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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 se presenta en el 80 al 90% de los pacientes con
diabetes; la alteracion subyacente en esta enfermedad es la dificultad para la accion
de la insulina que se denomina insulinorresistencia y una secrecion inadecuada
de insulina por las células encargadas de su produccion en el pancreas generando
hiperglucemia.® El tratamiento de este tipo de diabetes, es a través del uso de
medicamentos orales que pueden ser sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, o

inhibidores de a-glucosidasa. 2

La glibenclamida es una sulfonilurea que tiene un efecto hipoglucemiante agudo, ya
que actia sobre las células beta (B) del pancreas, estimulando la secrecion de
insulina. Asimismo, presenta actividad hipoglucemiante crénica debido a la
potenciacion de la accidén de esta hormona, a través de un aumento en el nUmero

de sus receptores.®

Sin embargo, se ha identificado que después de su administracién puede causar
una hipoglucemia grave y trastornos alimenticios. Ademas un 50% de los pacientes
no se apega al tratamiento.* > Con el propdésito de evitar dichas desventajas se han
desarrollado implantes para mantener una liberacion de farmaco modificada a

través del tiempo.®

En el presente trabajo se evalu6 la biodisponibilidad de glibenclamida en ratones
CD1, a través de su administracion transdérmica en monolitos de silicio fabricados
por la técnica sol-gel; se compard con una administracion via oral y en ambos casos

se valoro el efecto hipoglucemiante.




2. MARCO TEORICO
2.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad o sindrome metabdlico caracterizado por la
aparicion de hiperglucemia secundaria a defectos de la secrecion de insulina, de la
accion de la insulina, o de ambas. Es una enfermedad progresiva que depende de
la evolucion y del grado de control que se consiga de la hiperglucemia, asi como de
la coexistencia de otros factores, ya sea genéticos o ambientales, que aceleraran el

deterioro, agravandose su situacion.®

2.1.1. Diabetes Mellitus tipo 2

La alteracion subyacente en esta enfermedad es la dificultad para la accion de la
insulina que se denomina insulinorresistencia y una secrecion inadecuada de

insulina por las células encargadas de su produccion en el pancreas. 2 10

Aunque todavia no se conocen las causas del desarrollo de la diabetes tipo 2, hay

varios factores de riesgo importantes. Por ejemplo:

O La obesidad W La edad avanzada
O La mala alimentacion W Los antecedentes familiares
O La inactividad fisica O El grupo étnico

La enfermedad puede diagnosticarse solo cuando ya tiene varios afios de evolucion
y han aparecido complicaciones; produciéndose sintomas y signos tales como:

e Sed anormal y sequedad de boca (polidipsia)
e Miccion frecuente (poliuria)

e [Falta de energia, cansancio extremo




e Hambre constante (polifagia)
e Pérdida repentina de peso

e Heridas de cicatrizacion lenta
e Infecciones recurrentes

e Vision borrosa 1011

2.1.2. Diagndstico y tratamiento

Segun los nuevos criterios, se diagnostican como diabetes mellitus, los casos que

presenten:

1. Signos de diabetes (poliuria, polidipsia, pérdida de peso sin causa

aparente) + Glucemia plasmatica casual = 200 mg/dL.
2. Glucemia plasmatica en ayunas = 126 mg/dL.

3. Glucemia plasmaética a las 2 h de la prueba de tolerancia oral a la glucosa
> 200 mg/dL.1°

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para la prevencion, tratamiento y control
de la diabetes, NOM-015-SSA2-2010, el tratamiento debe considerar el
establecimiento de metas, manejo no farmacolégico que incluye educacién y

automonitoreo, manejo farmacoldgico y la vigilancia de complicaciones.% 12

Entre las intervenciones, la mas importante es el control moderado de la glucemia:
- Los pacientes con diabetes de tipo 1 necesitan insulina

- Los pacientes con diabetes de tipo 2 pueden tratarse con medicamentos

orales (sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, inhibidores de

a-glucosidasa), aunque pueden llegar a requerir insulina.? 10




2.2. Glibenclamida

Es una sulfonilurea de segunda generacion; derivada de la sulfamida, en la cual la
estructura sulfonilurea constituye el grupo esencial de la actividad hipoglucemiante.
Diversas sustituciones en el anillo bencénico y en el grupo urea han originado

compuestos cuya potencia y propiedades farmacocinéticas difieren notablemente.?
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Figura 1. Estructura de la glibenclamidal3

Este grupo de farmacos son los mas prescritos para el control de la glucemia, dado
que entre el 50 y 80% de los pacientes elegidos de manera apropiada responden a
esta clase de farmacos.'®* La NOM-015-SSA2-2010, sefiala que el tratamiento
farmacoldgico se debe llevar a cabo conforme a las guias de recomendaciones para
la promocién de la salud, prevencion, deteccion, diagndstico, tratamiento y control
de la prediabetes. En estas guias se encuentra en segundo lugar el tratamiento con

glibenclamida.? 14

Su mecanismo de accion consiste en provocar la liberacion de insulina preformada
en las células B del pancreas. Para ello, actua con gran afinidad sobre receptores
asociados a los canales de K* sensibles a ATP (Karp), fijandose de manera

especifica a la proteina SURL (receptor de sulfonilureas 1) adjunta a dicho canal.




Como consecuencia, el canal se cierra y la despolarizacion causada facilita la
secrecion de insulina. Se ha reportado que la glibenclamida tiene efectos
extrapancredticos, puesto que reduce la produccién de glucosa hepética, aumenta

la unién y la sensibilidad de insulina en tejidos periféricos.? 3

La farmacocinética de la glibenclamida en humanos después de administrar una
dosis de 20 mg se describe mediante un modelo abierto de dos compartimientos
(MADC). Al no presentar un metabolismo significativo de primer paso su
biodisponibilidad es del 100% via oral, alcanzando niveles plasmaticos maximos

dentro de 2 a 4 h.1517

El efecto de los alimentos es incierto debido a que algunos autores reportan que no
hay interferencia o tienen un escaso efecto en el perfil farmacocinético, y otros
sugieren gue la toma con comidas puede retrasar su absorcion® 17; en un estudio
se encontré que una dosis de 2.5 mg de glibenclamida administrada en el pre-

desayuno presenta mayor efecto que 7.5 mg en el desayuno.®

En dosis Unica presenta una vida media de 2 a 5 h, con una duracién de efecto entre
10 a 24 h, se une fuertemente a proteinas plasmaticas en un 99%, se metaboliza
en el higado principalmente en dos derivados hidroxilados: 4-trans-hidroxi-
glibenclamida (M1) y 3-cis-hidroxi-glibenclamida (M2) y su eliminacion es por via

renal en un 50% de la dosis administrada.18-20

Antiguos trabajos mencionan que los metabolitos no presentaban actividad
hipoglucemiante significativa; no obstante, en investigaciones recientes se ha
encontrado que el M1 presenta aproximadamente un 75% de la actividad de la

glibenclamida y el M2 un 50%, lo que es un efecto considerable.!8
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En el mercado se puede encontrar a la glibenclamida en forma farmacéutica de
tableta para administracion oral en cantidades de 2.5 - 5 mg, para una dosis maxima
de 20 mg diarios ?!; sin embargo, al administrar la dosis mas baja su rapida
absorcién en el tubo digestivo puede causar un efecto hipoglucemiante grave. Cabe
mencionar que su consumo se ha asociado con trastornos géstricos como nauseas,
vOmito, anorexia y aumento del apetito.* Ademas, se han realizado estudios que
indican que aproximadamente un 50% de los pacientes no se apegan al tratamiento,

aumentando el dafio a su salud. 51319

2.3. Implantes

Un implante es definido como un dispositivo inerte que es colocado en el cuerpo del
paciente con fines terapéuticos. Estos dispositivos presentan varias ventajas en
comparacion con la administracion oral; las incertidumbres y variaciones en el
proceso de metabolismo de primer paso estdn completamente eludidas, se evitan
fluctuaciones por la administracion repetitiva del farmaco e idealmente pueden
proporcionar una velocidad de suministro de orden cero, que consigue disefiarse
para mantener las concentraciones del farmaco dentro de la ventana terapéutica y
ser eficaz para la administracion de farmacos con semividas cortas, o que mejora

el cumplimiento del tratamiento.??

Dependiendo del rendimiento de liberacion, los implantes pueden clasificarse como
de liberacion pasiva o activa. En el primer tipo, la liberacion del farmaco no puede
controlarse después de la implantacién, y el rendimiento de liberacion del farmaco

se establece por el material que compone el implante y la formulacion del farmaco.
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Por otro lado en el segundo tipo, la liberacion de agentes terapéuticos se activa por
estimulos externos, por lo que es posible regular la dosis de farmaco de acuerdo

con las necesidades y las terapias de los pacientes.?
2.3.1. Sistema basado en polimeros

El desarrollo de los implantes de liberacién de farmacos basados en polimeros
comenzé con el descubrimiento del primer sistema de liberacion de farmaco de

orden cero en el afio de 1960 por Folkman y Long.?3

Los polimeros modifican la liberacién (Figura 2); se consigue una liberacion
controlada por difusion de farmaco si este se libera antes de la degradacion del
mismo, y una liberacién de orden cero del farmaco si se libera simultdneamente con

polimeros de erosion de la superficie.?*

e A

TIPO RESERVORIO
El nicleo de farmaco esta

(" h DIFUSION rodeado por un
recubrimiento de polimero.
-NO BIODEGRADABLES Se producen apartir de L P )
Son inertes, polimeros como derivados p ¢
biocompatibles y ofrecen de celulosa, siliconas y i
un medio simple de acrilicos. TIPO MONOLITICO

Las particulas de farmaco
4 L i dispersan en una matriz
farmacos por difusion o se :
SISTEMAS hinchazén. de polimero.
POLIMERICOS ~ o

controlar la liberacion de

IMPLANTABLES

HINCHAZON
Se producen apartir de
polimeros reticulados
solubles en agua.

-BIODEGRADABLES
Se degradan en
monoémeros, y
subproductos.

Figura 2. Clasificacion de los sistemas poliméricos implantables. 23




2.4. Monolitos de glibenclamida

Los monolitos utilizados para este estudio se elaboraron por un proceso sol-gel
(Figura 3), en el cual la ruta quimica se inicia con la sintesis a partir del alcéxido
tetraetil-ortosilicato (TEOS) cuya formula molecular es Si(OC2Hs)4 en suspension
coloidal (sol), la hidrdlisis y condensaciéon de ésta para formar un material sélido
lleno de solvente (gel). Durante el envejecimiento, el gel se deja en reposo a
temperatura ambiente para permitir la evaporacion del disolvente. Al término de éste
tiempo el material se somete a un tratamiento térmico para obtener un material

denso denominado monolito.2®
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Figura 3. Esquema del proceso sol-gel

El alcéxido TEOS es compatible con sistemas bioldgicos debido a su naturaleza
inerte?® y la biodegradacion de la silice in vivo se produce principalmente por su

disolucion como &cido silicico, el cual se excreta en orina.?’




Las investigaciones sobre los monolitos de glibenclamida se han realizado
evaluando los factores con mayor impacto en su fabricacion como son la solubilidad
del farmaco, la cantidad del mismo y la temperatura de secado. Se ha encontrado
que la disolucidn in vitro de glibenclamida a partir de monolitos esta fuertemente
influenciada por el pH del medio, ya que al evaluarla en pH 5.5 se obtuvo una menor
cantidad de farmaco liberado presentando una cinética de modelo Higuchi que esta

en funcién de la porosidad de la matriz.?8 2°

No se cuenta con especificaciones establecidas de dureza; sin embargo, se deduce
que si estos presentan una elevada dureza, la liberacién del farmaco no se
entregaria en la dosis necesaria o seria lenta y si por el contrario es baja el farmaco
podria liberarse prematuramente.?® 30 A su vez se encontré que la dureza del
monolito disminuye a medida que se aumenta la concentracion del farmaco debido
a que éste no se solubiliza completamente durante el proceso y se incorpora a la

red cristalina del monolito provocando que no se forme adecuadamente.3!

Los monolitos utilizados para este estudio fueron secados a 110°C por 12 h,
conteniendo 17.97 + 0.41 mg de glibenclamida por g de monolito, con una dureza
de 1.26 kg/F, un area especifica de 273.18 m?/g y un tamario de poro de 16.07 nm;
lo altimo genera una mayor velocidad de disolucion por la capacidad del medio para

penetrar los monolitos.?®




2.5. Farmacocinética

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia la relacion entre la
administracion de un farmaco, el tiempo que tarda en distribuirse y la concentracion
alcanzada en diferentes partes del organismo. También estudia los cambios de
concentracion del farmaco y/o sus productos de metabolismo en funcion del tiempo
en fluidos biolégicos con ayuda de modelos para describir, explicar y/o predecir los

procesos que determinan al paso del farmaco a través del organismo.3? 33

En la farmacologia experimental, el andlisis farmacocinético suele contribuir a
comprender mejor los mecanismos, la duracion de la accion y las interacciones, al
realizar mediciones de biodisponibilidad, efectos en condiciones fisioldgicas y
patolégicas en disposicion del farmaco y la absorcion, correlacionar respuestas

farmacoldgicas con dosis administradas y evaluar interacciones entre farmacos.33

En la Tabla 1 se muestran algunos de los parametros farmacocinéticos que se
estiman a partir de datos experimentales, con el fin de comprender su

comportamiento en el organismo.

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos 34 35 36

Parametro Significado

Concentracion maxima
Concentracion maxima de farmaco en el plasma
Cmax

Tiempo Maximo Tmax Tiempo en el que se observa la Cmax

Constante de Velocidad que tiene una molécula de absorberse en la

absorcion Ka unidad de tiempo.
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Tiempo de vida media | Tiempo que tarda en reducirse a la mitad el nimero de

de absorcion tiza moléculas disponibles.

Fraccion de dosis administrada que llega a la
Biodisponibilidad F
circulacién sistémica en forma inalterada.

Area bajo la curva Cantidad de farmaco en el compartimento vascular a lo

ABC largo del tiempo.

Volumen aparente de | Relaciona la cantidad total de farmaco en el organismo

distribucion Vo en un momento dado con su concentracion plasmatica.

Velocidad que tiene una molécula de eliminarse en la

Constante de unidad de tiempo; es la suma de las constantes
eliminacion Ke individuales del metabolismo farmacolégico de la
excrecion.

2.5.1. Proceso ADME

ADME es un acrénimo que representa los procesos farmacocinéticos de absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecion.

Para que un farmaco alcance una concentracion critica en la biofase (medio en el
cual el farmaco esta en condiciones de interactuar con sus receptores), s preciso

primero que se libere de su formulacién farmacéutica.3*

La absorcion comprende el paso del farmaco a torrente sanguineo; entre los

factores que influyen en este proceso se encuentran el tamafio de particula, la

11



solubilidad, la liposolubilidad, el grado de ionizacion, la unién a proteinas
plasméticas; entre otras. Si el farmaco es administrado por via intravenosa, éste

proceso no se lleva acabo puesto que pasa directamente a torrente sanguineo.3” 3

La cinética de absorcién cuantifica la entrada del farmaco en la circulacion sistémica
y estudia la velocidad de absorcion, que es la cantidad de farmaco que se absorbe
en unidad de tiempo (dC/dt) y usualmente puede calcularse mediante una ecuacién
clasica de orden uno. No obstante, determinados procesos se pueden ajustar a una
cinética de orden cero que se caracteriza porque la velocidad del proceso es
constante e independiente de la concentracion. Existen también procesos activos

de absorcion de orden mixto.34

La distribucion se realiza cuando el farmaco pasa del torrente sanguineo al liquido
intersticial y celular, de manera que los cambios en la concentracién de farmaco en
el plasma son indicativos de cambios en los niveles de farmaco en los tejidos.
Algunos factores que intervienen en el proceso de distribucion son: el gradiente de
concentracion entre el farmaco no unido a proteinas plasmaticas y el agua

extracelular, el flujo sanguineo y factores fisicoquimicos del farmaco.®’

Para el estudio del proceso de distribucion es necesario considerarlo estatico,

dividiendo el organismo en tres compartimentos:

l. Central. Constituido por el agua plasmatica intersticial e intracelular
facilmente accesible.

Il. Periférico Superficial. Constituido por el agua intracelular poco accesible.

Il. Periférico Profundo. Constituido por los depdsitos tisulares a los que el

farmaco se une fuertemente.34
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El metabolismo es el proceso de transformacion de una especie quimica a otra, esto
ocurre principalmente en el higado. En su mayoria, el producto metabdlico del
farmaco resulta ser mas soluble para poder ser excretado por los riflones y son
farmacoldgicamente menos activos que el original; en otros casos puede ser mas
activo o toxico. El metabolismo de los farmacos tiene lugar en dos etapas que se

realizan de forma secuencial y se representan en la Figura 4: 3537

Conjugacish con:

Fase | Oxidacion -Acido glucuronico
; Reduccidn Fasell -Acido sulfurico METABOLITOS
FARMACO —— i disis —> METABOLITOS —— _acido acético CONJUGADOS
Enzimas I .
Descarboxilacion -Glutamina
-Glicola
Activo No + Activo mas Inactivo Polar

Palar palar

Figura 4. Fase | y Il de la biotransformacién de farmacos3®

Finalmente, la excrecion de farmacos es la salida de éstos y de sus metabolitos
desde el sistema circulatorio al exterior del organismo. Las vias principales de

excrecion son el rifién, el pulmén y el sistema hepatobiliar.3®

2.6. Farmacocinética de glibenclamida en animales

En un estudio farmacocinético en ratones se administro glibenclamida por via oral
en una dosis de 5 mg/kg y por un sistema transdérmico de 2.5 mg, se obtuvo una
concentracion plasmatica maxima (Cmax) y constante de eliminacion (Ke) mayores
por via oral, lo cual quiere decir que por esta via la absorcion del farmaco es rapida,
mientras que por el sistema transdérmico fue lenta y constante. En el mismo estudio

los resultados del efecto en la reduccion de glucosa sanguinea a corto plazo

13



muestran que el sistema podria sostener la liberacion del farmaco durante un
periodo de 24 h en comparacion con la administracion oral, donde el efecto

disminuy6 después de 6 h de acuerdo con la corta semivida de la glibenclamida. 3°

En otra investigacion en ratones donde se aplicO un parche transdérmico que
contenia 1.8 mg de glibenclamida, se alcanzé una Cmax de 6.72 +0.20 pg/mL en

un tiempo de 12 h.4°

También se han realizado investigaciones en ratones con diabetes inducida, de
modo que es evidente que la farmacocinética de glibenclamida después de la
administracion oral es significativamente diferente en comparacion con ratones
sanos, debido a que la glicoproteina-P, cuya funcién en el epitelio intestinal es la
eliminacion de farmacos, se inhibe y asi aumenta la biodisponibilidad del farmaco,
por lo tanto, la absorcién intestinal, la Cmax ¥ el Tmax de glibenclamida después de la

administracion oral es mayor en ratas diabéticas. 20 4% 42

Cabe destacar que estudios farmacoélogicos en animales muestran que la accién de
la glibenclamida depende del buen funcionamiento de las células pancreéticas, en

consonancia con su mecanismo de accion.*3
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La frecuencia de la diabetes mellitus estd aumentando en el mundo de forma
acelerada. En 1997 los datos de prevalencia se encontraban en torno a 124 millones

de personas, y se estima que en el afio 2025 esta cifra llegara a 300 millones.

El tratamiento de la diabetes consiste principalmente en la reduccion de la glucemia
y los pacientes con diabetes tipo 2 pueden tratarse con medicamentos orales,

siendo la glibenclamida uno de los principales farmacos a seleccionar.

Ahora bien, se ha demostrado que un 50% de estos pacientes tienen dificultades
para apegarse al régimen de tratamiento; es por ello que se han desarrollado formas
farmacéuticas de liberacion modificada como son los implantes a base de monolitos
de silicio elaborados por el proceso sol-gel. Para poder desarrollarlos de forma
racional, es necesario conocer la biodisponibilidad del farmaco tras su
administracion en especies animales menores, inicialmente; a fin de comprender los
procesos de absorcién, distribucion y excrecion; asi como la duracion del efecto en

comparacién con una forma de administracién convencional.

Con el proposito de disefiar un estudio completo de biodisponibilidad, resulta
necesario una aproximacion a nivel “piloto”, como la que se plantea en esta
investigacion, para saber si en realidad existen diferencias en los niveles
plasmaticos de glibenclamida alcanzados tras la administracion del farmaco en
implantes desarrollados por el método sol-gel, para posteriormente desarrollar un

estudio completo de biodisponibilidad en animales de laboratorio.
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4. HIPOTESIS

Existen diferencias en la biodisponibilidad de glibenclamida en ratones CD1
administrada por implante, en comparacién a una administracion oral, lo que genera

diferencias en la intensidad y duracién del efecto farmacolédgico obtenido.

5. OBJETIVOS
Objetivo general

— Evaluar la biodisponibilidad de la glibenclamida en ratones CD1 tras su
administracion transdérmica en monolitos de silicio fabricados por la técnica sol-

gel.

Objetivos especificos

— Comparar la concentracion de glibenclamida a través del tiempo; administrada
por implante transdérmico y por via oral.

— Valorar el efecto hipoglucemiante en la administracion trandérmica y oral.
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6. TIPO DE ESTUDIO

Experimental, Prospectivo, Transversal, Analitico

Criterios de inclusion

Ratones CD1, machos, de 28 £5 g de peso.
Criterios de exclusion

Ratones machos lactantes.
Criterios de eliminacion

Muerte por hipoglucemia.
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Tabla 2. Material a emplear

7. MATERIAL

Sonda gastrica
Antena
Bisturi No. 23
Tubos Eppendorf

Material
Micropipetas (10-100 pL y 100-1000 uL)
Matraces volumétricos (10, 25y 100 mL)
Columna C8, 5um, 150 x 4.6 mm
Insertos para viales
Microcentrifuga. Eppendorf 5417C
Cromatografo de liquidos de alta resolucion

Equipo (CLAR). Hitachi Primaide
Inyector. Hitachi Primaide
Bomba. Hitachi Primaide
Sonicador. Branson 3800
Bomba de vacio. Arsa
Glucometro Accu Chek Performa
Balanza microanalitica. Mettler Toledo MT5

Instrumentos Balanza analitica. Ohaus Explorer Pro

Potenciometro. Hanna
Detector UV. Hitachi Primaide
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Reactivos

Glibenclamida (C23H28CIN3OsS). Materia prima
Monolitos sol-gel “blanco”

Monolitos sol-gel con glibenclamida

Tiras reactivas Accu Chek Performa
Citrato de sodio (Na3zCesHs07)

Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
Octanosulfonato de sodio (CsH17O3SNa)
Felodipino (C1sH19CI2NO4)

Acido acético glacial (CHsCOOH)
Metanol (CHsOH) grado CLAR
Acetonitrilo (CH3CN) grado CLAR

Acido fosférico (HsPO4)

Eter etilico (CaH100)

Soluciones

Goma Gathi al 1%
Solucién desinfectante alcohol-yodo al 1%
Solucién inyectable de glucosa al 50%

Solucién salina inyectable (0.9%)

Material biolégico

Ratones CD1, machos, de 28 +5 g de peso

Plasma de ratén CD1
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8. METODOLOGIA
Animales y dosificacion

Se formaron cuatro grupos de 48 ratones (n=6 por tiempo), con ayuno de 16 horas

y agua ad libitum. A cada grupo se le administro:

Control I. Goma Gathi al 1% via oral (0.2 mL)
Grupo I. Glibenclamida en goma Gathi al 1% via oral (5 mg/kg de peso)
Control Il. Monolitos sol-gel “blanco” via transdérmica (20 £1 mg)

Grupo Il. Monolitos sol-gel con glibenclamida via transdérmica (20 +1 mg)

A cada grupo se le administro glucosa al 50% por via subcutédnea (2 g/kg de peso)
al inicio del ensayo y una hora posterior al inicio del estudio. Después de las 4 h, se

les proporcion6 agua y alimento ad libitum.

La administracion oral se realiz6 utilizando una sonda gastrica para depositar la

glibenclamida a nivel del estbmago.

Los monolitos se colocaron haciendo un corte superficial a media espalda e
insertandolo con la ayuda de una antena (Figura 5), depositandolo en la zona del
hombro de los ratones (Figura 6). La zona de la herida se desinfectd antes y
después del procedimiento con solucion desinfectante de alcohol-yodo al 1% vy la

antena con alcohol y calor a la flama.
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Figura 5. Colocacién del monolito

Figura 6. Ubicacion del monolito
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Toma de muestra

Se obtuvieron por cada tiempo, muestras de sangre de seis ratones por grupo; en
los tiempos: 0, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 4, 6, y 8 h realizando un corte axilar. La toma de
sangre se obtuvo en tubos Eppendorf con solucion de citrato de sodio concentrada

y se centrifugaron a 4 000 rpm durante 15 min para separar y adquirir el plasma.

Las muestras de sangre se adquirieron realizando un corte por la axila del raton
donde pasa la arteria humeral, con el fin de obtener el mayor volumen posible; ya
que estos animales contienen un volumen sanguineo Unicamente del 5 al 6% de su
peso; es decir un ratén de 28g contiene sélo de 1.4 a 1.68 mL de sangre.** Por otro
lado, se debe considerar que dependiendo el porcentaje de sangre que se pierda,
el ratdén presentara los siguientes sintomas: cuando pierde del 15 al 20% se reduce
el gasto cardiaco y la presion sanguinea, la extraccion del 30 al 40% puede inducir
choque hemorragico y una pérdida del 40% causaré la muerte en la mitad de la

poblacion.*: 46

Puesto que la glibenclamida se une fuertemente a proteinas es necesario obtener
una muestra de sangre sin coagular, por lo que se emple6 una solucién de citrato
de sodio concentrada; este anticoagulante se usa en proporcion de una parte de
solucién de citrato por nueve de sangre; 4’ considerando el peso promedio de la

poblacion el volumen necesario de citratos fue de 0.08 mL.
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Tratamiento de la muestra

Se preparé una solucién de felodipino a concentracion de 10 pg/mL en &cido
acético-metanol al 1%, como estandar interno. Se adicioné en proporcion 2:1,
solucién del estandar interno y plasma para precipitar proteinas y se centrifugd a
14 000 rpm durante 10 min. Se tomé el sobrenadante y se inyectd bajo las
condiciones cromatogréficas establecidas en el método de determinacién de

glibenclamida.

El tratamiento del blanco se llevé a cabo colocando en proporcion 2:1, 4cido acético-

metanol al 1% y pool de las muestras obtenidas al tiempo 0 h.

Determinacion del contenido de glibenclamida

Se realiz6 una curva estandar de glibenclamida en un pool de plasma a las
concentraciones de 0.5, 1, 3, 5, 7 y 9 pg/mL con el tratamiento para precipitar
proteinas; empleando como patron interno felodipino a una concentracion de

10 pg/mL.

Las condiciones en el equipo CLAR fueron:
Fase movil: Solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M pH 3.5 y acetonitrilo
grado CLAR (45:55)
Columna C8, 5 um, 150 x 4.6 mm Tiempo de corrida de 5.2 min
Longitud de onda de 254 nm UV Velocidad de flujo de 2.2 mL/min

Volumen de inyeccion de 25 L
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El método analitico fue validado en un intervalo de 1 a 9 ug/mL, presentando un
limite de cuantificacion de 0.25 pg/mL y 0.1 pg/mL de deteccion. Indicando una
estabilidad de las muestras a temperatura ambiente por 24 h, hasta un segundo
ciclo de congelacion-descongelacion y una estabilidad en el automuestreador

después del tratamiento por un tiempo de al menos 4 h.48

Evaluacién del efecto

Alostiempos 0, 1, 1.5, 2.5y 4 h, se hizo la medicién de la concentracion de glucosa
en sangre con ayuda de un glucémetro Accu Chek Performa. La toma de sangre

se realiz por corte en la cola.

Manejo de resultados

La curva estandar se obtuvo graficando la respuesta (ABC de glibenclamida entre

el ABC del estdndar interno) contra la concentracion conocida de glibenclamida.

Por medio de la ecuacion de la curva estandar se estimo la concentracion
plasmatica a cada tiempo, se grafico el perfil de glibenclamida concentracion
plasmatica contra tiempo y se determinaron los parametros de Cmax, Tmax,

ABC (0-8h), ABC (0-=) y la Ke para ambas vias de administracion.

Para evaluar el efecto de la glibenclamida, se grafico la concentracion de glucosa

en sangre contra tiempo por grupo.
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9. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

La curva estandar de glibenclamida en plasma de raton CD1 (Gréfica 1), se
construy0 a partir de las concentraciones 0.5, 1, 3, 5, 7y 9 ug/mL; la cual sigue la
ecuacion y=0.016852x + 1.56x103 (r’= 0.98867) y ésta se empled para interpolar

las respuestas de ambas vias de administracion.

0.16 -
0.14 -
0.12"-
0.10 -

0.08 -

Respuesta

0.06 -

0.04 -

0.02 -

0.00 -

Concentracion GB (mcg/mL)
Grafica 1. Curva estandar de glibenclamida (Promedio + DE) en plasma de ratén

CD1 que obedece a la ecuacion y=0.016852x + 1.56x10-3 (r2= 0.98867)

La dosis utilizada para la via oral de 5 mg/kg se seleccion6 tomando como base los
reportes encontrados?® 2°; mientras que para la via trandérmica el peso del monolito

de 20 mg se eligio por ser de un tamafio poco invasivo para los ratones (Figura 6),
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administrando aproximadamente 0.358 mg de farmaco.?° En ambos casos no se
observaron cambios de conducta en comparacién con los ratones de los grupos

controles correspondientes.

En la Gréfica 2 de los perfiles de glibenclamida se aprecia que a partir de una dosis
oral de 5 mg/kg de peso en el raton se exhiben dos picos maximos de absorcion,
esto puede indicar un vaciamiento gastrico interrumpido por un periodo inactivo del
tracto intestinal*® o bien un fenémeno de recirculacion enterohepética, donde el
farmaco de la circulacion sistémica se excreta en la bilis y se reabsorbe desde el
intestino delgado hacia el torrente sanguineo.*® Cabe sefialar que los ratones se
encontraban en un estado de hiperglucemia por la administracion inicial y a la hora
de glucosa, dicho estado alter6 la farmacocinética retardando el vaciamiento

gastrico.18

En la misma gréfica, se observa una eliminacién de dos fases a partir de la
administracion transdérmica. En la primera la glibenclamida se elimina de manera
rapida (en 2.5 h, aproximadamente) pasando a una segunda fase de eliminacion
lenta. Este comportamiento podria representar un comportamiento cercano a un
modelo de dos compartimentos e indica una absorcion continua de manera que el
farmaco se encuentra disponible en el plasma por mas tiempo y en consecuencia

aumenta el tiempo del efecto.
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Concentracién (mcg/mL)
N

Tiempo (h)

—8— Via oral (VO)
—O— Via transdérmica (VT)

Gréfica 2. Perfil concentracion plasmética-tiempo (promedio + DEM) a partir de una dosis
ORAL de 5 mg/kg de glibenclamida (VO) y administracion TRANSDERMICA de 20 mg de

monolito sol-gel con glibenclamida (VT).

En el disefio de nuevas formas farmaceuticas es necesario realizar una correlacion
in vitro-in vivo, estudios previos sobre los monolitos sol-gel de glibenclamida indican
que presentan una cinética de liberacién del farmaco de tipo Higuchi®® 29, este
mecanismo de liberacion refleja una cinética in vivo cercana al orden cero®! lo cual
quiere decir que su absorcion no depende de la concentracion; mientras que la
liberacion de glibenclamida por via oral presenta una cinética de orden uno. A su

vez un modelo Higuchi describe la liberacion del farmaco mediante un proceso de
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difusion, donde la velocidad de difusién se verd afectada por factores como la
solubilidad del farmaco, la temperatura, la relacién farmaco/excipiente, el tamafio

del poro, la masa y la viscosidad del medio.?® 2°

Como se muestra en la Tabla 3, la principal diferencia observada es en cuanto a las
constantes de eliminacion (Ke) calculadas por el método de minimos cuadrados, se
encontré que ésta es mucho menor por via transdérmica, lo que implica que la
segunda fase de eliminacién de glibenclamida a partir de los monolitos sol-gel es
lenta y sostenida en comparacion con la administracion via oral. Se ha encontrado
que otros sistemas transdérmicos presentan diferencias significativas con valores
menores de Cmax ¥ Ke; y valores mayores de Tmax, Yy ABC, que muestran una

absorcién lenta en comparaciéon con una via de administracién convencional.3% 40

Tabla 3. ParAmetros farmacocinéticos de glibenclamida administrada por

V. Oral y V. Transdérmica.

Parametro Oral Transdérmica
Crmax (ng/mL) 2.310 £ 0.965 | 3.485 +0.703
Tmax (h) 1.000 1.000
ABC0-8) (ug h/mL) 8.592 7.703
ABC(0-) (ug h/mL) 8.603 9.103
Ke (") 0.776 0.202

En este caso se puede ver que no hay diferencias significativas de las Cmax Yy que
los valores del ABCo-~) son diferentes entre ambas vias de administracion. Esto se
explica por las propiedades de la glibenclamida y las propiedades fisiologicas del

lugar donde se absorbe el farmaco. Teniendo en cuenta que la glibenclamida es un
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acido débil con un pKa de 5.3, por via oral se facilita su absorcion en las condiciones
acidas del duodeno y yeyuno. 2° Con respecto a la administracién transdérmica, los
monolitos son depositados en la dermis, un medio sumamente irrigado,> lo que

facilita la absorcion del farmaco el cual se libera de la matriz por difusién.?® 29

En estudios futuros, se podria considerar un nuevo esquema de muestreo que
permita obtener un mayor nimero de muestras durante periodos mas cortos de
tiempo con el fin de permitir la caracterizacion total de las fases de absorcion y

eliminacion de la glibenclamida.

Para poder conocer en que tiempo se presenta el efecto de la glibenclamida, a todos
los grupos se les administré una sobrecarga de glucosa y se les hizo la medicién de
glucemia durante las primeras cuatro horas de estudio. El efecto de la glibenclamida
administrada por via oral se dio alrededor de 1.5 h, esto se sabe por la diferencia
de los niveles glucemicos con respecto a su control al cual se le administr6 goma

Gathi al 1% (Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto de la glibenclamida sobre los niveles de glucosa
sanguinea-tiempo (promedio + DEM) en ratones con sobrecarga de glucosa

por via ORAL.

Mientras que el efecto por parte de los monolitos se puede observar desde 1 h en

relacion a su grupo control al cual se le administrd6 monolito blanco (Grafica 4).
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Gréfica 4. Efecto de la glibenclamida sobre los niveles de glucosa
sanguinea-tiempo (promedio + DEM) en ratones con sobrecarga de glucosa

por via TRANSDERMICA.

En la Grafica 5, se demuestra que si bien por via transdérmica los niveles de glucosa
sanguinea se mantuvieron bajos a pesar de la administracion de una sobrecarga de
la misma en una dosis de 2 g/kg al tiempo inicial y una hora después de comenzar
el estudio, estos no fueron menores a la glucosa basal tomada en ayunas y los

ratones no presentaron sintomas de hipoglucemia como aletargamiento o perdida

total de la motricidad.
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Gréfica 5. Efecto de la glibenclamida sobre los niveles de glucosa
sanguinea-tiempo (promedio + DEM) en ratones con sobrecarga de glucosa.

V.ORAL vs V.TRANSDERMICA.

Como se muestra en la Grafica 6 el efecto de la glibenclamida por via oral no es
constante y exhibe altos niveles de variabilidad individual, debido a los factores que
afectan su absorcidbn como son las propiedades fisicoquimicas del farmaco, el
contenido del tracto gastrointestinal, la hiperglucemia o el estado emocional del

individuo.'® 52 En cambio, por via trdnsdérmica se demuestra un efecto homogéneo,
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sostenido y con menor variabilidad incluso cuando el farmaco se encuentra en
mayor concentracion, propiedades dadas por la liberacion del farmaco de la matriz
monolitica donde inicialmente se libera en proporcién suficiente para producir su
efecto y después de forma lenta, manteniendo la concentracion eficaz durante mas

tiempo, exhibiendo una absorcién continua e independiente de la concentracion.>
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40 T T
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—@— Via Oral
—O— Via Transdérmica

Gréfica 6. Niveles de glucosa sanguinea -- concentracion plasmatica de glibenclamida

VIA ORAL vs VIA TRANSDERMICA
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Para disminuir la variabilidad, se propone emplear un modelo biolégico de mayor
tamafo, como podria ser la rata; de esta manera seria posible realizar un perfil
completo con un sdlo individuo con la finalidad de hacer determinaciones

farmacocinéticas y farmacodinamicas con datos individuales.
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10.CONCLUSIONES

La biodisponibilidad de glibenclamida reflejada por la Cmax no presento diferencias
significativas entre la administracion oral y la transdérmica; no obstante se obtuvo
un valor de ABCo-» mayor por su administracion en monolitos de silicio, demostrando
gue es posible mantener un efecto constante a través del tiempo sin generar

problemas de hipoglucemia.

Se plantearon recomendaciones para disefiar futuros estudios de biodisponibilidad
con el fin de realizar una evaluacién confirmatoria del comportamiento de la
glibenclamida después de su administraciéon por monolitos de silicio fabricados por

la técnica sol-gel.
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11.ANEXO |. PREPARACION DE SOLUCIONES

a. Solucion desinfectante de alcohol- yodo 1%

Pesar 1g de yodo sublimado (I2) y disolverlo en 100 mL de etanol (C2HsO) al 70%.

b. Goma Gathi al 1%
Pesar 1g de goma Gathi, vaciarla en 100 mL de agua destilada, calentar en
microondas por intervalos de 10 segundos, agitando en cada pausa hasta que se

disuelva por completo, dejar enfriar.

c. Suspension de glibenclamida (5 mg/kg)
Pesar 17.5 mg de glibenclamida, vaciarla en 25 mL de solucién goma Gathi al 1%.

Agitar siempre antes de administrar.

d. Solucion de glucosa (2 g/kg)
Mezclar 56 mL de solucion inyectable de glucosa al 50% con 444 mL de solucion

salina inyectable al 0.9%.

e. Acido acético en metanol al 1%
En una probeta de 50 mL, verter aproximadamente 20 mL de metanol grado CLAR,
adicionar 0.5 mL de &cido acético glacial y completar el volumen con el mismo

metanol hasta 50 mL; agitar.
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f. Solucién amortiguadora de fosfatos pH 3.5, 0.05M
Pesar 3.25 g de fosfato monobasico de potasio (KH2PO4), disolverlo en 500 mL de
agua desionizada, adicionar 0.07 mL de acido fosférico (HsPO4) y medir el pH con
agitacion continua; ajustar a pH 3.5 con solucién de &cido clorhidrico (HCI) 1 M o de
hidréxido de sodio (NaOH) 1 M, segun lo requiera. Cuando el pH sea el indicado

3.5, adicionar 2 mg de octanosulfonato de sodio.
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12.ANEXO II. FORMULAS

Media aritmética/ Promedio

Desviacion estandar (s)
Y —Yi)?
. /2( )
n—1

Desviacion estandar de la media (DEM)

S
DEM = —
Vn
Area bajo la curva (ABC)
Chq1+C
[ABCy,, = =" (ta = ty-1)

C
[ABC]Y = Z[ABC]iZ_l + %
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13.ANEXO lll. CERTIFICADO DE ANALISIS GLIBENCLAMIDA

Quimica Alkano, S. A. de C. V.

CERTIFICATE OF ANALYSIS

NAME OF FINISHED PRODUCT: GLIBENCLAMIDE BP 2011

ING. WOP“',TEJADA FERNANDEZ

BATCH NO.: EGAA-B-13-0008
MANUFACTURING DATE: JUNE 2013
EXPIRY DATE: MAY-2017
CERTIFICATE No: 131717
SR. No. TEST RESULTS REQUIEREMENTS
1 Appearance White crystalline powder | A white or almost white crystalline powder.
Practically insoluble in water, sparingly soluble in
2 Solubility Complies methylene chloride, slightly soluble in alcohol and
in methanol.
Identification
(A) Melting poiny 1720.9°C to 1Z3:1°C Between 169°C and 174°C
Complies The solution shows. an absorptipn maximum at
300 nm and a less intense maximum at 275 nm
(B) By UV = ;
Complies The specific absorbences at the maxima area 61
3 to 65 and 27 to 32 respectively
The principal spot in the chromatogram obtained
. with the test solution is similar in position and
(OBy TLC Complies size to the principal spot in the chromatogram
obtained with the reference solution.
(D)By Color Complies The rest solution should be colorless and shows
Development blue fluorescence inultraviolet light at 365 nm
4 Related substances (By HPLC)
4.1 Impurity A 0.02% NMT 0.5 per cent
4.2 Impurity B 0.09% NMT 0.5 per cent
4.3 Unknown Impurity 1 | BDL NMT 0.2 per cent
4.4 Unknown Impurity 2 | BDL NMT 0.1 per cent
4.5 Unknown Impurity 3 | BDL NMT 0.1 per cent
4.6 Total (.)f other BDL NMT 0.5 per cent
Impurity
5 Heavy Metals Less than 20 ppm NMT 20 ppm
6 Loss on drying 0.31% NMT 1.0% w/w
7 Sulphated ash 0.06% NMT 0.1% w/w :
Between 99.0 per cent to 101.0 per cent (dried
& Assay A g substance)
\‘ Remarks: The material complies as per BP 2011 specification.
/

RESPONSABLE SANITARIO No. ARM-0839-2002

ESTE CERTIFICADO ES COPIA FIEL DEL PROPORCIONADO POR EL FABRICANTE.

Morelos No. 68 San Lucas Tepetlacalco Tlalnepantla, Edo. de México, C.P. 54055

Tels.: 53-61-74-93, 53-61-75-63, Fax: 53-61-76-79, E-mail: qalkano@prodigy.net.mx
www.alkano.net
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