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1.- ABSTRACT

In this study, we performed the physicochemical and biopharmaceutical characterization of
a new clofibric acid-analog compound (ATAC) with antidiabetic activity and its
pharmacokinetics was evaluated in a non-insulin dependent model in Wistar rats. The
compound showed affinity for the lipophilic phase in the pH interval of 1 to 5, showing
indicating that its absorption could be optimal in the duodenal segment and part of the
jejunum. pKa determination was performed through potentiometric titration; it was found
that ATAC has two ionic species, the first one is at pH 4.43 and the second is at pH=6.08.
ATAC’s apparent permeability was evaluated using an in vitro model of inverted rat
intestine. The permeability in the evaluated segments was as follows 8.73 X 10 cm/s in
duodenum and 1.62 X 10° cm/s in jejunum, indicating that the compound has lower
permeability in jejunum in comparison to duodenum. ATAC’s pharmacokinetic evaluation
was performed in both, control and diabetic Wistar rats. For control groups, after an oral
administration with a dose of 50 mg/kg, pharmacokinetic parameters were determined
through a non-compartmental analysis: Elimination constant was 1.81+0.09 h!, absorption
constant (ka) was found to be 3.05+1.07 h'!, Cmax was 3.57+2.39 mg/ml at 0.33+0.28 h,
AUC was 2.58+1.97 pg/mL-h and Distribution Volume was 419.4+148.6 mL. For IV
administration at the same dose, elimination constant was 1.21+0.59 h’, distribution
volume 399.6+93.9 mL and AUC=38.8+19.2 ug/mL-h. In diabetic rats, after an oral
administration of 50 mg/kg the pharmacokinetic parameters were:ka 2.73+0.92 h?,
Cmax8.80+6.70 pg/mL and AUC 4.68+3.01 pg/mL-h. When the pharmacokinetic
parameters between control and diabetic rats; were compared, differences were found in
Cmax, AUC and Ke. These differences are probably due to the physiological damage that
the diabetic animals develop due to hyperglycemia. ATAC distribution was analyzed in four
organs (heart, pancreas, kidneys and liver) 8 hours after the pharmacokinetic study; the
organs were excised and ATAC’s concentration was measured. The results obtained for
compound 1 (metabolite) were: heart 4.53 pg/g, liver 1.41 ug/g, pancreas 5.51 ug/g and
kidneys 11.34 ug/g. With respect to ATAC does not present concentrations that can be

guantified reliably and is only detectable its presence in 3 organs (heart, liver and kidney).
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2.- RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica y biofarmacéutica de un
nuevo compuesto andlogo al acido clofibrico (ATAC) con actividad antidiabética, y se
evalué la farmacocinética del mismo en un modelo de diabetes no insulino dependiente en
rata Wistar. Dicho compuesto mostré afinidad por fase lipofilica en un intervalo de pH de
1 a 5, indicando con ello que podria ser absorbido en mayor proporcion en el segmento
duodenal y parte del yeyuno. La determinacion del pKa se realiz6 mediante titulacion
potenciométrica encontrando que el ATAC tiene dos especies idnicas, la primera por
encima del pH 4.43 y la segunda por encima del pH 6.08. Los valores de permeabilidad
aparente obtenidos del ATAC en un modelo in vitro de saco invertido de intestino de rata,
fueron: 8.73 X 10° cm / s en duodeno y 1.62 X 10® cm/s en yeyuno, indicando que el
compuesto tiene mas baja permeabilidad en yeyuno. La evaluacion de la farmacocinética

del ATAC se realiz6 tanto en ratas Wistar sanas como diabetizadas.

.Para el caso de ratas sanas, tras la administracion via oral de dosis de 50 mg/kg del
compuesto (ATAC), los parametros farmacocinéticos obtenidos por andlisis no
compartimental fueron: constante de eliminacion: 1.81+0.09 h, constante de absorcion:
3.05 ht, una Cmax de 3.57+2.39 ug/ml a las 0.33+0.28 h. El valor de AUC,-~ fue de
2.5841.97 pg/mL*h y el volumen de distribucion fue de 419.4+148.6 mL. Para la
administracion IV a la misma dosis, la constante de eliminacion (ke) fue 1.21 h?, el
volumen de distribucién fue 399.6+93.9 mL y AUCy-» fue 38.8+19.2 ug/mL*h. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ambas vias de administracion
excepto para el AUC,-~. La biodisponibilidad absoluta evaluada fue de 10,4%. En ratas
Wistar diabetizadas, después de una administracién oral de 50 mg/kg, obtuvieron los
siguientes parametros farmacocinéticos: la constante de eliminacién: 2.18+0.87 h,
constante de absorcion fue de 2.73+0.92 h, la Cmax fue de 8.80+6.70 pg/mL y el AUC,-
« fue de 4,68+3.01 yg/mL*h. Al comparar los diferentes parametros en ratas sanas con
respecto a las ratas en estado diabetizado, se encontraron diferencias en los parametros
de Cmax, AUCy-=~ y ke, lo cual probablemente se deba a los dafios fisioldgicos que
presentan los animales en estado diabetizado que pudieran alterar la absorcion vy
eliminacion del ATAC en la rata. Durante el estudio farmacocinético se detecta la
presencia de un metabolito (compuesto 1), el cual se sospecha que pudiera ser acido

clorfibrico. Se evalud la distribucion del ATAC en corazon, pancreas, rifiones y el higado.
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Los resultados obtenidos fueron para el compuesto 1 (metabolito): corazon (4.53ug/g),
higado 1.41(ug/g), pancreas 5.51(ug/g), y rifiones 11.34(ug/g). EI ATAC sélo fue posible

detectarlo, mas no cuantificarlo en corazoén, higado y rifiones).

3.- INTRODUCCION

Hoy en dia la Diabetes DT2 es un problema de salud mundial y en el caso especifico de
México (el cual ocupa el 5 lugar a nivel mundial ) se estima que alrededor de 12 millones
de personas viven con esta condicion de acuerdo a datos publicados por la federacion
Internacional de Diabetes (2017) .Considerando que la DT2 es una enfermedad que se
caracteriza por presentar una o mas complicaciones conforme progresa la DT2, no
existen en el mercado muchos medicamentos que puedan controlar mas de una
complicaciébn asociada a la DT2, ya que en la actualidad la terapéutica empleada
consiste en tratar con varios medicamentos una o mas complicaciones asociadas a la
DT2, se hace inminente necesidad de buscar nuevos farmacos que sean capaces de
actuar en mas de un blanco terapéutico y con ello contrarrestar una 0 mas
complicaciones relacionadas con la DT2. En el presente trabajo se plantea la
caracterizacion fisicoquimica y biofarmacéutica de un nuevo compuesto analogo al acido
clofibrico (ATAC) con actividad antidiabética probada y posible actividad hipolipemiante,
ya que la dislipidemia es una de las complicaciones asociadas a la DT2. Se evalud la
farmacocinética del ATAC en ratas sanas con la finalidad de elucidar por primera vez el
curso temporal de dicho compuesto y al mismo tiempo en un modelo de diabetes no
insulino dependiente en rata con la finalidad de visualizar posibles cambios en algunos
pardmetros farmacocineticos debido al estado de enfermedad. EI ATAC mostré afinidad
por fase lipofilica en un intervalo de pH de 1 a 5, indicando con ello que podria ser
absorbido de mejor manera en el segmento duodenal y parte del yeyuno. La
determinacion del pKa se realiz6 mediante titulacion potenciométrica y encontrando que el
ATAC tiene dos especies i6nicas, la primera por encima del pH 4.43 y la segunda por
encima del pH 6.08. La permeabilidad aparente del ATAC se evalu6 en el modelo in vitro
de saco invertido de intestino de rata, la permeabilidad obtenida en los segmentos

evaluados fue la siguiente: 8.73 X 10° cm / s en duodeno y 1.62 X 10 cm/s en yeyuno
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indicando que tiene compuesto tiene mas baja permeabilidad en el segmento del yeyuno
con respecto al duodeno. La evaluacion de la farmacocinética del ATAC se realizé tanto
en rata sana como en rata diabetizada. Para el caso de ratas sanas, tras la administracion
via oral del compuesto a una dosis de 50 mg/kg se determinaron los siguientes
parametros farmacocinéticos por andlisis no compartimental: la constante de eliminacion
después de una administracion oral de 50 mg/kg en rata Wistar fue de 1.81 h?, la
constante de absorcién fue de 3.05 h%, la Cmax fue de 3.57 pug/ml a 0.33 h, el AUC,-« fue
de 2.58 ug/mL*h y el volumen de distribucion fue 419.4 mL. Para la administracion IV a la
misma dosis, la constante de eliminacion (ke) fue 1.21 h1, el volumen de distribucion fue
399.6 mL y AUC,-~ fue 38.8 ug/mL*h. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas excepto para el AUCo-= por via oral con respecto a la via intravenosa. La
biodisponibilidad absoluta evaluada fue del 10,4%. En ratas diabetizadas se obtuvieron
los siguientes pardmetros farmacocinéticos: la constante de eliminacion después de una
administracion oral de 50 mg/kg en rata Wistar fue de 2.18 h%, la constante de absorcién
fue de 2.73 hl, la Cmax fue de 8.80 ug/mL, el AUC,-~ fue de 4,68 ug/mL*h. Se evaluo la
distribucion del ATAC en 4 6rganos como: corazln, pancreas, rifiones y el higado,
transcurridas 8 horas después del estudio farmacocinético, se extrajeron los érganos y se
cuantificod la cantidad de ATAC distribuida en los érganos seleccionados. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes expresados en pg/g de tejido solo fue posible cuantificar el
compuesto 1 en los 4 drganos siendo los rifiones donde se encontré la mayor
concentracion 11.34. El ATAC no fue posible cuantificarlo y sélo se detecta su presencia
en los 6rganos evaluados, el érgano donde se detectdé mayor presencia fue el rifidn.
Probablemente el rifibn sea la ruta de mayor eliminacion. El ATAC probablemente se
comporte como un profarmaco debido a que sufre metabolismo, originando un compuesto
1 (metabolito) que se sospecha se trate del 4cido clorfibrico. Los hallazgos de este trabajo
son importantes ya son los primeros estudios fisicoquimicos y biofarmacéuticos realizados
al ATAC, ya que dichos estudios forman parte de la evaluacién en la fase preclinica de

nuevas moléculas que puedan ser candidatas al uso en humanos.

15



4.- ANTECEDENTES

4.1.- Diabetes tipo 2 (DT2)

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) define a la DT2 (también llamada no
insulinodependiente) como una enfermedad crénica-degenerativa que se caracteriza por
una deficiencia en la produccion de insulina por parte de las células B del pancreas o

cuando el organismo no es capaz de utilizar de manera eficiente la insulina que produce 2.

De acuerdo a lo reportado en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, la Diabetes
Mellitus se encuentra entre las primeras causas de muerte en México. Se han
documentado cifras de 6.4 millones de personas han sido diagnosticadas con diabetes
mellitus en México en el 2012 ® y de acuerdo a datos reportados por la federacion
internacional de diabetes la cifra incrementé a 12 millones de diabéticos en México en el
2017 ' .En cuanto a dislipidemias en México la Federacion Mexicana de Diabetes
menciond que se muestra una fuerte tendencia en el aumento de sobrepeso, obesidad,

asi como de las dislipidemias asociadas a diebetes mellitus (www.fmdiabetes.org).

4.1.2.- Manifestaciones clinicas, diagndostico y complicaciones de la DT2

En ocasiones los sintomas de la DT2 pueden ser imperceptibles y el diagnéstico se
determina cuando ya existen varios afios de evolucion de la enfermedad. Dentro de las
manifestaciones clinicas de la DT2 se encuentran: poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de
peso sin razon aparente, debilidad, cansancio, hiperglicemia crénica causada por defectos

en la produccion de insulina 0 en la accion de la insulina (resistencia).

Los criterios mas importantes para el diagnéstico de diabetes tipo 2 se encuentran los

siguientes:

Hemoglobina glucosilada mayor o igual a 6.5%.
* Glucemia plasmatica en ayunas (8 horas de ayuno previo) mayor o igual 126
mg/dL.

* Prueba de tolerancia a la glucosa oral (transcurridas 2 horas tras ingerir una
bebida dulce especial) se diagnostica diabetes cuando la glucosa en sangre es

igual o mayor a 200 mg/dL

Existen complicaciones asociadas a la DT2, algunas de las mas importantes son: dafio
capilar renal causando glomerulonefritis e insuficiencia renal en etapa avanzada de la
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misma, dafio en los capilares de la retina causando ceguera, neuropatia periférica, Infarto

al miocardio, complicaciones cerebrovasculares y arterioesclerosis?3#5.

Por lo tanto, un paciente ya diagnosticado con diabetes (en cualquier etapa de la
enfermedad) debe dar inicio a su tratamiento farmacolégico, asi como algunos cambios
en el estilo de vida para evitar que aparezcan o se desarrollen mas complicaciones

asociadas a la DT2.

4.1.3.-Tratamiento actual de la DT2 y complicaciones asociadas a dicha enfermedad.

El tratamiento de la DT2 se basa en tres principales pilares: dieta, ejercicio fisico y
medicacion; éste tratamiento tiene como objetivo mantener los niveles de glucemia
plasmatica en un rango de 70 a 130 mg/dL (pacientes ya diagnosticados con la
enfermedad), y con ello, poder minimizar el riesgo de las complicaciones asociadas a la
DT2. En cuanto a la dieta, se inicia con alimentacién balanceada y baja en carbohidratos.
Respecto a la terapia con farmacos antidiabéticos se prescribe: monoterapia de forma
inicial con biaguanidas (metformina); si la monoterapia en combinacion con el cambio de
estilo de vida (ejercicio y dieta balanceada) no fueran suficientes para mantener
controlada la hiperglicemia en sangre, entonces se recetan las biguanidas en combinacién
con 1 6 2 farmacos antidiabéticos adicionales. En la tabla 1 se presentan algunos
ejemplos de farmacos que pueden combinarse entre si con las biguanidas: sulfonilureas,
tiazolidindionas, inhibidores de a-glucosidasas, inhibidores de transportadores renales de

glucosa e inhibidores de la dipeptidilpeptidasa.

Tabla 1. Tratamientos combinados para el control de DT2

Farmacos Ejemplos

Biguanidasy sulfonilureas Metformina y glibenclamida
Biguanidas,sulfonilureas, Metformina,glicazida,
tiazolidindionas Pioglitazona
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Sin embargo, en algunas ocasiones cuando a pesar del tratamiento farmacolégico
combinado con dieta y ejercicio fisico, no se llega a la meta de control glucémico
esperado, al paciente se le prescribe un tratamiento adicional que consta de la inyeccién

subcutanea de insulina®*®.

Existen casos de pacientes en los cuales, a pesar de que existe el control de la
hiperglucemia con alguno de los tratamientos anteriormente mencionados, cierto nimero
de pacientes llegan a presentar otras complicaciones adicionales a la diabetes, una de
ellas es la dislipidemia; dicha enfermedad es causada por la alteracion en las
concentraciones de lipoproteinas sanguineas.

Factores como el sobrepeso, la obesidad, sedentarismo, tabaquismo, exceso en el
consumo de alcohol y padecer enfermedades como DT2 pueden contribuir al desarrollo
de la dislipidemia. El diagndstico clinico de la dislipidemia se basa en los niveles séricos
de las lipoproteinas y algunos sintomas clinicos como dolor de cabeza, cansancio
excesivo y calambres musculares. Sin embargo, en muchas ocasiones puede ser una

enfermedad asintomatica.

4.2.- Tipos de dislipidemias.

La enfermedad cardiovascular aterosclerética es una de las principales causas de
mortalidad en el mundo, México no es la excepcion. Las dislipidemias como enfermedad
cuando comienzan en etapas tempranas, su evolucién es lenta y progresiva, existiendo
multiples factores condicionantes capaces de acelerar la aparicion de sus manifestaciones
clinicas ©. Existen en la actualidad varios factores de riesgo que han sido identificados y
gue pueden ser asociados con la enfermedad cardiovascular aterosclerética, entre los
mas importantes, se destacan el habito de fumar, la hipertension arterial, la dislipemia
(alteracién en las concentraciones plasmaticas de lipidos y/o lipoproteinas), la presencia
de antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, la obesidad, sedentarismo, el
estrés y por supuesto la DT2, la cual se considera como un riesgo alto de padecer una

enfermedad coronaria ”’.
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4.2.1.-Clasificacion de dislipidemias.

Las dislipemias pueden ser clasificadas de acuerdo a los siguientes criterios.
Segun el perfil lipidico

» Hipercolesterolemia aislada: aumento del colesterol total a expensas del
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL).

* Hipertrigliceridemia aislada: aumento de los triglicéridos de origen enddgeno (a
expensas de las lipoproteinas de muy baja densidad, VLDL), exdégeno (a
expensas de quilomicrones), o ambos. ¢

Hiperlipemia mixta: aumento del colesterol total y los triglicéridos.
 Hipoalfalipoproteinemia: disminucién del colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (C-HDL).

Esta clasificacion permite aproximarse al riesgo del paciente y ademas si se
presenta el aumento de los niveles plasméticos del colesterol total, con
incremento moderado de triglicéridos y disminucion de CHDL, el paciente tendra
mayor riesgo de padecer algun evento cardiovascular que otro individuo que

presente hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia aislada 2.

4.2.2.-Diagnostico de la dislipidemia asociada a DT2

La dislipidemia se diagnostica con ayuda de pruebas bioquimicas ya estandarizadas que
pueden ser métodos enziméaticos colorimétricos donde se determinan concentraciones
sanguineas de colesterol total, triglicéridos y colesterol-HDL en muestras tomadas
después de un ayuno de 9 a 12 horas. También la medicién de apoproteina B es util para

el diagnostico diferencial de hipertrigliceridemia en pacientes con DT2 °,

Por consiguiente, es importante monitorear los niveles de lipidos séricos en pacientes ya
diagnosticados con DT2 para prevenir el desarrollo de complicaciones asociadas a dicha
enfermedad como es la arterosclerosis e infarto al miocardio y una vez diagnosticada la
dislipidemia en pacientes diabéticos, ademas de su tratamiento para el control de la

hiperglicemia, se incluye terapia con antilipemiantes, entre los que se utilizan son
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inhibidores de la enzima hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (estatinas), inhibidores
de la absorcién del colesterol (ezetimiba), acidos grasos omega-3 y derivados del &cido
fibrico (benzafibratos,clofibratos y fenofibratos)®1°.Todo ello con la finalidad de tener
controlado al paciente en cuanto a la hiperglicemia y la concentracion de lipoproteinas
plasméticas.

4.2.3.-Tratamiento de las dislipidemias.

4.2.4.-Tratamiento no farmacolégico

Es fundamental instruir al paciente, motivarle y a la vez transmitirle animo, apoyo y
entendimiento a fin de optimizar el apego al programa de alimentacion para nivelar las
concentraciones de lipoproteinas con el cambio en el estilo de vida y plan alimentario ya
gue un plan nutricional apoyan en reducir la ingestién de grasas saturadas, grasas trans y
colesterol. La cantidad total de grasas en la dieta diaria, no son los determinantes
principales de las concentraciones séricas de colesterol o del riesgo cardiovascular; es
mas bien la composicion de los &cidos grasos de la dieta lo que determina ambos

factores. Por lo tanto se deben consumir alimentos ricos en acidos grasos insaturados 61°,

4.2.5.-Tratamiento farmacolégico de la dislipidemia

En pacientes con DT2 y con dislipidemia, las modificaciones del estilo de vida son
indispensables; sin embargo, pueden resultar insuficientes para alcanzar las
concentraciones deseados de lipidos de acuerdo al nivel de riesgo cardiovascular y por lo
tanto, el tratamiento farmacolégico es necesario. A continuaciébn en la tabla 2 se

presentan los medicamentos mas utilizados en el tratamiento de la dislipidemia.
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Tabla 2. Farmacos para el tratamiento de

dislipidemias

Tratamiento lipidico monoterapia % % % Terapia combinada | % % %
LDL HDL TG LDL HDL TGC
Estatinas 25-63 Estatina+ ezetimiba | 46-61 | 16-27
Hipercolesterolemia Ezetimiba 18 Estatina+niacina 36-42
LDL altas, TG Niacina 6-25 Niacina +SAB 45-64 | 16-27
normales 25-55 | 16-27
HLD normales SAB 15-30 Estatina+niacina
+SAB
Hiperlimidemia mixta | Estatinas 25-45 | 5-15 5- Estatina +&cido 16-27 | 35
37 fibrico
LDL altas, TG altos Acido fibrico 10-28 | 5-35 10- Niacina + estatina 16-27 | 15-45
50 20-37
HDL normales o Niacina 6-25 8-38 30- | Niacina +acido
bajas 50 fibrico
Niacina +SAB
Estatinas 5- 16-27
10
Hipertrigliceridemia Acido fibrico 6-12 30- | Niacina +acido 20-37
50 fibrico
Niacina 5-10 10-
50
Estatinas 5-35
HLD baja Acido fibrico
Niacina

Nota: secuestradores de acidos biliares=SAB, ejemplos de farmacos son las colestiramina

y colestipol

Dentro de los hipolipemiantes de primera eleccidén para el tratamiento de la dislipidemia
asociada a DT2 son los fibratos; los cuales son profarmacos que se metabolizan por

hidrélisis enziméatica en metabolitos activos en forma de acido carboxilicos 2.

4.3.- Fibratos

Los fibratos como los Benzafibrato, Fenofibrato y Gemfibrozil por mencionar ejemplos,
son sustancias quimicas derivadas del acido fibrico (4cido clorofenoxiisobutirico) y estan
indicados en el tratamiento de pacientes con dislipidemia. Los fibratos son farmacos que
por lo general se prescriben para el tratamiento de pacientes con dislipidemias, se recetan
como farmacos de primera eleccibn de tratamiento y se da seguimiento con una
alimentacion balanceada y en caso que no funcione, entonces se prescriben
antilipemiantes en pacientes gque tienen concentraciones elevadas de triglicéridos y bajas
de c-HDL. Las dislipidemias son uno de los principales factores de riesgo modificables
gue condicionan la aparicion y progresion de la aterosclerosis y enfermedades

cardiovasculares asociadas como la DT2 2.
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4.3.1.-Aplicacion terapéutica de los fibratos

Los fibratos son utilizados en los trastornos del metabolismo lipidico (triglicéridos,
colesterol o ambos) cuando no son suficientes las medidas dietéticas (dislipidemias tipo
lla, lib, 1ll, IV y V), ya que poseen un notable efecto de regulacion lipidica, y que pueden
reducir los trigliceridos hasta un 50% y aumentar las lipoproteinas de alta densidad hasta
un 20%, son eficaces en el tratamiento de trastornos de los lipidos asociados a elevacion
de triglicéridos en suero y lipopoteinas de muy baja densidad en personas que padecen
obesidad o trastornos metabdlicos como en pacientes con DT2, que suelen tener
obesidad de predominio central concentrando el exceso de grasa a nivel abdominal y
visceral. El aumento de la grasa abdominal se asocia con insulinorresistencia,
hiperinsulinemia y por supuesto dislipidemia aterogénica.Por ello es que los fibratos son
los farmacos de primera eleccién para reducir los niveles de triglicéridos plasmaticos, y

ademas incrementan los niveles de c-HDL en pacientes diabéticos?®3.

4.3.2.- Reacciones adversas de los fibratos

Las principales reacciones adversas de los fibratos son: efectos gastrointestinales como
pérdida del apetito, sensacion de plenitud en el estbmago y nauseas. Otros efectos,
informados con poca frecuencia incluyen: urticaria, pérdida de pelo, mialgias, fatiga,
cefalalgia y anemia. También se han informado de incrementos menores de las

transaminasas hepaticas y decremento de la fosfatasa alcalina “.

4.3.3.- Mecanismo de accion de los fibratos

Los fibratos estimulan los receptores nucleares PPAR-a y con ello aumenta la oxidaciéon
de acidos grasos en el higado y musculos, por lo tanto disminuye la secrecion hepatica de
lipoproteinas como: lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL) vy lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL); también aumenta la actividad de la
lipoproteilipasa muscular, de modo que se incrementa la lipolisis y, en consecuencia, la
eliminacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). La oxidacién de &cidos grasos
se ve forzada por la activacién de la enzima acil-CoA sintetasa y la inhibicion de dicha
enzima reduce la sintesis de triglicéridos, dando como resultado una marcada reduccion
en los triglicéridos en plasma y niveles de VLDL. El receptor activado por proliferadores
peroxisdbmicos (PPAR- a) se expresa mayoritariamente en el higado y, en menor medida,
en el corazén, el rifdn, el mlsculo esquelético y el intestino, en estos tejidos, el PPAR-a

estd directamente implicado en el control de la expresién de genes que codifican
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proteinas y enzimas clave en el metabolismo energético, especialmente en el catabolismo

de los acidos grasos 41>

4.3.4.- Propiedades farmacocinéticas de los fibratos

Los fibratos son profarmacos que tienen una buena biodisponibilidad oral, aunque
calcular su biodisponibilidad absoluta es dificil porque son muy insolubles en agua. Se
encuentran mayormente unidos a las proteinas (99%), en especial a la albumina. Los
niveles plasmaticos alcanzan el maximo al cabo de 6 a 8 horas y el equilibrio dentro de los
5 primeros dias tras su administracion. Su absorcion aumenta con los alimentos, se
metabolizan en el higado por conjugacion con acido glucurénico y se eliminan por via
renal. Es importante sefalar que fibratos como el gemfibrozilo compite con las estatinas
por el catabolismo hepéatico en mayor medida que otros fibratos, lo que determina un
potencial superior de interacciones farmacocinéticas con otros medicamentos. El
clofibrato es uno de los fibratos que tiene bien caracterizada su farmacocinética tanto en
humanos como en especies animales (rata). Entre el 95% y el 99% de una dosis oral de
clofibrato se excreta en la orina como acido clofibrico libre y en forma de conjugado, tiene
un alto grado de union a las proteinas plasmaticas en un intervalo que va del 95-97 %,
una Cméax 50 pg/mL y un tiempo de vida media de 10 horas con una dosis de 500 mg via
oral) en humanos'®.En la rata se ha reportado que el clofibrato tiene un tiempo de vida

alrededor de 6 a 8 horas y una Cmax = 26.51 ug/mL con una dosis de 14 mg/kg 1",

4.3.5.- Propiedades fisicoquimicas de los fibratos

Los fibratos son sustancias quimicas derivadas del acido fibrico (acido
clorofenoxiisobutirico), son insolubles en agua, por lo que se administran en forma de
profarmacos. Su punto de fusién se encuentra entre 118 y 119 °C. Dentro de los fibratos
gue tienen bien caracterizada sus propiedades fisicoquimicas se encuentra el clofibrato
(figura 1), el cual tiene un peso molecular de 242.7 g/mol, es practicamente insoluble en
agua, la solubilidad en metanol y DMSO es de 50 mg/mL, etanol/PBS 1:6 pH= 7.2 a 37°
C (0.01lmg/mL), Log D pn= 75 ( -1.13), pKa= 3.2 y una permeabilidad aparente en

membranas artificiales PAMPA pu-75 (0.29 X 10 ® cm/s)120:22,
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Figura 1. Estructura molecular del clofibrato (ethil 2-(4-chlorofenoxi)-2-metilpropanoato)

4.3.6.- Actividad farmacoldgica y mecanismos de accion del &cido clofibrico

El clofibrato (el cual es un derivado de los fibratos) se prescribe para el control de la
dislipidemia; su mecanismo de accion esta implicado en el control de la expresion de
proteinas y enzimas clave para el metabolismo de lipidos, es agonista sintético de
receptores nucleares activados por proliferadores peroxisémicos tipo alfa (PPAR-a). El
clorfibrato es un profarmaco que se hidroliza en el organismo para generar su metabolito
activo,el acido clofibrico; dicho metabolito actia como agonista de receptores nucleares
PPAR-q, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo en tejidos
importantes como el hepatico, muscular, cardiaco, adiposo y renal. La funcién de los
PPAR-a esta relacionada con la regulacién de la B-oxidacion, regulacion de la glucdlisis y
diferenciacion celular 222324

Por lo tanto, dichos receptores nucleares (PPAR-a) son blancos terapéuticos importantes

para el tratamiento de la dislipidemia como una complicacion asociada a la DT2.

4.3.7.- Fibratos y su actividad antidiabética

En estudios recientes en células (miocitos, células musculares), se reportdé que el
fenofibrato ademas de tener actividad farmacol6gica como hipolipemiante, también posee
actividad inhibitoria contra la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11pB-
HSD1)%. La enzima 11B-HSD1 se expresa principalmente en tejido muscular, hepatico y

adiposo, dicha enzima cataliza la conversiébn de la hormona inactiva cortisona a la
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hormona activa cortisol (en roedores de 11-hidroxicorticosterona a corticosterona).
Ademas existen reportes de que glucocorticoides como el cortisol se encuentran
involucrados en la activacion de la glucogendlisis hepética generando con ello

hiperglicemia en sangre, por lo cual, el cortisol estd asociado a complicaciones de DT2
26,27

Por lo tanto, es muy posible que los fibratos puedan tener una doble actividad terapéutica,
por un lado sobre el control de lipoproteinas sanguineas y por otro el control de la
hiperglicemia al inhibir la via de la glucogendlisis hepatica, la cual es activada por la

presencia del cortisol.

4.4.- Farmacos con actividad dual (hipolipemiantes y antidiabéticos)

Debido a que la dislipidemia es una complicacion asociada a la DT2, ya existen en el
mercado farmacos reportados con actividad sobre dos blancos terapéuticos, tal es el caso
del Saroglitazar, de acuerdo a estudios reportados mostré una reduccién significativa de
lipidos y glucosa en pacientes con DT2 que presentaban complicacion con dislipidemia, y
el Chiglitazar, que en un modelo murino (ratones) redujo los niveles de glucosa y el peso
corporal de los animales. Tanto el Saroglitazar como el Chiglitazar son agonistas de
receptores activadores del proliferador del peroxisoma tipo alfa y gama (PPAR-a y PPAR-

y), los cuales se encuentran involucrados en el metabolismo de lipidos y glucosa 282

4.4.1.- El reemplazo bioisosterico.

Un bioiséstero es una molécula que resulta del intercambio de un atomo o de un grupo de
atomos con un atomo o grupo de atomos alternativos, ampliamente similares. El objetivo
del reemplazo bioisostérico es crear una nueva molécula con propiedades bioldgicas
similares al compuesto original. El reemplazo puede atenuar la toxicidad, modificar la
actividad terapéutica de la molécula y / o alterar la farmacocinética o la toxicidad de la

misma 3032,

4.4.2.-Reemplazo bioisostérico de fibratos

Aunque ya se tiene bien caracterizada la estructura molecular del clofibrato y su
mecanismo de accion, tedricamente una molécula bien caracterizada puede ser
modificada por el reemplazo de alguno de sus grupos funcionales por otro grupo funcional
muy similar al grupo reemplazado, y con ello conferirle tedricamente mejores

caracteristicas fisicogquimicas o inclusive una mejor actividad farmacolégica, de tal forma
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gue es posible generar una actividad dual sobre dos blancos terapéuticos, tomando como
base algunos de los fundamentos del reemplazo bioisostérico.

Se han utilizado reemplazos bioisostéricos del &cido carboxilico que tiene la molécula del
acido clofibrico por heterociclos acidos (como grupos tetrazoles), donde dicho reemplazo
por otro grupo funcional puede proporcionarle a la molécula modificada un aumento en su
actividad farmacol6gica o posiblemente mejorar algunas caracteristicas fisicoquimicas

importantes como lipofilicidad y solubilidad 3232,

4.5.- Estudios farmacocinéticos y biodisponibilidad

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia la velocidad a la que
transcurren todos los procesos ADME que sufre el farmaco desde que entra en el
organismo hasta que sale de él, de forma cuantitativa estudia la evolucion temporal de los
farmacos en el organismo. Algunos de los conceptos importantes en la farmacocinética es
la biodisponibilidad que se define como la cantidad y la velocidad a la que un principio
activo o molécula con potencial actividad terapéutica se absorbe a partir de una forma
farmacéutica desde el sitio de disposicidén y llega a sistema circulatorio central, teniendo
en cuenta que se encuentra en equilibrio entre el sitio de accion y la circulacién general,
por tanto, se asume que los parametros farmacocinéticos medidos en sangre son
representativos de la biodisponibilidad de dicho principio activo o molécula con potencial
terapéutico 3.

Por lo tanto, la biodisponibilidad de una molécula es una propiedad intrinseca de la misma
y por lo tanto, la biodisponibilidad y los parametros farmacocinéticos nos aportan la
informacién necesaria en situaciones en las que es importante conocer la velocidad y
magnitud del acceso de dicha molécula en forma inalterada a circulacién sistémica.
Algunas de las situaciones de vital importancia donde es necesario considerar el cambio

tanto de la biodisponibilidad como de la farmacocinética son los estados de enfermedad.
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4.5.1.- Efectos del estado diabético en la biodisponibilidad de los farmacos

Se ha reportado tanto en humanos con diabetes mellitus, como en roedores, el desarrollo
de nefropatia a diferentes etapas como hiperfiltracion, microalbuminuria, proteinuria y
finalmente pérdida de la funcién renal, también se presenta hipoalbunemia en algunos
casos y esto puede provocar cambios en la biodisponibilidad de medicamentos35,
Dostalek M. y colabodores han reportado que la actividad de las enzimas de la familia
P450 (las cuales participan de manera importante en la biotransformacion de
medicamentos), se encuentran alteradas por patologias como la DM y esto posiblemente
provoque cambios en la biodisponibilidad y parametros farmacocinéticos de farmacos®’. Li
Y. y colaboradores reportaron cambios en la farmacocinética de glibenclamida (via oral 10
mg/kg) en ratas diabéticas y sanas, siendo el ABCo.12n de glibenclamida mas baja en ratas
sanas (57.752 mg min/L) y mas alta en ratas diabetizadas (321.24 mg min/L). En cuanto a
la depuracion total en rata sana el valor es mas alto (0.092 L/min/kg) con respecto a la
rata diabetizada (0.019 L/min/kg)*2. La informacién anterior nos ofrece un indicio de que la
gliblenclamida sufri6 cambios a nivel de algunos parametros farmacocinéticos debido al
estado hiperglicemia crénica y lo mismo podria ocurrir con otras moléculas que tienen
actividad antidiabética, las cuales también podrian sufrir cambios a nivel de sus

pardmetros farmacocinéticos debidos al estado de enfermedad.

4.6.- Metabolismo de farmacos

La actividad de un farmaco es generalmente el resultado de una serie de reacciones
complejas en las que influye la sustancia administrada como sus productos de
degradacién (metabolitos), por ello, la comprension de las bases de la actividad
farmacoldgica requieren el conocimiento de las vias metabdlicas. Asi pues, la
biotransformacioén, es el proceso que puede sufrir mas modificaciones en un organismo
debido a diversos factores, entre los que se pueden enlistar a factores genéticos,
fisiologicos y ambientales. Por ello, la variabilidad inter e intraindividual a nivel del
metabolismo esta relacionada con el efecto farmacolégico y la toxicidad de los mismos.
hablando de factores genéticos, se pueden considerar, las diferencias en la expresiéon de
las enzimas responsables del metabolismo de farmacos, lo cual esta relacionado con la

variabilidad genética de cada individuo; dentro de los factores fisioldgicos se encuentra la
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edad, pues en general la mayor parte de los sistemas enzimaticos responsables de la
biotransformacion de farmacos se encuentran con grandes diferencias en las edades
extremas de la vida, siendo muy inmaduro en los primeros afios de vida o ya muy
deficiente en personas de la tercera edad. el factor ambiental involucra el curso de la
evolucion, el hombre y otras especies de mamiferos han ido desarrollando la capacidad
de metabolizar una gran cantidad de sustancias quimicas, de modo que la exposicion
créonica a determinados factores ambientales o medicamentos pueden influir en la
actividad de diferentes enzimas que intervienen en la biotransformacion de sustancias
exdgenas del organismo; ejemplos significativos de estos factores tenemos el consumo
de tabaco, alcohol, exposicion a ciertas sustancias por motivo de trabajo y la ingesta de
ciertos alimentos. Las principales vias metabdlicas son las reacciones de fase 1 y fase 2
(conjugacion). Las reacciones de fase 1 incluyen: oxidacién, reduccion, hidroxilacion e
hidrélisis; todas estas reacciones de fase 1 tienen el objetivo de hacer una molécula mas
polar para que sea soluble en los fluidos fisiolégicos y que sea eliminado mas facilmente
del organismo. Las reacciones de fase 2 son reacciones catalizadas por un conjunto de
enzimas, la mayoria de ellas localizadas en el citosol y el resultado de la conjugacion es
obtener xenobidticos con mayor solubilidad en medios acuosos. Las conjugaciones mas
importantes son las siguientes: glucuronidacién, sulfatacién, aminoacidacion y

glutationizacién.3439,

4.6.1.- Estudios de metabolismo.

Los estudios de metabolismo en xenobidticos son importantes debido a tres principales
razones. En primer lugar, estos estudios se han incorporado de forma rutinaria en el
descubrimiento y caracterizaciébn de nuevas moléculas. La segunda, nos permiten tener
una mejor comprension de las enzimas que podrian estar involucradas en el metabolismo
de dichos compuestos y las diferencias entre especies e individuos y en tercer lugar,
encontrar estrategias para la optimizacion de propiedades farmacocinéticas aplicado al
descubrimiento de nuevos farmacos “%4, . Se sabe que dichas enzimas catalizan la
hidrolisis de una amplia variedad de sustratos que incluyen ésteres y amidas. El
clorfibrato como profarmaco, es metabolizado ampliamente por enzimas esterasas. 4243,
4.7.- Estudio de distribucion tisular

La distribucion puede ser definida como la llegada y disposicion de una molécula en
diferentes tejidos en un organismo. Esta distribucion estd sujeta a la influencia de

propiedades y fenbmenos que rigen el reparto de una molécula o metabolitos generados
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en el organismo, entre las que se encuentran las propiedades fisicoquimicas propias de
la molécula, volumen de liquido corporal, unién a proteinas plasméticas, flujo sanguineo
en los diferentes tejidos, capacidad de difusiébn a diferentes zonas corporales y la
solubilidad tisular 344 .Por tanto, la caracterizacién de la distribucién tisular nos permite
visualizar los tejidos que puede el compuesto o los metabolitos pueden alcanzar asi

como las posibles vias de eliminacion.

4.8.- Evaluacién de Diabetes Mellitus (DM) no insulino dependiente en animales.

En la literatura existe una amplia gama de estudios de DT2 evaluada en animales. Wu J. y
colaboradores han caracterizado ampliamente un modelo murino, el cual ha permitido
comprender como se lleva a cabo la glucotoxicidad sobre las células B por parte de la
treptozotocina (ZTS) y ademas existen otros estudios donde se compara la
farmacocinética de mdultiples compuestos en animales donde se induce la diabetes
mellitus con alloxan o STZ “°. Sin embargo, este tipo de modelos son utilizados para
evaluar diabetes tipo 1. El modelo de diabetes no insulinodependiente en ratas se genera
administrando una sustancias con efectos téxicos sobre las células B del pancreas, por
ejemplo la estreptozotocina (STZ), con previa administracion de nicotinamida; el cual
funciona como protector de las células pancreaticas. La STZ produce hiperglucémia por
la destruccion progresiva de las células § del pancreas por induccion de la muerte celular
debido a la metilacién del ADN. A diferencia del modelo donde solo se inyecta STZ , en el
modelo de diabetes no insulino dependiente se puede evaluar la codicion de

hiperglucémia sin la destruccion total de las células B del pancreas “°.

5.- JUSTIFICACION

Debido que la DT2 se considera un problema de salud publica y las complicaciones
concomitantes asociadas con la misma se presentan con gran frecuencia, la busqueda de
nuevos compuestos para su tratamiento, asi como para las complicaciones asociadas a la
DT2 se considera una prioridad en el campo de investigacién farmacéutica. Entre las
principales complicaciones asociadas a la DT2 se encuentra la dislipidemia y con base en
ello existe un gran interés en la blisqueda de nuevas entidades farmacolégicas que sean
capaces de dar tratamiento a la hiperglicemia y complicaciones asociadas. Para obtener
informacién relevante de nuevas moléculas con posible actividad terapéutica en la etapa

preclinica, es importante llevar a cabo estudios farmacéuticos como: fisicoquimicos y
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farmacocinéticos que permitan evaluar el proceso ADME en animales y determinar si en
un futuro serd posible continuar con el estudio de las nuevas moléculas y su posible
avaluacion futura en humanos (fase clinica). El grupo de investigacion del Dr. Gabriel
Navarrete Vazquez sintetizd6 una serie de nuevas moléculas bioactivas del tipo amida
azaheterociclicas derivadas del acido clofibrico, de las cuales solo una de ellas resulto
tener actividad farmacoldgica, dicha molécula (figura 2) lleva por nombre 2-(4-clorofenoxi)-
2-metil-N-(1H-tetrazol-5-il) propanamida (ATAC), la cual es un analogo tetrazol del 4cido
clofibrico “8. EI ATAC es un agonista sintético sobre receptores nucleares proliferadores
de peroxisomas tipo alfa (PPAR-a, asi como inhibidor de la enzima 11 (3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1 (113-HSD1), confirmada de en un prueba in vitro sobre una linea
celular HEK 293 (células que derivan de riibn de embrion humano), se observo la
inhibiciéon de la enzima 11B-HSD1; la cual esta involucrada en la activaciéon de la
glucogendlisis hepatica. Comparativamente el ATAC presentdé un 51.17 % de inhibicién
contra la enzima que el mostrado por el clofibrato el cual fue de 18.11% vy el acido
clofibrico de 19.14 %.El ATAC presentd actividad antidiabética en modelo in vivo de
diabetes mellitus no insulino dependiente. Los resultados del estudio mostraron que el
nuevo compuesto fue 77% mas efectivo que la glibenclamida para disminuir la
glicemia®. Por lo tanto, estos datos experimentales aportaron evidencia de que el ATAC
es un compuesto que probablemente pueda ser utilizado para el tratamiento de la DT2.
Con base en lo anterior, la nueva molécula (ATAC) podria tener una ventaja respecto la
molécula original (clofibrato), ya que puede tener una posible actividad dual sobre dos

blancos terapéuticos (efecto antidiabético y hipolipemiante)

@)(m,u

Figura 2. Analogo tetrazol del acido clofibrico (ATAC)
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Por otra parte, el tratamiento farmacolégico combinado (polifarmacia) representa un gran
problema de adherencia por parte del paciente, debido a la ingesta de mdultiples
medicamentos. Es por eso que existe un gran interés en el estudio de nuevos farmacos
gue tengan blancos duales que permitan, controlar al menos dos padecimientos
relacionados a la DT2, ademas de presentar probablemente menos efectos adversos que
los medicamentos ya existentes para el tratamiento de la DT2 y sus complicaciones. El
proyecto estuvo encaminado en determinar las caracteristicas fisicoquimicas vy
biofarmacéuticas del ATAC que forman parte de la etapa de investigacion preclinica por
la cual deben pasar nuevas entidades farmacoldgicas si en un futuro se pretenden
evaluar en humanos, ya que dicha molécula podria ser una alternativa terapéutica para el

tratamiento de la DT2 y la dislipidemia

6.- HIPOTESIS

El ATAC mostrara parametros farmacocinéticos favorables que podran relacionarse con
el efecto antidiabético mostrados en estudios previos en el modelo de diabetes no insulino

dependiente en rata.

7.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la farmacocinética y la biodisponibilidad de un analogo tetrazol del &cido

clofibrico (ATAC) con actividad antidiabética demostrada.
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7.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el pKa, log D y la permeabilidad en el modelo de saco invertido de rata del
compuesto ATAC

> Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar el compuesto ATAC.

> Realizar estudios farmacocinéticos por via oral e intravenosa del ATAC en rata
sana

» Determinar los parametros farmacocinéticos del ATAC en rata después de la
administracion oral e intravenosa.

» Evaluar la biodisponibilidad del nuevo compuesto ATAC en rata.

» Evaluar la farmacocinética del ATAC en rata diabetizada después de su
administracién oral.

» Evaluar el metabolismo del nuevo compuesto en un modelo in vitro, utilizando un
homogeneizado de higado de rata.

» Evaluar la distribucion tisular en érganos de alta irrigacion sanguinea (corazon,

rifones, higado y pancreas) en ratas.

8.- METODOLOGIA

8.1.- Determinacién de pKa

La determinacion se llevé a cabo en colaboraciéon con Martinez-Gémez Gonzala Eleonor
%0 alumna de la licenciatura en farmacia de la facultad de farmacia de la UAEM vy se

describe a continuacion:

8.1.1.- Preparacion de muestras

e Se disolvieron 0.0281g de ATAC en 10 ml de Metanol y se le agregaron 20 ml de
agua con una fuerza iénica de 0.02 M para obtener un volumen final de 30 mL.

e Se prepar6 una solucién volumétrica de hidréxido de sodio 0.01 N previamente
valorada con biftalato de potasio manteniendo una relacién de 0.001 equivalente

con respecto al ATAC.
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8.2.- Determinacion potenciométrica

Una vez preparadas las muestras del analito, se realizaron las titulaciones con NaOH
(valorado) por triplicado y los datos con ayuda de una interfase y del software Logger Pro
3.5.0 se fueron capturando los puntos de titulacion dejando que en cada adicion de NaOH
la muestra mantuviera un valor de pH constante.

Una vez obtenido valores de cada punto (X= Volumen de NaOH; Y= pH), se calculd el

pKa mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (ecuacion 1):

[Ac-]
pH = pKa + log (m)

Ecuaciéon 1

Donde pH= es el pH de cada soluciébn amortiguadora y pKa= es el pH al cual las

concentraciones de sal conjugada y del acido sin disociar son equimolares.

8.3.- Determinacién de Log D

La determinacion se llevd a cabo en colaboracion con Lara-Cruz Erika Nayely®' alumna
de la licenciatura en farmacia de la facultad de farmacia de la UAEM y se describe a
continuacion: Una solucién de 10 pyg/mL del ATAC se ley6 al espectrofotémetro UV-VIS
en el rango de 200 a 400 nm, los espectros obtenidos se visualizaron en la computadora
con la ayuda del software UV-PROBE, donde se localizaron las lecturas con mayor
absorbancia a los cuales se les llama maximos de absorcion. Las muestras se sometieron
temperatura ambiente (22-25 °C) con agitaciéon usando el método de shake-flask, n-
octanol como fase organica y un gradiente de buffer de fosfatos de diferente pH (1, 3, 5, 7,
9, 13) para observar el comportamiento del log P en dicho intervalo. La determinacion del
coeficiente de particion se realizé con tres replicas (n = 3) a cada pH. Para la evaluacion
de Log D se utilizaron soluciones amortiguadoras de diferente pH (1, 3,5, 7, 9, 13) y a
temperatura ambiente. Para el estudio, en un tubo falcon se colocaron 4.5 mL de solucion
amortiguadora (S.A.) de fosfatos 0.01 M, y 2.5 mL de n-octanol. Posteriormente se
adiciond una concentraciéon de 100 pg/mL de ATAC. Las muestras se agitadaron en

vortex por 5 min. Una vez que el compuesto analizado es plenamente repartido entre los
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dos solventes, se permitio la separacion de las fases a partir de centrifugacion y utilizando
curvas de cuantificacion en un intervalo de trabajo de 0.5 a 120 pg/mL se cuantifico la
concentracion de ATAC a cada pH en la solucién acuosa. Se hicieron replicas (n=3) en
cada valor de pH.

El coeficiente de distribucion (log D) fue calculado de acuerdo a la ecuacién 2 para cada
valor de pH.

[Compuesto ATAC] org
[Compuesto ATAC] aq

logD =
Ecuacion 2

Donde [Compuesto ATAC]ug €s la concentracion del compuesto ATAC en la fase organica
(determinada por balance de masa) and [Compuesto ATAC]sq es la concentracion del
compuesto ATAC en la fase acuosa de cada solucion amortiguadora a un determinado

pH, el analisis se realiz6 por triplicado

8.3.1.- Analisis de las muestras

La concentracion del compuesto en fase acuosa a cada pH se determiné por CLAR y la
concentracion en la fase organica se calcul6 por diferencia entre las lecturas por CLAR en

fase acuosa.

8.4.- Determinacién de permeabilidad aparente (P app)

8.4.1.- Modelo de saco invertido de rata

La determinacion se llevé a cabo en colaboracién con Rodriguez-Martinez Diego Omar
S2alumno de licenciatura en la carrera de quimico farmacéutico bidlogo por parte la
Universidad Autbnoma de Guanajuato y se describe a continuacién:; Para la determinacién
de la permeabilidad del ATAC se utiliz6 un modelo saco invertido de rata (cepa Wistar,
machos, con un peso de 250 — 300q), las cuales fueron anestesiadas con éter etilico y
después se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajeron dos fragmentos de intestino

delgado de 10 cm, correspondientes al duodeno y yeyuno. Se removieron las extensiones
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grasosas y mesentéricas del exterior del intestino, lavando inmediatamente con solucién
salina 0.9%, posteriormente se invirti6 con la ayuda de un asa bacteriolégica. A
continuacion se atd el extremo distal del saco intestinal, mientras que el extremo proximal

fue amarrado a una aguja de punta roma, como se observa en la siguiente figura:

Leyenda

(a) Jeringa de 1mL de insulina.
(b) Aguja sin punta
(c) Tapon
(d) Frasco contenedor
e (e) Aguja sin punta
(f) Soluciéon FIS con farmaco
(g) Intestino amarrado
(h) Segmento de intestino
(i) Entrada de oxigeno

Figura 3. Modelo de intestino invertido

Como se muestra en la figura 3, el segmento de intestino (10 cm) se llené con 2 mL de
fluido intestinal simulado conteniendo las siguientes concentraciones de sales: NaCl (7.89
mg/mL), KCI (0.819 mg/mL,CaCl, (0.005 mg/mL).Dentro del frasco que contiene 100mL
de solucién fisiologica y adicionalmente el ATAC a una concentracion de 50 pug/mL, se
colocan los segmentos de intestino y finalmente se incubaron a una temperatura de 37
+0.5°C con un flujo constante de oxigeno, esto para mantener el tejido viable y simular en
mayor porcentaje la actividad en un intestino funcional. El experimento se llevé a cabo por
duplicado para cada uno de los fragmentos de intestino utilizados, ya que el ATAC se
compara contra un estandar de baja permeabilidad (amoxicilina) y otro de alta
permeabilidad (naproxeno); los cuales se utilizaron como indicadores de velocidad de
permeacién de acuerdo a lo reportado por el sistema de clasificacion biofarmacéutica de
la FDA (72.73).

La permeabilidad aparente intestinal (Papp) fue calculada de acuerdo a la ecuacion 3:

V
Papp = M dC/dt

Ecuacion 3

Donde Papp= permeabilidad aparente (cm/s), V = volumen intestinal (mL), A = area

superficial (cm?), dC/dt = gradiente de concentracién, Co = concentracion inicial (ug/mL)
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8.4.2.- Andlisis de las muestra.

Las muestras colectadas a los diferentes tiempos (5, 10, 15, 30, 45, 60 y 90min) se

colocaron en tubos ependorff y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min para eliminar

sélidos en suspension, posteriormente se inyectaron en el equipo de cromatografia de

liquidos de alta resolucion y se determiné su concentracion por interpolacion de los datos

a una curva de calibracién con un intervalo de trabajo de 1 a 50 pg/mL.

8.5.- Método analitico para cuantificar ATAC en plasma

8.5.1.- Material y equipos

El sistema cromatografico consisti6 en un HPLC de la marca Waters, detector UV
de onda variable con lampara de deutério onda variable modelo 2487, bomba
isocratica modelo 515 HPLC pump, inyector automatizado modelo 717 plus con un
loop de 10 a 100 pL

Software N2000 chromatostation

Vértex vertical multi-pulsos
Comuna Zorbax CN de 5 um, 4.6 x 250 mm (Agilent technologies)
Repipeteador electrénico Eppendorf

Microviales de 200uL Agilent Tecnologies, USA.

Barfio ultrasénico Modelo 08895. Cole-Pharmer,USA.

Cartuchos SPE Strata-X 33 |, polimero de fase reversa, 30 mg/3mL
(Phenomenex)

Membranas para filtracion con tamafio de poro 0.45 mm tipo HVLP
(Milipore,Bedford,MA,USA)

Manifold SPE de 12 pozos (Fisher scientific)
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8.5.2.- Reactivos

Anélogo tetrazol del acido clofibrico (ATAC), proporcionado por el Dr. Juan Gabriel
Navarrete Vazquez del laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

El estandar analitico de mebendazol (estandar interno) fue adquirido en Sigma
Aldrich Chem Co. (St.Louis,Mo0,USA).

Metanol, acetonitrilo grado HPLC y &cido fosférico fueron adquiridos en J.T.
Baker México.

Agua grado HPLC fue obtenida por purificacion de agua destilada en un sistema
de filtracién Milli-Q (Millipore, Bedford,Ma,USA).

Fosfato monobasico de potasio (NaH.PO.). J.T. Baker México.

Dimetilsulféxido. J.T. Baker México

Nitrégeno industrial (N2)

8.6.- Preparacion de soluciones

8.6.1.- Solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M

Se pesaron 6.9 g de fosfato monobasico de sodio (NaH:POQ.), la sal fue disuelta
con aproximadamente 200 mL de agua grado HPLC, después se agregaron 600
pUL de alcohol etilico y 600 uL de &cido fosférico y por dltimo se aforé en un

matraz volumétrico de 1L.

8.6.2.- Soluciones utilizadas en la técnica de extraccion sélido-liquido.

Se prepard una solucion 50:50 metanol/acetonitrilo en una probeta (100 mL)
agregando 50 mL de metanol grado HPLC y 50 mL de acetonitrilo grado HPLC.
Se prepardé una solucion de acido fosforico al 1% en una probeta (10 ml)
agregando 30 mL de agua grado HPLC y 100 uL de acido fosférico para llevar a
un volumen final de 10 mL.

Se preparé una solucion de metanol al 5% (agua:metanol,95:5) grado HPLC.
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8.6.3.- Plasma de rata.

e El plasma que se utilizé para la preparacion de las curvas de calibracion vy los
puntos control fue obtenido de ratas Wistar procedentes del Bioterio del Instituto
Nacional de Salud Publica (los animales fueron sanos y sin ningun tratamiento

farmacologico previo).

8.6.4.- Preparacion de las soluciones estandar, curva de calibracion y puntos

control para el ATAC en plasma de rata.

8.6.5.- Solucién estandar del analogo tetrazol del acido clorfibrico (ATAC) a una
concentraciéon de 1000 pg/mL.

Se pes6 con exactitud 0.01 g del ATAC y se trasfirieron a un matraz volumétrico de 10
mL, se disolvié con metanol grado HPLC y se llevé al aforo con el mismo disolvente para
obtener la concentracion de 1000 pg/mL. De esta solucidon se tomé una alicuota de 30 pL

para la preparacion de la curva de calibracion en plasma de rata.

8.6.6.- Solucion estandar de Mebendazol (estdndar interno) a una concentracion de
1000 pg/mL.

Se peso con exactitud 0.01 g del mebendazol que se trasfirieron a un matraz volumétrico
de 10 mL, se disolvié con dimetilsulfoxido y se llevé al aforo con el mismo disolvente para

obtener la concentracion de 1000 pg/mL.

8.6.7.- Solucion estandar de Mebendazol (estandar interno) a una concentracion de
200 pg/mL

De la solucion de mebendazol con una concentracion de 1000 pg/mL, se tomd una
alicuota de 2 mL e inmediatamente se colocaron en un matraz volumétrico de 10 mL y se

llevaron al aforo con metanol grado HPLC.
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8.7.- Preparacion de la curva de calibracion del ATAC en plasma de rata.

Como se presenta en la figura 4, la curva de calibracién se prepar6 a partir de un estandar
de 1000 pg/mL de ATAC en un rango de concentracién de 0.46 a 30 pg/mL.

El procedimiento mediante el cual se prepar6 se describe en la figura 3.

Concertracion de

ATAC en plasma
Ho/mL

Solucion de ATAC 30 pL

1000 pg/ml en > . 30 uL
metanol

220 pLdeplasma

¥

500 L

> | 151L

920 pL de plasma

|

500 pL -

v

FE00 pLdeplasma

!

500 L 175 WL

W

Se elimina la 500 pL de plasma

concertracion de € i

187 pgimL
500 L

> | 0.834L

500 pLdeplasma

l

500 L 0.46 L

500 plde plasma

Figura 4. Diagrama de flujo para la preparacion de la curva de calibracién del anédlogo
tetrazol del acido clorfibrico (ATAC) en plasma de rata
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Las curvas de calibracion del ATAC en solucion y plasma (rata y conejo) fueron
preparadas en el rango de concentracién de 0.46 a 30 pg/mL como se describe en la
tabla 3. Para las curvas de calibracion en solucion por cada nivel de concentracion
(alicuota de 500 L) se le agregan 10 pL de estandar interno (400 pg/mL, mebendazol) y
para las curvas de calibracion en plasma a cada nivel de concentracion (alicuota de 100
pL) se le agregan 10puL de estandar Interno (200 pg/mL, mebendazol).

8.7.1.- Curva de calibracion
Tabla 3. Preparacion de la curva de calibracion (volumen de muestra a procesar 100 pL)

. Puntos de | Vol. solucién | Volumen Aforo Concentracioén
la curva de | stock de | de alicuota | final en
calibracion | ATAC (1000 plasma | (hg/mL)

pg/mL) o]
solucién
P=1 30 pL - 970 L 30
p=2 - P=1,500pL | 500 pL 15
pP=3 - P=2,500 pL | 500 pL 7.5
P=4 - P=3,500 pL | 500 pL 3.75
P=5 - P=4,500 pL | 500 pL 1.87
P=6 - P=5,500 pL | 500 uL | 0.93
pP=7 - P=6,500 pL | 500 pL 0.46

. Nota: el p=5 no se toma en cuenta para la curva de calibracién solo es utilizado para preparar los puntos inferiores
de la curva.

8.7.2.- Adicion del estandar interno (mebendazol)

8.7.3.- Preparacién curva en solucién del ATAC: una vez preparada la curva como se
indica en el diagrama anterior, a todos los puntos de la curva se les adicioné una alicuota
de 10 pL de una solucién de mebendazol a una concentracién de 1000 pug/mL (estandar
interno).

Nota: al dltimo punto de la curva (punto # 7), es indispensable retirar 500 pL antes de
agregar la alicuota de 10 uL correspondiente al estandar interno (solucion de mebendazol
1000 pg/mL).El punto #5 soélo se utiliza para la preparacion de los puntos inferiores de la

curva de calibracion (punto 6 y 7).
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8.7.4.- Preparacion curva en plasma: a todos los puntos (100 pL) se les agregaron 10
pL de la solucién 200 pg/mL de estandar interno (mebendazol).

8.8.- Preparacion de los puntos control de calidad
Las muestras control de calidad (QC) a las concentraciones de 1.5 ,18.0 y 24.0 pg/mL
fueron preparadas adecuadamente en plasma de rata de la siguiente manera:

Punto control alto (24.0 pg/mL)

Tomar una alicuota de 24 uL de una solucién Stock de 1000 ug/mL de ATAC y aforar con
976 mL de plasma de rata para obtener la concentracion de 24 ug/mLPunto control medio
(18.0 pg/mL)

Tomar una alicuota de 18 pL de una solucion Stock de 1000 pg/mL de ATAC y aforar con
982 mL de plasma de rata para obtener la concentracion de 18 pg/mLPunto control bajo
(1.5 pg/mL)

Solucién intermedia

Tomar una alicuota de 30 uL de una solucion Stock de 1000 pg/mL de ATAC y aforar con

970 mL de metanol para obtener la concentracion de 30 pg/mL

Tomar una alicuota de 50 pL de la solucién intermedia de 30 ug/mL de ATAC y aforar
con 950 mL de plasma de rata para obtener la concentracion de 1.5 ug/mL Nota: una vez
preparados los puntos control, se tomé una alicuota de 100 pL por nivel y se agregaron
10uL de estandar interno (200 pug/mL, mebendazol) para realizar la extraccion en fase

solida.

8.8.1.- Adecuabilidad

Para evaluar la adecuabilidad del sistema se tom6 una alicuota de 20 uL, de la solucién
estdndar de mebendazol a concentracion 1000 pug/mL, se adicionaron 30 L de Ila
solucion de ATAC concentracion 1000 ug/mL y se afor6 con metanol a 1 mL (950
pL),obteniendo una concentracién final de 30 pug/mL para el ATAC y 20 pg/mL del

estandar interno (mebendazol).
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8.9.- Procedimiento de extraccion en fase sélida

La Extraccion en fase sélida sigue siendo el procedimiento de preparacion de muestras de
crecimiento méas rapido. Es la técnica méas usual en el tratamiento y concentracion de
muestras biolégicas antes de su analisis por HPLC, HPLC-MASAS, a continuaciéon se
presenta el proceso de extraccion que se utilizé para extraer el ATAC de las muestras
plasméticas.

La metodologia a seguir para las muestras en plasma fue la siguiente:
1.- Se acondicionaron los cartuchos con 1 mL de metanol y 1 mL de agua grado HPLC.

2.- Se realizé un pretratamiento de la muestra plasmatica de la siguiente manera:

en un microtubo de 2 mL SE COLOCARON 100 pL PLASMA, SE ADICIONARON 100 pL de una
solucion al 1% de é&cido fosférico y 10 pl de estandar interno mebendazol
(concentracién de 200 pg/ml ), la mezcla se agita por 20 segundos en un vortex y se

solocé en el cartucho para su extraccion.

3. Se realizé un lavado con 2 mL de agua grado HPLC y 1 mL de una solucién metanol al
5%.

4. Se eluyd la muestra con 5 X500 pL de una solucion metanol:acetonitrilo (50:50) grado
HPLC.

5. Se llev6 a sequedad en un bafio maria a una temperatura no mayor a 40 °C  bajo

atmasfera de nitrégeno durante 8 minutos.
6. Se reconstituyé la muestra con 100 pyL de metanol grado HPLC.

7. Se inyectaron 20 yuLde muestra al cromatégrafo.

En la figura 5 se presenta el diagrama del proceso de extraccién en fase sélida utilizado

para separar al ATAC de los compuestos enddgenos del plasma de rata.
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Adicicnar a los cartuches 1 mL de metancl y 1 mL de
agua gradoe HPLC

l

100 pL de muestra + 100 pL de 1% de acido fosforico y
10 pl de estandar interno mebendazol (concentracion
de 200 pg/mL)

Aaitar la mezcla por 20 seaundos en virtex

|

L Lavar con 2 mL de agua grado HPLC y 1 mL de una

solucién metanol al 5%.

l

Eluir con 5 X500 pL de una solucién metanol:
acetonitrilo (50:50) grado HPLC y evaporar a bafic maria
bajo atmosferade Mz a menos de 40 °C.

|

Reconstituir la muestra con 100 pL de metancl grade
HPLC e inyectar 20 pl

Figura 5. Diagrama de flujo para la preparacion de las muestras plasmaticas

8.10.- Validacién del método analitico para cuantificar el ATAC por HPLC

El método analitico en plasma fue validado conforme al protocolo establecido en el
laboratorio y siguiendo algunas de las recomendaciones establecidas por la Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-2013 para la selectividad, linealidad, precision, exactitud,

recobro absoluto, limite de cuantificacion >3, como de describe en la tabla 4.
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Tabla 4. Pardmetros y criterios establecidos por la NOM-177-SSA1-2013

PARAMETRO DE EVALUACION

FORMA DE EVALUCION

CRITERIOS DE ACEPTACION

Selectividad

2 curvas en plasma de rata,2 en
plasma de humano y 2 en plasma de
conejo

Total: 6 curvas en plasma

No encontrar interferencias con los
analitos de interés y que los
compuestos enddgenos proximos a el
LIC tengan una respuesta menor al
20% y del 5% para el El

Linealidad en sistema

2 curvas en solucién

Coeficientes de correlacién mayor a
0.99, CV% debido al error de la
regresion, intervalo de confianza al
95% para pendiente y el intercepto.

Linealidad del método

4 curvas en plasma de humano

CV% menores al 15% y 20% para el
LIC, exactitud + 15 del valor nominal,
calcular intervalo de confianza al 95%
para la pendiente y el intercepto por
curva, error debido a la regresion,
coeficientes de correlacién mayor a
0.99

Recobro absoluto

Una vez realizado el proceso de
extraccion a muestras de plasma con
una concentracion conocida de los
compuestos de interés, se calcula el
recobro absoluto con la respuesta de
lo siguiente:

Relacién del analito/estandar interno
en la matriz biolégica

Relacién del analito/estandar interno
en solucion

No necesariamente debe ser el
recobro absoluto de 100% pero si
debe ser reproducible y exacto en todo
el rango de la curva de calibracion

Limite de cuantificacion

Método 1: basado en la desviacién
estandar del intercepto y la pendiente

Método2: en base a la sefial del ruido
(blancos)

Método 1: calcular el promedio de la
desviacion estandar del intercepto vy el
promedio de la pendiente (usar 6
curvas para el promedio)

Método 2: comparar el promedio de la
sefial (area )del ruido (blancos) contra
la concentracién més baja por
cuadruplicado

Método 1: aplicar la siguiente férmula:
LQ=10DE/S

DE= promedio de la desviacién
estandar del intercepto

S=promedio de la pendiente

Método 2:

El promedio de la sefal del
ruido(altura) multiplicada por 10 debe
ser similar a la altura promedio de la
concentracion considerada como
limite de cuantificacion cumpliendo
una relacion 10:1

Criterios a cumplir:

Y cumplir con criterios CV% 20% para
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el LIC, exactitud + 15 del valor nominal

exactitud La exactitud se calculé con los datos En cada nivel de concentracién los
obtenidos de reproducibilidad y resultados deben estar dentro del + 15
repetibilidad del valor nominal real

Precision Puntos (CA,CB,CM y LIC) por CV% menores al 15% y 20% para el

Repetibilidad y reproducibilidad (2
dias)

cuadruplicado+ curva de calibracion

LIC, exactitud £ 15 del valor nominal

Estabilidad a corto plazo 24 horas a
temperatura ambiente

Puntos(CA,CB ) por duplicado 24
horas + CA,CB curva de calibracion y
fresca del dia

CV% menores al 15%, exactitud + 15
del valor nominal

Estabilidad a largo plazo en
refrigeracion un mes -3°C

Puntos (CA,CB ) por duplicado alos
tiempos 0, 15 dias y 30 dias
almacenadas en refrigeracion +
CA,CB curva de calibracion y fresca
del dia

CV% menores al 15%, exactitud + 15
del valor nominal

Estabilidad muestra procesada 24
horas en refrigeracion -10°C

Puntos (CA,CB) por duplicado +
CA,CB curva de calibraciéon y fresca
del dia

CV% menores al 15%, exactitud + 15
del valor nominal

Estabilidad de la solucion en
refrigeracién -10°C

Puntos (CA,CB)) por triplicado a 0,15 y
30 dias almacenadas en refrigeracion
+ CA,CB curva de calibracion y fresca
del dia

CV% menores al 3 %

CV%=Coeficiente de Variacion porcentual, Cméax=Concentracibn maxima,

LC=Limite de cuantificacion.

8.11.- Estudios de biodisponibilidad

El estudio de biodisponibilidad consistié en

la comparacion de

los parametros

farmacocinéticos de la administraciéon intravenosa y oral en rata.

Las ratas Wistar que se utilizaron para el estudio farmacocinético son del bioterio del
Instituto Nacional de Salud publica .El experimento se realiza en la etapa de luz (ratas con
periodos de luz-obscuridad de 12 horas) y el manejo de los animales se llevé a cabo
mediante los lineamientos propuestos en la norma NOM-062-ZO0-1999 donde se
describen las especificaciones de técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y la guia de lineamientos éticos para la experimentacion del

dolor en animales 4%,
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8.11.1.- Estudio de administracion intravenosay oral en rata

8.11.2.- Cirugia en arteria caudal

Para el desarrollo de los estudios farmacocinéticos, se requiere la canulacion previa de
los animales por la vena caudal conforme se muestra en la figura 6, con material
previamente desinfectado, se procedid a colocar un catéter de Polietileno (PE),
combinacion de PE-10 y PE-50 con |.D. 0.28 mm y |.D. 0.58 mm, respectivamente (Clay
Adams, Parsippany, NJ), en la arteria caudal®®*®’. Por medio de la canula se realiza la

administracion intravenosa y la toma de muestras sanguineas.

Hilo de poliéster
estéril y no absorbible

Canula

Hilo de paliéster

P — = Canula

.\‘:’) N .

e - —

\ | — e

Figura 6. Colocacién de la canula en la vena caudal
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8.11.3.- Soluciones de administracion

El ATAC se disolvio en una solucion salina estéril con 10% de cremofor y fue sonicada por

10 min previo a la administracién por ambas vias.

8.11.4.- Administracién intravenosay oral

A ratas Wistar (240-250 g), se les administr6 una dosis de 50 mg/kg de peso en un
volumen de vehiculo de 4 mL/kg por via oral e intravenosa con un ayuno previo de 8

horas.

8.11.5.- Toma de muestras

Se tomaron muestras sanguineas (0.200 mL). Las cuales se colocaron en tubos
previamente heparinizados (colocar 100 pL de heparina que se encuentra a una
concentracion de 100 pug/mL y evaporar a 40 °C para obtener una concentracion final de
heparina de 10 Ul para no diluir la muestra) a los siguientes
tiempos:5,10,15,20,30,45,60,90,120,180,240,360,480 y 600 min.

Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min para separar el plasma. Las
muestras se guardaron a temperatura de congelacion (-20°C aproximadamente) hasta su

analisis por CLAR.

8.11.6.- Andlisis estadistico del estudio de biodisponibilidad

Los parametros farmacocinéticos: concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo
hasta Cmax (tmax), area bajo la curva de tiempo 0 a infinito (AUCO — «), area bajo la
curva desde tiempo 0 a t h (AUCO-t), constante de eliminacion (ke),constante de
absorcion (Ka) tiempo de vida media (t12), volumen de distribucién (Vd) y la depuracién
plasmatica (Cl), se calcularon por medio del analisis no compartimental por medio del
programa WinNonlin version 2.0. Las diferencias entre los parametros farmacocinéticos se

evaluaron mediante la prueba t de Student. Una p <0.05 fue considerada significativa.
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8.12.- Modelo de diabetes no insulino dependiente en rata

Se utilizaron ratas Wistar macho (240-250 g), provenientes del bioterio que es propiedad
del Instituto Nacional de Salud Publica, las ratas se dividieron en 2 grupos con 5 animales
cada grupo, control (C) en estado sano y grupo diabético (D). Previo 24 horas de ayuno
se les tomé lectura por medio del glucémetro para corroborar la condicién previa de ser
normoglicémicos, después de haber comprobado niveles normales se administro
estreptozotocina intraperitoneal (STZ, 55 mg/kg) disuelta en una solucién amortiguadora
de citrato 0.1M (pH 4.5) y 48 horas mas tarde mediante un glucémetro se determinaron
las concentraciones de glucosa en sangre. Se considera establecida la diabetes cuando la
glucemia se encuentra en un rango de 200 a 300 mg/dL. La toma de muestras
sanguineas se realiza por canulacién por arteria caudal tanto las ratas control como las

diabetizadas*"%®

8.12.1.- Evaluacion del estado diabetizado y dosis de prueba para el estudio

farmacocinético en animales con hiperglicemia.

La farmacocinética en estado diabetizado solo se realizd6 en ratas tratadas con
estreptozotocina y una vez establecido el estado de hiperglicemia ,los animales se
mantuvieron resguardados en el bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica durante
un mes con los cuidados necesarios antes del estudio farmacocinético. Se les administro
una dosis de 50 mg/kg del compuesto (ATAC) via intra-gastrica (oral) y se procedi6 a la
toma de muestras sanguineas para el estudio farmacocinético con los tiempos de

muestreo mencionados en el apartado de toma de muestras.

8.13.- Estudio de metabolismo in vitro (prueba enzimatica con el homogenizado de
higado de rata)

Obtencién del tejido y preparacion del extracto enzimatico

Los animales, una vez perfundidos para eliminar la sangre del organismo fueron
sacrificados por decapitacién e inmediatamente se extrajo el higado, el cual se lavé con
solucion salina estéril para eliminar residuos de sangre. Se cortaron pequefios trozos del
higado (0.5 a 1g) y se homogenizaron con 3 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos
(PBS) pH 7.4 1x con inhibidor de protesas (sigmafast protease inhibitor tablets). Se
homogeneizd durante un minuto manteniendo en frio con hielo. Se centrifugé a 9000 g

durante 30 min a 4°C y se utiliz6 el sobrenadante para el ensayo enzimatico %,
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8.13.1.- Actividad enzimatica (hidrélisis del ATAC por el extracto enzimatico)

La reaccién enzimética se inici6 mezclando 15 yl de ATAC (1 mM, 1.78mM, 3.1 mM por
triplicado) con el equivalente a 10 mg de proteina total proveniente del homogeneizado,
se incubaron durante 15 minutos., 30 minutos., 1y 2 horas a 37°C bajo una atmdsfera (O
95%/CO; 5%). Para finalizar la reaccion se afadieron 150 pL de &cido perclérico 0.3 N y
se filtré a través de membrana de 0.22 ym, inyectar 20 uL del filtrado al cromatografo de

liquidos para su analisis®®®2,

8.14.- Estudio de distribucion del ATAC en diferentes 6rganos

Al finalizar el estudio farmacocinético, se anestesia el animal con xilacina y ketamina en
proporcién 1:1 por via intraperitoneal y se perfundié el animal para eliminar la sangre
circulante en los 6rganos con soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4, después
se extrajeron los 6rganos de interés: corazoén, higado, rifones y pancreas, se pesaron,
se lavaron con solucion salina estéril para eliminar los residuos de sangre y finalmente se
conservaron en congelacion a -20°C hasta el momento de su uso. Al momento de su
analisis se homogenizaron con 3 mL de solucién salina estéril, el sobrenadante se filtré
por membrana de 0.22 um y una alicuota de 100 pL se sometié a extraccién en fase

sélida para su posterior andlisis por HPLC 523,
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9.- RESULTADOS Y DISCUSION
9.1.- Determinaciéon de pKa

En la figura 7 se muestra el diagrama de especiacion propuesto para el ATAC y en la
tabla 5 los valores de pKa determinados de manera experimental para el compuesto
indicando dichos resultados que podria comportarse como un acido débil.

N ~N
o N—N o NN o) N—N
I “n I N | N
D/O%J\N/[\N/ PKa1©/O N)\Ni PKazD/O m/LN/
- e —

H H H
cl c cl
100 4
80 o
60 o

40

Fraccion de Especie (%)

20

Figura 7. Diagrama de especiacion del anélogo tetrazol del &cido clorfibrico (ATAC)

Tabla 5. Valores de pKa del ATAC

Anélogo tetrazol del 4cido
clorfibrico (ATAC)

pka 1=4.43+ 0.10

pKa 2=6.08 + 0.14
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De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que el analogo tetrazol del acido
clorfibrico sea probablemente un acido débil que se encuentra en su forma no ionizada a
pH por debajo de 4 y en su forma totalmente ionizada a pH por encima de 6.

9.2.- Determinacion de Log D

En latabla 7, se presentan los valores de Log D del analogo tetrazol del &cido clofibrico.

Tabla 5. Determinacion de Log D para el analogo tetrazol del &cido clofibrico (ATAC)

pH 1 3 5 7 9 13
promedio 1.7949 1.738 1.1060 -0.8798 -2.2214 -2.236
CV% 1.82 1.82 1.06 0.79 1.17 0.85

En acuerdo con los resultados obtenidos, el ATAC muestra un comportamiento
correspondiente a un acido, ya que los valores de Log D mayores a 0, se encuentran en el
intervalo de pH acido (menores a pH 5) indicando que la especie neutra o no ionizada
podria estar predominando en este intervalo y las especies ionizadas se encuentran en el

intervalo de pH mayor a 5.

9.3.- Determinacion de permeabilidad aparente (P app)

9.3.1.- Modelo de saco invertido de rata

Para el ATAC se evaluo6 el transporte en ambos segmentos (duodeno y yeyuno), se
presentan los resultados de la taza de transporte del ATAC y su comparacion contra
estdndares de baja (amoxicilina) y alta permeabilidad (naproxeno); los cuales fueron
evaluados de forma experimental bajo las mismas condiciones que la molécula de prueba
(ATAC). El naproxeno fue elegido como el estandar de alta permeabilidad vy la
amoxicilina como el estandar de baja permeabilidad de acuerdo con el sistema de

clasificacion biofarmacéutica 4°.

Como se puede observar en la figura 8, la permeabilidad aparente del ATAC tanto en
duodeno (A) como en yeyuno (B) es baja, pues cuando se compara contra estandares de

alta (naproxeno) y baja permeabilidad (amoxicilina), el ATAC la cantidad de masa
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transportada durante el curso temporal es mas parecida al perfil de amoxicilina., por lo
tanto, es muy probable que el ATAC sea una molécula de velocidad de permeacién baja.

o 157 °
3 -+ Naproxeno = -+~ Naproxeno
I 12 = Amoxicilina 8 121 = Amoxicilina
£ -+ ATAC S -+ ATAC
5 o 5 9
g &
s 64 c 64 -
© , | © -
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E o T T T r . E o T T T T ]

e 20 40 &0 80 100 0 20 40 60 80 100

Tiempo (min) Tiempo (min)
Duodeno yeyuno

|
Figura 8. Estudio de permeabilidad del naproxeno, amoxicilina y ATAC en duodeno (A) y
yeyuno (B) en modelo de intestino invertido en rata

Tabla 6. Permeabilidad aparente experimental en intestino invertido de rata

Papp (cm/s)

Molécula Duodeno Yeyuno
Naproxeno 3.01X10° 3.98X10°
Amoxicilina 8.51X10® 1.00X 10

ATAC 8.73X10°% 1.62X10°°

De acuerdo a la figura 8 y tabla 8, se observé que los niveles de concentracion del
compuesto bajo estudio son indetectables en los primeros tiempos de muestreo siendo
cuantificable hasta los 90 min y a la par se observa que la taza de transporte es
ligeramente mas alta en duodeno que en yeyuno, sin embargo, comparado con los
estdndares de control (naproxeno y amoxicilina) podria considerarse una molécula de
baja permeabilidad ya que su velocidad de permeacion es mas similar al estandar de baja
permeabilidad (amoxicilina) como se confirma en los resultados de permeabilidad
mostrados en la tabla 7 .Por otro parte, el valor de permeabilidad aparente (Papp)
reportado para clofibrato es -0,52 x 10-6 cm /s a pH 7,4) ' y el valor de Papp

obtenido para el ATAC es mas alto con respecto al valor reportado para clofibrato. Por lo
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tanto, se puede deducir que el ATAC es una molécula capaz de permear de manera mas
rapida que el clofibrato, mejorando asi su potencial de absorcién.

9.4.- Desarrollo y validacién del método analitico para cuantificar ATAC en plasma

Una vez que se probaron diferentes condiciones cromatografias con la finalidad de
optimizar la deteccion y cuantificacion del ATAC en plasma de rata, en la tabla 9, se
presentan las condiciones Optimas que fueron seleccionadas para el compuesto de
interés (ATAC) y al mismo tiempo separar un metabolito que fue detectado durante en un
perfil farmacocinético preliminar tras la administracion via oral del ATAC, ya que dicho
metabolito interferia durante la deteccion y cuantificacion del ATAC. El metabolito
encontrado fue nombrado como compuesto 1 y cabe mencionar que tiene un tiempo de

retencion similar al acido clofibrico (metabolito activo del clofibrato).

Tabla 7. Condiciones Cromatograficas para separar el ATAC y compuesto 1 (metabolito)

Columna Zorbax CN de 4.6 x 250 mm

Fase mavil solucién amortiguadora 0.05 M de NaH,PQO4 con 0.06% de etanol pH= 3.5
/metanol (60:40)

Volumen de inyeccion 10 pL

Longitud de onda 223 mn

Temperatura Ambiente

Estandar Interno Mebendazol (20 pg/mL)

Intervalo de cuantificacion 0.43-30 pg/mL

9.5.- Validacién del método analitico para cuantificar el ATAC por HPLC
Selectividad: En la figura 9 y 10 se presentan los cromatogramas correspondientes a las
sustancias de interés ATAC, compuesto 1(metabolito) y estdndar interno (mebendazol) en

matrices biolégica (plasma de rata, conejo y humano).
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Figura 9. Selectividad del método en plasma; (A) cromatograma de ATAC, compuesto 1y
estandar interno (Mebendazol),(B) plasma blanco de rata
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Figura 10. Selectividad del método en plasma; (C) cromatograma de plasma blanco de
conejo y plasma blanco de humano (D)

Como se puede observar, no existen compuestos endégenos de las diferentes matrices
bioldgicas que se probaron (plasma de rata, conejo y humano) que interfieran de manera
importante con el ATAC, el compuesto 1 y el El (mebendazol), por lo tanto, el método

analitico se consider6 selectivo
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9.6.- Linealidad del método

En la tabla 10, se presentan los resultados de linealidad del método para cuantificar el
ATAC y el compuesto 1 en plasma. Se observa que el método analitico cumple con el
parametro de linealidad, ya que el coeficiente de correlacién fue de 0.9997 para el ATAC
y 0.9989, para el compuesto 1, para el modelo de la ecuacion lineal se realizé un analisis
de varianza para la regresion (tabla 11) donde se demuestra que existe relacion entre la
concentracion y la respuesta en el rango de trabajo de 0.46- 30 pug/mL para el ATAC
(valor P=1.22894E-08) y de 0.78 a 50 pg/mL para el compuesto 1 (valor P= 2.0366E-07)

Tabla 8. Linealidad del método analitico para el ATAC y compuesto 1

ATAC Compuesto 1
Intervalos de confianza (ao.0s) Intervalos de confianza (ao.0s)
Media Bajo Alto l(\:l1ei:i|2) Bajo Alto
(n=4) -
m 0.044 0.04279 0.05027 0.0273 0.02450 0.02903
-0.0087 -0.01881 0.01626 -0.0124 -0.05143 0.05516
r 0.9997 0.9989

Tabla 9. Analisis de varianza para laregresién lineal del ATACy compuesto 1

ATAC Compuesto 1
Estadisticas de la regresién
Coeficiente de correlacion 0.999 0.998
Coeficiente de determinacion
R"2 0.999 0.999
Error tipico 0.007 0.015
Observaciones 6 6
ANALISIS DE VARIANZA
ATAC
Promedio
Gr_ados de Suma de de los F Valor-P
libertad cuadrados
cuadrados
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Regresion 1 1.267 1.267 22092.507 1.22894E-08
Residuos 4 0.00 0.000
Total 5 1.267
ANALISIS DE VARIANZA
Compuesto 1
1 1.297 1.297 5224.407 2.0366E-07
0.000 0.000
5 1.298

Con los resultados anteriores se demuestra que el método analitico presenta linealidad

para el ATAC y compuesto 1 en plasma de rata.

En la tabla 12 se muestran los parametros de precision y exactitud del método analitico

para cuantificar el ATAC asi como del compuesto 1. Se observa que los valores de

coeficiente de variacion porcentual (CV%) en un mismo dia de trabajo (dia 1 y 2) fueron

inferiores al 15%. De igual forma se encontrd los resultados de reproducibilidad para la

variabilidad entre dias presentaron un CV% inferior al 15% en los tres niveles evaluados.

Tabla 10. Precision (CV%) y exactitud (Desv.Abs. %) del método analitico

ATAC COMPUESTO 1
Concentracion Concentracion Concentracion
tedrica experimental experimental
(Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
1.20 1.56
1.18 1.61
1.5
Repetibilidad 1.30 1.48
(dia 1) 1.27 1.73
1.33 1.48
1.37 1.36
CV% 5.73 8.17
1.52 1.54
15 1.20 1.39
Repetibilidad 1.36 1.55
(dia 2)
1.56 1.73
1.31 1.41
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1.11 1.51
CV% 13.14 8.08
Reproducibilidad 10.21 7.77
(dialy?2)
CV%
Exactitud
(Doov.AbS.%) 13.59 6.14
18.91 18.42
14.26 17.56
18 18.32 17.56
Repetibilidad ' '
(dia 1) 19.06 17.17
15.13 17.25
18.91 17.85
CV% 12.34 2.58
17.40 20.75
17.63 21.23
18 17.99 2053
Repetibilidad ' ’
(dia 2) 17.65 20.68
16.87 19.14
17.49 20.84
CV% 2.34 2.58
Reproducibilidad 8.43 8.48
(dialy?2)
CV%
Exactitud
(Desv.Abs.%) 5.91 8.43
21.53 26.61
21.31 26.33
24 21.59 26.80
Repetibilidad ) '
(dia 1) 23.13 25.59
23.85 25.85
21.10 26.35
CV% 5.10 1.73
22.90 28.82
23.84 27.37
24 19.60 29.84
Repetibilidad ' ’
(dia 2) 24.57 25.64
24.66 26.99
23.09 27.94
CV% 8.07 5.26
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Reproducibilidad 6.92 4.81
(dialy2)
CV%
Exactitud
(Desv.Abs.%) 6.70 12.54

Con los resultados anteriores se muestra que el método analitico cumple con los

parametros de precision, exactitud.

9.7.- Limite de cuantificacién y deteccidén del método

En la tabla 13 se presentan los resultados de limite de cuantificacion y de deteccion del
método analitico. En ella se observa que para el valor de 0.49 pg/mL, el CV% y la Desv.
Abs.(%) fueron menores al 15 %, por lo tanto, este es la concentraciébn mas baja que
permite cuantificar con confiabilidad al ATAC en el método analitico desarrollado. El limite

de deteccion para el ATAC y el compuesto 1, fue de 0.30 pg/mL.

Tabla 11. Evaluacion del limite de cuantificacion y de deteccidon

Limite de cuantificacion

Concentracion
Concentracion tedrica experimental (pg/mL)
Replica (ug/mL) ATAC

0.50
0.51
0.49
0.51
0.49
0.51
promedio 0.50
CV% 2.23
Desv.Abs.% 7.06
Limite de deteccidn
0.30  (pg/mL)

0.46

o o b~ W N P
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9.8.- Recobro absoluto

En la tabla 14 se presentan los resultados de recobro absoluto del método analitico para
ATAC y el Compuesto 1, la determinacion del recobro se realiza afiadiendo ambos
compuesto (ATAC y compuesto 1) en concentraciones conocidas al plasma de rata, se
somete al proceso de extraccion anteriormente mencionado en la seccién experimental
dividiendo la respuesta del ATAC/estandar interno en plasma/ la respuesta del
ATAC/estandar interna en solucién

Tabla 12. Recobro absoluto (%)

% Recobro

Concentracion  rtac  cOMPUESTO 1

(ng/mL)
101.65 103.98
79.83 92.59
r 90.79 98.97
103.89 115.07
87.41 98.84
91.18 90.71
97.96 102.31
99.97 97.57
18 98.07 97.57
93.73 99.14
99.13 104.82
101.61 99.93
89.69 111.68
88.79 106.63
” 89.97 107.72
99.39 104.50
97.68 106.84
97.54 112.44

El método utilizado en este estudio mostrdé una recuperacion absoluta de mas del 98.0%

en los tres niveles control
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De acuerdo a los resultados el recobro absoluto del método analitico en los tres puntos
control (alto, medio y bajo) tiene recobros en promedio mayores al 90% y por lo tanto se
cuenta con un método de extraccion eficiente para extraer el ATAC y el compuesto 1 de
la matriz bioldgica.

9.9.- Farmacocinética (estudio farmacocinético por via oral e intravenosa del
ATAC).

En la figura 11 presentan los resultados de concentracion plasmatica vs tiempo del ATAC
al ser administrado a una dosis de 50 mg/kg por ambas vias (oral e intravenosa). Por via
oral presenta una Cméax de 3.57 ug/mL y solo fue posible monitorear sus concentraciones
plasméticas hasta 1.0 h tras su administracion. Por via intravenosa, se pudo cuantificar
en un periodo de 2 horas. La administracion del ATAC a la misma dosis por via
intravascular y extravaacular se realiz6 con el objetivo de poder calcular la

biodisponibilidad absoluta.

- 40-
e -e— ATAC via oral
2 .
= 304 - ATAC via intravenosa
c
Ne)
'O 20+
©
=
Q 104
o
c
(@)
O O T L] T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Tiempo (h)

Figura 11. ATAC viaoral e viaintravenosa, dosis 50 mg/kg para ambas vias de
administracion, media tEE, (n=4)
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En la tabla 15 se presentan los parametros farmacocinéticos determinados para el ATAC

tras su administracion via oral e intravenosa en ratas wistar sanas.

Tabla 13. Parametros farmacocinéticos del ATAC via oral e intravenosa

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DEL ATAC

VIA ORAL VIA INTRAVENOSA

MEDIA DESV.ESTD. MEDIA  DESV.ESTD.
Kel (h?) 1.81 0.09 1.21 0.59
Ka (h?) 3.05 1.07
T1/2el (h) 0.38 0.02 0.71 0.38
T1/2abs (h) 0.25 0.09
Cmax (ug/mL) 3.57 2.39
Tméax (h) 0.33 0.28
ABCO-t (ug/mL*h) 2.37 1.80 30.5 9.8
ABCO-a(pug/mL*h) 2.58 1.97 38.8 19.2
Biodisponibilidad
absoluta (%) 10.4 0.04
CL (mL/h) 751.2 242.6 484.5 282.2
vd (mL) 419.4 148.6 399.6 93.9
Vd (L/kg) 1.43 0.61 1.30 0.18
Dosis (mg) 15.11 1.92 15.23 1.88
Peso animal (g) 302.3 38.4 304.5 37.6

Con la finalidad de obtener parametros farmacocinéticos representativos del ATAC,
mediante analisis no compartimental utilizando el software Winonlin (Ver 2.0) se
calcularon los parametros farmacocinéticos del ATAC, los cuales se presentan en la tabla
13. Para la via oral se observa que el ATAC tiene una rapida absorciébn con una
constante de absorcion de 3.05 h, y presenta una Cmax de 3.57 pug /mL a las 0.33 horas.
De acuerdo a los resultados los parametros de Cmax y Tméax del ATAC son menores a
los reportados para fibratos como el acido fenofibrico en rata (26.51 pug/mL) y Tméax (4 h) a
una dosis de 14 mg/kg*®, dado a que la Cmax y Tmax se relacionan con la cantidad y
velocidad absorbida , el ATAC a una dosis de 50 mg/kg se absorbe mas rapido pero las
concentraciones alcanzadas en Cmax son bajas en comparacién con las reportadas en
rata para el acido fenofibrico una molécula de la familia de fibratos, probablemente se
deba factores como: 1.- tipo de formulacion utilizada para administrar el ATAC por via

oral pues probablemente no se alcanzé a solubilizar de manera adecuada en el vehiculo
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utilizado, 2.- el metabolismo que puede sufrir este compuesto (hidrélisis de su grupo
amida) por hidrolasas que se encuentran presentes en la mucosa intestinal, considerando
qgue el grado de hidrolisis puede afectar la absorcion de moléculas administradas por via
oral > ; se ha reportado que el clorfibrato es un profarmaco hidrolizado por esterasas y
debido a que el ATAC es un derivado del clorfibrato, existe la posibilidad que el ATAC
también pueda ser hidrolizado por este tipo de enzimas, ya que las esterasas como las
carboxilesterasas son un grupo de enzimas que hidrolizan a xenobi6ticos con grupos
éster (como es caso del clorfibrato) y amida (como el caso del ATAC) #2. 3.-Las
caracteristicas fisicoquimicas propias del ATAC como su permabilidad que es baja, lo
cual es un paso limitante de su absorcion por via oral, ya que al compararse la velocidad
de permeacion del ATAC en el modelo in vitro (saco invertido de rata) con un farmaco de
baja permeabilidad (amoxicilina), las velocidades de permeacion son muy similares en las
secciones intestinales evaluadas, 4.- El coeficiente de distribucion probablemente afecte
su velocidad de absorcion (Tmax) ya que de acuerdo a los resultados de Log D obtenidos,
el ATAC muestra un comportamiento correspondiente a un acido ya que los valores
mayores de Log D (mayores a 0) se encontraron en un intervalo de pH &cido (menores a
pH 5) indicando con ello que su especie neutra 0 no ionizada se encontraria en mayor
proporcion en medios acidos como el estdbmago y la seccién inicial del duodeno,
probablemente a ello se deba que presenta una Tméax corta 0.33 h, lo anterior también se
soporta con los resultados obtenidos en la determinacion del pKa ya que al ATAC
presentd dos pKa ( pKa 1=4.43+ 0.10 y pKa 2=6.08 + 0.14 ) indicando con ello que la
forma no ionizada puede permear mas rapido en pH por debajo de 5 como es el caso del
clorfibrato el cual tiene un pKa de 3.0 y permea mas rapido a pH acido como es el caso

del dueodeno.

La constante de eliminaciéon del ATAC por via oral fue de 1.81 h' y para la via
intravenosa fue de 1.21 h, (p= 0.1410), el tiempo de vida por via oral fue de 0.38 h y por
via intravenosa fue de 0.71 h, los datos anteriores confirman una rapida eliminacion del
ATAC del organismo de la rata, debido que el tiempo de vida media es corto y la
constante de eliminacién es mas rapida por via oral, probablemente debido a la mayor
cantidad de barreras por las que debe atravesar el ATAC, ademas podria degradarse
mas rapido sufriendo efecto de primer paso por la via oral. La ke de la via intravenosa es
mas pequefia con respecto a la ke de la via oral debido a que por la via intravenosa no se

presenta efecto del primer paso.
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Se ha reportado que los roedores (rata) tienen una cantidad de sangre total de 64 mL/kg.
Se sabe que una rata de 200 g aproximadamente tendria 12.8 mL de sangre del total, de
la cual solo se le pueden extraer no mas de 20% (2.56 mL) es por ello que las tomas de
muestra deben ser bien calculadas por no exceder la cantidad de sangre que se puede
extraer a el animal . EI ATAC presenta una depuraciéon (CL) de 751.2 mL/min para la
via oral y 484.5 mL/min para la via intravenosa, lo anterior podria indicar una amplia
depuracién en la rata, ademas que por la via oral muy probablemente se tengan
involucradas una mayor cantidad de vias de eliminacion del ATAC con respecto a la via
intravenosa (p=0.2018). La biodisponibilidad absoluta % del ATAC fue de 10.4 %,la cual
se estim0 al hacer la comparacion del ABC obtenidas tras la administracion intravascular
y extravascular del ATAC a la misma dosis; asumiendo que la administraciéon IV es la
totalidad de la dosis que ingresa a circulacion general, el ABC por via intravascular
corresponde al maximo valor que se puede obtener, por lo tanto, el resultado indica que
solo una pequefia cantidad llegd a sistema circulatorio central, lo anterior también se
sustenta al comparar el ABCo-t de la via oral ( 2.37 pg*mL/ h) con respecto a la via
intravenosa (30.5 ug*mL/ h) y se observé que el ABCo-t de la via oral es mas pequefa
cuando la comparamos con la via intravenosa. Existen diversos factores fisiol6gicos y
fisicoguimicos que pudieron influenciar la biodisponibilidad absoluta del ATAC entre
ellas, se baja permeabilidad, lo cual afecta su absorcidén en el tracto gastrointestinal, en
cuanto a la solubilidad, para que una molécula pueda absorberse, se requiere que esté
disuelta para que pueda absorberse en el sitio de disposicién ( via oral ) y probablemente
el vehiculo utilizado no fue el 6ptimo para solubilizar por completo la dosis de ATAC
administrada por via oral. De igual forma por esta via, puede sufrir efecto de primer paso,

impactando la biodisponibilidad absoluta del ATAC
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Figura 12. Compuesto 1 via oral y via intravenosa, media +EE, (n=4)

Como se puede observar en la figura 12, fue posible detectar durante el analisis del ATAC
un compuesto adicional, al que se le denominé compuesto 1, el cual posiblemente se trate
del acido clorfibrico ya que presenta un tiempo de retencion similar al del acido clorfibrico
en el sistema cromatografico utilizado. Se puede apreciar que tras la administracién del
ATAC a una dosis de 50 mg/kg por ambas vias de administracion, el area bajo la curva
(ABC) del compuesto 1 es muy similar, sin embargo, se puede observar que durante el
periodo de 0 a 8 horas, que el compuesto 1 se genera de forma mas rapida por la via
intravenosa en los primeros tiempos de muestreo. El compuesto 1 por ambas vias se
mantiene en concentraciones cuantificables en un lapso superior a las 8 horas. Partiendo
de la idea que el compuesto generado por hidrolisis in vivo a partir del ATAC fuera acido
clofibrico (figura 13), se ha reportado que a dosis oral de 14 mg/kg de fibratos, el valor de
Cmax fue de 26.51 pg/mL, un Tmax de 4 horasy un ABC 0-t de 252.25 pg.h/mL en un

lapso de 48 horas en rata '8 y en humanos el clorfibrato a una dosis de 500 mg por via

65



oral presenta un Cmax de 35 pg/mL y Tmax de 3 horas!®. Como se puede apreciar en el
curso temporal el compuesto 1 que se genera a partir de la administracién oral e
intravenosa de ATAC a dosis de 50 mg/kg, alcanza concentraciones maximas de
alrededor de 70 pg/mL por ambas vias de administracion; por via oral presenta el Tmax
en 2 h y para el caso de la via intravenosa presenta el Tméx en 0.75 h. Haciendo una
comparacion del ATAC administrado por via oral, dicho compuesto alcanza una Cmax
(3.57 pg/mL) méas bajas que las reportadas para fibratos en rata (26.51 pg/mL), sin
embargo la velocidad de absorcion (Tmax) del ATAC (0.33 h) es mas rapida que la
reportada para fibratos en rata ( 4 h), probablemente se deba a que el ATAC tiene
mejores caracteristicas biofarmacéuticas como una mejor permeabilidad aparente y esto
le permita absorberse con mayor rapidez. El volumen de distribucion aparente del acido
clofibrico reportado en ratas 0.16 L/kg 1" y volumen de distribucion aparente obtenido para
el compuesto ATAC es de 1.43 L/kg con ello podemos constatar que el ATAC se

distribuye de manera mas amplia en el organismo de la rata que el acido clofibrico.

Tabla 14. Parametros farmacocinéticos del compuesto 1 via oral e intravenosa

VIA ORAL VIA INTRAVENOSA
MEDIA DESV.ESTD. MEDIA DESV. ESTD.
ker (h-1) 0.10 0.06 0.11 0.07
Tuze (D) 9.24 5.5 9.00 5.72
Cmax (ug/mL) 69.64 47.83 70.58 12.5
Tmax (h) 2 0.71 0.75 0.29
ABCO-t (WmL*h) 340.94 135.77 386.98 243.57
ABCO-a (y/mL*h) 956.54 661.02 747.81 185.69

T12 em= tiempo de vida media de eliminacion del compuesto 1
Kem=constante de eliminacion del compuesto 1

Como se puede observar en las tablas 16, la constante de eliminacion del compuesto 1
(kel) por la via oral fue de 0.10 h-! y para la via intravenosa una media de 0.11 h-%,
(p=0.1143). La constante de eliminacion del compuesto 1 (kel) por via oral (0.10 ™) es
muy semejante a la reportada para el acido clofibrico en rata (0.11 h'*)?’.El tiempo de vida

media por via oral del compuesto 1 es de (9.24 h) y por via intravenosa es de 9.0 h,
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(p=0.1590). El tiempo de vida media reportado por via oral para el &cido clofibrico en rata
se encuentra en el rango de 7 a 8 horas'"*®, esto da indicios que probablemente el
compuesto 1 (metabolito) sea el acido clofibrico, ya que el ATAC tiene un grupo amida
el cual puede ser hidrolizado por esterasas que se encuentran ampliamente distribuidas
en sangre y tracto gastrointestinal, ademas esta reportado que las esterasas como
carboxilesterasas son la encargadas de metabolizar profarmacos como el clofibrato para
generar su metabolito activo el acido clofibrico®” y en el caso del ATAC existe la
posibilidad de que sea hidrolizado por este tipo de hidrolasas generando acido clofibrico

como un metabolito, dicha reaccién se muestra en la figura 13.
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@ v’i“\’ Hidralisisinwiva oy t )\”;
’ . o HzN

H : H
Compuesto 1
ATAC Anillo tetrazol

Figura 13. Reaccién de hidrélisis del ATAC para generar el compuesto 1

EL ABC,-t del compuesto 1 por via oral fue de 340.94 (u/mL*h) y para la via intravenosa
fue de 386.98 (W/mL*h) (P=0.7317). Si comparamos el ABCo,-t de fibratos reportado en
rata 252.25 pg.h/mL a dosis de 14 mg/kg via oral ** podemos observar que la cantidad
total de compuesto 1 (metabolito) que llega a circulacion central es muy similar a la
reportada para fibratos en rata, sin embargo, se requiere una mayor dosis (50 mg/kg) de
ATAC para alcanzar concentraciones similares a la reportada en rata para fibratos a una

dosis de 14 mg/kg.
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9.10.- Estudio farmacocinético del ATAC por via oral en ratas diabéticas

—
T

Dosisb0 mgikg

8- -»- Rata sana via oral
== Rata diabética via oral
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Concentracion pg/mL

0 T T
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Figura 14. ATAC via oral en ratas sanas (media tEE n=4) y diabéticas (media +tEE n=6),
dosis 50 mg/kg

En la figura 14 se presenta el curso temporal del ATAC a una dosis de 50 mg/kg por via
oral. en ratas sanas y ratas diabéticas. Se puede observar que el Cmax en ratas sanas
es de menor magnitud en comparacion con ratas diabéticas (Cmax=3.57 ug/mL rata
sanas y Cmax=8.80 pg/mL). en ambas condiciones fisolégicas so6lo fue posible
monitorear concentraciones de ATAC hasta 1.5 horas tras su administracion por via oral.
También se observa que el Tmax en ratas sanas es mas largo ( Tmax= 0.33 horas) con
respecto a ratas diabéticas (Tmax= 0.21 horas), lo cual indica una mayor velocidad de
absorcion y una Cmax mayor en ratas diabéticas con respecto a ratas sanas, lo cual
probablemente de deba a la aparicion de algunas de las complicaciones relacionadas con
diabetes mellitus como son: cambios en la permeabilidad intestinal por dafos
microvasculaes que a su vez alteran el tiempo de vaciado gastrico debido a que la
reduccién del del flujo sanguineo de la mucosa gastrica, influye en el vaciado gastrico, por
lo tanto, estos cambios en la motilidad gastrica y el tiempo de transito gastrico, pueden
tener potencial impacto en el grado de absorcion de medicamentos®® y como

consecuencia, se podria alterar la velocidad de absorcion.

Por medio de andlisis no compartimental se calcularon los parametros farmacocinéticos

para el ATAC de ratas sanas y diabéticas, los cuales se presentan en la tabla 17. Se
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observa que el ATAC tiene una absorcibn mas rapida en ratas sanas mostrando una
constante de absorcién media de 3.05 h, mientras que en ratas diabéticas muestra una
constante de absorcion media de 2.73 h' .Aunque los valores de la constante de
absorcion son similares en rata sana y rata diabética (p=0.1607), los pequefios cambios
observados en los valores obtenidos podrian explicarse debido las complicaciones que
se mencionaron anteriormente, las cuales se relacionan con la diabetes mellitus. En ratas
sanas se presenta una Cmax de 3.57 ug /mL a las 0.33 horas y en ratas diabéticas de
8.80 pg /mL a las 0.21 horas. La constante de eliminacion media en ratas sanas fue de
1.81 h, para ratas diabéticas fue de 2.18 h'! (p= 0.2511), la constante de eliminacion total
(ke) implica la suma total de todas las posibles vias de eliminacién que tiene una molécula
en el organismo, por lo tanto, si la ke en ratas diabéticas es ligeramente mayor implica
gue en ratas diabéticas se encuentran involucradas mayor cantidad de vias de eliminacion
con respecto a las ratas sanas. Es probable que la pequefia diferencia observada se
explique debido a las complicaciones micro vasculares reportadas como: dafio renal por
hiperglucemia que pueden presentarse tanto en ratas como en humanos 32° Por otra
parte, ademas de los dafios, se ha reportado la alteracion en la expresion de enzimas
involucradas en el metabolismo de xenobibticos, ya que por el mismo estado de
hiperglucemia algunas de las enzimas se encuentran sobreexpresadas (aumentando la
eliminacion de moléculas del organismo) y en otros casos inhibidas (disminuyendo la
eliminacion de moléculas del organismo) en 6rganos de donde ocurre el metabolismo
como: higado,intestino,rifilones,etc. También se puede observar que el ABCo-a en ratas
sanas fue de 2.58 (ug*mL/ h) y para ratas diabéticas fue 4.68 (ug*mL/ h) (p=0.2765).
Aunque estadisticamente no hubo diferencia significativa entre las constantes de
eliminacion total (ke) y ABCo-a de las ratas diabéticas con respecto a las sanas, es
posible que las pequefias diferencias se deban a algunas alteraciones que se han
reportado en estados de hiperglicémia como: cambios en la absorcién a nivel del tracto
gastrointestinal por dafios microvasculares, alterando con ello la irrigacién sanguinea y la
permeabilidad de la mucosa gastrica, dafios por el estado de hiperglicemia en algunas de
las principales vias de eliminacibn como son los rifiones y alteracion de las enzimas
encargadas de metabolizar xenobioticos, por lo tanto, las alteraciones anteriormente
mencionadas puedan ser la causa de la algunas pequefias diferencias observadas en los
parametros farmacocinéticos de las ratas control con respecto a las que se encuentran

en estado diabetizado 86970,
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Tabla 15. Parametros farmacocinéticos del ATAC via oral en ratas sanas y diabéticas

RATAS DIABETICAS RATAS SANAS
MEDIA DESV.ESTD. MEDIA DESV.ESTD.
Ke (h) 2.18 0.87 1.81 0.09
Ka (h™) 2.73 0.92 3.05 1.07
T1zel (h) 0.31 0.14 0.38 0.02
T1/2abs (h) 0.28 0.10 0.25 0.09
Cmax (ug/mL) 8.80 6.70 3.57 2.39
Tmax (h) 0.21 0.09 0.33 0.28
ABCo+ (ug/mL*h)  4.36 3.07 2.37 1.8
ABCo-a(pug/mL*h)  4.68 3.01 2.58 1.97
Dosis (mQ) 15.17 1.83 15.11 1.92
Dosis 50 mgikg
I 100~ -=- Compuesto 1
s rata diabética via
g 80+ oral
- =+ Compuesto 1 rata
E 60+ sana
'O via oral
g 40
sl
&
o 20
c
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Figura 15. Compuesto 1 oral ratas sanas (media +tEE n=4) y compuesto 1 ratas diabéticas
(media £EE n=6)

Como se puede observar en la figura 15 el area bajo la curva del compuesto 1 (el cual se
cuantifica después de la administracion de una dosis de 50 mg/kg de ATAC en ambas

vias) es muy similar, tanto en rata sana como rata diabetizada, podemos observar que el
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compuestol se genera de una forma mas rapida en ratas diabéticas con respecto a las
ratas sanas, la Cméax en ratas diabéticas es ligeramente mayor (80.08 pg/mL) que la
Cmax en rata sana (69.64 pg/mL) (p= 0.1534), sin embargo no se encuentra diferencia
estadistica significativa. Es probable que por via oral el compuesto 1 llegue ya
metabolizado, ya que tiene que librar mas barreras para llegar a sistema circulatorio
central y en cada barrera desde el tracto gastrointestinal hasta circulacién es susceptible a
metabolismo, por la via intravenosa al depositarse el ATAC en sistema circulatorio central,
distribuye inmediatamente y la fraccion libre puede ser metabolizada por las hidrolasas

presentes en el plasma para convertirse al compuesto 1 de forma rapida .

Tabla 16. Parametros farmacocinéticos del compuesto 1 via oral ratas sanas y diabéticas

RATAS DIABETICAS RATAS SANAS
MEDIA DESV.ESTD. MEDIA DESV.ESTD.

Kel (h™) 0.30 0.21 0.1 0.06
T12el (h) 4.40 4.16 9.24 55
Cmax (ug/mL) 80.08 28.34 69.64 0.71
Tméax (h) 1.5 1.60 2 47.83
ABCo-t (ug/mL*h) 342.11 142.37 340.94 135.77
ABCo-a(pg/mL*h) 554.56 350.10 956.54 661.02

Tl/z elm= tiempo de vida media de eliminacién del compuesto 1.

Kem=constante de eliminacién del compuesto 1.

Como se puede observar en la tabla 18, la constante de eliminacién del compuesto 1 (kel)
en ratas sanas es de 0.10 h-' y para ratas diabéticas de 0.30 h-%, (p=0.1342) y no hay
diferencia significativa. EI tiempo de vida media por via oral del compuesto 1 en ratas
diabéticas fue de (4.40 h) y para ratas sanas es de 9.24 h, (p=0.0350). Lo anterior se
puede deber a que en el estado diabetizado exiten una serie de dafios macro y

microvasculares que afectan érganos importantes en la eliminacion de moléculas como
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dafios microvasculares renales, lo que puede provocar la alteraciéon en la vida media del

compuesto 1.

9.11.- Pardmetros bioquimicos (glucosa, colesterol y triglicéridos) evaluados 8
posteriores a la administracién del ATAC por via oral.

Como se observa en la figura 16, la administracion de ATAC logr6 mantener en ratas
diabéticas su efecto farmacoldgico durante 8 horas posteriores a su administracion por
via oral (animales con estado de hiperglucémia comprobado por medio de un glucémetro).
Las ratas diabetizadas para este experimento se mantuvieron bajo cuidados especiales
en el bioterio del Instituto Nacional de Salud Pudblica durante un mes antes del tratamiento
con el ATAC. Los resultados que se observan en la figura 16, concuerdan con un estudio
previo realizado al ATAC en un modelo in vivo de diabetes no insulino dependiente el cual
fue monitoreado Unicamente hasta las 4 horas “°.Con base en los resultados obtenidos en
este experimento actual, se observa que fue posible mantener el efecto antidiabético del
ATAC hasta las 8 horas posteriores a su administracién por via oral. Sumado a los
resultados obtenidos, también fue posible observar la disminucion de los niveles de
colesterol y triglicéridos (prueba enziméatica colorimétrica) bajo las mismas condiciones de
estudio y dichos resultados dieron indicios de que el ATAC disminuyd tanto la
hiperglicemia como los lipidos en rata Wistar. Por lo tanto, estos resultados pueden ser
el primer indicio de que el ATAC tenga una actividad dual, por una parte actividad

antidiabética y por otra una posible actividad antilipemiante.
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Rangos normales en rata

Glucosa: 60- 109 mg/dL
Colesterol: 78.2-105.8

]
Ew 300- me/dL

Triglicéridos: 94-130

g 200- _ me/d.
-
100 -
0- T T T T

M Vv > b ] ©
Parametros bioquimicos

1.- Glucosa sin tratamiento 2.-Glucosa con tratamiento 3.-Colesterol sin tratamiento 4.-Colesterol con tratamiento
5.-Triglicéridos sin tratamiento 6.-Triglicéridos con tratamiento

Figura 16. Concentracion de parametros bioquimicos: glucosa, triglicéridos y colesterol
(ratas diabetizadas con STZ con estado de hiperglucémia comprobado por medio de un
glucometro) antes y después del tratamiento con ATAC (media tEE n=6)

Tabla 17. Concentracién de colesterol, trilgiceridos y glucosa tras 8 horas de la
administracién via oral del ATAC

MEDIA +
DESV.EST.
Glucosa sin tratamiento
de ATAC mg/dL 307.5 +£78.5
Glucosa con tratamiento
de ATAC mg/dL 154.3 £30.0
Colesterol sin tratamiento
de ATAC mg/dl 141.1 £18.3
Colesterol con tratamiento
de ATAC mg/dL 117.9+9.7
Triglicéridos sin tratamiento
de ATAC mg/dL 174.7 £35.3
Triglicéridos con tratamiento de ATAC
mg/dL 160.4 £33.9
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Como se muestra en la tabla 19, al comparar por medio de una t-Student los valores de
los pardmetros bioquimicos, se observa la disminucién de glucosa (p= 0.00121),
colesterol (p=0.02075) vy triglicéridos (p=0.4890) en ratas diabéticas, sin embargo, solo
son significativas las diferencias para la glucosa y el colesterol (antes y después del
tratamiento con ATAC), en caso que a partir del ATAC se genere el compuesto 1
(metabolito) y que dicho compuesto se tratara de &cido clofibrico, seria una de las
primeras evidencias de que dicho acido ademas de su actividad antilipemiante, presenta
actividad antidiabética; ya que no existen estudios reportados que comprueben que el
acido clofibrico posea efectos duales como son la disminucién de glucosa y al mismo
tiempo disminuir los niveles de triglicéridos en sangre por ser agonistas de receptores

nucleares PPAR.

9.12.- Estudio de metabolismo in vitro (prueba enzimatica con el homogenizado de
higado de rata)

El higado es un drgano de vital importancia debido a su actividad metabélica y con la
finalidad de investigar el metabolismo del ATAC se utiliz6 un homogenizado de higado de

rata para explorar el metabolismo de dicho compuesto de forma general.

Tabla 18. Resultados de las concentraciones del ATAC y compuesto 1 en el homogenizado
de higado de rata

ATAC 1 mM ATAC 1.78 mM ATAC 3.1 mM
_ Media Desv.Est Media Desv.Est Media Desv.Est
Tiempo (h) | Conc.(ug/mL) Conc.(ug/mL) Conc.(ug/mL)
0.25 1.74 1.02 3.50 0.76 7.96 1.57
0.5 2.73 0.91 5.32 2.28 10.12 2.84
1 191 0.69 3.34 1.03 8.14 1.22
2 2.03 0.68 3.46 1.32 7.35 1.87
Tiempo (h) Compuesto 1 Compuesto 1 Compuesto 1
0.25 0.32 0.17 0.409 0.32 0.78 0.32
0.5 0.85 0.32 1.003 0.31 1.62 0.84
1 1.18 0.44 1.674 0.46 3.08 0.97
2 1.38 0.34 2.450 0.51 3.43 1.24
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En la tabla 21 se observa en general que la concentracion del ATAC determinada en
tiempo de muestreo disminuye en las tres condiciones probadas, probablemente se deba
a la formacion del compuesto 1 a partir del ATAC en el organismo de la rata.

9.13.- Estudio de distribucion del ATAC en érganos de alta irrigacién: corazon,
higado, pancreas y rifiones.

En la tabla 18 se muestra la deteccién del ATAC y la concentracion del compuesto 1 en
los diferentes érganos evaluados tras 8 horas de la administracion del ATAC por via

oral.

Tabla 19. Estudio de distribucién del compuesto 1 en diferentes érganos

Concentracién en Compuesto 1 Sol ALAtC bl
tejido (ug/g) MEDIA + DESV.EST. olo es detectable
Coraz6n 4,53+ 2.16 ok
Higado 1.41+ 0.89 ND
Pancreas 5.51+ 2.67 ok
Rifiones 11.34+7.36 *

Los resultados mostraron que aun cuando fue posible detectar la presencia del ATAC en
corazén, higado, pancreas y rifiones, la concentracion no fue cuantificable. Soélo se
sefiala con asteriscos en que 6rganos se pudieron detectar mayor proporcion. En su lugar
fue posible cuantificar el compuesto 1 en todos los 6rganos (tabla 21); siendo los rifiones
en los que se encontr6 la mayor concentraciéon (11.34 pg/g de tejido). Este ultimo
resultado puede indicar que una de las principales vias de eliminacién del ATAC y del
Compuesto 1 son los rifiones. Se ha reportado que el clofibrato se elimina en mayor
proporcion por la orina en un 99 % en forma de metabolitos conjugados con acido
glucurénico y una pequefa proporcion en forma libre’.Existe la posibilidad de que el
compuesto 1 al ser un metabolito del ATAC y de ser comprobada su estructura se tratara
de acido clofibrico, es probable que utilice en mayor proporcién la via de eliminacion renal

en el organismo de la rata.
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Figura 17. Cromatogama de tejido de corazén (A) y cromatograma de acido clofibrico y

ATAC en solucion (B)

En la figura 17 se observa dos cromatogramas: inciso A se observa el ATAC y del acido

clofibrico en solucion, inciso B se observa el tejido de corazén de rata; en ambos

cromatogramas se observa que el compuesto 1 presenta un tiempo de retencién similar al

acido clofibrico y es por ello que se sospecha que el compuesto 1 se trate de acido

clofibrico, el cual se podria generar a partir del ATAC por la ruptura del enlace amida que

presenta dicha molécula, generando dos probables metabolitos: el acido clofibrico y el

anillo tetrazol.
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10.- CONCLUSIONES

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas del ATAC como el pKa, log D vy el
coeficiente de permeabilidad aparente. Se realizd el desarrollo y validacién de un método
analitico por HPLC-UV para cuantificar el ATAC segun el protocolo establecido en el
laboratorio tomando en cuenta so6lo algunos parametros que se establecen en la NOM-
177-SSA 1-2013 empleando una técnica de extraccion en fase solida, la cual es sencilla y
rapida. Se observé que durante los estudios farmacocinéticos del ATAC tras su
administracién a una dosis de 50 mg/kg por ambas vias (oral e intravenosa) se genera el
compuesto 1 (metabolito) el cual se detecta su presencia en el plasma de rata. Se
sospecha que el compuesto 1 sea &acido clorfibrico debido a que su constante de
eliminaciéon (kel) es similar la reportada para este farmaco en rata, sin embargo, es
necesario determinar la estructura molecular del compuesto 1, es probable que se pueda
generar acido clofibrico a partir del ATAC por la posible ruptura del enlace amida que
presenta el ATAC por medio de esterasas presentes en sistema circulatorio central, sin
embargo, seria adecuado corroborar la estructura del compuesto 1 por medio de un
andlisis de identificacion de estructuras moleculares como por ejemplo: un andlisis por
HPLC-masas de alguna muestra .Se realizaron estudios por via oral del analogo tetrazol
en rata diabética y rata sana, no se encontraron diferencias significativas en los
parAmetros farmacocineticos como : cosntante de eliminacién (Kel), concentracion
maxima (Cmax), ABCo.. ABCo.- ,excepto el tiempo de vida media el cual fue de 4.40 £
4.16 (h) para rata diabética y 9.24 + 5.5 (h) para rata sana y probablemente se deba
algunas alteraciones provocadas por el estado de hiperglicemia como son: cambios en la
expresion de enzimas metabdlicas y dafios microvasculares en algunos érganos que se
encuentran involucrados en la eliminacion de xenobioticos. En el estudio de distribucion
del ATAC en 6rganos de alta irrigacion, se encontré que solo fue posible detectar en
mayor proporcion a el ATAC en corazén, mas no fue posible cuantificarlo en los 4
o6rganos evaluados, sin embargo, fue posible cuantificar el compuesto 1 (metabolito)
observado la mas alta concentracién en rifiones. En el estudio de metabolismo in vitro por
homogenizado de higado de rata, se observa la formacion del compuesto 1(metabolito) en
funcién del tiempo, sin embargo, se van a requerir pruebas enzimaticas mas especificas
para determinar cudles enzimas podrian estar involucradas en el metabolismo del ATAC.

Los estudios fisicoquimicos y biofarmacéuticos realizados a el ATAC permitieron observar
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algunos de los pardmetros farmacocinéticos que ayuda a visualizar por primera vez como
se lleva a cabo el proceso ADME de dicho compuesto en fase preclinica.

También se publicé el articulo de investigacion requisito indispensable para la obtencién
del grado derivado de los estudios fisicoquimicos y biofarmacéuticos realizados para
caracterizar el analogo tetrazol del &cido clorfibrico.

11.- PERSPETIVAS

e Realizar la identificacion de la estructura molecular del compuesto 1 (metabolito).

e Realizar pruebas in vitro de catalisis enziméatica mediante enzimas especificas
(esterasas) para visualizar si dichas enzimas se encuentran involucradas en el
metabolismo del ATAC.

¢ Realizar nuevas formulaciones para mejorar la solubilidad del ATAC.

e Realizar estudios de toxicidad para el ATAC como parte de su evaluacion

preclinica y con ello evaluar si es seguro continuar estudios en humanos.
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Abstract: In the current investigation, the physicochemical, biopharmaceutical and pharmacokinetic
characterization of a new clofibric acid analog (Compound 1) was evaluated. Compound 1 showed
affinity by lipophilic phase in 1 to 5 pH interval, indicating that this compound would be absorbed
favorably in duodenum or jejunum. Also, Compound 1 possess two ionic species, first above of
pH 4.43 and, the second one is present over pH 6.08. The apparent permeability in everted sac rat
intestine model was 8.73 x 10 ® cm/s in duodenum and 1.62 x 10 ° cm/s in jejunum, suggesting
that Compound 1 has low permeability. Elimination constant after an oral administration of 50 ug/kg
in Wistar rat was 1.81h 1, absorption constant was 3.05 h 1 Cmax Was 3.57 ug/mL at 0.33 h, AUC(_«
was 956.54 i/mL-h and distribution volume was 419.4 mL. To IV administration at the same dose,
ke was 1.21 h™!, Vd was 399.6 mL and AUCy_, was 747.81 n/mL-h. No significant differences
were observed between pharmacokinetic parameters at every administration route. Bioavailability
evaluated was 10.4%. Compound 1 is metabolized to Compound 2 probably by enzymatic hydrolysis,
and it showed a half-life of 9.24 h. With these properties, Compound 1 would be considered as a
prodrug of Compound 2 with potential as an antidiabetic and anti dyslipidemic agent.

Keywords: diabetes; bioavailability; clofibric acid; 113-HSD1; tetrazole; dyslipidemia

86



1. Introduction

1.1. Type 2 Diabetes (DMT2)

DMT?2 is a chronic-degenerative disease characterized by a deficiency in the production of insulin
by the B cells of the pancreas or the inability of the organism to efficiently use of insulin produces [1].
There were 6.4 million adults over the age of 20 diagnosed with diabetes in 2012 (National Health
and Nutrition Survey) [2]. Due to this growing epidemiological trend, Diabetes Mellitus (DM) is
considered a very significant public health problem in this country and around the world, and is one
of the primary causes of death in the Mexican population.

The complications associated with DMT2 include damage to the capillaries of the kidney,
(causing glomerulonephritis and renal failure in its advanced stages), damage to the capillaries
of the retina (causing blindness), peripheral neuropathy, myocardial infarction, cerebrovascular
complications, and arteriosclerosis [3-6]. Some cases present dyslipidemia, a condition caused by
alterations to the concentrations of lipoproteins in the blood. Overweight, obesity, physical inactivity,
smoking, and alcohol consumption contribute to the development of this condition [6,7]. Treatments

Molecules 2017, 22, 282; doi:10.3390/ molecules22020282 www.mdpi.com/journal /molecules
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2. Materials and Methods

Dimethyl sulfoxide, n-octanol, mebendazole, Cremophor ELpHrange 6.0-8.0, nNaproxen,
and amoxicillin were purchased from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). Methanol, acetonitrile,
and water were HPLC grade, and the sodium hydroxide, phenolphthalein, monobasic sodium
phosphate, phosphoric acid, and potassium biphthalate were obtained from ].T. Baker (J.T. Baker, Co.,
Center Valley, PA, USA). Clofibric acid (Compound 2) was purchased from Sigma Aldrich (Steinheim,
Germany). Compound 1 was synthesized in the Medicinal Chemistry Laboratory of the Pharmacy
Faculty, Autonomous University of the State of Morelos (Universidad Auténoma del Estado de
Morelos, or UAEM), Mexico.

2.1. Physicochemical Evaluations

2.1.1. pK, Determination via Potentiometric Analysis

The determination of pK, was undertaken as described by Babic A. etal. [18,20]. Compound 1 was
prepared by weighing 0.001 equivalents, which were dissolved in the minimum volume of methanol,
to which aqueous solution with an ionic strength of 0.02 M was added to obtain a final concentration
for Compound 1 of 0.006 M. It was titrated with NaOH 0.01 N, which had been previously evaluated
with an ionic strength of 0.02 M using Logger Pro 3.5.0 software (Vernier Software & Technology,
Beaverton, OR, USA). The study was conducted in triplicate, determining the final points using the
criteria from the first and second derivative test [21].

2.1.2. Apparent Partition Coefficient

The octanol-water distribution coefficient was determined using the shake-flask method. The two
phases were mutually saturated by shaking for 15 min. Phosphate buffers were used as the aqueous
phase for the pH range 1.2 to 13. 5 mL portions of different buffer solutions (pH 1.2 to 13) containing
100 pg/mL of Compound 1 were mixed with 2.5 mL of n-Octanol. The mixture was shaken for
30 min, centrifuged at 8000x g for 10 min, after which the aqueous and organic phases were
separated. Aqueous samples were analyzed at 222 nm using a validated spectrophotometric method
(5200 ng-mL 1) [22-24]. The distribution coefficient (log D) was calculated according to Equation (1)

for each pH value:
[Compound|org

Tog D =lng [Compound |ag

M
where [Compound],y, is the drug concentration in the organic phase (determined by mass balance)
and [Compound],g is the drug concentration in the aqueous phase for each buffer solution. Every
experiment was evaluated in triplicate.

2.1.3. Permeability Assay

Male Wistar rats weighing 200-250 g were used in this research. Everted intestinal sacs were
prepared by quickly removing the small intestine from starved rats killed under ether anesthesia.
All experiments were carried out after pre-incubation at 37 + 0.5 °C, with the duodenum and jejunum
then excised, flushed-through several times with saline solution at room temperature, and placed
immediately into simulated intestinal fluid (SIF). The intestine was gently everted over a steel rod and
filled with fresh SIF. The sacs were preincubated in oxygenated buffer solution for 5 min and then
placed in 100 mL of oxygenated SIF solution containing 0.0001 M (100 uM) of Compound 1 at 37 °C.
Oxygen was bubbled with a pump to maintain viable tissue [25].

The everted intestinal sac was filled with 1.5 mL of SIF solution, while a test compound solution
(0.0001 M) remained external to the everted sac. The high and low permeability markers, naproxen
and amoxicillin, were prepared in the same way [26]. 300 uL samples were collected from inside the

sac with a metallic cannula at 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min (apical-basolateral transport A-B),
the evaluation of its bioavailability in a rat model, as well as its biopharmaceutical characterization.
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after which a medium replacement was made. Both an initial and final sample of the outside solution
were analyzed by HPLC.
The apparent intestinal permeability (Pg,) was calculated according to Equation (2):

%4

where Py, = Apparent Permeability (cm/s), V = Intestinal Volume (mL), A = Surface Area (cm?),
dC/dt = Concentration Gradient, and, Co = Initial Concentration (ug/mL).

2.2. Chromatographic Conditions

The samples of Compound 1 were analyzed using a Waters chromatographic system equipped
with a 717 plus auto-sampler, a model 515 isocratic pump, and a model 2487 UV-Vis detector.
The software used was N2000 Chromatostation. The separation was performed on a 4.6 x 250 mm
Zorbax CN (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA). The mobile phase consisted of phosphate
buffer (0.05 M, pH 3.5) with 0.06% ethanol and methanol HPLC grade (64:36), filtered through 0.2 um
Nylon membrane (Nylaflo™) from PALL Corporation (Washington, NY, USA) and sonicated for
30 min. The flow rate was 1.0 mL/min. The column was kept at room temperature. Total run time was
25 min, with the detection carried out at 223 nm. The injection volume was 10 pL.

2.2.1. Calibration Curve

A methanol solution of Compound 1 and clofibric acid (Compound 2) was prepared to a
final concentration of 100 ng/mL (working solutions). The calibration curves were prepared
using appropriate volumes of Compound 1, Compound 2, and rat plasma to obtain the following
concentrations: 0.46, 0.93, 3.75, 7.5, 15, 30 pg/mL (Compound 1); and, 0.78, 1.56, 6.25, 12.5, 25,
and 50 ug/mL (Compound 2), simultaneously. Internal standard (mebendazole) was prepared ata
concentration of 20 pg/mL (IS working solution).

2.2.2. Sample Preparation

100 uL of plasma containing Compounds 1 and 2 at different concentrations were transferred to
Eppendorf tubes, with 10 uL of IS working solution, 100 uL 1% solution phosphoric acid then added.
Samples were shaken in a vortex for 30 s. Strata-X 33 um cartridges (Polymeric Reversed Phase, 30 mg,
Phenomenex) were conditioned with 2 mL of methanol and 1 mL of water, with the sample in the
cartridge then left to stand for 2 min and immediately washed with 1 mL of a 95:5 water methanol
solution. Finally, the sample was eluted four times with 500 uL of a 50:50 methanol acetonitrile solution.
Samples were evaporated under atmospheric nitrogen at 40 “C. The waste reconstituted in methanol
and 10 uL was injected into the HPLC.

2.3. Analytical Method Validation

The analytical method was validated in plasma using the following parameters: selectivity,
linearity, precision, accuracy, absolute recovery, and LOQ [27].

2.3.1. Selectivity

Blank plasma samples from different rat sources were prepared as previously described, to check
for signals that might interfere with the detection of the analytes (Compound 1 and Compound 2) or
the IS. Additionally, the blank sample (a processed matrix sample without analyte and without IS) and
a zero sample (a processed matrix with IS) were analyzed.

Also, specificity was demonstrated by comparing samples containing Cremophore EL and
Heparine 10 UI/mL.
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2.3.2. Linearity

The calibration curve was prepared in triplicate on two different days and the data analyzed as
described above. The area ratio of Compound 1/IS peaks (AR) was calculated. The linearity was
determined between the 0.46-30 ug/mL recorded for Compound 1 and the 0.78-50 ug/mL recorded
for Compound 2, with the linear regression parameters as determined were the confidence intervals
for slope and intercept.

2.3.3. Precision and Accuracy

Aliquots of blank plasma were spiked with the corresponding volume of Compound 1 working
solution and metabolite to obtain quality control (QC) samples containing 1.5 pg/mL (LQC), 18 ug/mL
(MQC) and 24 ug/mL (HQC). For precision, the quality control samples were prepared in quintuplicate
on two different days. Repeatability and reproducibility were calculated and expressed as RSD%.
The within-run and between-run RSD% values were not to exceed 15% for each QC level. For accuracy,
the QC samples were analyzed against a freshly calculated calibration curve, with the obtained
concentrations compared with the nominal value. The accuracy was reported as a percentage of
the nominal value. The mean concentration was to be within 15% of the nominal values for the
QC samples.

2.3.4. Extraction Efficiency

The efficiency of the extraction method was determined by comparing the plasma QC samples
with aqueous QC solutions at corresponding levels for Compound 1 and Compound 2 to compare
recovery, and measured in triplicate in the same analytical batch. Extraction efficiency was expressed
as a percentage of the nominal concentration.

2.3.5. Limit of Quantification (LOQ) and Limit of Detection (LOD)

The LOQ for the proposed methods was established through the analysis of the blank
samples containing the lowest concentration level on each curve for every compound, determined
experimentally by analyzing six replicates with suitable precision and accuracy (RSD < 20%).

3. Bioavailability Study

3.1. Animals

Male Wistar rats weighing 250-300 g were used for pharmacokinetic evaluation. Animals were
individually identified by tail markings and acclimated to the study environment for seven days prior
to the administration of the dose. Animals were kept on a 12 h light/dark cycle except when this
was interrupted for study procedures. Animals were kept at average room temperature, which was
regulated in the range of 18 to 29 °C. The animals were fasted prior to dose administration, and had
access to water ad libitum.

3.2. Cannulation

Rats were anesthetized with ether and cannulated via the caudal vein using polyethylene tubing
with an internal diameter of 0.023 inches, and an outer diameter of 0.038 inches (Becton Dickinson
Clay Adams) [28].

3.3. Administration

Compound 1 was prepared with Cremophore (10%) in physiologic saline solution and
administered orally in a 50 mg/kg dose, and via intravenous bolus (50 mg/kg). Study was conducted 90
in quintuplicate.
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3.4. Sample Collection

After dosing, serial blood samples were collected (0.2 mL) 0, 0.083, 0.16, 0.25, 0.33, 0.50, 0.75, 1.0,
1.5,2.0,3.0,4.0, 6.0, and 8 h after both oral and intravenous administration using heparinized (20 UI)
tubes, and were centrifuged at 5000 ¢ for 10 min, with the plasma harvested and analyzed by HPLC
using the previously validated method.

4. Pharmacokinetic Analysis

The pharmacokinetic parameters of Compound 1 were obtained via non-compartmental
analysis [29,30] using PK software (PKSolver). The STATA statistical program, version 12, was used
for the comparison of the following: the pharmacokinetic parameters obtained via both administration
pathways (Cmax and Tmax); the elimination rate constant (k)); the biological half-life; the area under
the curve (AUC_y); the area under the curve from zero to infinity (AUCy-00); volume of distribution
(Vd); clearance (Cl); and, absolute bioavailability (F).

5. Bioethics Policies

This study followed the international recommendations for animal handling in biomedical
research outlined in the Principles of Laboratory Animal Care (NIH publication #85-23, revised in 1985)
and the current Mexican Official Standard NOM-062-ZO0O-1999 on the management of laboratory
animals [31,32].

6. Results and Discussion

6.1. Biopharmaceutical Properties

Compound 1 has a tetrazole ring and shows a good affinity for the lipophilic phase in the interval
of pH evaluated from 1 to 5, in which the log D values obtained were positive (Figure 3). This indicates
that Compound 1 could have a greater affinity in physiological intervals of pH from 1 to 5 in that
non-ionized form prevails and is probably able to achieve a good rate of absorption at the stomach and
duodenum section. At pH 7 Log D, the species with a higher level of ionization predominate, with the
value recorded falling to below zero, indicating that Compound 1 has a greater affinity for the polar
phase and a low affinity for the non-polar phase, reducing the probability of an improved absorption
in the jejunum.

LogD

pH
Figure 3. Log D of Compound 1 dependent on pH.
The pK, values obtained (Table 1) suggest that the neutral form of the molecule of Compound 1 is

found in the interval between pH 1 and 5, before the appearance of the first pK, value, as observed in
Figure 4.
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Table 1. pK, observed for Compound 1.

Mean (£S.D.)

pKa1 4.43 +0.10
Ka2 6.08 + 0.14
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Figure 4. Dissociation equilibrium and speciation diagram for Compound 1.

As Figure 4 shows, the pH in the gastrointestinal tract at intervals from 1 to 8, Compound 1 could
be non-ionized. Thus at a pH below 4, it could be capable of easily passing through the biological
membranes via passive transport (transcellular transport). The dissociation equilibrium shows two
ionized species of Compound 1 in the interval of physiological pH.

The evaluation of apparent permeability (Pgpp) in the rat everted rat gut model (Figure 5),

shows that Compound 1 has a coefficient of permeability similar to amoxicillin (the standard for
low permeability used here) in both the duodenum and the jejunum. The values corresponding to the

permeability of Compound 1 and the standards for high and low permeability are presented in Table 2.

The permeability of Compound 1 is higher in the jejunum compared to the duodenum, with the
standards of permeability showing the same behavior. However, Compound 1 shows a slightly higher
level of permeability than the standard of low permeability (amoxicillin), thus possibly demonstrating
better absorption than amoxicillin.

A B
— 199 15
3 - Naproxen ) -e- Naproxen
= -=~ Amoxicilin = -=- Amoxicillin
2 104 - Compound 1 & 4o -+ Compound 1
ol "
g s £ s
£ — E
o T T T v " o T T T T 1
20 40 80 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (min) Time (min)
Duodenum Jejunum

Figure 5. Permeability of Compound 1 in the everted rat gut model in the duodenum (A) and

jejunum (B).
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Table 2. Permeability of Compound 1 in the everted rat gut model.

Compound Pgpp (cm/s)
Duodenum Jejunum
Naproxen 3.02 x 105 398 x 10~°
Amoxicillin 852 x 10~° 1.00 x 1073
ATAC 873 x 10~ 1.62 x 1075

The levels of concentrations of Compound 1 were undetectable at the first few sampling times
(5,10 and 15 min), and were quantifiable between 30 and 90 min. While, at the same time, it was noted
that the transport is slightly higher in the jejunum than the duodenum, compared to the standards
(naproxen and amoxicillin), thus it could be considered a molecule with low permeability, as confirmed
in the permeability results shown in Table 2. It should be noted that the Py, value for clofibrate is
—0.52 x 107° cm/s (pH 7.4) [33] and is higher than the permeability value for Compound 1 (ATAC)
when compared to the value reported for clofibrate. Therefore, it can be deduced that Compound 1
is a molecule able to more easily and quickly permeate than clofibrate, thus improving its potential
for absorption.

6.2. Validation of Analytical Method for Quantifying Compound 1

Chromatographic Conditions

The chromatographic system for Compound 1 in rat plasma showed the following: a resolution of
3.7 (Rs = 3.7) between Compound 1 and the internal standard (mebendazol); a resolution of 1.4 (Rs =1.4)
between Compound 1 and the Compound 2 (clofibric acid); an asymmetry of 1.2 for Compound 1, 1.3
for the Compound 2 and 1.4 for the internal standard; and, a retention time of 13.3 min for Compound 1,
11.9 for the metabolite, and 17.8 for the internal standard. Figure 6 shows a typical chromatogram for
Compound 1 in rat plasma. The method was selective, in that there was no interference caused by
endogenous compounds in the plasma or the products of degradation or impurities.

25 Compound 1

75
ro
6o

so A)

==

so Compound 2

15

0 Mebendazole

as

m (EI)
EJ S A-.__J\J./\ﬁ/\ o /\

nARND

an
-1s

Tiraa(rain

20

vAnD.
soZ3ER8EES
|
!
!
]
)
|

o 1 P2 3 a P " 7 = a w0 11 12 1 14 1% s a7 1) 13 20
L ameroan)

Figure 6. Chromatograms typical of Compound 1 and Compound 2 in rat plasma (A) and black of
plasm (B).
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Table 3 shows the parameters of validation obtained for the method used for quantifying
Compound 1. The repeatability results for within-day-one variability present a percentage variation
coefficient (RSD%) lower than 15%, while the reproducibility results for between-day variability present
a RSD% lower than 15% in all the levels evaluated. The method used in this study demonstrated
an absolute recuperation of over 98.0% across all levels of control, with the precision of the method
ranging from 5.56% to 13.59% absolute percentage deviation.

Table 3. Chromatographic parameters and validation results for the quantification method used for
both Compound 1 and Compound 2.

Validation Parameters
Compound

Compound 1 Compound 2

Concentration (ng/mL) (1.5) (18) (24) (1.5) (18) (24)
Within-day-one variability (RSD%) 573 1472  5.06 8.16 3.26 1.52
Within-day-two variability (RSD%) 13.14 241 7.01 8.08 296 5.76

Between-day variability 10.21 1042  6.27 7.76 7.89 4.53
Accuracy (%) 13.59 741 5.56 6.14 8.42 12.03
Absolute Recovery 109.4 95.01 9523 1053 106.5 1089

The linearity of the method showed a correlation coefficient of over 0.99 in the interval of 0.46 to
30 mg/mL for Compound 1 and the 0.78 to 50 mg interval /mL for the Compound 2. Table 4 shows
the confidence intervals for the intercept and slope for both compounds. The limit of quantification
was 0.46 mg/mL both for Compound 1 and Compound 2. The limit detection was 0.30 mg/mL both
Compound 1 and Compound 2.

Table 4. Linearity of quantitation method used for Compound 1 and the Compound 2 in rat plasma
and confidence intervals (CI 95%) for slope and intercept.

Linearity

Compound 1 Confidence Intervals (o s) Compound 2 Confidence Intervals (o s)

Mean Value (1 = 4) Lower Upper Mean Value (z = 4) Lower Upper

m 0.044 0.04279 0.05027 0.0273 0.02450 0.02903
b —0.0087 —0.01881 0.01626 —0.0124 —0.05143  0.05516
r 0.9997 0.9989
0.46 pg/mL 0.30
LOQ LOD ug/mL

7. Bioavailability Evaluation

Figure 7 presents the pharmacokinetic profiles of Compound 1 after the oral and intravenous
administration of a single 50 mg/kg dose. The non-compartmental analysis is shown in Table 5.

Figure 7 shows that, in orally administration, Compound 1 presents a Cpax of 3.57 pg/mL,
and that it was only possible to determine its plasmatic concentrations up to one hour after oral
administration. Plasmatic concentrations were found up to two hours after intravenous administration.
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Figure 7. The Compound 1 plasma concentration (ug-mL~!) time profile obtained oral administration
(A) and intravenous (B) in Wistar rats, mean =+ SE (1 = 6), respectively.

Table 5. The mean pharmacokinetics parameters for Compound 1.

Oral Administration Intravenous Administration
Parameter
Mean S.D. Mean S.D.
Kel (h1) 1.81 0.09 1.21 0.59
Ka (h™!) 3.05 1.07
T1/2el (h) 0.38 0.02 0.71 0.38
T1/2abs (h) 0.25 0.09
Cmax (nug/mL) 3.57 239
Tmax (h) 0.33 0.28
ABCp (ug/mL-h) 237 1.80 30.5 9.8
ABCo_« (ng/mL-h) 2.58 197 38.8 19.2
Bioavailability (%) 104 0.04
Cl (mL/h) 751.2 242.6 484.5 282.2
Vd (mL) 419.4 148.6 399.6 939
Vd (L/kg) 143 0.61 1.30 0.18
Dose (mg) 15.11 1.92 15.23 1.88

Rapid absorption was observed for the oral administration of Compound 1, presenting a
constant average absorption of 3.05 h ! and an average Cmax of 3.57 ng/mL at 0.33 h. The average
elimination rate constant for oral administration was 1.81 h !, while, for intravenous administration
this was 1.21 h ™!, a difference which was not statistically significant using the t-test for unequal
variances (p = 0.1410). The average distribution volume for oral administration is 419.4 mL, while
this was 399.6 mL for intravenous administration, with neither administration pathways presenting a
statistically significant difference (p = 0.8296). With the average distribution expressed in L/kg due to
the fact that it varies along with the animal’s body weight, the calculation of the relationship between
distribution volume and body weight gives an average distribution volume for oral administration of
1.43 L/kg and 1.30 L/kg for intravenous administration, indicating a wide distribution of Compound 1
in the rat organism. Rodents (rat) have been reported to present a total blood volume of 64 mL /kg,
giving 3.2 mL [34] of total blood in a rat weighing approximately 200 g. This data shows that
Compound 1 is widely distributed in the rat organism. Moreover, distribution volume is a constant
parameter for a specific molecule. Compound 1 presents an average clearance (CL) of 751.2 mL/min
for oral administration and 484.5 mL/min for intravenous administration, indicating a wide clearance
in the rat organism. The clearance for Compound 1 for both administration pathways did not present
statistically significant differences (p = 0.2018). The bioavailability of Compound 1 was 10.4%, which
suggests that the metabolism suffers due to the effect of the first step. The average ABC_, for oral
administration was 2.58 (ug-mL/h), which is lower than the average ABC_ recorded for intravenous
administration, 38.8 (ug-mL/h), indicating that a lower amount of Compound 1 reaches the central
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circulatory system via oral administration. Some pharmacokinetic parameters for fibrates, such as
clofibrate, which generates clofibric acid (its active metabolite) with an average lifetime of 7-8 h
reported in the rat [35,36] are very different to Compound 1, which presented an average lifetime of
0.71 h. It is likely that, in the future, Compound 1 could be used as a prodrug, in that it generates a
metabolite with an average lifetime of 9 h, which is very similar to that reported for clofibric acid.
Table 6 presents the pharmacokinetic parameters of the Compound 2 (metabolite) (Figure 8)
formed by both administration pathways (oral and intravenous). This Compound 2 is possibly
associated with clofibric acid through the administration of a single 50 mg/kg dose of Compound 1,

given that the metabolism of Compound 1 is thought to be principally related to enzymatic hydrolysis,
as shown in Figure 9.

Table 6. The mean pharmacokinetics parameters for the Compound 2 generated both orally
and intravenously.

Oral Pathway Intravenous Pathway
Parameter
Mean S.D. Mean S.D.
Keim (h™1) 0.10 0.06 0.11 0.07
Ti/2 elm (h) 9.24 55 9.00 5.72
Tmax (h) 2 0.71 0.75 0.29
Cmax (pg/mL) 69.64 47.83 70.58 12.5
ABCp¢ (n/mL:-h) 340.94 135.77 386.98 243.57
ABCp_« (1/mL-h) 956.54 661.02 747.81 185.69

Plasma Concentration-time of Compound 2

—
a 100
= -~ Oral Compound 2
E) 80 -= Intravenous Compound 2
=L
 —
=]
- 40
£
[ = 20
)
o
g 0 L] A} L) L) L 1
0 2 4 6 8 10
Q

Time (h)

Figure 8. The Compound 2 plasma concentration (pug-mL~1) time profile obtained oral and intravenous
in Wistar rats, mean =+ SE (1 = 6), respectively.

cl o N-N N
N cl 0 N’\\N
J\N' S + Cp’
N OH HN"N
bk !
in vivo hydrolysis

Compound 1 Clofibric acid Tetrazole ring
Compound 2

Figure 9. Hydrolysis reaction for Compound 1.

As seen in Figure 9, it was possible to detect, simultaneous to the analysis of Compound 1,
the appearance of a Compound 2, which is possibly related to clofibric acid.

Certain parameters of the metabolite were able to be detected (Table 6), such as: ABCy_;, ABCy_q,
Cmax, and Tmax. It can be seen that the area below the curve for both metabolites is very similar,
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where, with intravenous administration, it can be seen that the metabolite is generated more quickly
than with oral administration, indicating a higher plasmatic metabolism. The Cpax for the metabolite
obtained via intravenous administration is slightly higher (70.58 ug/mL) than the Cpax obtained via
oral administration (69.64 ug/mL), reinforcing the idea that Compound 1 is metabolized by the liver.
The Compound 2, as generated via both administration pathways, is capable of maintaining itself in
concentrations still quantifiable after more than 8 h (Figure 8). Table 6 presents the pharmacokinetic
parameters obtained for the Compound 2. The elimination of constant of the Compound 2 (Kej,)
generated oral pathway is 0.10 h ! on average, while for generated intravenous recorded an average
of 0.11 h ™!, results which do not present a statistically significant difference in the t-test (p = 0.1143).
The average elimination of constant of the Compound 2 (kgn) generated via oral pathway (0.10 h h
is very similar to that reported for clofibric acid in the rat (0.11 h ') [36]. The average lifetime for
the Compound 2 when generated oral pathway is 9.24 h and 9.0 h for the intravenous pathway,
results which do not present a statistically significant difference in the f-test (0.1590). The average
lifetime reported for clofibric acid administered orally in the rat is found to be within the range of
7-8 h [36], which provides evidence that the Compound 2 originated is likely to be said compound.
The average ABC( for the Compound 2 originating from the oral pathway was 340.94 (u/mL-h),
and 386.98 (i/mL-h) for the intravenous pathway, results which were not statistically different,
according to the T-test (p = 0.7317).

8. Conclusions

According to the results obtained, Compound 1 is a molecule of average polarity, with the
non-ionized species formed having a pH lower than 5. It presents the behavior of a diacid and has a low
permeability. However, its permeability is slightly higher than that shown by amoxicillin, the standard
for low permeability. The average lifetime of its absorption was 3.05 h, while the elimination half-life
was approximately 0.38 h, presenting a low level of bioavailability, with an average of 10.4%, generating
a metabolite that is most likely to be clofibric acid. On appearing, said metabolite is responsible for the
therapeutic effect, presenting an average elimination half-life of 9.24 h. This indicates that Compound 1
is a possible prodrug candidate, in that clofibrate is a liquid prodrug that is not very soluble in aqueous
media and that generates its active metabolite, clofibric acid, via hydrolysis in vivo. This Compound 2
has a reported DL5q of 940 mg/kg [37] via oral administration in the rat, while, according to in silico
predictions, Compound 1 has a DL5¢ of 2200 mg/kg [17] being a compound with a lower toxicity than
clofibrate. It should also be noted that another advantage of Compound 1 is that it is a solid powder,
making it easier to formulate than clofibrate. One of the disadvantages of Compound 1 is that, like
clofibrate, it has little aqueous solubility, requiring it to be used in an adequate formulation in order to
obtain optimal solubility for Compound 1 in aqueous media.
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