturaleza quimica de las moléculas, siendo en su orden
cafeina, candesartan y estradiol los mas permeables.

Palabras claves: mucosa oral porcina, viabilidad, Candesartan, cafeina,
estradiol, coeficiente de permeabilidad



ABSTRACT

EVALUATION OF AN IN VITRO MODEL FOR THE STUDY OF PORCINE
ORAL MUCOUS PERMEABILITY IN CONTACT WITH CANDESARTAN

Background: The oral cavity has been profiled as an adequate area for
the administration of drugs because it is has advantages over conventional
ways. The scarcity of available human oral tissue has led to the proposal
of porcine oral mucous as an in vitro model for drug permeability studies
because of its histological, morphological and permeability similarities.
However, differences regarding preparation, transport and tissue
maintenance protocols led to the laboratory implementation of said
mucous as an in vitro model for the permeability quantification of
candesartan, an anti-hypertension drug which displays low bio-disposition
(15%) when administered orally. Aim: to evaluate an in vitro model for the
study of porcine oral mucous permeability in contact with candesartan.
Material and methods: The viability was evaluated with the MTT trial
(absorption units per mg of tissue, TR index) and the integrity with FD-20
trial (URF) with differing running times. The flow of molecules such as
caffeine and oestradiol was assessed, as well as the permeability of
candesartan with two pH ranges. Results were compared with the Kruskal
Walllis test and post hoc with the U Mann-Whitney test presenting a
statistical significance level of 5% (p<0.05). Results: The viability after four
hours (0.0478 + 0.0076) was comparable to that of fresh mucous (0.0471
+ 0.0078) p=>0.05; integrity also remained after four hours of
experimentation. The Paap for caffeine was 6.2117 £ 0.9557 x 10-6 cm/s;
the values for oestradiol were below LoQ and candesartan registered a
greater kinetic flow in the physiological pH range compared to the acid pH.
Conclusions: porcine oral mucous permeability in contact with
candesartan, caffeine and oestradiol presented a differential profile
associated with the molecules’ chemical nature; the most permeable in
order were caffeine, candesartan and oestradiol.

Key words: porcine oral mucous, viability, candesartan, caffeine,
oestradiol, permeability coefficient.
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1. INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad del sistema cardiovascular que se manifiesta
principalmente como la presencia crénica de una presion arterial (PA) en reposo mayor a 140/90
mmHg (Malek, 2013). Dentro del tratamiento farmacolégico para esta patologia se destaca el
candesartan, que actia bloqueando los receptores de la angiotensina Il, sin embargo la
biodisponibilidad absoluta del candesartdn puede no superar el 15% (Husain et al., 2011). Esta
baja biodisponibilidad esta asociada a factores fisicoquimicos tales como la solubilidad,
permeabilidad y su perfil de disolucién, asi como a factores fisiolégicos tales como su baja

absorcion intestinal, el eflujo del farmaco y efecto de primer paso (Darwhekar et al., 2012).

Bajo este panorama, numerosos estudios en todo el mundo estan siendo encaminados al disefio
y desarrollo de nuevas formas farmacéuticas que puedan ser liberadas a través de rutas
diferentes a la oral y/o parenteral, con el fin de tener una mejor actividad terapéutica (Amores et
al. 2014). En este contexto, las rutas transepiteliales se han explorado como nuevas alternativas
para la administracion de farmacos y la mucosa oral se perfila como la mas conveniente y
accesible, (Giannola et al., 2008) porque es permeable, altamente vascularizada, (Aduba et al.,
2013; Squier and Kremer, 2001) muestra tiempos de recuperacion cortos después de la tensién

o dano (Shojaei, 1998) y evita los efectos del primer paso.

Un importante numero de formas farmacéuticas han sido desarrolladas y exploradas para facilitar
la liberacion de principios activos a través de la mucosa oral y para todas ellas los analisis de
permeabilidad, mucoadhesién y liberacion del farmaco, han sido indispensables y diferentes

modelos in vitro, ex vivo e in vivo han sido empleados para este fin (Squier, 1991).

Debido a la escasa disponibilidad de tejido bucal humano y las implicaciones éticas que conlleva
su empleo en la experimentacion cientifica, la mucosa bucal porcina (epitelio no queratinizado)
se ha propuesto como un modelo in vitro adecuado para pruebas de permeabilidad de farmacos,
debido su similitud en términos histolégicos, morfoldgicos y de permeabilidad con la mucosa bucal
humana (Nicolazzo et al., 2003) convirtiéndose en el modelo animal mas utilizado para estos

estudios.



Pruebas in vitro han demostrado a su vez, que la funcion de barrera de la mucosa se puede ver
afectada por la pérdida de integridad y viabilidad de la mucosa, lo que hace necesario y
fundamental emplear condiciones experimentales conlleven a la conservacion de estas dos
propiedades y asi obtener datos mas confiables y reproducibles en los ensayos de permeabilidad
(Rathbone et al., 1994).

Es importante mencionar, que al revisar la literatura son evidentes las diferencias con respecto a
los protocolos empleados para preparacion, transporte y mantenimiento del tejido, asi como las
estrategias empleadas para realizar los analisis de permeabilidad. Todas estas variaciones
llevaron a plantear la necesidad de implementar en el laboratorio la mucosa bucal porcina como

modelo ex vivo para cuantificar la permeabilidad del candesartan.



2. MARCO TEORICO

2.1. Hipertensién Arterial

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad del sistema cardiovascular que se manifiesta
principalmente como la presencia crénica de una presion arterial (PA) en reposo mayor a 140/90
mmHg (Malek, 2013). Se asocia con cambios estructurales y funcionales en érganos diana tales
como el corazén, cerebro, rifiones y vasos sanguineos, asi como con anomalias metabdlicas,

que aumentan el riesgo de eventos cardiovasculares fatales y no fatales (Cestario et al., 2018).

En el grupo de las enfermedades cardiovasculares (ECV), la HTA es el principal factor de riesgo
de muerte y enfermedad en todo el mundo (5,2 millones de muertes en paises desarrollados y
9,1 millones en paises en desarrollo) (Ahad et al., 2014). En América Latina, el 13% de las
muertes son atribuidas a la HTA y su prevalencia oscila entre el 21y 33% (Lopez-Jaramillo et al.,
2013). Para Colombia, no hay un estudio reciente de prevalencia, sin embargo varios reportes
coinciden en un valor cercano al 23%, siendo mayor en hombres (27,8%) y menor en mujeres
(19,1%) (Cardona-Arias et al., 2016; Sanchez et al., 2009). En cuanto a la tasa de mortalidad,
esta situé en 12,1 por cada 100.000 habitantes entre el 2005 y 2010 (Ministerio de Salud, 2017).

Varios factores de riesgo han sido relacionados con la apariciéon de esta enfermedad, entre estos
la edad, sexo, consumo de alcohol, tabaco y estilo de vida. Recientemente, la periodontitis se
reporté como otro factor de riesgo de la HTA y las evidencias sugieren que la relacion entre estas
patologias podria explicarse a través de dos vias, la primera indica que ambas comparten algunos
factores de riesgo que contribuyen a su progresion, la segunda sugiere que puede presentarse
una diseminacién de componentes inflamatorios e infecciosos desde las lesiones periodontales
hacia el torrente sanguineo, causando una disfuncién endotelial, cambios en la respuesta inmune
y alteraciones en el metabolismo de glucosa y lipidos (Leong et al., 2014; Martin-Cabezas et al.,
2016).

En cuanto a su manejo terapéutico, en clinica se han empleado 5 grupos de farmacos: i) diuréticos
tiazidicos, ii) bloqueadores de los canales de calcio, iii) inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, iv) betabloqueadores y v) bloqueadores de los receptores de la angiotensina Il

(Sanchez et al., 2009). Este ultimo grupo de farmacos bloquea el sistema renina-angiotensina,



mediante el antagonismo especifico del receptor de la angiotensina Il, una hormona vasoactiva
del sistema renina-angiotensina que juega un papel importante en la regulacién de la PA, en la
fisiopatologia de la HTA y del fallo cardiaco congestivo (Husain et al., 2011). El primer antagonista
del receptor de angiotensina Il descubierto, fue el losartan, luego aparecieron moléculas como el

valsartan, irbesartan, telmisartan, eprosartan y el candesartan.

2.2. Candesartan

El candesartan es un polvo cristalino derivado de los benzimidazoles, con formula molecular
C24H20NsO3 y un peso de 440,463 g/mol, figura 1. Es un farmaco de baja solubilidad y baja
permeabilidad y de acuerdo al sistema de clasificacién biofarmacéutica se ubica en el grupo IV
(Darwhekar et al., 2012). Su uso clinico mas significativo se centra en el tratamiento de la HTA
en todos los grados. El candesartan antagoniza la accién de la angiotensina Il bloqueando el
receptor de la angiotensina tipo 1 (Husain et al., 2011). La afinidad a este receptor, es 80 veces
mayor que la del losartan. Asi mismo, se ha demostrado que la eficacia del candesartan podria
ser mayor o al menos equivalente a la de muchos farmacos antihipertensivos usados en clinica

mejorando su solubilidad y permeabilidad (Darwhekar et al., 2012).

»—0
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Figura 1. Estructura quimica candesartan. Adaptado desde (PubChem)

Debido a los problemas de absorcién que tiene el farmaco, una serie de profarmacos en forma
de éster fueron sintetizados y el candesartan cilexetilo fue identificado como el compuesto con
mejor actividad farmacoldgica después de su administracion oral (Darwhekar et al., 2012), sin
embargo la biodisponibilidad absoluta del candesartan puede no superar el 15% (Husain et al.,
2011). Esta baja biodisponibilidad estd asociada a factores fisicoquimicos tales como la
solubilidad, permeabilidad y su perfil de disolucion, asi como a factores fisiolégicos tales como su

baja absorcion intestinal, el eflujo del farmaco y efecto de primer paso (Darwhekar et al., 2012).



2.3. Mucosa oral como ruta alternativa para la liberaciéon de farmacos

2.3.1.Consideraciones generales

Durante los ultimos afios, numerosos estudios en todo el mundo han centrado su atencion en el
disefio y desarrollo de nuevas tecnologias para la liberacién de farmacos a través de rutas
diferentes a la oral y/o parenteral, esto con el fin de aumentar su biodisponibilidad, obtener una
mejor actividad terapéutica, menos efectos adversos y una mejor adherencia del paciente al
tratamiento (Amores et al.,, 2014). Una de estas vias alternativas es la administracion
transmucosal oral de farmacos, la cual puede definirse como la administracion de agentes
farmacoldgicamente activos a través de la mucosa oral para conseguir efectos sistémicos (Sattar
et al., 2014).

La mucosa oral comparada con otras mucosas ha demostrado ser el sitio mas conveniente y de
mas facil acceso para la liberacién de agentes terapéuticos tanto de accion local como sistémico.
Sus caracteristicas ultra estructurales, la rapida recuperacion después de exposicion a estrés, su
baja actividad enzimatica y la abundante vascularizacion, favorece el acceso directo a la
circulacion sistémica, evita el efecto de primer paso y aumenta de la biodisponibilidad de un

amplio niumero de farmacos (Roblegg et al., 2012).

Dentro de la cavidad oral, la administracion de farmacos puede ser clasificada en tres categorias:
i) administracion sublingual, se realiza a través de las membranas mucosas que recubren el piso
de la boca y aplica para farmacos de accion sistémica; ii) administracion local, se suministran
farmacos a nivel periodontal y gingival para el tratamiento local de las ulceras, infecciones
bacterianas, fungicas y enfermedad periodontal; iii) administracion bucal, se efectua a través de
las membranas mucosas que recubren las mejillas, el area entre las encias y los labios superior

e inferior y aplica para farmacos de accion local o sistémico (Bind et al., 2013).

Las mucosas en las diferentes regiones de la cavidad oral varian en propiedades fisiolégicas,
grados de queratinizacion, espesor y area superficial para administrar farmacos (Xia et al., 2015).
La regidén bucal, objeto de estudio de este trabajo, es una de las que posee mayor flujo sanguineo
y area superficial para la administracion de farmacos, le siguen la region sublingual, gingival y
palatina, las cuales comparten algunas propiedades entre si (Xia et al., 2015). La region
sublingual es la mas ampliamente explorada para administrar farmacos, sin embargo, se prefiere
para formulaciones de liberacion inmediata y no se recomienda para sistemas de liberacion

sostenida.



La anatomia de la mucosa bucal, su perfil de permeabilidad y la habilidad para retener un sistema
de liberacién por un mayor lapso de tiempo, favorece una liberacion de farmacos sostenida y de
mas larga duracion (Harris and Robinson, 1992). En comparacién con otros tejidos de la cavidad
oral, la mucosa bucal es la mas tolerante a los alérgenos potenciales y tiene una menor tendencia
a danos irreversibles. Ademas, es un tejido bien vascularizado, relativamente inmovil y tiene una

actividad enzimatica relativamente baja (Giannola et al., 2008).

Dentro las limitaciones, se ha reportado que una vez colocado el farmaco en el sitio de absorcion,
se restringen actividades como comer y beber por algunos minutos y existe la posibilidad de que
el paciente pueda tragar el farmaco y perder su accién por el contacto con la saliva,
adicionalmente farmacos que son inestables al pH bucal, que irritan la mucosa o tienen un sabor
amargo o un olor desagradable no se pueden administrar por esta via (Bobade et al., 2013).

2.3.2.Consideraciones fisiolégicas y anatomicas

La mucosa oral ésta compuesta por dos capas de tejidos diferentes: tejido epitelial, de origen
ectodérmico, cuya funcion ésta dirigida a proteger tejidos y érganos del trauma mecanico y
quimico y el tejido conectivo, de origen mesenquimal, que consta de pocas células y de una
extensa matriz, la cual proporciona soporte mecanico y nutrientes al epitelio. Los dos tejidos estan

unidos a través de la lamina basal, figura 2 (Squier and Kremer, 2001).

Tejido Epitelial

%— Lamina Basal

2 | Tejido Conectivo

El tejido epitelial es escamoso estratificado, el cual sera queratinizado o no queratinizado,
dependiendo de la ubicacién anatémica y de su funcién en la cavidad oral. La mucosa

masticatoria que tapiza el paladar y las encias las cuales son regiones sometidas a fuerzas



mecanicas como la masticacién, presentan un epitelio queratinizado y constituyen el 25% de la
totalidad de la mucosa oral; un 60% ésta compuesta por mucosa de revestimiento, de la que
hacen parte el piso de la boca, la regidn bucal y labial sitios que requieren mayor flexibilidad para
llevar a cabo el proceso masticacién, deglucién y fonacién y que se encuentran tapizadas por un
epitelio no queratinizado. La lengua esta revestida por una mucosa especializada, debido a que
alli estan contenidos los botones gustativos y corresponde al 15% restante, figura 3 (Squier and
Kremer, 2001).
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El tejido conectivo esta compuesto por la lamina propia, que es un tejido conectivo laxo,
hidratado compuesto de fibras de colageno, musculo liso y capilares y no muestra ningun efecto
significativo sobre la permeacion de farmacos (Campisi et al., 2010). La submucosa, esta formada
por tejido conectivo mas denso con algunas glandulas salivales accesorias rodeadas por las
células mioepiteliales (Hooda et al., 2012; Pather et al., 2008; Shojaei, 1998; Squier, 1991).
Adicionalmente, las regiones queratinizadas y no queratinizadas de la cavidad oral difieren entre

si en términos de composicion de lipidos, espesor y perfil de permeabilidad (Hooda et al., 2012).

En la tabla 1, se resumen estas y otras caracteristicas de la cavidad oral.



Tabla 1. Caracteristicas fisiolégicas de la cavidad oral.

Flujo Superficie
Grado d Sanguineo de Eszelsor Perfil d
Region Q raco ce (mL/min/ absorcién el erit’ ce pH
ueratinizacion 100 " epitelio | Permeabilidad
g de de farmacos (um)
tejido) (cm?) M
Bucal No 22,78 50,2 500-800 Intermedio 6,3
Queratinizada
Sublingual No 12,23 13,3 100-200 Alto 6,5
Queratinizada
Gingival Queratinizada 19,54 46,6 100-200 Bajo 6,8

La Informacion en la tabla fue adaptada desde de (Sattar et al., 2014; Xia et al., 2015)

2.3.3.Consideraciones sobre funcion barrera de la mucosa oral

La funcién barrera de la mucosa oral es la responsable de evitar que materiales exdégenos y
endogenos entren al cuerpo a través de la mucosa oral, ademas es quién impide la pérdida de
fluidos de los tejidos subyacentes hacia el medio externo. En el contexto de la absorcion de
farmacos, es quien genera la resistencia al movimiento de los farmacos a través del epitelio bucal
(Kulkarni et al., 2009a; Sankar et al., 2011)

La naturaleza de esta barrera pude ser metabdlica o fisicoquimica, la barrera metabdlica se refiere
a la influencia que puede tener la actividad enzimatica de la cavidad oral sobre el transito de
xenobidticos a través del epitelio. Cabe senalar que, aunque el metabolismo oxidativo en la
cavidad oral es limitado (Vondracek et al 2001), enzimas como las aminopeptidasas,
carboxipeptidasas, dehidrogenasas y eterasas presentes en las membranas mucosales pueden
causar la biotransformacion de moléculas administradas a través de la cavidad oral y limitar su

paso a traves del epitelio (Kolli & Pather 2015).

La barrera fisicoquimica esta determinada principalmente por la presencia de un material derivado
de los granulos de recubrimiento de membrana “membrane-coating granules” (MCGs), cuyo
contenido se descarga en los espacios intercelulares del tercio superior del epitelio (Hooda et al.,
2012; Morantes et al., 2018; Pather et al., 2008; Shojaei, 1998; Squier, 1991). Los MCGs del
epitelio queratinizado se componen de lipidos laminares e incluyen esfingomielina,
glucosilceramidas, ceramidas y otros lipidos no polares, mientras que en el epitelio no
queratinizado, los MCGs son no laminares y los principales componentes lipidicos son ésteres

de colesterol y glicoesfingolipidos (Hooda et al., 2012; Morantes et al., 2018; Pather et al., 2008;



Shojaei, 1998; Squier, 1991). Cabe sefialar que esta diferencia en la naturaleza quimica de los
lipidos contribuye a las diferencias en la permeabilidad observada entre estos tejidos, figura 4.
(Nicolazzo et al., 2005).
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Ademas de los lipidos intercelulares de la mucosa oral, existen otras barreras que pueden reducir
su permeabilidad (Nicolazzo and C.Finnin, 2008). La lamina basal por ejemplo, tiene
aproximadamente de 1-2 mm de espesor, lo cual podria contribuir con la funcién de barrera de la
mucosa oral (Hooda et al., 2012; Pather et al., 2008; Shojaei, 1998; Squier, 1991), aunque se ha
demostrado que la mayor resistencia esta dada en las capas superficiales del epitelio (Nicolazzo
and C.Finnin, 2008).

La saliva, podria también ejercer algun tipo de barrera sobre la mucosa oral, aunque ésta puede
verse afectada en cantidad y composicidon entre los individuos debido patologias, farmacos
utilizados para el control de las mismas y el momento del dia en la que es evaluada (Nicolazzo
and C.Finnin, 2008). El volumen total de secrecion salival diaria oscila entre 0,5-2,0 L, sin

embargo, el volumen constante de saliva es de aproximadamente 1,1 L (Sudhakar et al., 2006).



Por otro lado, la saliva mantiene el entorno fisiolégico de la cavidad oral en un equilibrio constante
debido al pH, volumen de liquido y sus componentes. Es producida por las glandulas salivales,
las glandulas salivales mayores producen la mayor cantidad de agua, mientras que las glandulas
salivales menores producen saliva viscosa (Morantes et al., 2018; Narang and Sharma, 2011;
Rathbone et al., 1994; Sudhakar et al., 2006).

Adicionalmente, la saliva forma sobre la mucosa bucal una "pelicula salival" cuyo espesor puede
variar entre 70 a 100 micras, (Nicolazzo and C.Finnin, 2008) la cual desempefia un papel
importante como barrera para el transporte de compuestos hidréfilos (Morantes et al., 2018;
Narang and Sharma, 2011; Rathbone et al., 1994)

El moco es una sustancia fundamental que rodea las células epiteliales de la mucosa oral y tiene
un grosor que varia entre 40 a 300 ym. Actua como lubricante permitiendo cierto movimiento
entre célula y célula. Esta compuesto por agua, proteinas, carbohidratos y glicoproteinas como
la mucina (1-5%), se organiza formando una red tridimensional que le confiere cierta barrera a la
mucosa (Morantes et al., 2018; Pather et al., 2008; Shojaei, 1998; Sudhakar et al., 2006; Wertz
and Squier, 1991).

2.3.4.Rutas de transporte de farmacos a través de la mucosa oral

El mecanismo de permeacion para un compuesto en particular, depende de sus propiedades
fisicas y quimicas. La masa molar, hidrofilicidad, lipofilia y polaridad determinan la ruta de
transporte a través de la mucosa oral. Teniendo en cuenta esto y la funcién barrera que ejerce la
mucosa oral frente agentes exdgenos, es posible distinguir tres mecanismos de permeacion (i)
difusion pasiva, ii) transporte mediado por portadores (iii) endocitosis (Fonseca-Santos and
Chorilli, 2018; Sankar et al., 2011).

La difusion pasiva es la forma mayoritaria en la que los farmacos o compuestos se absorben a
través de la mucosa oral e incluye la ruta paracelular (entre las células), la cual actta como
principal barrera a la permeacion de compuestos lipofilicos y favorece el transporte de
compuestos hidrofilicos; y la ruta transcelular (a través de las células) la cual actua como barrera
principal para el transporte compuestos hidrofilos y favorece el de compuestos hidrofébicos, figura
5, (Campisi et al., 2010; Morantes et al., 2018; Sankar et al., 2011; Sudhakar et al., 2006; Wertz
and Squier, 1991)
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Un numero mas reducido de compuestos permean la mucosa oral por la via de transporte
mediada por portadores, moléculas como la glucosa, la vitamina C, acido nicotinico, nicotinamida,
aminoacidos y farmacos como el cefadroxil, ciprofloxacina y antihipertensivos como el captopril,

lisinopril y el enalapril, difunden a través del epitelio por este mecanismo (Pather, 2015).

La endocitosis es un mecanismo que juega un papel menos importante para la absorcion de
farmacos en la cavidad oral, sin embargo, puede ser trascendental para el transporte de farmacos

de origen biotecnolégico y/o transporte de macromoléculas (Castro et al., 2016).

2.4. Consideraciones generales sobre permeabilidad

La permeabilidad se refiere a la propiedad de una barrera para permitir el paso de diferentes
moléculas, la cual puede alterarse tanto por exceso del paso como por defecto (Sankar et al.,
2011). La entrada de un farmaco a un tejido es llamada permeacién o penetracion, mientras que
la absorcion hace referencia al movimiento de moléculas a través de una barrera biolégica desde
el sitio de administraciéon hacia el torrente sanguineo (Bermejo and Gonzalez-Alvarez, 2009). La
tasa y cantidad de farmaco que se absorbe a través una barrera pueden ser influenciadas por la
permeabilidad, asi como por las propiedades fisicoquimicas del farmaco y factores ambientales

propios del sitio de absorcién (Pather, 2015).

El fendbmeno de transporte de farmacos a través de una membrana semipermeable esta

determinado por las leyes de Fick. La primera ley de Fick describe que el flujo va desde una
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region de alta concentracién a una region de baja concentracion con una magnitud que es
proporcional al gradiente de concentracién. La segunda ley predice la forma en que la difusion
causa que la concentracion cambie con el tiempo. De acuerdo con estos principios cuando un
farmaco o sustrato alcanza una concentracion equivalente o similar a ambos lados de una

membrana semipermeable se interrumpe el transporte neto (Brodin et al., 2010).

La difusion de un farmaco a través de una barrera puede explicarse teniendo en cuenta
parametros como el coeficiente de difusion, flujo, tiempo de latencia y coeficiente de

permeabilidad los cuales seran descritos a continuacion.

El coeficiente de difusion (D) es una constante que relaciona las propiedades de una molécula
dada en un solvente dado. Este coeficiente depende del tamafio de la molécula y viscosidad del

solvente y se incrementa con la lipofilicidad del compuesto o se disminuye con su peso molecular.

El flujo (J) define la cantidad de farmaco que difunde a través de un area en una unidad de tiempo,
puede ser expresado como una unidad de masal/area/tiempo o unidades de
radioactividad/area/tiempo, por ejemplo: mol/cm?/ min; pg/cm? min o cpm/cm?/ min, y puede ser

calculado empleando la ecuacion E.1.

Ecuacion E.1.

m
J=

Donde | es el flujo del compuesto, (m) representa la cantidad de compuesto moviéndose a través

de una barrera, en un area (A) y tiempo determinado (t) (Brodin et al., 2010).

El coeficiente de permeabilidad (Papp), describe la tasa de permeacion de una especie molecular
por unidad de concentracion, es expresado en distancia/tiempo (cm/s; cm/h). Puede ser calculado
desde la pendiente de la region lineal de una curva que representa la concentracion del farmaco

frente al tiempo de muestro empleando la ecuacion E.2. (Volpe 2008)

Ecuacién E.2.
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PO = (S ()
dt AxCo

Donde Papp €s el coeficiente de permeabilidad aparente; dCr/dt es la pendiente de la grafica de
la concentracion acumulada en la camara receptora versus tiempo; Vr es el volumen de la camara
receptora; A area de la mucosa disponible para la permeacion y Co es la concentracion de la

camara donadora (Castro et al., 2016)

2.5. Modelos para evaluar permeabilidad de farmacos

La permeabilidad de compuestos a través de la mucosa oral puede ser evaluada a través de
modelos in vivo, in vitro, ex vivo e in situ. Los modelos in vivo se emplean en estudios de
biodisponibilidad de farmacos. Los modelos in vitro, ex vivo e in situ estan direccionados hacia la
evaluaciéon de mecanismos de transporte y el uso de potenciadores quimicos para mejorar la

permeabilidad de la mucosa bucal (Nicolazzo and C.Finnin, 2008).

Debido a la escasa disponibilidad de tejido bucal humano y las implicaciones éticas que conlleva
su empleo en este tipo experimentaciéon, se ha optado por emplear mucosa bucal de conejos,
perros, monos, hamsteres y cerdos (Squier & Kremer, 2001). Sin embargo, la mucosa bucal
porcina por su similitud a la mucosa bucal humana en estructura, morfologia y funcién barrera se
ha sugerido como el modelo “gold estandar” en estudios de permeacion y absorcion de farmacos
in vitro (Nicolazzo et al., 2003; Kulkarni et al., 2009).

En la tabla 2, se compara la estructura, espesor y permeabilidad del epitelio de deferentes

modelos animales.

Tabla 2. Comparacion de la mucosa bucal de diferentes mamiferos

Espesor de la membrana Permeabilidad para agua

Modelo Estructura del tejido . tritiada (x10” cm/min)
+
bucal (um)(mediatDS) (mediaDS)
Humana No-queratinizada 580+90 5791122
Perro No-queratinizada 126+20 1045+37
Hamster Queratinizada 115.3x11.5 No disponible
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Cerdo No-queratinizada 7721150 634160

Conejo Parcial/ Queratinizada 600 No disponible
Rata Queratinizada No disponible No disponible
Mono No-queratinizada 27150 1025154

Tomado de (Patel et al., 2012).

La absorcion a través de la mucosa oral ha sido estudiada para una amplia gama de moléculas
con actividad farmacologica. Tanto modelos in vitro como modelos in vivo han sido empleados
con este fin. Los estudios in vivo descritos en la literatura implican la aplicacion del farmaco como
una solucién, gel o dispositivo sobre la mucosa bucal del cerdo seguido de toma de muestras de
plasma. Los estudios in vitro implican el montaje del tejido bucal porcino en camaras de ussing,
celdas de franz o dispositivos de difusién similar que se encuentran comercialmente disponibles
(Kulkarni et al., 2009b, 2010a; Nielsen and Rassing, 2002; Patel et al., 2012; Sattar et al., 2014).

2.5.1. Celdas de Franz

Las celdas de Franz, son los dispositivos mas utilizados para evaluar la permeabilidad in vitro
transepitelial y/o transmucosal, estan compuestas por dos cédmaras, una donadora y otra
aceptora, separadas por una membrana de origen animal, humana o sintética que permite evaluar
la difusion de moléculas biolégicamente activas de una céamara a otra, figura 6. En el
compartimento superior se adiciona una solucién o dispersion que contiene el compuesto activo
y en el inferior se toman las muestras que difunden a través de la barrera o membrana utilizada,
posteriormente estas son cuantificadas mediante técnicas analiticas. Cabe sefalar que entre los
parametros que influyen en la difusién de cualquier compuesto, estan la temperatura, la velocidad
de agitacion, el medio del compartimento receptor, el tipo y naturaleza de la membrana empleada

en el ensayo (Baena et al., 2011; Kulkarni et al., 2010a; Ng et al., 2010).
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2.5.2.Moléculas control de permeabilidad

Para evaluar la permeabilidad de la mucosa bucal in vitro se han propuesto dos compuestos
modelo con diferentes propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, diferentes rutas de transporte.
La cafeina (CAF) se eligi6 como un marcador hidréfilo y el estradiol (E2) como marcador lipofilico
(Nicolazzo et al., 2004).

Cafeina

La cafeina (CAF) es un alcaloide del grupo de las xantinas, que pertenece a la familia de las
metilxantinas, que también incluye los compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica
similar y con equivalentes efectos en el organismo. Su férmula quimica es CsH1oN4O>, con una
masa molecular de 194,19 g/mol (Albarracin et al.,, 2018) y un punto de fusion de 237°C
(PubChem). Debido a su naturaleza hidrofilica, CAF permearia preferentemente a través de la

ruta paracelular, figura 7 (Nicolazzo et al., 2004).
T
< ‘ N
N CH
H C/ 3
3 O
Figura 7. Estructura de la cafeina. (Perera et al., 2010)
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2.5.3.Estradiol

Contrario a la Cafeina, el estradiol (E2) ha sido considerado como una molécula control de menor
paso a través de la mucosa oral y probablemente permearia a través de los dominios lipidicos del
epitelio (Nicolazzo et al., 2004). Su férmula quimica es C1sH240, tiene caracteristicas no polares,
lo que lo hace insoluble en el agua y muy soluble en éter y etanol. Entre sus propiedades fisicas
mas relevantes se encuentra su peso molecular de 272.38 g/mol, su estado fisico que es sdlido
en forma de cristal, su color es blanco-marfil y presenta un punto de fusién de 175-180°C, figura
8 (Havlikova et al., 2006; PubChem).

OH
CH
P
H
..-'::.:H /E[x“ z
QOEK
HO™ X

Figura 8. Estructura Quimica del Estradiol. (Havlikova et al., 2006)

2.6. Consideraciones sobre la integridad y viabilidad de la mucosa oral porcina

2.6.1.Evaluacioén de la integridad de la mucosa oral porcina

Se ha descrito que previo a cualquier estudio de difusion de farmacos es necesario garantizar
que la mucosa empleada este intacta, esto con el fin de asegurar que los perfiles de permeabilidad
obtenidos no sean consecuencia de una mucosa comprometida. Actualmente, los dafios o
pérdidas de integridad de la mucosa pueden ser detectados con el uso de marcadores. Uno de
los mas ampliamente usados es el dextrano de alto peso molecular marcado con isotiocianato de
fluoresceina -FITC (FD-20), para el cual se ha demostrado que solo difunde a través de la mucosa
bucal porcina cuando la integridad del tejido esta comprometida (Kulkarni et al., 2010b; Nicolazzo
and C.Finnin, 2008; Nicolazzo et al., 2003)

El empleo de FD-20 como marcador de integridad esta soportado en un estudio publicado por

(Hoogstraate et al., 1994), en donde se evalua la permeabilidad de la mucosa bucal porcina frente
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a dextrano de diferentes pesos moleculares. En este estudio se demuestra que solo dextranos
con un peso molecular menor a 20 kDa permean el epitelio de la mucosa bucal (Hoogstraate et
al.,, 1994). Investigaciones mas recientes sugieren que la deteccion de mas del 0,1% de este
marcador en la camara receptora de una celda de Franz, después de 4h de experimentacion, es

un indicativo de pérdida de integridad tisular (Kulkarni et al., 2010a).

Otros autores refieren el empleo de marcadores no absorbibles tales como el rojo fenol, el manitol,
inulina, PEG y amairillo lucifer para realizar estudios de integridad tisular, sin embargo, pueden
ser mas costosos y requieren mayores precauciones para su empleo (Pather, 2015). Otra técnica
que se usa con menor frecuencia es el analisis de pérdida de agua transmucosa (TMWL), un
parametro que mide la cantidad de agua que pasa desde las capa mas externas de la mucosa

hacia la atmosfera por procesos de evaporacion y/o difusién (Amores et al., 2014).

2.6.2.Evaluacion de la viabilidad de la mucosa oral porcina

Esta ampliamente demostrado que la habilidad que tiene un epitelio para formar una barrera
efectiva esta influenciada por la conservacion de su viabilidad; si la viabilidad se reduce la funcién
barrera se ve comprometida (Erickson-DiRenzo et al., 2016). Diferentes estrategias han sido
implementadas con el fin de garantizar la viabilidad de la mucosa antes y durante los ensayos de
permeacion. La eleccion del medio de transporte, el método de separacién del epitelio, los limites
del uso de tejidos en condiciones experimentales in vitro y en general las condiciones de manejo
y procesamiento de las mucosas han sido determinantes para garantizar la viabilidad del tejido
(Kulkarni et al., 2010b; Nicolazzo et al., 2003).

(Kulkarni et al., 2010) ha demostrado que el medio de transporte de las mucosas porcinas
condiciona el rango de tiempo en él se mantienen viables las muestras, las cuales al ser
transportadas en PBS permanecen viables por un periodo de 4 h después del sacrificio, mientras
que cuando son transportadas KBR la viabilidad puede mantenerse hasta por 6 h (Shojaei et al.,
2001)

Dentro de las pruebas mas usadas para evaluar la viabilidad de las mucosas esta el ensayo de
reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), una sal
de color amarrillo soluble en agua que es transformada por las reductasas mitocondriales a un

compuesto coloreado de color azul llamado formazan el cual es insoluble y requiere ser liberado
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desde el citoplasma de las células a través de una disgregacion mecanica del tejido y adicion de

DMSO para disolver los cristales. (Mossman, 1983).

Este método ha sido muy utilizado para medir de manera indirecta la supervivencia y proliferacion
celular (Mossman, 1983), esto debido a que ha mostrado ser una prueba facil, fiable, sensible y
reproducible que se puede realizar rutinariamente en la mayoria de los laboratorios (Imbert &
Cullander, 1997)

2.6.3.Evaluacion de la viabilidad e integridad a través de histologia

La evaluacion histoldgica de las mucosas porcinas permite confirmar que tan viable e integra se

encuentra la mucosa, posterior a los estudios de permeabilidad.

Dentro de los criterios que pueden evaluarse a nivel histolégico se destacan: el espesor del
epitelio, la morfologia celular, la presencia o ausencia de nucleos picnéticos y conservacién de la
membrana basal (Moharamzadeh, K., Franklin, K. L., Smith, L. E., Brook, I. M., & van Noort, 2014)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los farmacos antihipertensivos en su mayoria se administran a la circulacién sistémica por via
oral convencional, pero su absorcién puede verse afectada por el entorno gastrointestinal (Joseph
A. & Barrie C. 2008), donde el farmaco es sometido a grandes cambios de pH, debe resistir la
accioén de las enzimas que digieren los alimentos, asi como el metabolismo de la microflora propia

de éste lugar (Hooda et al. 2012).

Otro problema de la administracion de farmacos por via oral son los extensos procesos de
degradacion presistémicos en el intestino y / o el higado, dando lugar a la absorcién inadecuada
o erratica y baja biodisponibilidad (Hooda et al. 2012; Giannola et al. 2008). La via parenteral ha
logrado superar estos inconvenientes, pero no puede conseguir el mantenimiento de los niveles
de farmaco adecuadas durante el tiempo que se necesita, lo que conlleva a altos costos y pobre

cumplimiento del paciente, especialmente en terapias a largo plazo (Giannola et al. 2008).

Se estima que el 25% de la poblacion tiene dificultades para tomar los comprimidos y capsulas
y, por tanto, no hay toma de los medicamentos segun lo prescrito por su médico, lo que conduce
a una terapia ineficaz (Hooda et al. 2012). Esta dificultad se experimenta especialmente en
pacientes pediatricos y geriatricos (Squier & Kremer 2001), en estos casos, la administracién de
farmacos se prefiere a través de otras rutas entre las que se prefiere la mucosa oral (Hooda et
al. 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior el sector académico y la industria farmacéutica durante los ultimos
afnos han centrado su interés en el disefio y formulacién de formas farmacéuticas que puedan ser
administradas a través de la mucosa oral, de forma paralela se han desarrollado modelos in vivo,

ex vivo e in vitro para evaluar la funcionalidad de estas formulaciones.

El grupo UIBO de la Universidad El Bosque actualmente trabaja en el disefio y formulaciéon de un
hidrogel como sistema innovador para administrar candesartan a través de la mucosa oral, sin
embargo no se cuenta con un modelo para evaluar su funcionalidad y se desconoce el fendmeno

de difusion del candesartan libre a través de esta barrera.

Esta limitante despertd la necesidad de trabajar en la busqueda, seleccidon e implementacion de
un modelo ex vivo que pudiera ser usado para este fin. En este contexto este trabajo se enfocé

en: i) la implementacion del modelo ex vivo para realizar los ensayos de difusién de farmacos; ii)
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la evaluacion del fendmeno de difusion de los controles cafeina, estradiol y candesartan libre a

través de la mucosa oral.
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4. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afios numerosos estudios en todo el mundo han centrado su atencién en el
disefio y desarrollo de nuevas tecnologias para la liberacion de farmacos a través de rutas
diferentes a la oral y/o parenteral, esto con el fin de obtener una mejor actividad terapéutica,

menos efectos adversos y una mejor adherencia del paciente al tratamiento (Amores et al. 2014).

En el proceso, la cavidad oral se ha perfilado como un sitio adecuado para la administracion de
farmacos (Amores et al. 2014), y en especial para aquellos usados para el tratamiento de
enfermedades crénicas (De Caro et al. 2009). La cavidad oral como via de administracion tiene
varias ventajas: los medicamentos administrados por esta via evaden los efectos del metabolismo
del primer paso, evitan la eliminacién dentro del tracto gastrointestinal y pueden mejorar su
absorcion (Shojaei 1998).

Por otro lado, la mucosa oral es particularmente deseable durante una situacion de emergencia
en donde se requiere una rapida respuesta clinica. También ha sido importante para la
administracion de farmacos en aquellos pacientes en estados de inconsciencia o con problemas
de deglucion. En comparacién con la administracion parenteral, la administracion via mucosa oral
es relativamente simple, no invasiva y evita los riesgos de infecciones o lesiones asociadas a la

via parenteral (Lam et al. 2014; Sattar et al. 2014).

Un importante numero de formas farmacéuticas han sido desarrolladas y exploradas para facilitar
la liberacién de principios activos a través de la mucosa oral, para todas ellas los analisis de
permeabilidad, mucoadhesién y liberacion del farmaco, han sido indispensables y diferentes

modelos in vivo e in vitro y ex vivo han sido empleados con este fin (Squier 1991).

Dentro de los modelos ex vivo mas usados para estudios de permeabilidad, se destaca el empleo
de camaras de difusion de Franz, un sistema que permite determinar la cantidad y velocidad con
la que un farmaco difunde a través de una barrera de origen sintético o animal.(Kulkarni et al.
2010) (Baena et al. 2011) Entre las barreras de origen animal, la mucosa bucal porcina es una
de las mas empleadas, debido a su relativa similitud a la mucosa humana, por consideraciones

éticas y por el bajo costo que tiene su adquisicion (Squier 1991).

Es importante mencionar, que al revisar la literatura son evidentes las diferencias con respecto a

los protocolos empleados para preparacion, transporte y mantenimiento del tejido, asi como las
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estrategias empleadas para realizar los analisis de permeabilidad. Todas estas variaciones y la
necesidad de implementar en el laboratorio la mucosa bucal porcina como modelo ex vivo para
cuantificar la permeabilidad del candesartan libre y en hidrogel, soportan la ejecucion de este

trabajo.
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5. SITUACION ACTUAL

El primer registro sobre administracion de farmacos a través de la mucosa oral, es atribuido al Dr.
William Murrell, quien reportd los beneficios clinicos de la administracion sublingual de
nitroglicerina para el manejo de los pacientes que padecen angina de pecho (Sattar et al. 2014).
Por otro lado, Beckett y Triggs en 1967, demostraron de forma concluyente que algunos farmacos
que son administrados por la via peroral, también pueden absorberse a través de la mucosa oral
(Sattar et al. 2014).

En los ultimos afios el numero de moléculas administradas a través de la mucosa oral se ha
ampliado, farmacos como la asenapina, buprenorfina, extractos de cannabis, el fentanilo,
midazolam, naltrexona, proclorperazina, la selegilina, zolpidem entre otras, han sido
administrados por esta ruta (Sattar et al. 2014). En cuanto al desarrollo de formas de dosificacién
bucal se pueden mencionar, pastas de dientes, enjuagues bucales, pastillas, geles, pomadas,
microparticulas, chicles, parches, tabletas y algunas formas farmacéuticas especializadas como

son los hidrogeles (Priya et al. 2006).

Investigaciones recientes sobre polimeros, han permitido desarrollar sistemas de liberacion bucal
capaces de mantener una liberacién constante del farmaco en la circulacion sistémica, evitando
picos transitorios en la concentracion de farmaco, propios de las dosis multiples diarias, y
disminuyendo los riesgos de efectos secundarios. La difusion eficaz y prolongada del farmaco en
estos sistemas de liberacion, solo se hace posible si se establece un estrecho contacto con la
mucosa, de esta manera se genera una alta concentracion y se favorece un alto flujo de farmaco

a través de esta barrera (De Caro et al. 2009).

Para el candesartan, se han publicado algunas aproximaciones con las que se ha buscado
mejorar su biodisponibilidad a través de su liberacién via mucosa oral (Ashok et al. 2011) y via
transdérmica (Ertel 2011), sin embargo solo se ha estudiado el profarmaco. Este trabajo

constituye el primer estudio de difusidon de candesartan a través de mucosa oral.

La mucosa bucal porcina ha sido empleada como modelo in vitro para la evaluacion de la cinética
de permeacion de un amplio numero de moléculas con diferente actividad farmacoldgica y
naturaleza quimica, en varios de estos estudios, se emplea la cafeina y estradiol como moléculas
control (Caro et al., 2008; Diaz et al., 2005; Thakur et al., 2007; Sutariya et al., 2005; Patel et al.,
2011; Kokate et al., 2008).

Joseph A. Nicolazzo, es uno de los pioneros en la investigacion en mucosa bucal porcina. Su

primer trabajo fue publicado en el 2003, en donde establece las condiciones experimentales para
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evaluar el coeficiente de permeabilidad para cafeina (Nicolazzo et al., 2003). En este mismo afio
Nicolazzo y colaboradores evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de SDS sobre el
fendmeno de difusion para este compuesto (Nicolazzo et al., 2003). En el 2004 y 2007, otros
trabajos muestran el efecto de diferentes potenciadores (Nicolazzo et al., 2004; Thakur et al.,
2007).

Entre otros estudios en los que se han empleado modelos in vitro de mucosa oral porcina se
destaca el de Kulkarni y colaboradores en 2008, quienes evaluaron la contribucién del epitelio y
el tejido conectivo sobre la permeabilidad de moléculas control y a su vez realizaron pruebas de
viabilidad e integridad de las mucosas usadas en estos ensayos; en el 2009, evaluaron cémo
factores biolégicos y las condiciones experimentales influyen en coeficiente de permeabilidad (U.
Kulkarni et al., 2008; Kulkarni et al., 2009) En el 2011 se evalué la influencia de la temperatura
de experimentacion (Kulkarni et al., 2011). El estudio mas reciente fue realizado por Sanabria en
el afo 2017, en este trabajo se evalué la influencia de diferentes variables experimentales sobre

la cinética de permeabilidad de la cafeina en mucosa oral porcina (Sanabria, 2017).
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6. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

5.2.

Evaluar un modelo in vitro para el estudio de la permeabilidad de la mucosa oral porcina

frente a candesartan.

Objetivos Especificos

Evaluar la viabilidad e integridad de la mucosa oral porcina como criterios de seleccion

para estudios de permeabilidad in vitro.

Evaluar y comparar la permeabilidad de la mucosa oral porcina frente al candesartan y

frente a moléculas control.

Evaluar el efecto del pH sobre la permeabilidad de la mucosa oral porcina expuesta a

candesartan
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7. METODOLOGIA

6.1. Tipo de estudio

e Experimental In Vitro

6.2. Poblaciéon y muestra

e Mucosa Oral Porcina.
e Para los analisis de permeabilidad se emplearon celdas de Franz cargadas con mucosa

oral porcina. Cada celda se considerd una unidad experimental.

6.3. Métodos y técnicas para la recoleccion de la informaciéon

En la figura 9 se presenta un esquema general de la estrategia metodolégica empleada para
alcanzar los objetivos propuestos en este trabajo. Los detalles de cada uno de los procedimientos

se presentan a continuacion.

7.3.1.Primer Objetivo: Evaluar la viabilidad e integridad de la mucosa oral porcina
como criterios de seleccidn para estudios de permeabilidad in vitro.

Recoleccioén y preparacién de la muestra

El tejido bucal de los cerdos se obtuvo de sitios de sacrificio animal (Frigorifico Ble) de la cuidad
de Bogota, 30 minutos posteriores al sacrificio y hasta maximo una hora después del mismo. La

edad de los animales oscil6 entre 4 y 6 meses con peso promedio de 80 a 110 kg.

De cada cerdo se tom6 una muestra de la mucosa bucal de aproximadamente 5x5 cm de area y
0,5 a1 cm de profundidad, procurando obtener muestras con una superficie lisa y sin hematomas,
las muestras fueron lavadas con solucién salina (NaCl al 0,9%) para remover restos de sangre y
transportadas al laboratorio en solucién de Krebs-Ringer (Krebs) bicarbonato a un pH de 7,4,

gaseado con carbdgeno 4°C.
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Separacion del epitelio mediante técnica de calor

Las muestras de mucosa fueron dispuestas en un vaso de precipitado con solucién salina
previamente atemperada a 60°C, se incubaron por un minuto y con la ayuda de una espatula fina,
se procedio a separar el epitelio del tejido conectivo evitando causar dano o ruptura, figura 10. El
epitelio separado, se dejé en una caja de petri con 10 ml de solucidon de Krebs, teniendo
precaucion de hacia dénde se ubicaba la zona de membrana basal y superficie epitelial, ya que
esto fue de vital importancia para realizar el acondicionamiento de la mucosa en la celda de Franz.
Cuando no se tuvo claridad de la orientacién de la mucosa, las muestras se observaron al
estereoscopio, identificado una porosidad nitida hacia la superficie basal y una superficie mas lisa

hacia la zona epitelial, figura 11.

| =
= -

Figura SEQ Figura \* ARABIC 10. Separacion del epitelio por técnica de calor.
Mucosa incubada en solucion salina durante un minuto a 60°C. Elaboracién propia
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Acondicionamiento de las mucosas en Celdas de Franz

Previo a los ensayos de difusion de FD-20, cafeina, candesartan y estradiol, fue necesario
acondicionar las mucosas a las celdas de Franz. Para esto, las celdas fueron ubicadas en una
placa de agitacién multipunto, luego se conectaron a un bafio termostatado con agua recirculando
a 37°C, la camara receptora fue completada con los vehiculos seleccionados para solubilizar los
farmacos. Posteriormente agitadores magnéticos fueron puestos en cada una de las celdas para
garantizar una mezcla homogénea durante el experimento. Cuidadosamente se dispuso la
superficie basal del epitelio sobre la camara receptora y sobre la superficie epitelial se coloco la
camara donadora la cual fue asegurada con una pinza y completada con un volumen de 350 pL
o 1mL del vehiculo dependiendo del tamano de la celda. El acondicionamiento de la mucosa con
el vehiculo se realiz6 por 30 minutos para estabilizar el tejido. Para evitar la evaporacioén, la
cadmara donadora y el desprendimiento lateral de la camara receptora fueron cubiertos con

parafilm, figura 12.
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Ensayo de viabilidad de la mucosa por reduccion de MTT

La evaluacion de la viabilidad tisular se realizd con tres fines: i) Seleccionar el tiempo maximo de
experimentacion. ii) Seleccionar un vehiculo para disolver los compuestos garantizando su
inocuidad. iii) Evaluar el efecto de candesartan y las moléculas control (estradiol y cafeina)
después de los ensayos de permeabilidad. Todos los analisis fueron contrastados por estudios

histoldgicos.

Para la seleccion del tiempo maximo de experimentacién, la viabilidad se evalué en mucosa
fresca (inmediatamente después de separado el epitelio), a las 4, 12 y 16h de experimentacién.
Para el ensayo se tomé una muestra del tejido epitelial usando un punch de 4mm, los fragmentos
fueron pesados y dispuestos en placas de 24 pozos con 250 uyL MTT (4 mg/mL) y 250 uL de PBS.
Las placas luego se incubaron por 2 h a 37 °C en una plataforma giratoria a 100 rpm, transcurrido
este tiempo se retiré el MTT no metabolizado, las mucosas se lavaron con PBS (dos lavados de
1 mL durante un minuto) y se procedié a disgregar mecanicamente el tejido para liberar los
cristales de formazan. La solubilizacion del formazan se hizo agregando 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) a cada uno de los pozos, luego se coloco en un agitador a 80rpm, por 80 minutos. La
lectura de densidad 6ptica se realizé en un espectrofotometro a una longitud de onda de 560 nm
(Delphine Imbert & Cullander 1999). Los resultados del ensayo de viabilidad se expresaron en
términos de indice TR (cantidad de absorbancia de formazan por mg de tejido) (Nicolazzo et al.,
2003).

Para evaluar la inocuidad de los vehiculos, las mucosas fueron expuestas durante 4h a cada uno
de ellos, tabla 3, transcurrido este tiempo se tomaron muestras de 4mm y se procedio a realizar

el ensayo de MTT siguiendo el protocolo anteriormente descrito.

Para evaluar el efecto de los compuestos se tomo6 una muestra del tejido epitelial después de los
ensayos de permeabilidad, usando un punch de 2 mm para las mucosas expuestas a estradiol y
candesartan y uno de 4 mm para las mucosas expuestas a cafeina, todos los fragmentos fueron

pesados y se continuod con el ensayo de reduccion de MTT.

Para validar los resultados obtenidos fue necesario incluir un control de dafio y/o sin actividad
metabodlica aparente. Para seleccionar este control, se probaron condiciones previamente
reportadas en la literatura (tratamiento con DMSO), sin embargo, por los resultados obtenidos fue

necesario explorar otros protocolos lo cuales incluyeron: i) mucosas hervidas durante una hora,
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ii) mucosas hervidas durante una hora + triton al 10% durante una hora, iii) mucosas congeladas

+ tritdén al 10% durante tres horas, iv) mucosas en tritén durante dieciocho horas.

Todos los ensayos de viabilidad se realizaron en al menos tres experimentos independientes por

triplicado.

Tabla 3. Vehiculos evaluados para solubilizar candesartan, cafeina, estradiol

Vehiculo Molécula
PBS+Etilenglicol Estradiol
PBS+Na,COs; [0,2M] Candesartan, Cafeina

Analisis Histologico

Para este estudio, las muestras de mucosa fueron fijadas en formol neutro al 10% para posterior
inclusién en bloques de parafina. De cada bloque se realizaron cortes de 10 micras, que fueron
tefidos con hematoxilina & eosina. Los analisis fueron realizados sobre imagenes tomadas con
objetivos de 5X y 20X usando un microscopio de luz ZEISS equipado con una camara digital
axiocam 503 mono. Los criterios tenidos en cuenta para esta evaluacién fueron. i) morfologia del
epitelio en conjunto y para cada célula. ii) viabilidad de la mucosa medida en términos de

presencia de nucleos picnéticos y la conservacion de la membrana basal.
Evaluacion de Integridad de la mucosa por ensayo de difusion de FD-20

La evaluacion de la integridad se realizé con los mismos fines descritos para el ensayo de
viabilidad por reduccion de MTT. Para el experimento, las mucosas fueron acondicionadas en
las celdas de Franz compuestas por una camara donadora de 1mL, una receptora de 5 mL y un
area de permeacion de 0,64 cm?. Transcurrido el tiempo de acondicionamiento, 500 uL de la
solucién de Krebs fueron reemplazados con 500 pL de FD-20 (400ug/mL). Durante 4 horas, cada
30 minutos se tomaron muestras de 500 pL de la camara receptora y se reemplazaron

inmediatamente con soluciéon de Krebs para mantener el mismo volumen durante todo el
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experimento. La fluorescencia de la concentracion de FD20 en estas muestras fue cuantificada
utilizando un espectrofluorometro Tecan-GENios infinity pro 2000 a una longitud de onda de
excitacion de 490 nm y longitud de onda de emision de 520 nm. Los resultados obtenidos se
expresaron en unidades relativas de fluorescencia (URF). Para establecer la concentracion de
FD-20 en la camara receptora, se us6 una curva de calibracidén con un rango de concentraciones
entre 200y 0,064 ug /mL, preparada en triplicado y en diluciones seriadas 1:5. La aparicion de
FD-20 a una concentraciéon mayor 0,1% en la camara receptora se tomé como un indicativo de
pérdida de integridad (Kulkarni et al. 2010). Después de cada experimento de difusiéon de FD-20,
se tomaron muestras de las mucosas con punch de 4mm de acuerdo al protocolo y criterios de
analisis histolégicos. Todos los experimentos de permeacion se realizaron en al menos tres

experimentos independientes por triplicado.

Como control de dafio se emplearon mucosas congeladas, hervidas y expuestas a Tritén al 10%

durante 3h, sobre las cuales se realizé la prueba de difusion para FD20.

7.3.2.Segundo Objetivo: Evaluar y comparar la permeabilidad de la mucosa oral
porcina frente al candesartan y frente a moléculas control.

Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de las moléculas

La cuantificacion del paso de las moléculas cafeina y estradiol se realiz6 utilizando un equipo de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), marca SHIMADZU PROMINENCE-I LC-2030.
Para la cuantificacion de candesartan se usd cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia
(UHPLC por sus siglas en inglés) y se llevé a cabo en un cromatégrafo Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000, equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 3000,
bomba cuaternaria Dionex Ultimate 3000 RS, desgasificador en linea y automuestreador. Los
datos se procesaron utilizando el software Chromeleon Client, version 6.80 SR15. La columna

utilizada para las tres moléculas fue una Gemini ® C18 (150 x 4.6mm; 5 ym).

Las condiciones cromatograficas para la evaluacion de las 3 moléculas de describen en la tabla
4.
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Tabla 4. Condiciones HPLC para cafeina, estradiol y candesartan

MOLECULA
Condicion Cafeina Estradiol Candesartan
Solvente A: Acido
férmico en agua al
0,51%.
Agua/Metanol Agua /Acetonitrilo Solvente B:
Fase movil (55:45, viv) (50:50 v/v) Acetonitrilo
Fase estacionaria Columna C18 5um, LC Column 150 x 4,6 mm
Velocidad de Flujo
(mL/min) 1 1,8 1
Volumen de inyeccion
(uL) 10 10 30
Deteccion UV (nm) ‘ 273 225 260

Rango de ensayo

0,0610 - 500 pg/mL 0,02 - 0,418 mg/mL

0,12 — 120 pg/mL

Temperatura de la

Columna (°C) 40 40 25
Presioén (psi) 4500 4500 1400
Tiempo de analisis (min) ‘ 5 3 15
Para Candesartan se empled el siguiente gradiente:
Tiempo % A %B
0 90 10
5 95 45
13 52 48
15 90 10

Preparacion de curvas de calibracion

Curva de calibracion cafeina
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Se preparo una solucion stock de cafeina con 10 mg de cafeina en 10 mL de Na>CO3[0,2M] para
una concentracion final de Tmg/mL. Se realizaron diluciones seriadas 1:2 para tener un rango de

concentracién entre 0,061 - 7,81 pg/mL. La curva se realizé por triplicado. Tabla 5.

Tabla 5. Puntos de Curva de calibracion de Cafeina

Concentracién Cafeina
(ng/mL)
7,81
3,91
1,95
0,977
0,488
0,244
0,122
0,0610

Muestra

0 N o G A O N =

Curva de calibracion estradiol

Se prepar6 una solucién stock de estradiol con 2,3 mg de estradiol en 5,5 mL PBS + etilenglicol

al 10% para una concentracion final de 418 ug/mL. Se realizaron diluciones para tener un rango
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de 0,02- 418 pg/mL. Con esta molécula, no se logré obtener una completa solubilizacion, por lo

tanto se trabajo con estradiol en suspensién. La curva se realizo por triplicado. Tabla 6

Tabla 6. Puntos de Curva de calibracion de Estradiol

Concentracion Estradiol
(mg/mL)

1 0,418

Muestra

0,32

0,16

0,08

0,04

o la | A~ W DN

0,02

Curva de calibracion candesartan

Para esto se prepard una solucion stock de candesartan con 30 mg de candesartan en 100 mL
de metanol para una concentracion final de 300 ug/mL. Se realizaron diluciones para tener un

rango de 0,06 — 120 pug/mL. La curva se realizé por triplicado. Tabla 7
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Tabla 7. Puntos de Curva de calibracion de Candesartan.

Concentracion Candesartan
Muestra (ng/mL)

1 120

60

24

6

1,5

0,6

0,12

o N o a » 0 (N

0,06

Ensayos de permeabilidad para cafeina

El ensayo de permeabilidad para cafeina se llevd a cabo en celdas de Franz compuestas por una
camara donadora de 1mL, una receptora de 5 mL y un area de permeacion de 0,64 mm. El
acondicionamiento se realizé usando como vehiculo una soluciéon de PBS+Na.CO; [0,2M]. El
ensayo de permeacion dur6 4h partiendo de una a solucion de cafeina a 500 pg/mL. Muestras
de la camara receptora se tomaron cada 30 minutos siguiendo el mismo protocolo descrito para
el ensayo de difusion para FD-20, todas las muestras fueron luego almacenadas en tubos
eppendorf a 4°C para ser cuantificadas por HPLC segun condiciones descritas anteriormente.
Los ensayos se realizaron en tres semanas independientes usando 4 celdas de Franz en cada

experimento.

Ensayos de permeabilidad para estradiol

El ensayo de permeabilidad para estradiol se realizdé en celdas de Franz compuestas por una
camara donadora de 350 pL, una receptora de 3 mL y un area de permeacién de 0,2 cm?. Para
el acondicionamiento se us6 una solucién de PBS + etilenglicol al 10%, una vez se equilibré la
mucosa, 175 pL de este vehiculo fueron reemplazados con 175 pL de estradiol (418 pg/mL) y se

dio inici6 al ensayo de difusion siguiendo el mismo protocolo empleado para FD-20 y cafeina,

37



excepto que se tomaron muestras de 300 uL debido a que el volumen de la camara receptora de

esta celda es menor.
Ensayos de permeabilidad para Candesartan

Este ensayo se realizé usando las mismas celdas de Franz empleadas para el ensayo de
permeabilidad de estradiol. El acondicionamiento se realizé con PBS+Na>CO3[0,2M], una vez se
equilibraron la mucosas estas fueron expuestas a una solucion de candesartan a 500 uyg/mL. Las
muestras que se tomaron de la camara receptora fueron recolectadas en tubos eppendorf y
almacenadas a -80°C durante 12h, luego se liofilizaron y se resuspendieron en 100 uL de metanol
grado HPLC, se centrifugaron a 12000 rpm; el sobrenadante se tomo evitando arrastrar sales del
vehiculo, y se inyecté en el HPLC para determinar la cuantificacion de candesartan, de acuerdo
a las condiciones descritas previamente. Los ensayos se realizaron por triplicado usando 3 celdas

de Franz en cada experimento.

Evaluacién de viabilidad por MTT e histologia de las mucosas expuestas a cafeina,
candesartan y estradiol

Una vez terminados los ensayos de permeabilidad para las 3 moléculas, se procedio a retirar las
mucosas de cada una de las celdas de Franz, se tomaron 4 punch de 4 mm para las mucosas
expuestas a cafeina (3 para ensayo de viabilidad por MTT y uno para la evaluacion histolégica)
y 2 punch para mucosas expuestas a estradiol y candesartan (uno para ensayo de viabilidad por

MTT y otro para evaluacion histoldgica).

7.3.3.Tercer Objetivo: Evaluar el efecto del pH sobre la permeabilidad de la mucosa
oral porcina expuesta a candesartan

Para éste objetivo se comparé el efecto de dos rangos de pH: uno acido (pH 5,5 - 5,7) y otro
fisiolégico (pH 6,6-6,9), éste ultimo rango fue el que se empled en los ensayos de permeabilidad

antes descritos.

Para los ensayos de permeabilidad a estos dos pHs se emplearon mucosas de mayor tamafio,
esto con el fin de obtener desde una misma mucosa un fragmento para el estudio histologico
antes del experimento, y otros dos fragmentos para acondicionarlos en las celdas y exponerlos

a candesartan a pH acido y a pH fisioldgico, figura 13.
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La preparacion del candesartan a pH acido se realizé6 empleando PBS+Na>COs3 [0,2M] ajustado
con HCI hasta alcanzar el rango entre 5,5 y 5,7 el ensayo de permeabilidad se realiz6 en las

mismas condiciones descritas previamente.

Fragmento para
Histologia previa

I ' 3 Fragmento para ensayo a
' — pH Fisiolégico
1
! I
| I

Fragmento para
ensayo a pH Acido

6.4. Hipétesis de estudio

La permeabilidad de la mucosa bucal porcina muestra diferencias cuando se expone a

candesartan, a controles de paso y cuando se modifica el ambiente quimico.

6.5. Plan de tabulacion y analisis

Todos los experimentos fueron realizados con minimo tres réplicas en tres ensayos

independientes y cuando fue posible se aumento el (n).

Los resultados fueron analizados a través de estadistica descriptiva y se presentaron a través
de tablas, incluyendo minimos, percentil, mediana, maximo, promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacion. Las diferencias entre grupos fueron analizadas usando una prueba t-
student a dos colas, cuando los datos no se ajustaron a una distribucién normal las

comparaciones se hicieron empleando la prueba no paramétrica U- Mann-Whitney. Las
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diferencias se consideraron significativas (*) con un P<0,05, muy significativas (**) con un P<0,01,

altamente significativas (****) con un P<0,001 y no significativas (ns) con un P>0,05.

40



8. CONSIDERACIONES ETICAS

Las pruebas experimentales fueron realizadas 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.

Teniendo en cuenta que las mucosas de cerdo no fueron tomadas de animales de
experimentacién, sino de animales destinados para sacrificio y posterior consumo humano, no se

hizo una solicitud de aval al comité de ética.
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9. RESULTADOS

8.1. Resultados Primer Objetivo: Evaluar la viabilidad e integridad de la mucosa oral

porcina como criterios de seleccion para estudios de permeabilidad in vitro.

9.1.1.Seleccién del tiempo de experimentacion

Teniendo en cuenta que los reportes de la literatura sugieren que el tiempo maximo de
experimentacién con mucosa oral porcina puede estar entre 9 y 20 horas postmortem (Imbert and
Cullander, 1999; Nicolazzo et al., 2003), se hizo necesario determinar cual era el efecto de esta
variable sobre la viabilidad e integridad de las mucosas procesadas en el laboratorio. Para esto,
se desafiaron los protocolos de recoleccion, transporte y separacion del epitelio descritos en la
literatura, una vez estandarizados en el laboratorio se comparé la viabilidad del epitelio en fresco

y luego de 4h, 12h y 16 h de experimentacién.

Para validar los resultados obtenidos, se establecié un control de dafio evaluando diferentes
tratamientos encaminados a reducir la actividad metabdlica de las mucosas. Los resultados de
este ensayo se muestran en la figura 14 y sugieren que todos los métodos de dafio evaluados
inducen una disminucion en el indice TR, siendo la exposicion a triton al 10% por mas de 3h el

tratamiento que mas afecto la viabilidad de las mucosas.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 14.. Indice TR de mucosa oral porcina viable
y expuesta a diferentes protocolos de dafno. Cada barra representa la media
+ desviacion estandar. **** Indican que el indice TR calculado para mucosas
viables (n=24) muestra diferencias estadisticamente estadisticamente
significativas respecto a los otros grupos de experimentacion, basado en un
ANOVA v analisis post hoc con test de Tukev (p < 0,0001). No sianificativo (ns). 42



Cabe sefialar que el indice TR obtenido para este grupo de datos oscilé entre 0,0147 + 0,0013 y
0,0141 £ 0,0022, mostrando diferencias estadisticamente significativas con respecto a la media
del indice TR calculado para mucosa fresca 0,0472 + 0,0078 (media £ desviacion estandar) ( p <
0,0001).

En la figura 15 se observan las diferencias en la actividad metabdlica de mucosas dafiadas
respecto a la de mucosas frescas, evidenciandose una mayor produccion de cristales de

formazan en este ultimo grupo de mucosas
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La comparacién por tiempos mostré que la media del indice TR calculada para mucosas frescas
(0,0472 + 0,0078) difiere significativamente de la calculada para mucosas después de 12 h
(0,0314 + 0,0053) y 16 h de experimentacion (0,028 + 0,0049 ) (p < 0,0001). En contraste, el
indice TR a las 4h (0,0478 + 0,0076) fue comparable al observado para mucosas frescas (p =
0,9968), sugiriendo que este tiempo es el mas adecuado para realizar los estudios de
permeabilidad, ya que la actividad metabdlica no se disminuye significativamente, figura 16. En
la tabla 8 se muestran los resultados de la estadistica descriptiva para este grupo datos.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 16. . Comparacién de indice TR de mucosa
oral porcina a diferentes tiempos de experimentacion. Cada barra
representa la media + desviacion estandar. **** Sefialan los grupos
experimentales que muestran diferencias estadisticamente significativas
respecto mucosas frescas y 4h de experimentacion, basado en un ANOVA y
analisis post hoc con test de Tukey (p < 0,0001) (n=13-24). No significativo (ns).

Tabla 8. Estadistica descriptiva para indice de viabilidad mucosa oral porcina en

diferentes tiempos de experimentacion.

Fresca Daiada 4h 12h 16
Minimo 0,03534 0,01073 0,03629 0,02261 0,02257
Percentil 25% 0,04009 0,01264 0,04181 0,02649 0,02404
Mediana 0,0459 0,01627 0,04512 0,0334 0,02836
Percentil 75% 0,05332 0,01793 0,05587 0,03557 0,03318
Maximo 0,06472 0,02022 0,05994 0,03963 0,03756
Promedio 0,04718 0,01538 0,04782 0,03141 0,02897
Desviacion Estandar 0,00785 0,002984 0,007611 0,005332 0,004959
Coeficiente de Variacion | 16,65% 19,41% 15,92% 16,98% 17,12%
Numero de mucosas (n) 24 13 24 20 19
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9.1.2.Viabilidad para vehiculos.

La viabilidad de las mucosas no se afecta después de 4h de exposicion a los vehiculos empleados
para solubilizar candesartan, cafeina y estradiol. Cabe senalar que aunque se observé una leve
reduccion en los valores de indice TR calculados para el vehiculo del estradiol (PBS + etilenglicol
al 10%) (0,0369 £ 0,0063), esta disminucion no fue estadisticamente significativa cuando se
comparé con el obtenido para las mucosa frescas (0,0472 = 0,0078) y el vehiculo para
candesartan-cafeina (PBS+Na.COs) (0,04575 + 0,0085) figura 17.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 17. Comparacién de indice TR de mucosa oral
porcina expuesta a PBS+Na2CO3 (vehiculo candesartan-caféina) y PBS +
etilenglicol al 10% (vehiculo estradiol). Cada barra representa la media + desviacion
estandar. **** sefiala el grupo que muestra diferencias estadisticamente significativas
respecto mucosas frescas y expuestas a los vehiculos, basado en un ANOVA y analisis
post hoc con test de Tukey (p < 0,0001) (n=4-24). No significativo (ns).

Por otro lado, resultados de los cortes histolégicos muestran que en todos los casos los epitelios
fueron separados correctamente del tejido conectivo manteniendo la morfologia e integridad
intacta. Al evaluar las mucosas expuestas al vehiculo de candesartan, cafeina y estradiol se
evidencid que la morfologia del epitelio y el de las células fue comparable al de la mucosa fresca,
por el contrario, cuando se compara con la mucosa dafiada, se observa solo el citoesqueleto de

las células, pérdida completa de nucleos y citoplasma, por lo tanto, estos resultados demuestran
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que los vehiculos seleccionados para solubilizar el farmaco, no afectan ni la viabilidad ni la

integridad de la mucosa oral porcina figura 18.

500 pm 500 pm

Figura SEQ Figura \* ARABIC 18. Secciones histologicas de mucosa oral porcina expuestas
avehiculos. Las imagenes histolégicas muestran mucosas expuestas: A. Mucosa control (Fresca);
B. Mucosa Dafiada (Congelada + Triton 10% 3h); C. Mucosa expuesta al vehiculo de candesartan
y cafeina (PBS +Na2COs [0,2M]); E. Mucosa expuesta al vehiculo de estradiol PBS + Etilenglicol
al 10%.

9.1.3.Evaluacién de la integridad por ensayo de difusién de FD20

Curva de calibracion FD-20

En la figura 19 se presentan las curvas de calibracion para FD20, relacionando URF y
concentracion, en esta se observa un coeficiente de correlacion de 0,9998 indicando una fuerte
correlacion entre la variable x (concentracion) y la variable respuesta (URF). La prueba F mostré
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes y los interceptos
de las curvas. El limite de cuantificaciéon para FD20 fue 0,077 pg/mL y el de deteccion fue de
0,016 pg/mL calculado a partir de la ecuacion de una curva con valores de concentracion mas
diluidos. El rango de concentraciones evaluadas fue 10 - 0,0001 ug/mL y la ecuacién obtenida
Y= 204,94 X + 13,946 R=0,99904, figura 19.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 19. Curvas de calibracién FD-20. La prueba de
igualdad de pendientes e interceptos muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las curvas. Prueba pendientes, p= 0,2474,

prueba interceptos p= 0,2459, basados en prueba “F” de de Fisher, con un nivel
da ranfian7za del ORY, Nn=R

En la figura 20 se muestran los resultados del efecto del tiempo de experimentacion sobre la

integridad de la mucosa, alli se comparan las URF obtenidas para el vehiculo en el que se disolvi
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el FD20 y las obtenidas después de los ensayos de difusion para esta molécula a las 4, 12 y 16h
de experimentacion. El analisis estadistico mostré que no existen diferencias significativas en las
URF obtenidas para el vehiculo y a las 4h de experimentacion (p= 0,999), sugiriendo que en este
tiempo la mucosa se conserva integra y puede ser empleada para los ensayos de permeabilidad

de candesartan, cafeina, estradiol, el hidrogel o cualquier otro farmaco que desee evaluarse.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 20. URF evaluando Integridad en mucosas expuestas
a diferentes tiempos de experimentaciéon. La fluorescencia para FD20 a las 4h de
experimentacion es comparable a la observada para el vehiculo, sin embargo, se
observan diferencias significativas a las 12h de experimentaciéon *p <0.01 y muy
significativas a las 16h de experimentacion. **p <0.001 (Kruskal — Wallis ANOVA con
Mann-Whitney U post test.) No significativo (ns).

Para validar los resultados de este ensayo, se realizd una prueba de difusion para FD20 en
mucosas sin actividad metabdlica aparente e hipotética pérdida de integridad, demostrandose
que para estas mucosas se pierde la funcion de barrera favoreciendo el paso de FD20. En la
figura 21 se observa que la mediana de fluorescencia obtenida para las mucosas dafiadas fue

significativamente mayor a la observada en mucosas viables.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 21. Evaluacion de Integridad por FD20 en
mucosas control. Los resultados muestran diferencias estadisticamente
significativas en el paso de FD20 a través de mucosa dafada y mucosa viable,
demostrandose que las condiciones empleadas en el laboratorio permiten mantener
las mucosas integras para ser empleadas en ensayos de difusion de farmacos. ****
p <0.0001 (Kruskal — Wallis ANOVA con Mann-Whitney U post test).

La evaluacion histolégica después del paso de FD-20 a los diferentes tiempos de experimentacion
se realiz6 para corroborar la integridad de la mucosa, donde se evidencidé una correcta separacion
del epitelio del tejido conectivo con una conservacion de la membrana basal en todas las
mucosas. A su vez, se observo que las mucosas expuestas al FD-20 durante 4h presentaron un
epitelio con presencia de células con arquitectura conservada y nucleos picnéticos, a diferencia
de las mucosas expuestas durante 12h y 16h de experimentacién, las cuales mostraron una
vacuolizacion citoplasmatica en la mayor parte de las células y pérdida de algunos nucleos En
las micrografias de las mucosas a 16h de experimentacién, se evidencié pérdida en la

arquitectura de las algunas células, figura 22.
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Teniendo en cuenta que el espesor es una variable que puede condicionar el paso de una
molécula, y que durante las evaluaciones histoldgicas de las mucosas frescas y las obtenidas en
los estudios del tiempo de experimentacion se evidencié una importante variacion en el espesor
del tejido, fue necesario realizar un analisis para evaluar si la técnica de separacion implementada
en el laboratorio tenia alguna influencia en los cambios observados para ésta variable. Este
estudio se hizo en colaboracién con estudiantes de pregrado de facultad de odontologia y se

describe a continuacién (Albarracin et al., 2018).

Se midi6 el espesor a 15 mucosas frescas e independientes; se calculé el valor medio del espesor

a partir de 10 mediciones al azar, tomando la distancia entre los valles y crestas epiteliales, hasta
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la capa mas externa de la mucosa, figura 23. El estudio fue efectuado por 3 observadores de
manera independiente los cuales se calibraron a través de una prueba de concordancia para las

mediciones realizadas por cada uno de ellos.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del espesor fue de 721 + 246,6 ym, este valor se
calculd teniendo en cuenta las diez mediciones realizadas por cada observador, en total se

realizaron 420 mediciones para todas las mucosas.

También se evidencié que en una misma mucosa se presentan variaciones en el espesor, sin
embargo, estas diferencias pueden ser propias del tejido y no un efecto del método de separacion.
Cabe sefalar que en otras muestras el espesor de la mucosa se mantuvo mas homogéneo y en
todos los casos se conservo la integridad de la membrana basal ya que se observa continua, sin
rupturas, se identifican crestas y valles, como se observa en mucosas frescas procesadas
inmediatamente después del sacrificio, figura 24 y en un corte histolégico marcado con acido
peryodico de schiff (PAS), una tincidn que identifica el colageno tipo 4 presente en la membrana
basal, figura 25. Cabe senalar que el analisis de espesor para la muestra procesada
inmediatamente después del sacrificio mostré un valor 559, 83 + 118,7, el cual se encuentra

dentro del rango de variacion obtenido previamente en este trabajo.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 25. Mucosa oral porcina fresca, coloreada con
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8.2. Resultados Segundo Objetivo: Evaluar y comparar la permeabilidad de la mucosa
oral porcina frente al candesartan y frente a controles

Permeabilidad de Ia mucosa frente a cafeina

Usando las condiciones descritas en la metodologia para la cuantificacion de cafeina, se obtuvo
un cromatograma donde se observa un pico de absorbancia simétrico a un tiempo de retencion

de 2,96 minutos y a una longitud de onda de 273 nm como se muestra en la figura 26.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 26. Cromatograma cafeina. Solubilizada en
el vehiculo PBS+Na2COs3 [0,2M] a 500 pg/mL

Curva de calibracion Cafeina

En la figura 27 se presenta la curva de calibracién para cafeina la cual se realizd en un rango de
concentracion de 0,061- 7,81 yg/mL. En la grafica se representan los datos de tres curvas
independientes y se relaciona el area (mV) en funcién de la concentracion pg/mL, observandose
un coeficiente de correlacién de 0,996, el cual indica que hay correlacion entre la variable x

(concentracion) y la variable respuesta (area). El limite de cuantificacion para cafeina fue de 0,061
pg/mL y el de deteccion fue 0,0350 pg/mL.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 27. Curvas de calibracion Cafeina.
Representa la media de tres curvas de calibracion. n=3

Los resultados del ensayo de permeacion de cafeina se muestran en la figura 28, donde se
evidencia que la concentracion aumenta en funcién el tiempo. A los 30 minutos de
experimentacién en la camara receptora se detecta una concentracion de cafeina de 0,2996 *

0,0117 pyg/mL y a los 240 minutos alcanza una concentracién de 5,1892 + 0,6155 ug/mL.

Concentracién (ug/mL)

10 40 90 140 190 240
Tiempo (min)

Figura SEQ Figura \* ARABIC 28. Perfil de permeacién de cafeina a través
de la mucosa oral porcina. Los resultados se muestran como la media % error
estandar de al menos tres experimentos independientes.
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Esta cinética de paso permitié calcular el Paap (cm/s) para la molécula y los resultados se

muestran en la tabla 9. La media de Paap calculada para cafeina fue de 6,2117 + 0,9557x10°S.

Tabla 9. Coeficiente de permeabilidad aparente para Cafeina. n=6

Coeficiente de

Numero de Ensayos Permeabilidad
aparente (cm/s)
Ensayo 1 6,84E-06
| Ensayo 2 | 6,78E-06 |
Ensayo 3 6,66E-06
| Ensayo 4 | 6,53E-06 |
Ensayo 5 6,13E-06
| Ensayo 6 | 4,33E-06 |
promedio 6,21167E-06
| desviacion estandar | 9,5577E-07 |
desviacion esténdar del 3 90192E-07
promedio ’
| t 95% (n-1=5) | 2,571 |
incertidumbre del
'"°eprome dio 1,00318E-06
\ coeficiente de variacion ‘ 15,38669486 \

Permeabilidad de Ia mucosa frente a Estradiol

Usando las condiciones establecidas en la metodologia para la cuantificacion de estradiol, se
obtuvo un cromatograma donde se observa un pico de absorbancia simétrica a un tiempo de
retenciéon de 2,7 minutos a una longitud de onda de 225 mn como se muestra en la figura 29.
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Curva de calibracion Estradiol

Los resultados de la curva de calibracion para estradiol, se muestran en la figura 30, donde se
observa un coeficiente de correlacion de 0,9924, cual indica que hay correlacion entre la variable
x (concentracion) y la variable respuesta (area). Se establecié como limite de cuantificacion (LOQ)
0,02 mg/mL y el limite de deteccion (LOD) 0,01 mg/mL.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 30. Curva de

El ensayo de permeabilidad para estradiol se realizé segun lo descrito en la metodologia y las
muestras fueron cuantificadas segun las condiciones cromatograficas establecidas para la
molécula, pero no se logré tener un perfil de cinética de permeabilidad debido a que el paso a

través de la mucosa oral porcina de esta molécula estuvo por debajo del limite de cuantificacion.

Evaluacién de la viabilidad posterior a los ensayos de permeabilidad

Una vez terminados los ensayos de permeabilidad, se evalu6 la viabilidad de los mucosas
expuestas a cafeina, estradiol y candesartan para determinar cual era el efecto de éstas
moléculas sobre las mucosas, teniendo en cuenta que previamente se habia demostrado que los
vehiculos seleccionados para solubilizar cada una de las moléculas, no afectaba ni la viabilidad

ni la integridad de la mucosa.
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Los resultados de este analisis indican que el indice TR calculado para las mucosas expuestas a
cafeina y estradiol (0,03669 £ 0,0064; 0,0324 £+ 0,0066) disminuye significativamente respecto al
obtenido para los vehiculos y la mucosa fresca, sugiriendo que la mucosa responde cuando se
pone en contacto con un compuesto, figura 31.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 31. indice TR de mucosa oral porcina expuesta
a cafeina, estradiol y respectivos vehiculos. Cada barra representa la media +
desviacién estandar. **** sefala los grupos que muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto mucosas frescas, basado en un ANOVA y
analisis post hoc con test de Tukey (p < 0,0001) (n=4-24). No significativo (ns).

Para corroborar el analisis de viabilidad por MTT, se realizd un estudio histoldgico, el cual
evidencia que la viabilidad celular se ve afectada cuando la mucosa se expone al tratamiento con
cafeina y estradiol, observandose pérdida de nucleos en algunas zonas del epitelio, vacuolizacién
citoplasmatica y las capas mas superficiales muestras alteracion en la arquitectura celular;

aunque se confirma que la membrana basal se conserva integra e intacta, figura 32.
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500 um

Figura 32. Mucosa oral porcina expuesta a cafeina y estradiol durante 4 h.

Los resultados de Candesartan seran presentados en el siguiente objetivo.

8.3. Resultados Tercer Objetivo: Evaluar el efecto del pH sobre la permeabilidad de la

mucosa oral porcina expuesta a candesartan

Permeabilidad de Ia mucosa frente a Candesartan

Los resultados de éste objetivo se desarrollaron teniendo en cuenta que se evalu6 candesartan
solubilizado en vehiculo en dos rangos de pH: 6,6 - 6,9 y pH 5,5 — 5,9. Por lo tanto, i) condiciones
cromatograficas en HPCL,; ii) curvas de calibracion; iii) ensayo de permeabilidad; iv) evaluacion

de la viabilidad por MTT y evaluacion histolégica, fueron comunes a éstas 2 variables.

Usando las condiciones establecidas en la metodologia para la cuantificacion de candesartan, se
obtuvo un cromatograma donde se observa un pico de absorbancia simétrica a un tiempo de

retencion de 9,3 minutos a una longitud de onda de 260 nm como se muestra en la figura 33.
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Curva de calibracion Candesartan

La curva de calibracion para candesartan se realizé en un rango de concentracion de 0,06 — 120
pg/mL, sin embargo solo se consideraron aquellos puntos en los que el triplicado tuvieron un
coeficiente de variaciéon menor al 5%, por lo tanto se definié un rango de concentracion para para

la curva de 0,12-120ug/mL. Los resultados de este analisis se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Puntos de la Curva Calibracion Candesartan

Curva Calibracion Candesartan

[ug/ml] Area
c1 \ 120 \ 14,174
c1 120 14,1475
c1 | 120 | 14,0662
c2 60 6,9623
c2 | 60 | 7,0531
c2 60 6,7687
c3 | 24 | 2,7475
c3 24 2,845
Cc3 \ 24 \ 2,7461
c4a 6 0,7011
c4 | 6 | 0,6828
c4a 6 0,6759
C5 \ 1,5 \ 0,1571
C5 1,5 0,1631
C5 \ 1,5 \ 0,165
Cé6 0,12 0,0121
Cé6 \ 0,12 \ 0,0121
Cé6 0,12 0,0125
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En la figura 34, se presenta la curva de calibracion para candesartan donde se observa un
coeficiente de correlacion de 0,9998 indicando una fuerte correlacidon entre la variable x
(concentracién) y la variable y (Area). EI LOD fue de 0,08 ug/mL y el LOQ de 0,12 ug/mL.

Absorbancia (mAU)

0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion ug/mL

Figura SEQ Figura \* ARABIC 34. Curva de calibracion

Se realizaron pruebas de hipétesis para la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlaciéon
de las curvas de calibracion mediante el estadistico t de Student, Tabla 11. El test para la
pendiente mostré un t calculado mayor al t tabulado, lo que indica no hay sesgo en la pendiente.
Con respecto al intercepto, la prueba indica que no hay sesgo en el intercepto o error sistematico,
y la prueba de hipétesis para el coeficiente de correlacion muestra un t calculado mayor al t

tabulado, lo cual indica que hay una correlacién significativa entre las dos variables.

Tabla 11. Prueba t para evaluar la linealidad

Hipotesis T calculado t Criterio Decision
Nula Tabulado
(t de dos
colas, n-2
9.1y 95%
confianza)
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tdela b=0 to= 279,5754303 2,1199 Sitcal >t b es diferente

pendiente tab se de cero, no
b rechazala hay sesgo en
hipotesis la pendiente
t del a=0 ta= -1,33167719 2,1199 Sitcal >t | a=0, nohay
intercepto tab se sesgo en el
a rechaza la intercepto o
hipétesis error
sistematico
tdela No hay t= 282,8144268 2,1199 Sitcal > t Si hay
regresiéon correlacion tab se correlacién
entre Xy rechaza la
Y hipétesis

El ensayo de permeabilidad para candesartan a los dos rangos de pH, se realiz6é segun lo descrito

en la metodologia, y los resultados de la cinética de paso de candesartan se muestran en la figura
35.

54 +pH6,6-69
WMpH55-57

Concentracion (pug/mL)

1+

40 90 140 190 240

Tiempo

Figura SEQ Figura \* ARABIC 35. . Perfil de permeacién de candesartan a través de la
mucosa oral porcina en dos condiciones de pH. n=3
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Los resultados de este ensayo muestran, que el paso de candesartan a través de mucosa oral
porcina en el rango de pH acido es de 0,388 ug/mL a los 30 minutos de experimentacion, y a ese
mismo tiempo, el paso de la molécula solubilizada en el vehiculo a pH fisiolégico aumenta
significativamente, logrando alcanzar una concentracion 0,931 pyg/mL; éste fenomeno de mayor
paso de candesartan solubilizado en vehiculo a pH fisiolégico, sucede hasta los 90 minutos de
experimentacioén, siendo este momento, el de mayor registro de permeacion de candesartan y
luego se evidencia un descenso significativo en el fenébmeno de transporte. Caso contrario ocurre
con candesartan solubilizado a pH acido, donde se registra, que el fendmeno de difusién es mas

constante en el tiempo, e incluso tiene una cinética de paso con una tendencia leve al aumento.

Evaluacion de la viabilidad posterior a los ensayos de permeabilidad

Para los estudios de viabilidad por MTT de mucosas expuestas a candesartan, se evaluaron 3

mucosas acumuladas de 3 ensayos independientes realizados en triplicado para cada rango de
pH, figura 36 y 37.
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* % %k %k

0.06+
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Los resultados de este analisis sugieren que el indice TR calculado para las mucosas expuestas
al candesartan solubilizado en el vehiculo a los pH 5,5-5,7 y 6,6-6.9, disminuye significativamente
respecto al calculado para las mucosas control (mucosa fresca) y mucosa expuesta al vehiculo
(PBS + Na.CO.,[0,2M]) ( P < 0,0001). Sin embargo, fue mayor al observado para las mucosas
dafadas (0,01538 + 0,00082). Lo que podria indicar que el candesartan esta afectando la

viabilidad celular de las mucosas expuesta a este farmaco.
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Para complementar los analisis de viabilidad obtenidos con el ensayo de reduccion de MTT, se
realizaron estudios histolégicos de las mucosas expuestas a candesartan en el rango de los dos
pH, y a su vez se evalu6 un fragmento de mucosa previo al experimento de permeabilidad. El
analisis histolégico muestra que las mucosas expuestas a candesartan se ven afectadas en su
arquitectura celular, en el rango de pH fisiolégico, se evidencia una clara afectacion de las capas
celulares mas superficiales, identificAandose una zona edema intercelular en un patrén lineal, a
pH acido esa misma zona muestra alteracion morfolégica de las células. La vacuolizacion
citoplasmatica se evidencia en ambos rangos de pH, asi como la conservacién de la membrana
basal. La muestra de tejido previo al experimento, es comparable con el fragmento de tejido

seleccionado como mucosa fresca, conservandose la arquitectura celular, figura 38.
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10. DISCUSION

El fendmeno de transporte de compuestos a través de la mucosa bucal se puede evaluar en un
entorno controlado a través de técnicas in vitro, sin embargo es necesario reconocer y controlar
el mayor numero de variables que puedan tener impacto sobre los resultados (Nicolazzo et al.,
2004). Teniendo en cuenta esto y basados en los reportes de literatura, se estructuraron y
desafiaron protocolos que permitieron garantizar la viabilidad e integridad de la mucosa oral antes
y durante los ensayos de permeabilidad. Estos protocolos se encuentran actualmente disponibles
en el laboratorio y se usan de manera rutinaria para preparar las soluciones requeridas en la toma
de la muestra, el transporte, la separacion de epitelio, el acondicionamiento de las celdas y en

general para realizar todas actividades asociadas a estas pruebas experimentales.

La literatura reporta que el momento indicado para la toma de muestras de mucosa oral porcina
es inmediatamente después del sacrificio del animal y esta debe ser transportada en las
siguientes dos horas en una solucién buffer al laboratorio (Kulkarni et al., 2009b, 2010a; Nicolazzo
et al., 2003) Se ha demostrado que el medio de transporte de las mucosas también condiciona el

rango de tiempo en él se mantienen viables las muestras, mucosas que son transportadas en
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PBS permanecen viables por un periodo de 4h después del sacrificio, mientras que cuando son
transportadas en una solucion de Krebs-Ringer (Krebs), la viabilidad puede mantenerse hasta
por 6h (Shojaei et al., 2001) 9h segun (Nicolazzo et al., 2003) o hasta 20h de acuerdo con (Imbert
and Cullander, 1999) aunque este mismo autor recomienda realizar ensayos de difusion

empleando mucosas de maximo 8 h postmortem.

En este trabajo las mucosas fueron recolectadas a los primeros 15 min postmortem, sin embargo,
el transporte hacia el laboratorio podria tomar mas de dos horas. Aunque este lapso de tiempo
fue dificil de controlar durante el trabajo, fue determinante para separar adecuadamente el epitelio
del tejido conectivo, al igual que mantenerlo viable antes y durante los experimentos de

permeabilidad.

A pesar de que se empled una solucion de Krebs bicarbonato a un pH de 7,4 gaseada con
carbégeno para transportar las muestras al laboratorio, solo fue posible garantizar una viabilidad
comparable al de una mucosa fresca cuando las mucosas se usaron durante 4h de
experimentacion. A las 12 y 16 h, las mucosas disminuyen su viabilidad en el mismo orden de
magnitud, pero conservan la membrana basal. Cabe senalar que en términos operativos, puede
ser mas facil dejar la mucosa acondicionada en las celdas de Franz durante 12 h y comenzar
los ensayos de difusion cuando transcurra este tiempo hasta completar las 16h de
experimentacion, esto considerando que la integridad y viabilidad para estos dos tiempos fueron
comparables, sin embargo, para esto, es necesario implementar nuevas estrategias que permitan
aumentar la viabilidad e integridad de estos tejidos, los cuales son parametros que condicionan

los resultados de ensayos de permeabilidad (Rathbone et al., 1994).

En cuanto a la técnica de separacion, los estudios realizados por (Kulkarni et al., 2009b),
muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de
permeacion obtenidos a partir de un epitelio separado del tejido conectivo mediante la técnica
de calor o aquellos que son separados quirurgicamente, esto, sumado a las evidencias que
sugieren que la funcién barrera de la mucosa esta en el tercio superior del epitelio, soportan la
idea de continuar usando este método de separacion (Hooda et al., 2012; Morantes et al., 2018;
Pather et al., 2008; Squier, 1991)

Por otro lado, han sido varios los métodos utilizados para evaluar la viabilidad de los tejidos,
dentro de los que se destaca, el método enzimatico del ensayo por MTT. Una prueba que de
manera indirecta evalua la viabilidad tisular a través de la actividad de las enzimas reductasas de
tetrazolio, de ahi lo del indice TR (Imbert and Cullander, 1999). Aunque este método es uno de

los mas usados, (Nicolazzo et al., 2003) report6 inconsistencias entre los resultados del ensayo

67



y la evaluacion histoldgica, debido a que lo registrado en el ensayo no mostraba la afectacion del

tejido que si era significativa cuando se evaluaron histolégicamente.

Teniendo en cuenta esto y los resultados que se obtuvieron en las pruebas preliminares con
mucosas congeladas, en donde se evidencio que la actividad metabdlica en estas mucosas se
conservaba y fue comparable a la de una mucosa viable, fue importante implementar los analisis

histolégicos y buscar un buen control de dafio.

De los tratamientos evaluados la exposicion a triton al 10% fue la que causo la mayor reduccion
en la actividad metabdlica. Aunque el proceso congelacion disminuyo el tiempo de exposicion a
triton pasando de 18h a 3h lo que favorece la dinamica de experimentacién, es claro que proceso
de congelamiento por si solo no afecta la viabilidad de las mucosas, esto debido a que la
actividad de la tetrazolio reductasa no se ve afectada por el proceso de congelaciéon (Nicolazzo
et al., 2003)

El indice TR calculado para la mucosa fresca en este estudio (0,0472 + 0,0078) fue comparable
a lo descrito por Imbert y colaboradores en 1999, en donde demostraron que la media del indice
TR para mucosas frescas fue de 0,05; cabe sefialar que en el estudio no reportan la desviacion
estandar, sin embargo, en una grafica mostrada en este estudio se observa una baja dispersién
(Imbert and Cullander, 1999). En otro estudio publicado en el 2003, reportan un indice TR para
mucosa fresca de 0,009, menor al observado en este trabajo, estas diferencias en los resultados
pueden ser explicadas por variaciones en las condiciones experimentales en las que se realizd

el ensayo de reduccion de MTT (Nicolazzo et al., 2003).

La media del coeficiente de permeabilidad para cafeina calculada en este trabajo fue de 6,2117
+ 0,9557 x 10°° cm/s, este valor fue comparable al obtenido por Kulkarni et al 2009 (6.03 + 0.36 x
10% cm/s) usando mucosas con un espesor de 500 micras, un espesor similar al observado en
las muestras procesadas en este trabajo, adicionalmente en otro trabajo publicado por este
mismo autor reporta un coeficiente de permeabilidad para mucosa fresca de (6.13 + 0.75 x10®
cm/s) (Kulkarni et al., 2009b, 2010a).

Kulkarni y colaboradores han reportado valores que van desde (1.38 + 0.16 x 10° hasta 10.8 +
1.75 x 10°%) estas variaciones en los valores del coeficiente de permeabilidad pueden ser 20 veces
mayores, bajo las mismas condiciones experimentales, incluso dentro del mismo laboratorio. En
algunos casos se puede encontrar un coeficiente de variacion entre el 20 y el 50% hasta el 80%

en estudios de permeabilidad in vitro (Kulkarni et al., 2009b, 2010a).
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Teniendo en cuenta que en la cavidad oral se pueden presentar variaciones en los valores de pH
que van desde unos muy acidos (pH 5,5) hasta el fisiolégico (pH 6,8), surgio la idea de evaluar el
efecto del pH sobre la permeabilidad de la mucosa oral frente a candesartan. Los resultados de
este analisis dejaron ver un perfil de permeacién diferencial para esta molécula, sin embargo no
fue posible calcular el Paap, debido a que la cinética de paso no mostré una tendencia lineal no
fue posible tener una ecuacién a partir de la cual se determinara la pendiente cuyo valor es
necesario para el calculo de Paap, por lo tanto, las comparaciones se hicieron en términos de

concentraciones en la camara receptora en diferentes puntos del experimento.

Este comportamiento observado para el candesartan puede ser explicado por: i) la naturaleza
quimica de ésta molécula, cuya estructura se caracteriza por la presencia de dos grupos
ionizables, un grupo acido con un pK..de 4 y otro basico con un pK.de 6,7 (Cagigal et al., 2001) y
ii) por los principios basicos de la absorcion de farmacos, que sugieren que la porcion no ionizada
de un farmaco es usualmente liposoluble y atraviesa la membrana por difusion pasiva (ruta
transcelular) y la porcion ionizada no puede atravesar la membrana celular o lo hace escasamente

por la ruta paracelular.

El pK.de un farmaco es el pH al cual la molécula tiene la mitad de sus formas ionizadas y la otra
mitad en su forma molecular o sin disociar. Para un farmaco acido en un pH acido predominan
las formas no ionizadas, para un farmaco basico a un pH basico también predominan las formas
no ionizadas. Una molécula ionizada usualmente es hidrofilica y por tanto se disuelve en agua 'y
su paso se da por la ruta paracelular, una molécula no ionizada es usualmente lipofilica y tomaria

una ruta transcelular.

Teniendo en cuenta esto, en la figura 39 se propone un modelo a través del cual se busca explicar

el fendmeno de permeacion para el candesartan en dos rangos de pH.

pKa2= 6,7
En valores cercanos a su pKa: Forma En valores cercanos a
predomina la forma no ionizada del Forma no su pKs2 predomina la
ionizada del candesartan candesartan jonizada del forma no ionizada del
(paso transcelular) candesartan candesartan (mayor

paso)




Este modelo propone que en el rango de pH acido el candesartan se comportaria como un acido
deébil y habria predominio de su forma no ionizada o molecular, produciéndose el paso a través
de la mucosa oral porcina por la ruta transcelular de manera constante en el tiempo, a pH basicos,
actuaria como una base débil exhibiendo en mayor medida su forma molecular lo cual que

favorece un paso de mayor concentraciéon de candesartan a través de la ruta transcelular.
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se implementaron las condiciones experimentales para usar la mucosa oral porcina en estudios
de permeabilidad in vitro de farmacos. Se demostrd que el método de recoleccion, transporte y
separacion del epitelio, permiten seleccionar mucosas viables e integras para las pruebas de

permeabilidad.

Se demostré que la mucosa oral porcina conserva su viabilidad e integridad hasta por 4h de
experimentacién, sugiriendo este como el tiempo mas adecuado para realizar estudios de

permeabilidad de farmacos.

Se determind que permeabilidad de la mucosa oral porcina frente a candesartan cafeina y
estradiol mostré un perfil diferencial que se asocia a la naturaleza quimica de las moléculas,

siendo en su orden cafeina, candesartan y estradiol.

Se evidencio que el pH cambia el perfil de permeabilidad de la mucosa oral porcina frente a

candesartan.
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