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1. INTRODUCCION

El proceso sol-gel es una ruta de sintesis muy versatil, que permite obtener
materiales porosos de silice para aplicaciones biomédicas. El conocimiento del
proceso quimico y sus alcances ha permitido el estudio de los mecanismos de
reaccion involucrados en el mismo, asi como la produccion y disefio de materiales

para liberacion controlada de farmacos y biomateriales.

La microencapsulacion es una tecnologia versatil para controlar la liberacion de
los farmacos. Disefar tecnologias de liberacion prolongada es cada vez mas
importante y necesario en el area farmacéutica, ya que estos sistemas pueden ser
descritos como formulaciones dirigidas hacia areas especificas del cuerpo que
permiten una dosificacion sostenida en la que el farmaco se entrega de manera
controlada durante un cierto periodo de tiempo. En comparacion con las formas
tradicionales de administracion, permiten mantener la concentracion de farmaco
apropiado en el tejido donde es necesario, asi se aumenta la eficacia terapéutica y

se reduce la posibilidad de toxicidad derivada del uso del farmaco administrado.

Cualquier material que sea disefiado con objeto de ejercer una funcion en contacto
con el organismo vivo ha de ser biocompatible y no presentar ningun tipo de

toxicidad, ya que estara en contacto con fluidos fisioldgicos.

Por tal motivo se llevd a cabo un estudio de biocompatibilidad en las matrices
monoliticas de silicio disefadas por el método Sol-Gel las cuales contienen
glibenclamida como principio activo. Se usaron ratones machos CD-1 de 32 g
aproximadamente. Se realizaran pruebas bioquimicas para la funcién renal como
urea, creatinina y nitrdgeno ureico en sangre, para la funcion hepatica se
determinaron transaminasas y proteinas séricas y para la fisiologia cardiaca se

realizara la medicion de Creatina Cinasa.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Proceso Sol-Gel

Las enfermedades degenerativas han impulsado la necesidad de tratamientos
efectivos mas exitosos y rentables, estimulando el desarrollo de métodos
versatiles para producir matrices bioactivas e interfaces con funcionalidad
mejorada1. En los ultimos afios, los biomateriales han adquirido cada vez mayor

interés dentro de las ciencias biomédicas y las distintas disciplinas cientificas.

El proceso sol-gel es una ruta de sintesis muy versatil, que permite obtener
materiales porosos de silice para aplicaciones biomédicas. Actualmente, las
aplicaciones biomédicas de estos materiales abarcan un amplio rango de sistemas
para la liberacion de farmacos y genes, la ingenieria de tejidos, la terapia celular o

los sistemas de diagndstico, entre otros.

El método sol-gel se caracteriza por las bajas temperaturas a las que se sintetizan
materiales inorganicos e hibridos organico-inorganicos, permitiendo la
incorporacion de especies organicas o incluso biologicas. Esta ruta permite
obtener materiales de gran pureza y homogeneidad a escala molecular, asi como
controlar a escala nanométrica las superficies, interfases y porosidad de los
materiales obtenidos?. Por otro lado, el control del método de procesado permite
variar la morfologia de los materiales sintetizados y asi obtener particulas,

peliculas, monolitos o fibras®.

Este proceso consiste basicamente en la formacion de redes compuestas por
elementos inorganicos obtenidos a través de dos reacciones quimicas
simultaneas, que son la hidrdlisis y condensacion, éstas se inician a partir de una
solucion homogénea de alcoxido, disolvente, agua y un catalizador, este ultimo

puede o no, ser usado.

La primera etapa del proceso es la hidrdlisis del alcoxido, y puede ser catalizada
por medio de un acido o una base, en esta etapa se obtienen soles, es decir una

suspension de aspecto similar a una disolucion, que contiene particulas de tamafo

2
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza




Laboratorio de Investigacion Farmacéutica 2017

inferior a 100 nm y se forman grupos silanol (Si-OH), al tiempo en que se libera el

alcohol correspondiente (ROH).

Los grupos silanol comienzan a polimerizar por medio de la condensacion, asi se
van formando estructuras tridimensionales unidas por enlaces siloxano (Si-O-Si) al
irse eliminando el agua y el alcohol. Posteriormente se forma un gel sélido, mas o
menos compacto y denso, lo cual dependera de las condiciones de secado. Las
estructuras tanto del sol como el gel, formadas en las primeras etapas, dependen
fuertemente de las condiciones de la reaccién inicial como son la temperatura, el

tipo de catalizador y las velocidades relativas de hidrdlisis y de la condensacion.

La ventaja mas importante en el proceso Sol-gel es que los precursores, como los
alcoxidos son frecuentemente volatiles y faciles de purificar, contienen alta
porosidad en los materiales que pueden ser tanto amorfos como nanocristalinos y

buen control para la modificacién quimica del precursor®.

2.1.1. Aplicaciones

El conocimiento del proceso quimico y sus alcances ha permitido el estudio de los
mecanismos de reaccion involucrados en dicho proceso, asi como la produccion y
disefio de materiales tales como: semiconductores, fotocatalizadores, peliculas
delgadas y materiales de encapsulamiento para la liberacion controlada de

farmacos y biomateriales”®.

Recientemente se ha mostrado gran interés en la produccion de materiales con
tamafnos nanométricos, los que abren una gran brecha en el area de la medicina
con fines curativos de enfermedades tales como cancer y diabetes. La
nanomedicina tiene como una finalidad encapsular farmacos en nanodispositivos
tales como enzimas, proteinas, entre otros e ir liberando dicho farmaco en forma

controlada hasta llegar al 6rgano blanco de manera selectiva®.

La microencapsulacion es una tecnologia versatil para controlar la liberacién de
los farmacos. Disenar tecnologias de liberacion modificada es cada vez mas

importante y necesario en el area farmacéutica’, ya que estos sistemas de
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liberacion pueden ser disefiados como formulaciones dirigidas hacia areas
especificas del cuerpo que permiten una liberacién sostenida en la que el farmaco
se dosifica de manera controlada durante un cierto periodo de tiempo. De esta
manera, en comparacion con las terapias tradicionales de administracion, permiten
mantener la concentracion de farmaco apropiado en el tejido donde es necesario,
sin sobrepasar el umbral toxico. Asi se aumenta la eficacia terapéutica y se reduce

la toxicidad del farmaco administrado®.

2.2. Biocompatibilidad y toxicidad de las matrices Sol-Gel
2.2.1. Biocompatibilidad de las matrices

La aplicacion de los materiales porosos de silice como sistemas de liberacion de
farmacos tanto orales como implantables implica el contacto con el medio
fisiolégico; mientras que en el primer caso se requiere no toxicidad, en el segundo
caso estos materiales actuan como biomateriales, por lo que ademas han de ser

biocompatibles.®

La biocompatibilidad es una condicion que todo biomaterial debe de cumplir. Un
buen punto de partida es estudiar la posible toxicidad derivada de su composicion
quimica. En lo que a la silice se refiere, se sabe que la inhalacion de silice
cristalina, en particular cuarzo, puede ocasionar graves enfermedades
respiratorias. Sin embargo, la silice amorfa obtenida por el método sol-gel se

considera no tdxica, biocompatible y biodegradable.™

Es importante prestar atencion a la evaluacion de la inherente capacidad de
degradacion, la citotoxicidad y la biocompatibilidad de los materiales porosos de
silice, ya que la biodegradacion de la silice in vivo se produce principalmente por
disolucion en los fluidos bioldgicos. Esta silice disuelta como acido silicico se
excreta en la orina, lo cual contribuye al interés en el empleo de las matrices

siliceas en aplicaciones biomédicas'”.
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El método sol-gel se considera una ruta prometedora en el disefio de nuevos
materiales con aplicaciones en biotecnologia, aunque el salto al campo biomédico
puede resultar complicado, debido a la falta de informacion en relacion con la
biocompatiblidad de los materiales sol-gel, lo que podria limitar sus aplicaciones in
vivo. Cualquier material que sea disefiado con objeto de ejercer una funcion en
contacto con el organismo vivo ha de ser biocompatible y no presentar ningun tipo

de toxicidad, ya que estara en contacto con fluidos fisiologicos

En ello radica la necesidad de continuar investigando aspectos relacionados con la
biodistribucién, degradacién y seguridad de la silice en diferentes 6rganos y tejidos

para el empleo de la silice en biomedicina.™
2.2.2, Estudios de biocompatibilidad

La inocuidad es la caracteristica de una sustancia para poder usarse sin causar
efectos tdxicos injustificables, es decir la inocuidad da la seguridad de uso'®. Para
obtener una garantia satisfactoria de seguridad de una sustancia quimica es
necesario realizar una investigacion que permita conocer el grado toxicidad de la

misma.'?"3

Los estudios de inocuidad tienen como objetivos, establecer los efectos tdxicos en
diferentes especies de animales, anticipar posibles efectos tdéxicos en el hombre y

decidir si la sustancia es razonablemente segura para su experimentacion clinica.
14,15

En el caso de una sustancia desconocida, las investigaciones comienzan
generalmente con ensayos de toxicidad aguda. La toxicidad aguda se lleva a cabo
en una sola administracion de una dosis Unica o de un pequefio numero de dosis
en un periodo corto, y estas pueden emplear diferentes vias de exposicion como

intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, oral y dérmica.

Tras el contacto con agentes fisicos, sustancias quimicas y medicamentos se

puede llegar a generar alteraciones en el organismo haciendo presentes
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fendbmenos que pueden dar lugar a inflamacion en érganos internos y un mal

funcionamiento de estos.

Las pruebas basicas que se realizan en estudios de inocuidad son examenes de
sangre y orina, asi como la evaluacion de la funcionalidad de los 6érganos mas
importantes. Como evaluacion post-mortem, se realiza un estudio detallado de los

pesos absolutos y relativos de los érganos y glandulas mas importantes ™.

Este tipo de estudio proporciona una estimacion de seguridad/riesgo vinculada a

una exposicion especifica al producto quimico en seres vivos.™

2.3. Animales de experimentacion en las pruebas de inocuidad y
biocompatibilidad

Las especies de roedores son las que mas se utilizan como parte de la evaluacion
de toxicidad cronica y aguda, biodisponibilidad y metabolismo en la evaluacién de
la seguridad de un medicamento®. Se ha probado su utilidad con base en su linaje
genético definido, bajo costo, vida relativamente corta y minimo espacio requerido
para su alojamiento, son faciles de manipular, baratos de mantener y con altos
indices reproductivos, por lo que se han convertido en el modelo experimental mas
frecuentemente elegido en investigacion para probar la seguridad de nuevos

procedimientos y farmacos."’

Muchos efectos farmacodinamicos son analogos en el animal y en el hombre; por
ello, los estudios en animales ofrecen una utilidad relativamente grande como
medio de prediccion de esos efectos. Son muchos los efectos toxicos que pueden
preverse a partir de observaciones en animales; ahora bien, en el estado actual
del conocimiento hay algunos efectos toxicos importantes que no se pueden
prever, y esa es su principal limitacion. No obstante, gracias al aumento constante
de los conocimientos, va mejorando la utilidad de la experimentacion animal y de
otros estudios fundamentales como medio de predecir los efectos toxicos en el

hombre.
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A pesar de las diferencias entre el hombre y el animal, a menudo se puede evaluar
la inocuidad de un producto y predecir su eficacia potencial y su modo de accién a
partir de los resultados de los estudios farmacodinamicos, farmacocinéticos vy

toxicoldgicos en los animales.'®

2.4. Aspectos fisioldgicos a considerar en estudios de

biocompatibilidad
2.4.1. Funcion renal

Los rifiones realizan varias funciones en el organismo: filtran la sangre y eliminan
productos de desecho del metabolismo asi como sustancias endogenas y
exoégenas, los productos de desecho incluyen urea (de los aminoacidos), acido
urico (de los acidos nucleicos), creatinina (de la creatina muscular), productos
finales del metabolismo de la hemoglobina y metabolitos de las hormonas. Asi los
rinones regulan la concentracion de hormonas dentro de los liquidos corporales,
también representan un importante camino de eliminacion de sustancias extrafas,
como farmacos, pesticidas y otros compuestos quimicos, mantienen el balance
hidroelectrolitico, regulan el equilibrio acido—base. Son importantes 6rganos

endocrinos que producen y secretan renina, calcitriol y eritropoyetina.

La renina activa el sistema renina angiotensina-aldosterona, que ayuda a regular
la presion sanguinea y el equilibrio Na-K. El calcitriol, en el metabolismo de la
vitamina D3, es necesario para la absorcion normal del calcio en el tracto

gastrointestinal y para su depésito en el hueso.™

Los rifiones estan constituidos por unidades funcionales llamadas nefronas, las
cuales estan formadas por un glomérulo y un tubulo. ElI glomérulo es un conjunto
de vasos sanguineos a través del cual se filtran mas de 150 litros de sangre al dia.
Este ultrafiltrado del plasma que contiene moléculas pequefas como urea,
creatinina, glucosa e iones pasa al espacio capsular y posteriormente a los

tabulos.?% 21
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2.4.1.1. Examen General de Orina

La recoleccion de orina en animales de experimentacion es un requerimiento
basico dentro de los estudios bioquimicos, nutricionales, urolégicos, metabdlicos,
toxicologicos, fisioldgicos y de comportamiento general. El analisis de orina es uno

de los que mas informacién aporta y que se realiza con mayor normalidad.™

La orina recolectada es util para evaluar la salud general y el estatus fisioldgico de
un animal, y ayuda a hacer un diagnostico adecuado. Una pequefa cantidad de
orina bastara para un analisis, que abarca la medicion del pH urinario, niveles de
proteinas, glucosa, bilirrubina, hemoglobina, cetona, urobilinégenos y nivel de

creatinina®®

2.4.1.2, Creatinina

La creatinina es formada en el tejido muscular como producto del metabolismo de
la fosfocreatina, ésta llega a la sangre y es excretada exclusivamente por el riidon
a través de la filtracion glomerular, por lo que la determinacion de la creatinina es

la forma mas practica de estimar la funcién renal.

La utilidad de la determinacion de creatinina sérica es un indicador de la filtracion
glomerular, apoyandose en el hecho de que cualquier reduccion en esta ultima
representa una limitacion en la excrecibn de creatinina, que continda
produciéndose en el tejido muscular, originando una acumulacién en el torrente
sanguineo. Cuando existe dano renal, éste casi siempre se refleja en un aumento,

tanto de urea como de creatinina.?’

2.4.1.3. Urea

La urea es el principal producto de desecho del metabolismo de las proteinas,
representando la forma mayoritaria de eliminacién de nitrégeno. Es un compuesto
relativamente inocuo para el organismo comparado con el amonio y es muy
soluble en agua. Esta gran solubilidad permite que se filtre totalmente a nivel del

glomérulo renal y que se difunda homogéneamente por todo el organismo.
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La urea se sintetiza mayoritariamente en el tejido hepatico, por un mecanismo
llamado ciclo de la urea en donde intervienen los aminoacidos ornitina y arginina.
La urea se elimina por el riRdn por un mecanismo pasivo de filtracion a nivel

glomerular.

Los métodos usados para la determinacién de la urea pueden clasificarse en dos
grandes grupos: métodos directos de Fearon, segun la cual la urea se condensa
con la diacetilmonoxima, para dar un compuesto coloreado; y métodos indirectos
basados en la determinacion del amonio liberado por accion de la ureasa sobre la

urea.

La urea es hidrolizada por la ureasa, liberando anhidrido carbdnico y amoniaco

segun la reaccion:
Urea + H,O ureasa CO;, + 2 NH3
H

La urea se cuantifica a partir del amonio liberado, que puede ser medido con

varios reactivos.

La reaccidon de Berthelot es la mas utilizada; en ella el amonio reacciona con el
hipoclorito dando cloramina que en presencia del fenol y catalizado por el
nitroprusiato produce un derivado indofendlico de color azul en medio alcalino,

cuya intensidad es proporcional a la cantidad de urea.

Existe un método enzimatico cinético de medicion de la urea que utiliza las
enzimas ureasa Yy glutamato deshidrogenasa. El amonio liberado es convertido en
glutamato por accion de la glutamato deshidrogenasa, en presencia de NADH y a-

cetoglutarato, segun la reaccion.

NH4+NADN + a-cetoglutarato glutamato deshidrogenasa NAD + glutamato + H20

La concentracion de urea se determina midiendo la velocidad de desaparicién del
NADH a 340 0 365 nm®.
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2.4.1.4. Nitrogeno Ureico en Sangre (BUN)

El BUN es una medida indirecta y general de la funcion renal y la tasa de filtracion
glomerular (si la funcion hepatica es normal). También es una determinacion de la
funcién hepatica. EI BUN cuantifica la cantidad de nitrégeno ureico en sangre. La
urea se forma en el higado como producto final del metabolismo de las proteinas y
la digestion. Durante la digestion se escinden las proteinas en aminoacidos. En el
higado, estos aminoacidos se catabolizan y forman amonio libre. Las moléculas de
amonio se combinan para formar urea, que después se deposita en la sangre y se
transporta a los rifiones para su excrecion. Por lo tanto, el BUN se relaciona de
manera indirecta con la funcion metabdlica del higado y la funcion de excrecion

renal. Sirve como un indice de la funcion de estos 6rganos.

Los individuos con cifras elevadas de BUN se conocen como hiperazoémicos.
Casi todas las enfermedades renales inducen una excrecion inadecuada de urea,
de tal modo que la concentracidn sérica rebasa el parametro normal. La
hiperazoemia prerrenal se refiere a la elevacion del BUN como resultado de
trastornos patologicos que alteran la acumulacion de nitrogeno ureico, antes de
que llegue al rindn. Ejemplo de hiperazoemia prerrenal incluyen deshidratacion,

insuficiencia cardiaca congestiva y catabolismo proteico excesivo®.
2.4.2. Funcion hepatica

El higado es el principal érgano en la regulacion del metabolismo energético. Se
situa entre la vena porta y la cava inferior, recibe tanto la mayor parte de los
sustratos energéticos absorbidos por el intestino como una elevada concentracién
de las dos principales hormonas reguladoras del metabolismo a corto plazo, la
insulina y el glucagén que produce el pancreas endocrino. Bajo la influencia de
estas hormonas y en colaboracion con otras, como glucocorticoides y
catecolaminas, adapta su actividad a las necesidades energéticas del organismo,
de modo que puede tanto ceder energia en forma de glucosa y otros sustratos
(acidos grasos, lipoproteinas, cuerpos ceténicos) como acumularla en forma de

glucogeno y lipidos, todo ello en funcion del estado metabdlico del organismo.
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El higado, ademas de tener funciones digestivas y excretoras que se relacionan
con la formacion de bilis, es un érgano fundamental en los procesos metabdlicos,
debido tanto a su posicion estratégica como a sus funciones metabdlicas.
Ademas de regular la homeostasia caldrica y el metabolismo proteico, el higado
desempefia una funcion importante en el metabolismo de hormonas, vitaminas y
xenobidticos, en el almacenamiento de metales y vitaminas y en la respuesta

inmunitaria®*.

El higado sintetiza casi todas las proteinas presentes en el plasma, especialmente
la albumina, que determina la presion oncética del plasma, asi como la mayoria de
los importantes factores de coagulaciéon. También es un lugar esencial para la
eliminacion del amoniaco generado por el catabolismo de las proteinas. Esto se
logra convirtiendo el amoniaco en urea, que puede ser excretada posteriormente

por los rifiones.™

Este organo se encarga de realizar muchas importantes funciones metabdlicas
que se interrelacionan y coordinan con las de otros érganos y tejidos, por ello la
evaluacion de sus funciones puede ser realizadas por medio de pruebas de

laboratorio.?’

2.4.2.1. Transaminasas

Son enzimas que transfieren un aminoacido a un cetoacido aceptor para dar lugar
a aminoacidos distintos de los originales. En el higado se han detectado no menos
de 60 reacciones de transaminacion, pero las unicas transaminasas con valor
clinico son la aspartato-amonotransferasa o transaminasa glutamico-oxalacética
(AST o GOT) y la alaninoamino-transferasa o transaminasa glutamico-piruvica
(ALT o GTP).

Estas enzimas no son especificas del higado (aunque la GTP lo es mas) y se

encuentran también en el musculo, el corazén, el pancreas y el cerebro.?®
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2.4.2.2, Aspartato aminotransferasa (AST)

Esta enzima se encuentra en concentraciones muy elevadas dentro de tejidos
altamente metabdlicos, como el musculo cardiaco, células hepaticas, células
musculo esqueléticas y, en menor grado, riflones y pancreas. En presencia de
enfermedad o lesién que afecte las células de estos tejidos, las células se lisan; la
AST se libera, pasa a la sangre y se incrementan sus cifras séricas. El aumento de
las concentraciones de AST se relaciona de forma directa con el numero de

células afectadas por la enfermedad o lesion.

El aumento depende del tiempo transcurrido desde que se produce la lesidén hasta
la toma de sangre. La AST se elimina del sistema en unos cuantos dias. Las
concentraciones de AST sérica se elevan 8 horas después de la lesidon celular, con
un punto maximo de las 24 a 36 horas después, y vuelven a la normalidad en 3 a
7 dias. Si la lesién celular es de tipo cronico, las concentraciones se incrementan

de manera persistente.?
2.4.2.3. Alanino aminotransferasa (ALT)

Esta prueba se emplea para diagnosticar enfermedades hepatocelulares. La ALT
se encuentra de manera predominante en el higado y, en menores cantidades, en
rinones, corazén y musculo esquelético. Las lesiones o enfermedades que afectan
al parénquima hepatico provocan la liberaciéon de esta enzima hepatocelular a la
sangre, lo cual eleva las concentraciones séricas de ALT. La mayor parte de los
aumentos de ALT es consecuencia de disfuncién hepatica, por lo que esta enzima

no sdlo es sensible, sino muy especifica de enfermedad hepatocelular.?
2.4.2.4. Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la oxidacién de lactato a piruvato; esta
enzima se encuentra en el citoplasma de todas las células del organismo. Se han
aislado cinco lisoenzimas de la LDH: la LDH4 y LDH, predominan en el musculo
cardiaco, el rifion y los eritrocitos; la LDH3 se encuentra en cerebro y rifidn y la

LDH,4 y LDH5s son las isoenzimas principales en el higado y el musculo esquelético.
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Esta enzima es menos sensible que las transaminasas para detectar dafo
hepatico, es mas util para el infarto al miocardio y como indicador de

hemodialisis.?!
2.4.2.5. Proteinas séricas

Las proteinas integran un grupo de macromoléculas bioquimicas mayores vy
participan en gran variedad de funciones del organismo, entre las que se
encuentran la respuesta inmunoldgica, el transporte de varias moléculas, la
catalisis enzimatica, la distribucion de liquidos, el mantenimiento de la presion

oncotica del plasma y la participacion en procesos de coagulacion.

Con excepcion de los compontes del complemento y las inmunoglobulinas, casi
todas las proteinas del suero se producen en el higado. En su mayoria son
catabolizadas por macrofagos y las células del endotelio capilar y las proteinas
pequenas se pierden pasivamente en el glomérulo renal y la pared intestinal. Por
ello, su determinacién en el suero proporciona informacion importante sobre el
funcionamiento y las alteraciones patolégicas de varias actividades como las

gastrointestinales, hepaticas, hematoldgicas, inmunoldgicas y renales.?’
2.4.2.5.1. Electroforesis en acetato de celulosa

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas por la carga eléctrica.
Se basa en el movimiento de las moléculas cargadas en un campo eléctrico con
respecto al pH del medio en el que se encuentre. Esta técnica se aplica en el
campo de la Bioquimica a la separacion y analisis de compuestos cargados, como

aminoacidos, péptidos, proteinas y acidos nucleicos.

Las membranas de acetato de celulosa presentan, con relaciéon al papel, las
ventajas de ser quimicamente mas homogéneas y poder transparentarse, con lo
que las sustancias que se separan pueden cuantificarse, una vez tenidas o

reveladas, por densitometria de transparencia.
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Las membranas de acetato de celulosa son muy elasticas cuando estan humedas,
y fragiles y quebradizas cuando estan secas. También requieren una cantidad de
muestra mucho menor que el papel. Estas se utilizan mucho en los laboratorios
clinicos por su facil manipulacién y la rapidez de sus desarrollos electroforéticos.
La principal aplicacion tiene como objeto la separacion de las proteinas del suero,

lo que se conoce como un proteinograma. Figura 1

La electroforesis en acetato de celulosa separa las proteinas del suero en cinco

fracciones, que son la albimina y las globulinas a1, a2, By y %.

La albumina y la globulina representa la mayor parte de la proteina dentro del
cuerpo, y se determinan juntas como proteina total. La albumina es una proteina
que se forma dentro del higado, conforma casi 60% del total de la proteina,
transporta componentes esenciales, como farmacos, hormonas y enzimas. Se

sintetiza en el higado y, por lo tanto, es una medida de la funcién hepatica.

Un incremento en la fraccidon de la albumina en el suero, o hiperalbuminemia, casi

siempre se debe a una deshidratacién en el paciente.*?

Las globulinas representan todas las proteinas distintas de la albumina, su papel
es el mantenimiento de la presion osmotica es mucho menor que el de la
albumina. Las a-globulinas corresponden sobre todo a la a1-antitripsina. Algunas
transportan proteinas, como la globulina tiroidea y la globulina unida a cortisol,
ademas de contribuir a su zona electroforética. Las a2-globulinas incluyen
haptoglobinas séricas (que unen la hemoglobina durante la hemdlisis),
ceruloplasmina (que transportan al cobre), protrombina y colinesterasa (una
enzima usada en el catabolismo de la acetilcolina). Las B-globulinas se encuentra
la transferrina, las lipoproteinas de baja densidad, el complemento, la hemopexina
y la microglobulina beta 2. Las y-globulinas se encuentran la proteina C-reactiva y

las inmunoglobulinas como IgG, IgA, IgM, IgD e IgE (anticuerpos).27
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Figura 1. Proteinograma normal.
2.4.2.6. Fisiologia cardiaca

El corazon tiene cuatro cavidades: dos auriculas, que reciben sangre venosa, y
dos ventriculos, que expulsan sangre hacia las arterias. El ventriculo derecho
bombea sangre hacia los pulmones, donde se oxigena la sangre; el ventriculo

izquierdo bombea sangre oxigenada hacia todo el cuerpo.?®

El metabolismo altamente anaerdébico del corazdén le permite usar como
combustible muchos substratos normalmente presentes en el plasma, y la
absorcién cardiaca de la mayoria de estos substratos es proporcional a su
concentracion arterial una vez que ciertos niveles son excedidos. En términos
generales, el corazon usa los acidos grasos libres como su combustible
predominante. También consume importantes cantidades de glucosa y lactato, asi
como cantidades mas pequefias de piruvato, cuerpos cetonicos y aminoacidos. La
mayor parte de la energia para la funcion cardiaca se obtiene de Ila
descomposicion de metabolitos a través del ciclo del acido citrico y la fosforilacion
oxidativa. Estas vias enzimaticas se encuentran principalmente en las
mitocondrias, representando aproximadamente un 35% del volumen total del

musculo cardiaco.
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2.4.2.6.1. Enzimas en las células miocardiacas

Varias enzimas encontradas en el tejido miocardico son clinicamente importantes
debido a que su liberacion en el torrente sanguineo puede estar relacionada con el

dafio y la muerte de las células miocardicas. >

El infarto al miocardio se diagnostica mediante electrocardiografia (ECG) y
pruebas especificas de la sangre. La creatina cinasa (CK) es una enzima normal
de las células musculares, se libera en grandes cantidades cuando cualquier tejido
muscular esta dafado. La forma especifica de CK para las células del musculo
cardiaco es la creatina cinasa MB (CK-MB).? Los marcadores bioquimicos que se
determinan son la creatina cinasa, la deshidrogenasa lactica y la transaminasa

glutamico oxalacética.
2.4.2.6.2. Creatina Cinasa (CK)

Es una enzima localizada principalmente en el musculo cardiaco y esquelético,
ademas del cerebro. Su funcién principal es catalizar la transferencia de fosfato de
alta energia entre creatina y fosfocreatina, entre ADP y ATP. La medicion de la
creatina cinasa (CK) total tiene una especificidad relativamente baja, por
encontrarse en otros tejidos, ademas del miocardio. La creatina cinasa tiene tres
isoenzimas, generadas al ser dimeros de las cadenas M y B; asi se forman la CK-
MB, la CK-BB y la CK-MM, siendo la mas especifica del miocardio la CK-MB.?’

La proteina codificada por este gen es una enzima citoplasmatica en la
homeostasis de la energia y es un marcador de suero importante para el infarto de
miocardio.*® Esta prueba se solicita para sustentar el diagnéstico de lesién del
miocardio (infarto). La CK se encuentra de manera predominante en musculo
cardiaco, musculo esquelético y cerebro. Los valores séricos de CK se elevan
cuando estos musculos o células nerviosas se lesionan. Las concentraciones de
CK pueden aumentar en 6 horas después del dafio; si la alteracibn no es
persistente, los valores son maximos 18 horas después de la lesion y regresan a
la normalidad en 2 a 3 dias.?
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los materiales obtenidos por el método Sol-Gel pueden ser empleados en
procesos de liberacion modificada de farmacos para el tratamiento de

enfermedades degenerativas.

Estos materiales son muy prometedores, solo que tienen como inconveniente el
hecho de que aun no son ampliamente estudiados y por lo tanto no hay gran
informacion que asegure que al entrar en contacto con un organismo no generen
reacciones toxicas o algun efecto indeseado. Por ello, antes de ser empleados en
formulaciones, es necesario evaluar, mediante algunos parametros bioquimicos, el
grado de toxicidad que pueden llegar a generar y asegurar si estos materiales
realmente son biocompatibles y, por lo tanto, inocuos para ser usados en la
formulacion de nuevos medicamentos. De inicio, el planteamiento debe
fundamentarse en estudios en animales de experimentacién para que, de ser el
caso, se pueda proceder a otros modelos mas préximos a su aplicacion futura en

la clinica.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

s Determinar la biocompatibilidad de las matrices monoliticas fabricadas por

el método Sol-Gel mediante estudios de toxicidad en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

s Conocer los cambios fisicos como: peso, irritabilidad y muerte que se
generan en los grupos de ratones una vez administrada la matriz

monolitica.

s Determinar si la administracion de las matrices monoliticas afecta la
funcion de los 6rganos (higado, rifidon y corazon) mediante el peso relativo

de estos.

s> Conocer si existen modificaciones bioquimicas en niveles de urea,
creatinina, transaminasas, creatina cinasa, lactato deshidrogena y proteinas
séricas en los animales tratados, derivadas de la alteracion posible en sus

organos.
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5. HIPOTESIS

Las matrices monoliticas disefiadas por el método Sol-gel seran biocompatibles
con el organismo de los animales de experimentacion, como se demuestra una
vez que son administradas y evaluadas las funciones de los 6rganos vitales por

medio de diferentes pruebas.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Experimental aleatorio controlado

g0 Actitud del investigador: Experimental
5> Recoleccion de informacion: Prospectivo
% Secuencia temporal del estudio: Transversal

% Cantidad de poblaciones: Descriptivo
Poblacion de estudio:
g Matrices monoliticas Sol-gel

Criterios de inclusioén:

s Matrices sol-gel producidas en el Laboratorio de

Farmacéutica, con un peso de 20mg y dureza de 1.26 kgF

Criterios de exclusion

5> Matrices fueras de especificaciones

Analisis estadistico

Investigacion

Los datos obtenidos se trataron mediante analisis de varianza (ANADEVA),

comparando el efecto de cada tratamiento en la variable de respuesta

correspondiente, con un intervalo de confianza del 95%, utilizando el paquete

estadistico Statgraphics Centurion XVII.
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7. DIAGRAMA DE FLUJO

Revision Disefo de estudio in Desarrollo del
bibliografica Vivo estudio in vivo
|
v

Determinacion de
peso relativo de
organos

Analisis de varianza
de datos obtenidos
de peso relativo

Determinacion de
pruebas bioquimicas

\/

Analisis de varianza

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

de datos obtenidos Analisis de _
de las pruebas resultados Conclusiones
bioquimicas
21




Laboratorio de Investigacion Farmacéutica 2017

8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

8.1. Reactivos y sustancias

so Eter etilico (J.T. BAKER)

s Acido acético glacial (J.T. BAKER)

> Alcohol-Yodo 1%

s> Solucién decolorante: solucion acuosa al 40% de N-metil pirrolidona
(GELMAN SCIENCE)

s> Colorante de rojo de Ponceau (SIGMA) al 5% en solucién acuosa de TCA al
7.5%

s Amortiguador de alta resolucién (Electra HR)

o Cloruro de sodio 0.9% (PISA)

s Glucosa 50% (PISA)

8.2. Animales de experimentales

s Ratén CD-1 de 4 semanas
s> Machos
s> Peso promedio 32g.

8.3. Material

Tiras ACCU-CHEK (Performa)
Tiras de uroanalisis (ACON LABS)
Portaobjetos (CORNING)

Tubos eppendorf 2 mL (AXYGEN)
Bisturi (HERGON)

Vidrio de reloj

58 33 8 %8 38 3

Membranas de acetato de celulosa 57x145mm ( Sepraphore Gelman

Instrument Company)

3

Vidrio transparente 7x10 cm

3

Papel filtro
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8.4. Equipo e instrumentos

29

29
29
29
29

3

3

Microbalanza (Mettler Toledo)

Bascula analitica (ADAM)

Centrifuga (Premiere)

Medidor de glucemia ( ACCU-CHEK performa)

Equipo de electroforesis Sepratek Electrophoresis Chamber (Gelman
Science)

Camara de electroforesis ( Sepratek 8-applicator Gelman Sciences INC)
llab 650.

8.5. Metodologia

a)
1.
2.

© © N o

Estudio in vivo

Grupo control

Se peso y se registré el peso de los ratones

Se colocaron aproximadamente 20mg de matriz monolitica sin
glibenclamida a cada ratén, bajo la piel en la region escapular.

Se alimentaron e hidrataron permitiendo una ingestiéon ad libitum, por 7
dias.

Se tomaron muestras de sangre de la parte distal de la cola y con ayuda de
un glucémetro se midieron los niveles de glucosa cada 24 horas por 7 dias.

Se observé y registré la aparicion de reacciones o cambios que se
presentaron en el grupo (matriz monolitica)

Se anestesiaron los ratones en una camara de éter.

Se tomd muestra de sangre mediante una incision axilar.

Se sacrificaron los ratones en una camara de éter.

Se determind el peso relativo de corazén, higado vy rifidn.
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b) Grupo tratado: matriz monolitica con glibenclamida

1.
2.

© © N O

Se peso y registro el peso de los ratones.

Se coloc6 a cada raton bajo la piel en la region escapular
aproximadamente 20 mg de matriz monolitica con glibenclamida como
principio activo.

Se alimentaron e hidrataron permitiendo una ingestién ad libitum, por 7
dias.

Se tomaron muestras de sangre de la parte distal de la cola y con ayuda de
un glucémetro, se midieron los niveles de glucosa cada 24 horas por 7 dias.
Se observd y registré la aparicion de reacciones o cambios que se
presentaron en el grupo ante la presencia del cuerpo (matriz monolitica).

Se anestesiaron los ratones en una camara de éter.

Se tomaron muestras de sangre mediante una incision axilar.

Se sacrificaron los ratones en una camara de éter.

Se determind el peso relativo de corazén, higado y rifion.

Grupo tratado: matriz monolitica con glibenclamida y solucién de
glucosa al 50%

Se peso y registro el peso de los ratones

Se administré subcutaneamente glucosa al 50% (2g de glucosa/Kg) al inicio
del ensayo y a los 60 minutos.

Se coloc6 a cada raton bajo la piel en la region escapular
aproximadamente 20 mg de matriz monolitica con glibenclamida como
principio activo.

Se alimentaron e hidrataron permitiendo una ingestion ad libitum, por 7
dias.

Se tomaron muestras de sangre de la parte distal de la cola y con ayuda de
un glucémetro, se medio los niveles de glucosa cada 24 horas por 7 dias.
Se observd y registrd la aparicion de reacciones o cambios que se

presentaron en el grupo ante la presencia del cuerpo (matriz monolitica).
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7.
8.
9.

Se anestesiaron los ratones en una camara de éter.
Se tomaron muestras de sangre mediante una incision axilar.

Se sacrificaron los ratones en camara de éter.

10.Se determiné el peso relativo de corazén, higado y riidn.

d) Examen General de Orina

1.
2.

Se manipularon a los ratones de tal forma que quedaron inmovilizados

Se coloco una de sus patas sobre el portaobjetos, previamente rotulado con
el numero correspondiente al animal, para la recoleccion de la orina.

Se tomo una tira reactiva marca ACON LABS y se humedecié con la orina
que se recolecto en el portaobjetos.

Se leyeron las tiras y se registraron los resultados obtenidos.

Determinacion de peso relativo de 6rganos Metodologia Marroquin

Segura et-al **

Se anestesiaron los ratones en una camara de éter hasta su muerte.

Se extrajeron y pesaron los 6rganos (corazén, higado y rifidn) en una
balanza analitica

Se determino el peso relativo de los 6érganos mediante la siguiente formula:

. ) peso del 6rgano (g)
peso relativo del 6rgano = : x 100
peso del animal (g)

Se realizaron pruebas bioquimicas como (urea, creatinina, transaminasa
glutdmico-oxalacética, transaminasa glutamico-piravica, proteinas séricas,
lactato deshidrogenasa y creatina cinasa) segun el érgano que resultd

alterado.
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f) Electroforesis en acetato de celulosa para determinar proteinas

séricas

1. Se tom6 y sumergid la membrana de acetato de celulosa en el
amortiguador de alta resolucion durante 10 minutos.

2. Se llené la camara de electroforesis con el amortiguador de corrimiento.

3. Se secaron las membranas con papel filtro y se colocaron sobre el soporte
de la camara.

4. Se tomd con un aplicador multiple las muestras de suero y se colocaron
sobre la membrana siguiendo las guias de la camara.

5. Se conectd la camara a la fuente y se aplicaron 200 V durante 20 minutos.
6. La membrana se tind con rojo de Ponceau en acido tricloroacético (TCA) al
7.5% durante 10 minutos.

7. Se eliminé el exceso de colorante sumergiendo la membrana en una
solucién acuosa de acido acético al 5%.

8. La membrana se escurrié y se colocé en solucion clarificadora durante 5
minutos.

9. Se coloco la membrana sobre un vidrio y se seco con una secadora de aire
hasta que la membrana sea transparente.

10. Las membranas se leyeron en el programa Image J.

g) Determinacion enzimatica

5. Estas determinaciones se realizaron de forma automatica en el equipo “llab

650" por medio de espectrometria UV a una absorbancia de 340nm.
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9. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

9.1. Peso relativo de 6rganos

Para obtener el peso relativo de higado, riidn y corazén, se pes6 cada raton
previo al sacrificio, e inmediatamente se peso por separado cada érgano extraido,
se empleo la formula para calcular el porcentaje de peso relativo de cada 6rgano.
Se hizo el analisis de varianza con un nivel de confianza del 95% empleando
como estadigrafo la F de Fisher, como se muestra en la tabla 1. De los resultados
obtenidos no se encontré diferencia estadisticamente significativa en higado,
mientras que en rildn y corazon si, con p= 0.0431 y 0.0020 respectivamente, con

una significancia del 5%.

Tabla 1. Resultados de los promedios obtenidos por grupo y analisis de varianza
empleando como estadigrafo la F de Fisher.

Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=6.561g X=6.5605g X=6.2050g
F calculada= 0.75 Valor-P= 0.4894
Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=1.5931g X=1.3501g X=1.4610g
F calculada= 3.90 Valor-P= 0.0431
Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=0.5527g X=0.4747g X=0.4374g
F calculada= 9.72 Valor-P= 0.0020

*indican diferencia estadistica

Se realizé la prueba de Rangos Mudultiples para riidn y corazon, la cual permite
determinar cuales medias son significativamente diferentes entre si, los resultados

obtenidos se representan en las tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Prueba de Rangos Multiples para peso relativo de rifién
Grupo Casos Media
Monolito 6 1.35007
Monolito + glucosa 6 1.46102
Control 6 1.59318
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Control — Monolito * 0.243117 0.185663
Control — Monolito + Glucosa 0.132167 0.185663
Monolito — Monolito + Glucosa -0.11095 0.185663

* indica una diferencia significativa.
**Los monolitos contienen glibenclamida como principio activo

Los resultados obtenidos demuestran diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo control y el grupo tratado con monolito, el cual contiene
glibenclamida como principio activo, por lo anterior se podria suponer que el
farmaco estd causando una alteracion fisiologica en dicho 6rgano y no

necesariamente el monolito per-se.

Tabla 3. Prueba de Rangos Multiples para peso relativo de corazén

Grupo Casos Media
Monolito + glucosa 6 0.437483
Monolito 6 0.474783
Control 6 0.552783
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Control - Monolito * 0.078 0.0568704
Control — Monolito + Glucosa * 0.1153 0.0568704
Monolito — Monolito + Glucosa 0.0373 0.0568704

* indica una diferencia significativa.
**Los monolitos contienen glibenclamida como principio activo

De acuerdo con la tabla 3, se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control vs el grupo tratado con monolito y el grupo control vs el grupo tratado con
monolito mas solucion de glucosa al 50% (ver anexo), ambos grupos tratados con
monolito contienen glibenclamida como principio activo. Por lo tanto, se puede
mencionar que dicha alteracién se debe a la glibenclamida. Esto probablemente

refleje la expresion del receptor de sulfonilureas en las células del musculo liso
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vascular y en los miocitos cardiacos, donde la activacién de las sulfonilureas evita
los efectos del reacondicionamiento isquémico. La glibenclamida interactua con el
receptor de sulfonilureas en estos sitios y puede relacionarse con aumento en el

riesgo cardiovascular.®

Para determinar la alteracion fisioldgica en este 6rgano se realizé la determinacion
de la enzima cardiaca Creatina Cinasa, la cual indica una lesién al miocardio. Los

resultados de esta prueba se muestran posteriormente.

9.2. Perfil renal

Se realizaron pruebas de laboratorio como urea, creatinina y BUN que permiten
evaluar de forma rapida y facilmente el funcionamiento renal. Los resultados de

dichas pruebas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos mediante un andlisis de varianza para perfil renal

Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=56.5mg/dL X=67.5mg/dL X=62.0mg/dL
F calculada=4.17 Valor-P=0.00363
Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=0.383mg/dL X=0.367mg/dL X=0.3mg/dL
F calculada=1.44 Valor-P=0.2682
Control Monolito Monolito y glucosa
n=6 n=6 n=6
X=26.17mg/dL X=31.5mg/dL X=28.83mg/dL
F calculada= 4.18 Valor-P= 0.0361

*indica una diferencia significativa

Los valores obtenidos mediante un andlisis de varianza indican que no se
encuentra diferencia significativa en la prueba de Creatinina, mientras que para

urea y BUN si, con un valor de p=0.0363 y p=0.0361 respectivamente.

29
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza




Laboratorio de Investigacion Farmacéutica 2017

Para determinar cuales medias fueron significativamente diferentes de entre si, se
realizé la prueba de rangos multiples. Las tablas 5 y 6 muestran los resultados
obtenidos para urea y BUN, en las cuales hay diferencia significativa en el grupo

control vs grupo tratado con monolito para ambos parametros.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la prueba de rangos multiples para urea

Grupo Casos Media
Control 6 56.5
Monolito + glucosa 6 62.0
Monolito 6 67.5
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Control — Monolito * -11.0 8.11944
Control — Monolito + Glucosa -5.5 8.11944
Monolito — Monolito + Glucosa 55 8.11944

* indica una diferencia significativa.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la prueba de rangos multiples para BUN

Grupo Casos Media
Control 6 26.1667
Monolito + Glucosa 6 28.8333
Monolito 6 31.5
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Control — Monolito * -5.33333 3.93235
Control — Monolito + Glucosa -2.66667 3.93235
Monolito — Monolito + Glucosa 2.66667 3.93235

* indica una diferencia significativa.

Puesto que la urea se sintetiza en el higado, una elevacion en sus niveles no
representa especificamente dano en la funcién renal, de igual manera la elevacion
en el nitrégeno ureico sérico no implica necesariamente dano renal, puesto que la
deshidratacion puede llevar a concentraciones de nitrégeno ureico tan altas como
600 mg/L.*? Cuando existe un dafio renal, casi siempre se refleja en un aumento,

tanto de urea como de creatinina, aunque el mejor indicador es la creatinina. 2’
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9.3. Perfil hepatico

Aunque no se encontro alteracion alguna en el higado, se realizé un perfil hepatico
debido a que este 6rgano es fundamental en los procesos metabdlicos. El perfil
hepatico se determiné a partir del suero extraido de los tres grupos de ratones en

el equipo ILab 650.

Tabla 7. Resultados obtenidos mediante un analisis de varianza para perfil hepatico

Pruebas bioquimicas Valor de F Valor-P
TGO 0.57 0.5570

TGP 0.67 0.5278

LDH 0.07 0.9308
*Albumina 8.66 0.0032

Alfa 1.24 0.3178

*Beta 8.99 0.0027
Gamma 0.04 0.9582

*Albumina, significancia estadistica p=0.0032

*Beta, significancia estadistica p=0.0027

En los valores obtenidos para TGO, TGP y LDH no se encontraron diferencias
significativas, las proteinas séricas se determinaron mediante electroforesis en
acetato de celulosa, empleando el programa Image, para la lectura de estas (ver
anexo 1), también se realiz6 un analisis de varianza en el cual se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en albumina con p=0.0032 y beta con
p=0.0027.

La glibenclamida se une principalmente a proteinas (90 a 99%), en especial a la
albumina®®, esta es una proteina que se sintetiza en el higado, conforma casi el
60% del total de la proteina, transporta componentes esenciales como farmacos,
hormonas y enzimas, tiene una vida media de 19-21 dias®, un incremento de la
fraccion de albumina en suero casi siempre se debe a una deshidratacioén, lo que

se correlaciona también con los valores nitrégeno uréico elevados encontrados.
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9.4. Enzimas cardiacas

De acuerdo con los resultados obtenidos para peso relativo en corazén se
encontré diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los grupos
por lo tanto se llevd a cabo a cabo la determinacion de la enzima cardiaca
Creatina Cinasa (CK) la cual se emplea para conocer si hay alteracion fisiolégica
en dicho organo. Los resultados obtenidos demuestran que no hay diferencia
significativa entre las medias de cada grupo, por lo tanto no se encuentra
alteracion fisiologica en el corazon, de acuerdo con la determinacion de esta

enzima.

Tabla 8. Resultados obtenidos mediante un analisis de varianza para Creatina Cinasa

EnZ|ma F calculada Va|OI’-P ‘

‘ Creatina Cinasa 1.82 0.1990 ‘

9.5. Glucosa

Las muestras de sangre se obtuvieron de la parte distal de la cola de cada raton y
con ayuda de un glucometro se midieron los niveles de glucosa en sangre durante
7 dias. Se realizé un analisis de varianza para determinar la interaccion entre dias
y grupos por lo que se obtuvo que, los dias presentan significancia estadistica con
un valor F=64.67 y p=0.000

La figura 2 representa el comportamiento de los niveles de glucosa por dia, para el
dia 1,2 y 3 los niveles de glucosa se encuentran entre 130-140 mg/dL, para el dia
4 los niveles son de 125 mg/dL y los dias restantes hay una variacién en el

comportamiento 135- 155 mg/dL.

Esto se debe a que la glibenclamida es un hipoglucemiante y por lo tanto
disminuye los niveles de glucosa en sangre, por lo que en los primeros dias tendra

un mayor efecto debido a la concentracion inicial.
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Figura 2. Resultados obtenidos de glucosa en sangre durante 7 dias.

El estudio se realizé para conocer la biocompatibilidad de las matrices monoliticas
las cuales contenian glibenclamida como principio activo. De acuerdo con los
resultados obtenidos y analizados, los monolitos no causan alteracién o dafio en
el organismo, ya que no se presentd muerte de los animales durante el estudio,
las alteraciones encontradas en los o6rganos se debe al tratamiento con la

glibenclamida posiblemente por la absorcion, distribucién y eliminacion de dicho

farmaco.

Esto resulta muy interesante ya que al no causar dafo dicho monolito se puede

emplear como alternativa en la innovacién de nuevas formulaciones de liberacién

prolongada en tratamiento de enfermedades degenerativas como diabetes.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

33




Laboratorio de Investigacion Farmacéutica

2017

10. CONCLUSIONES

g Los monolitos no causan alteracion o dafo alguno que comprometan al

organismo de los animales empleados en el estudio.

s> Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas no representan

alteracion fisiologica en higado, rifion y corazon.

s Los niveles de glucosa en sangre disminuyeron durante los primeros

dias del estudio.
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12. ANEXO

12.1. Proteinogramas obtenidos en el programa Image J
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Figura 1. Proteinograma grupo control
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Figura 2. Proteinograma grupo tratado monolito-glibenclamida
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Figura 3. Proteinograma grupo tratado monolito-glibenclamida mas solucion de glucosa
50%

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

40




	Portada 
	Tabla de Contenido  
	1. Introducción 
	2. Marco Teórico 
	3. Planteamiento del Problema   
	4. Objetivos
	5. Hipótesis 
	6. Diseño Experimental
	7. Diagrama de Flujo
	8. Desarrollo Experimental
	9. Resultados y Análisis de Resultados  
	10. Conclusiones 
	11. Referencias 
	12. Anexos 

