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RESUMEN. El presente trabajo tiene como finalidad justificar el uso del coeficiente
de correlacion, su correspondiente prueba de hipétesis nula y los limites de confianza
del coeficiente de regresion como criterio de validez de los estudios de absorci6n in vi-
fro con intestino aislado de rata.

SUMMARY. “Absorption of Drugs: Validity Test for the Isolate Rat Intestine Model”. The
present work has been made with the aim of justify the use of the correlation coefficient, its
corresponding test of null hypothesis and the confidence limits of the regression coefficient
as validity critérion in in vitro absorption studies using isolate rat intestine.

En la etapa de preformulacién de un firmaco de administracion bucal resulta
necesario conocer el mecanismo de absorcién de una droga en el transito gas-
trointestinal, asi como la incidencia de la presencia de excipientes, nutrientes y
sustancias endégenas.

Entre los modelos disefiados para este tipo de estudio sobresale la técnica
del intestino aislado, evertido y sin evertir, de animales pequefios tales como la ra-
ta, siendo numerosos los trabajos que utilizan dicha técnica, Lovering y Black !
examinan el efecto del pH y de varias sustancias en la transferencia de la fenilbu-
tazona. En una serie de publicaciones Feldman 24 describe el efecto que ejercen
sobre la absorcién intestinal la formacién de complejos con la droga activa y la
presencia de tensioactivos i6nicos y no i6nicos. Riegelman et al.5¢ utilizan este
modelo a fin de analizar la absorcion y la degradacién de una droga en distintas
regiones del trinsito intestinal. Chowhan y Amoro 7 adoptan esta técnica con el
objeto de marcar diferencias en una familia quimica. Por nuestra parte hemos es-
tudiado la transferencia de la metoclopramida y de la ranitidina 89 en intestino ais-
lado de rata evertido. '
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En todos estos trabajos los resultados se expresan como cantidad acumulativa
transferida en funcién del tiempo, con el propésito de estimar un parametro de
absorci6n util para la discusién del estudio experimental. Para poder obtener el
mismo se emplean tan s6lo aquellos valores registrados una vez que el preparado
logra el estado estacionario, siendo esto posible en la medida que el intestino ais-
lado mantenga su integridad, puesto que cualquier cambio estructural en su mem-
branas provocard un sesgo que invalidari la experiencia .

Gibaldi y Grundhofer 10 proponen utilizar la velocidad de la cantidad transfe-
rida para cada tiempo de control, a fin de sefialar el instante en que se logra el es-
tado estacionario y asi acreditar la viabilidad del modelo in vitro. Breschi et @11
también dirigen su atencién hacia la integridad de este preparado experimental y
observan que la velocidad de transferencia se mantiene constante por un periodo
de 80 minutos.

De este modo, en general, los resultados que se obtienen con este modelo
en cada experiencia se tratan de una manera similar de acuerdo a la siguiente se-
cuencia:

a) En una tabla se vuelca la cantidad de droga transferida a cada tiempo.

cantidad transferida

tiempo (min) no acumulativa (pg)
15 16,00
25 20.00
35 22,00
45 19,00
S5 18,70
65 20,75
75 18,50
85 20,96
95 19,13

b) Para cada experiencia individual se representa la velocidad de la cantidad
transferida registrada en cada intervalo, a fin de precisar el perfodo de tiempo en
el que se ha logrado y mantenido el estado estacionario del preparado experimen-
tal.

o 5 . tiempo Vel. transferencia
x ° (min) (pg/min) x 10
£ . * °
£ * . . 15 10,66
g 25 20,00
E 15
.g 35 - 22,00
5 ° 45 19,00
5101
“g 55 18,70
2 5. 65 20,75
3
< 75 18,50
>0 —————t———t— 85 20,96
0 20 40 60 80 100 95 19,13

Tiempo (minutos)
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©) Para cada experiencia se representa la cantidad acumulativa de la droga
transferida a los distintos tiempos de registro, y se calcula el parimetro de absor-
ci6én, empleando tan s6lo aquellos datos comprendidos en el estado estacionario.

,_180 ® tiempo (min) Cantidad
2160 1 ° () acumulativa
E140
o L 15 16,00
£1201 . 25 36,00
%100' . 35 58100
8 80' ® 45 77,00
3 60 1 ¢ 55 95.70
% 40 1 . 65 11645
SAT o 75 134.95
0 ’ ’ ’ ‘ 8 155.91
0 2 4 &0 & 1o o 175,04
Tiempo (minutos)

Por nuestra parte hemos coincidido en el manejo de los resultados tal como
se sefialara anteriormente y, al igual que el resto de los autores, seleccionamos los
valores del estado estacionario mediante la observacién de una representacion
grafica.

En esta oportunidad proponemos seguir empleando la velocidad de transfe-
rencia para indicar el estado estacionario, pero efectuado con un apoyo estadistico
a fin de eliminar cualquier resto de subjetividad que surja de la observacién de un
grafico.

Sabemos que desde un punto de vista puramente tedrico, en el estado esta-
cionario las velocidades de transferencia serdn iguales entre si, pero que en la
prictica esto raramente sucede, ya que los valores de las mismas son afectados
por distintos tipos de errores, que pueden generar por consiguiente cierto grado
de incertidumbre en acreditar validez al experimento ensayado.

Por lo dicho anteriormente sugerimos aplicar los pardmetros estadisticos coe-
fictente de correlacion, su correspondiente prueba de bipotests nula y los limites de
confianza del coeficiente de regresion a fin de seleccionar los datos obtenidos en
cada experiencia en particular.

Como ya hemos sefialado, en el estado estacionario la velocidad de transfe-
rencia (V) es una constante a lo largo del tiempo. Por lo tanto, la evaluacién esta-
distica de las variables Vty tiempo () debe permitirnos registrar un coeficiente de
correlacién 7 bajo, aprobar la prueba de hipétesis nula (Ho) de la no existencia de
relacion lineal entre Viy ¢ los limites de confianza del coeficiente de regresion pa-
ra un nivel de probabilidad del 95% deberdn atrapar al valor cero y estar com-
prendidos entre + 0,1 del valor de la pendiente.

Si se cumplen estas condiciones, disponemos de una probabilidad del 95%
de no equivocarnos al decir que el estado estacionario se ha logrado; de lo con-
trario debera desecharse la experiencia, puesto que la incertidumbre pesa dema-
siado.

A efecto de una mejor comprensién del uso del coeficiente de correlacién y
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de los limites de confianza del coeficiente de regresion, supondremos que dispo-
nemos disponemos de datos logrados en dos experiencias de transferencia de
una droga cualquiera con el modelo del intestino aislado de rata.

Experiencia N°1

cantidad de droga velocidad
tiempo (min) no acumulativa de
transferida (pg) transferencia
15 16,00 1,06
25 20,00 2,00
35 22,00 2,02
45 19,00 1,90
55 18,70 1,87
65 20,75 2,07
75 18,50 1,85
85 20,96 2,09
95 19,13 1,91

La observaci6n de los valores de la velocidad de transferencia correspondien-
tes a los distintos tiempos evidencian que el preparado ha logrado un funciona-
miento diferente a partir de los 25 minutos. El procesamiento estadistico del con-
junto de pares de valores comprendidos entre 25 y 95 minutos nos permitira criti-
car la experiencia. ‘

El coeficiente de correlacién r resulta = -0,1558, alejado del valor absoluto 1,
y ademds se acepta la correspondiente hipétesis nula.

El cilculo de los limites de confianza para un nivel de probabilidad del 95%
y un nimero de grados de libertad de 6 se realiza mediante la aplicacién de la si-
guiente férmula:

ZyZ - bz x2 1
b+ tn—2,a-0.05 n-2 * V zxz

donde & es el coeficiente de regresion y resulta de relacionar: Txy / Tx; Txy re-
presenta la suma de los productos de las desviaciones de los distintos valores de x
(tiempo) respecto de la media x por las desviaciones de y (velocidad de transfe-
rencia) respecto de la media de y; x2y Y2 representan las sumas de los cuadra-
dos respecto de las medias, para los valores de x e y respectivamente; finalmente
In2, o -o0s Tepresenta el valor de ¢ para 6 grados de libertad en esta experiencia y
un a = 0,05.

Reemplazando cada término por su valor numérico en la férmula (1) resultan
los limites -0,012 y +0,04163. En dicho intervalo puede hallarse el valor cero, por
lo que esta experiencia posee validez para la discusién definitiva de los resulta-
dos, dado que la integridad del preparado ha permitido al fenémeno de transfe-
rencia operar en estado estacionario.
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Experiencia N° 2
cantidad de droga velocidad
tiempo (min) no acumulativa de
transferida (pg) transferencia
10 8,00 0,80
20 19,00 1,90
30 19,76 197
40 20,74 2,07
S0 22,00 2,20
60 23,53 2,35
70 25,41 2,54
80 27,72 2,77
90 30,47 3,04

La simple observaci6én de los resultados muestra que la velocidad de transfe-
rencia crece en funcién del tiempo, pudiendo denunciar una falta de integridad en
el preparado de intestino aislado. Veamos ahora cémo interpretan los pardmetros
estadisticos al conjunto de resultados volcados en la tabla.

El coeficiente de correlacién r resulta 0,9776 y se rechaza la correspondiente
prueba de hip6tesis nula (Ho), sefialando que las variables se hallan intimamente
relacionadas. :

En tanto, los limites de confianza del coeficiente de regresién muestran un
intervalo que va desde + 0,14796 a + 0,17496, excluyendo al valor cero. Estos pa-
rimetros no se corresponden con los resultados de una experiencia que ha logra-
do el estado estacionario; por consiguiente los datos de esta experiencia no po-
seen validez y deben desecharse.

Apoyindonos en el razonamiento expuesto en los dos ejemplos hipotéticos
anteriores proponemos que, a fin de otorgar validez a los resultados obtenidos en
una experiencia de absorcion intestinal #n vitro, tendrdn que satisfacerse las si-
guientes condiciones:

1. El coeficiente de correlacioén debe resultar un valor bajo, alejado de 1.
2. la prueba de la hipétesis nula debe aprobarse.

3. El intervalo de confianza para un nivel de probabilidad del 95%debera
incluir al valor cero.

4. FEl intervalo de confianza no debe exceder un delta de 'mas menos 0,1
respecto del coeficiente de regresion.
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