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1. Introduccién
El perfil de disolucién es la determinacion experimental de la cantidad de farmaco
gue se disuelve en un intervalo de tiempo a partir de un medicamento. Permite
conocer el patron de liberacion del farmaco, bajo un conjunto de condiciones

seleccionadas.

La disolucién es prerrequisito indispensable para la absorcidén y respuesta clinica
de la mayoria de los farmacos. La liberacion in vitro de un farmaco a partir de la
forma farmacéutica que lo contiene, depende de sus caracteristicas
fisicoquimicas, de los excipientes empleados, de la tecnologia utilizada en su
fabricacion, asi como de las condiciones establecidas en los estudios de

disolucion.

En las ultimas décadas se han desarrollado sistemas o dispositivos que permiten
liberar al farmaco de manera controlada, o bien ejercer su acciéon en una regién
determinada del cuerpo. El desarrollo de sistemas monoliticos puede ser
considerado actualmente como una de las formas mas faciles y menos costosas
de controlar la liberacion de los principios activos. Para estas nuevas formas de

dosificacion también es indispensable la realizacion de estudios de disolucion.

Considerando la escasa informacién que existe en Meéxico acerca del
comportamiento de disolucion en monolitos sol-gel, el presente estudio establecio
las condiciones de pH y agitacién que ayudaron a caracterizar la liberacién de la
glibenclamida a partir de estos sistemas, evaluando 3 valores de pH diferentes

(5.5, 6.0 y 6.5) y dos velocidades de agitacion (75 y 100 rpm).




Los resultados obtenidos permiten concluir que al utilizar solucién amortiguadora
de fosfatos pH 6.5 como medio de disolucion y una agitacion de 75 rpm, existe
una mejor liberacidn del principio activo en comparacion con las demas

condiciones propuestas.




2. Marco Teérico

2.1 Diabetes mellitus
El término diabetes mellitus hace referencia a un grupo de enfermedades crénicas,
caracterizadas por presentar concentraciones elevadas de glucosa en sangre
(hiperglucemia), debido a que existe una baja producciéon de insulina en el

pancreas, o bien, el organismo no la utiliza eficientemente.’

El control inadecuado de la diabetes puede ocasionar dafio en diversos 6rganos y

sistemas, especialmente en los nervios y vasos sanguineos.?

De acuerdo con el comité de Expertos en el Diagndstico y Clasificacién de la
Diabetes (CEDCD) en 1997 se agruparon diversas enfermedades metabdlicas con
base en su origen patolégico, dando lugar a cuatro grandes grupos de diabetes,

las cuales se describen a continuacion:

. Diabetes mellitus tipo 1. (Anteriormente denominada diabetes insulino-

dependiente o diabetes juvenil).

Es una enfermedad autoinmune usualmente desarrollada en la nifiez. Se
caracteriza por la destruccion de las células B del pancreas, dando origen a una

deficiencia total de insulina. Representa del 5 al 10% de los casos de diabetes.?

. Diabetes mellitus tipo 2. (Denominada anteriormente diabetes no insulino-

dependiente o del adulto).

Tiene su origen en la incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina,

en donde intervienen factores genéticos y ambientales.




Dentro de los factores genéticos se encuentra un defecto en el funcionamiento de
las células 3 o una alteracidn en la accion de la insulina (denominada resistencia a
la insulina). Al combinarse con los factores ambientales dan origen a la diabetes
tipo 2. Este tipo representa el 90% de los casos de diabetes a nivel mundial y se

ha identificado que es consecuencia del sobrepeso e inactividad fisica.

. Otros tipos especificos de diabetes.

Este tercer grupo reune una serie de situaciones clinicas con diagnédstico de
diabetes mellitus que no tiene relacién ente ellas, son raros tipos de diabetes y
corresponden del 1 al 2% de los casos, son el resultado de sindromes genéticos

especificos, del uso de algunos medicamentos o de otras enfermedades.3

. Diabetes mellitus gestacional.

Se define como cualquier grado de intolerancia clinica a la glucosa que se inicia o

reconoce por primera vez durante el embarazo.

2.1.1 Tratamiento farmacoldgico
El tratamiento para la diabetes mellitus comprende una serie de estrategias
nutricionales como la pérdida de peso, mejora en los habitos alimenticios y
actividad fisica. Para los pacientes con diabetes tipo 2, que no logran controlar sus
niveles de glucosa en sangre por medio de cambios en la dieta y la actividad
fisica, debe administrarse farmacos antidiabéticos. En los Ultimos afnos se han
incrementado las familias de farmacos hipoglucemiantes, en la actualidad se
puede encontrar una gran variedad de ellos, que pueden clasificarse de la

siguiente manera: 4




1. Secretagogos.
A) Sulfonilureas:
e Primera generacion: tolbutamida, cloropropamida.
e Segunda generacion: glibenclamida, glipizida, gliclazida.
e Tercera generacion: glimepirida.
B) No sulfonilureas:
e Meglitinidas o glinidas.
e Repaniglinida, nateglinida.
2. Sensibilizadores de la accién de la insulina.
A) Biguanidas:
e Metformina y fenformina.
B) Tiazolidinedionas:
e Pioglitazona y rosiglitazona.
3. Inhibidores de la absorcion de glucosa intestinal:
A) Inhibidores de la 3-1-glucosidasa.
e Acarbosa y miglitol.
4. Farmacos que mimetizan la accion de incretinas:
A) Exenatida.
5. Inhibidores de la DPP-IV (dipeptidilpeptidasa tipo IV):
A) Sitagliptina

B) Vildagliptina




2.2  Glibenclamida
Es un farmaco hipoglucemiante del grupo de las sulfonilureas. Después de su
introduccioén la glibenclamida se convirtié rapidamente en el hipoglucemiante oral

mas recetado en el mundo* (Figura 1).

La glibenclamida es administrada en adultos en dosis iniciales que van de 2.5 a 5
mg/dia, durante el desayuno, y si es necesario se ajusta a intervalos semanales

con aumento de 2.5 mg hasta no mas de 15 mg/dia.

Generalmente es comercializada en comprimidos; sin embargo, también se puede
encontrar como comprimidos micronizados en donde la dosis inicial es de 1.5 a 3
mg/dia, ajustando la dosis en intervalos de 1.5 mg hasta un maximo de 12

mg/dia.®

Es un farmaco altamente lipofilico, por lo que es capaz de permear facilmente la
mucosa gastrointestinal, su solubilidad en medios acuosos es escasa y de
acuerdo al Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS) es considerada como

un farmaco Clase Il: Baja solubilidad, alta permeabilidad.®

2.2.1 Propiedades
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Figura 1. Estructura quimica




Se describe como un polvo cristalino blanco o casi blanco. Con un punto de fusion
entre 169-174°C. Posee un pKa de 5.3.” Es poco soluble en cloruro de metileno;

ligeramente soluble en alcohol y metanol; casi insoluble en agua y éter dietilico. 8

2.2.2 Problemas en la formulacion de glibenclamida
La glibenclamida, como se ha mencionado en parrafos anteriores, es
comercializada comunmente en comprimidos de 2.5 a 5 mg. En algunos paises
puede encontrarse comprimidos micronizados, en donde el farmaco se formula
utilizando un tamafo de particula mas pequefio, mejorando de esta manera su

biodisponibilidad.®

Uno de los problemas que generalmente suele presentarse en la formulacion de
este activo es la adherencia de la mezcla de polvos a los punzones de la maquina
tableteadora. Dicho problema no es reportado comunmente en la literatura, debido
a que es considerado como un conocimiento tacito. Sin embargo, observaciones
realizadas en un laboratorio farmacéutico perteneciente al Ministerio de Salud en
Brasil, demostraron que las tabletas de glibenclamida de 5 mg solian pegarse a
los punzones durante el proceso de fabricacion.® Existen diversas causas que dan
origen a éste fendbmeno, incluso puede generar la pérdida de todo el lote de
produccion; ademas, es visto como una desviacion grave o critica, afectando el
proceso de produccidon y la calidad del producto, sin mencionar las pérdidas
economicas que esto conlleve. Entre los factores que se relacionan con dicho
fendmeno, se incluyen: el proceso de fabricacion (el ajuste en la fuerza de
compresion y el area de contacto entre el punzéon y el polvo), la formulacion

(relacionado con el uso de lubricantes y otros excipientes), las condiciones de la




mezcla de polvos (excesiva humedad en el granulado) y aspectos relacionados

con el equipo (punzones rayados, limpieza e integridad de los golpes, etc).°

Otro aspecto no menos importante es la escasa solubilidad en agua con la que
cuenta la glibenclamida, representando un factor critico y de gran relevancia en la
formulacion de este activo, ya que como es bien sabido, la solubilidad es un
criterio importante para obtener el efecto terapéutico deseado, independiente de la
via de administracion utilizada. También plantea un desafio importante para la
industria farmacéutica, ya que el 40% de las sustancias activas que estan

identificadas son insolubles o poco solubles en medios acuosos.

Ademas, existen informes que han documentado que la glibenclamida muestra
grandes variaciones y una pobre biodisponibilidad en el organismo, como
resultado de su baja solubilidad.’ En vista de esto, los investigadores han
desarrollado diversas técnicas para mejorar la velocidad de disolucién como son la
micronizacién, el cambio en la constante dieléctrica, amorfizacion, dispersién de
sélidos, métodos de complejacién, entre otros. Lo anterior con el fin de favorecer
su biodisponibilidad, sin embargo, muchas de estas técnicas presentan algunos

inconvenientes. '3 14

2.3 Formas Farmacéuticas de Liberacion Modificada (FFLM)
Los avances en la industria farmacéutica se han centrado en el descubrimiento de
nuevos farmacos, asi como en mejorar la administracion de los ya existentes con

el fin de optimizar su respuesta terapéutica.’




El concepto de liberacion modificada es extremadamente amplio, pues hace
referencia a la aplicacion de un proceso tecnoldgico a un grupo de sustancias
quimicas para modificar su interaccién con el medio en el cual seran utilizadas,

con el fin de controlar el lugar, el momento, la duracién o la magnitud de su accion.

Hoy en dia se aplican las técnicas mas diversas para obtener la liberacion

modificada de un gran nimero de farmacos.'®

2.3.1 Ventajas y desventajas de las FFLM
Actualmente se han documentado las ventajas y desventajas terapéuticas de las
FFLM con respecto de las formas farmacéuticas convencionales por lo que a

manera de resumen se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Potenciales ventajas y limitaciones de las formas farmacéuticas de liberacion
modificada. 1718

Ventajas Desventajas

Entrega del farmaco al sitio requerido Altos costos en la fabricacion
Mantenimiento de los niveles de farmaco Posible toxicidad de los materiales
en sangre dentro del intervalo deseado utilizados

. . Correlaciones in vitrolin vivo dificiles de
Reduccién de reacciones adversas

establecer.
Mejor aceptacion del paciente al Posible sobredosificacién por liberacion
tratamiento inmediata e incontrolada de la dosis
Efecto terapéutico prolongado Dificultad de ajuste de dosificacion

Existen diversos criterios para clasificar los sistemas que permiten modificar la
liberaciéon del farmaco, puede ser de acuerdo a la via de administracién, al
mecanismo de liberacion o bien al sistema tecnolégico empleado. Sin embargo,

basandonos en este ultimo criterio, se pueden encontrar sistemas donde los




principales mecanismos de control son por difusion y disolucidén, denominados

comunmente como sistemas matriciales.

2.3.2 Sistemas matriciales
Los sistemas matriciales son considerados actualmente como una de las formas
mas faciles y menos costosas de controlar la liberacion de los principios activos,
en donde el farmaco se encuentra disperso homogéneamente en una matriz
polimérica. Estos sistemas retardan y regulan la liberacién del principio activo,
mediante un proceso llamado difusion.’® La difusion se genera cuando un farmaco
atraviesa el polimero que conforma el sistema de liberacién, debido al gradiente
de concentracion que existe entre el sistema de liberacion y el medio
circundante.?® La velocidad de difusién depende de diversos factores como la
temperatura, el tamafio del poro, la masa, y la viscosidad del medio."” Por otra
parte, estos sistemas pueden dividirse en tres grandes grupos segun la naturaleza

y caracteristicas del polimero (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion de los sistemas matriciales segun sus caracteristicas.?

Tipo de _— . ‘s Cinética de
PO ¢ Caracteristicas Proceso de liberacion . s .
Matriz liberacién

Forman una red sodlida El proceso de liberacion de
porosa. farmaco ocurre por difusion a
Presentan compatibilidad con través de los poros de la
farmacos y otros matriz. Los liquidos penetran
componentes. la red porosa del sistema por

Matrices No téxicos. capilaridad. El farmaco se

Inertes, Entre los polimeros que se disuelve y luego difunde a Ecuacion de
eSO utilizan en la elaboracion de través de los canaliculos Higuchi
Lt matrices inertes se incluyen: llenos  de  liquido.  Este
cloruro de polivinilo, mecanismo depende de la
polietileno, copolimeros de concentraciéon de farmaco, su
acrilato entre otros. solubilidad, de los aditivos,
del tamano de particula, asi
como de los excipientes.

10
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Tabla 2. Clasificacion de los sistemas matriciales segun sus caracteristicas
(Continuacion). 2

Matrices
hidrofilicas

Matrices
lipofilicas

Caracteristicas Proceso de liberacion Cinética de
liberacion
El proceso de manufactura La liberacion del farmaco
es a menudo simple y barato. comienza con la entrada del
Es posible modificar el medio circundante a Ia
ambiente de disolucién para matriz, donde se disuelve
controlar la velocidad de una pequena cantidad de
liberacion creando un “micro- farmaco que se encuentra en
pH” en la matriz con el uso la superficie de la forma
de sustancias apropiadas farmacéutica. El polimero se
para estos fines. hincha por absorciéon de agua Ecuacion de
formando una barrera Higuchi
gelificada que facilita Ila
entrada de los liquidos
circundantes en las zonas
mas profundas del polimero.
Posteriormente se disuelve el
farmaco, y por medio de
difusion atraviesa la capa
gelificada.
Son a menudo llamadas La liberacion de farmaco Ecuacién de
matrices insolubles 0 desde este tipo de matriz es Higuchi
erosionables. El principio controlada por la hidrdlisis
activo se suspende en un grasa pero también por un Liberacion de
excipiente lipidico; por lo mecanismo de difusibn o acuerdo a
general para la elaboracién erosion. cinética de primer
de estas matrices se utilizan orden
glicéridos saturados, acidos y
alcoholes grasos, ésteres de Cinéticas de
acidos grasos y ceras. liberacion de
orden cero

2.3.3 Cinéticas de Liberacion

Los sistemas matriciales presentan cinéticas de liberacion diferentes a las de las

formas farmacéuticas clasicas, las cuales son generalmente, gobernadas por un

orden cero o por orden uno (Tabla 3). Las matrices compuestas por silica gel

presentan cinéticas de orden cero. Sin embargo, la liberacion de farmacos, a partir

de materiales mesoporosos ordenados, sigue el modelo de Higuchi: % Q = k«t”*, es

decir, que son dependientes de la v/t.%'

——

11
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Tabla 3. Modelos cinéticos de liberacion.?’
Ecuacion Aplicacion
Velocidad de liberacion constante; sistemas
erosionables con area superficial constantes
Orden cero % Q = ko* t y sistemas con membranas que controlan la
difusion, con gradiente de concentracion
constante sobre la membrana.
La cantidad de farmaco liberada depende
Primer orden % Q=100 (1 —e™)
de la difusién y/o disolucién.
Es un modelo de liberacion controlada por

Huguchi % Q =k * 95 difusion desde matrices homogéneas vy

matrices granulares.

Hixson-Crowell Modelo cinético para disolucion de polvos;

(Ley de la Raiz es utilizada para describir la liberacion
1—(1=F)" =Knc*t

Cubica) desde matrices isométricas erosionables

(por ejemplo, esferas y cubos).

La sofisticacidon de los excipientes que pueden usarse, los costos en la fabricaciéon
y la cantidad de trabajo llevada a cabo para la obtencién de sistemas matriciales
son factores que deben tomarse en cuenta en el proceso de formulacién. En los
ultimos afios ha surgido un gran interés por la incorporacién de farmacos en
materiales ceramicos a través del método sol-gel, obteniendo asi multiples

beneficios.




2.4  Proceso Sol-gel
El método sol-gel es una ruta de sintesis muy versatil, donde se generan
materiales de gran pureza y homogeneidad a pequefa y gran escala, mismos en
los que es posible controlar sus superficies, interfases y porosidad. El control del
proceso permite variar la morfologia de los materiales sintetizados obteniendo
particulas, monolitos o fibras. Todas estas caracteristicas generan materiales con
alto valor afadido.?? Las propiedades del producto final dependen de las
condiciones especificas de temperatura, disolvente, pH, catalizador, cantidad de
agua y tiempo de agitacion que sean utilizadas durante el proceso. Las ventajas

que ofrece este procedimiento para la incorporacion de farmacos son:

e Homogeneidad de la mezcla de precursores y de la microestructura
(uniformidad y distribucién de tamafo de particulas).

e Favorece la fabricacién de formas y/o estructuras utiles no tradicionales.

e Permite la preparacién o sintesis a bajas temperaturas.

e La estructura de la matriz se forma con grupos que pueden interaccionar
con determinadas especies quimicas; lo que permite incorporar enzimas,
anticuerpos, células, farmacos, colorantes, etc.

e Logra la incorporacion de farmacos de diferentes tamafos, formas y usos
terapéuticos, ya que es posible conseguir una distribucion homogénea del
principio activo dentro de la matriz.

o Estas matrices protegen al principio activo contra la degradacion.’”

13

——
| —



2.4.1 Etapas del proceso sol-gel
El desarrollo de la técnica sol-gel se basa principalmente en la reaccién de los
alcoxidos de silicio Si(OR)n donde R es un grupo organico (-CHs, -C2Hs), que en
presencia de agua produce la hidrdlisis de los grupos Si-OR, creando grupos
silanol Si-OH y liberando las correspondientes moléculas de alcohol ROH, o bien,
liberando agua. La condensacién entre los grupos silanol, puede entonces dar
lugar a la formacion de enlaces Si-O-Si. Este tipo de reaccion es seguida por la
polimerizacién inorganica, obteniendo como resultado Ila formacion de

nanoparticulas (Figura 2).

oH
HO“*i—DH
RO"Hr——DH %t— HD—H.—QH % HO—‘Fr—D—?I—OH
ROH
A~~~ Capa PR 5
m% -+ OOO 1'.,%“ Y
pelicula delgada sol | x““} ng
- O

oG secado [TY37Y] &~  Nanoparticulas de
,‘E%@’t}% «— | Si0znH20

xerogel gel

Figura 2. Representacion esquematica del proceso sol-gel.?

El devenir de estas soluciones resulta del equilibrio entre el crecimiento de las
particulas obteniendo los soles, y la agregacion de las particulas, lo que lleva a los
geles. Este proceso es altamente dependiente del pH, en condiciones acidas se
obtienen densas redes, mientras que las condiciones alcalinas favorecen

particulas porosas de gel, en las que es posible incorporar farmacos durante su
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sintesis, mismos que, una vez administrados en un organismo vivo, deberan ser

liberados para poder ejercer su efecto.?

2.5 Proceso de disoluciéon
La velocidad de disolucién In vitro se puede definir como la cantidad de principio
activo disuelto por unidad de tiempo bajo condiciones estandarizadas de interfase
liquido-sdlido, en donde la temperatura y composicion del disolvente juegan un

papel muy importante.?*

Si se observa el fendmeno de disolucién desde un punto de vista macroscopico, la
disolucidn corresponde a la desintegracion de la estructura cristalina bajo la accién
del disolvente que lo rodea, en donde las particulas liberadas se distribuyen en la
fase disolvente mediante un proceso de difusidon que tiene lugar en la superficie

del sdlido.?®

2.5.1 Factores que determinan la velocidad de disolucion
Se han estudia diversos factores que modifican la velocidad de disolucion del
principio activo de forma considerable, dichos factores deben tomarse en cuenta
durante la realizacion de los estudios de disolucion In vitro y pueden agrupar en

cinco clases principales:

l. Factores asociados a las propiedades fisicas y quimicas del farmaco.
Il. Factores asociados con la formulacién del producto.

[I. Factores asociados con la forma de dosificacion.

V. Factores que dependen del sistema.

V. Otros factores.?526
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2.6 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica de farmacos
El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica de farmacos (BCS por sus siglas en
inglés) es un marco cientifico para clasificar las sustancias activas basadas en su
solubilidad y permeabilidad, estos factores estan estrechamente relacionados con el
proceso de absorcion, por lo que plantea la posibilidad de establecer correlaciones
In vitro-In vivo que permitan sustituir los ensayos realizados en humanos por
ensayos de disolucion In vitro. EI BCS recomienda clasificar a los farmacos de la

siguiente manera:

Clase 1: Farmacos con Alta Solubilidad — Alta Permeabilidad

Clase 2: Farmacos con Baja Solubilidad — Alta Permeabilidad
Clase 3: Farmacos con Alta Solubilidad - Baja Permeabilidad
Clase 4: Farmacos con Baja Solubilidad — Baja Permeabilidad

Solubilidad: La solubilidad de un principio activo se determina disolviendo la dosis
unitaria mas alta del farmaco en 250 mL de un medio acuoso en un intervalo de

valores de pH entre 1.0 y 8.0.

Permeabilidad: Por lo general los farmacos de alta permeabilidad son aquellos con
un grado de absorcion mayor de 90% ante la ausencia de inestabilidad
documentada en el sistema gastrointestinal o cuya permeabilidad se haya

determinado experimentalmente.?’

Una vez clasificado el farmaco de acuerdo con estas propiedades, se evalua la
posibilidad de emplear los estudios de disolucidn In vitro como predictores del

comportamiento In vivo, siempre y cuando se puedan establecer las correlaciones
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requeridas. Cabe mencionar que de acuerdo con el BCS la glibenclamida es
considerada como un farmaco clase 2 contando con una baja solubilidad y alta
permeabilidad. Para los farmacos clase 2 la velocidad de absorcién es mayor que
la de disolucidn, y es ésta ultima la que controla la velocidad de absorcién In vivo

(con excepcion de medicamentos con dosis muy elevadas).?®
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3. Planteamiento del problema
La diabetes mellitus es considerada como una enfermedad crénica, que en las
ultimas décadas se ha incrementado considerablemente, convirtiéndose en la

epidemia del siglo XXI.

Estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que en el
mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes, de las cuales, el 90%

de los casos son diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2.

Para México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) 2012, el 9.17 por ciento de la poblacion adulta ha tenido un
diagndstico de diabetes, lo cual se traduce en 6.4 millones de personas que
padece dicha enfermedad en el territorio mexicano, cifras que han aumentado

considerablemente en los ultimos anos.

Con base en lo anterior, existe el intento permanente de conseguir que el control
de la glucemia sea constante durante todo el dia, con la esperanza de reducir asi
los dafos y disfunciones en érganos y tejidos causados por esta enfermedad.
Para ello se han desarrollado nuevas tecnologias en la fabricacion de

medicamentos, un ejemplo de ello es la técnica sol-gel.

Gracias a esta técnica también se han creado sistemas de liberacién controlada,
que tienen como objetivo principal, que el farmaco permanezca en el cuerpo
durante un periodo determinado a concentraciones establecidas. Sin embargo,
existe poco conocimiento sobre la liberacion y disolucién de los principios activos

formulados por esta técnica.
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En el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica se han desarrollado matrices
monoliticas de glibenclamida, un hipoglucemiante utilizado en el tratamiento de la
diabetes mellitus Tipo 2. Debido a que no existen estudios sobre la disolucién de
este principio activo a partir de las matrices sol-gel, en el presente trabajo se
pretende conocer: ¢Cuales son las condiciones experimentales en las que se
puede determinar el perfil de disolucién de la glibenclamida liberada a partir de las

matrices sol-gel?
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4. Hipoétesis
El correcto disefo de las condiciones experimentales para la prueba de perfiles de

disolucion permitira caracterizar la liberacidn de la glibenclamida.
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5. Objetivos

Objetivo general
e Determinar las condiciones experimentales de pH y agitacion para la
prueba de disolucion que mejor caracterice el perfil de liberacién de

glibenclamida a partir de monolitos elaborados por la técnica sol-gel.
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7. Metodologia

7.1 Disefo

- Actitud del investigador: Experimental

- Epoca de recoleccion de informacion: Prospectivo
- Cinética del estudio: Transversal

- Cantidad de poblaciones a investigar: Descriptivo

- Tipo de estudio: Estudio experimental aleatorio controlado

7.2  Poblacion objetivo
- Poblacién de estudio: Monolitos de glibenclamida de 5 mg, fabricadas con

la técnica sol-gel.

7.3  Criterios

- Criterios de inclusion: Monolitos de glibenclamida fabricados con la técnica
sol-gel que contengan lo equivalente a 5 mg de glibenclamida.

- Criterios de exclusién: Monolitos que floten en el medio de disolucién.

- Criterios de eliminacion: Monolitos que no liberen el farmaco.

7.4 Variables
- pH

- Agitacion
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7.5 Material, equipos e instrumentos

Material

Capacidad

Matraz volumétrico

10y 25 mL

Probeta

500 y 1000 mL

Micropipetas

1-10y 100-1000

Pipeta graduada 1 mL
Vasos de precipitados 10, 500, 1000,
4000 mL

Columna para HPLC Cs

15.0 x4.6 mm
Phenomenex
Tubos de ensayo n/a
Equipo de filtracién para

n/a

HPLC
Viales para HPLC n/a
Reservorios de vidrio n/a
Vasos para disolutor n/a
Muestreadores n/a
Gradilla n/a
Soporte universal n/a
Pinzas de tres dedos n/a
Agitador magnético n/a
Mortero con pistilo n/a

24
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Equipos e
Marca y modelo
instrumentos

Balanza

Ohaus EP214C
analitica
Micro balanza Mettler MT5
Potencidmetro Mettler Toledo
Sonicador Branson
Disolutor Vankel 700
HPLC

Organizador

Detector Hitachi Primaide
Automuestrador
Bomba
Bomba de

Arsa AR-1500L
vacio
Parilla de

Thermolyne

agitacion
Termoémetro Brannan
Crondmetro Sana 1040

'




7.6  Reactivos y materias primas

Reactivo No. de Lte. Marca Grado
Metanol 9093-03 J.T. Baker HPLC
Acetonitrilo 9093-03 J.T. Baker HPLC
Fosfato de potasio
B33C31 J.T. Baker Analitico
monobasico, monohidratado
Fosfato de potasio dibasico,
C51C16 J.T. Baker Analitico
heptahidratado
Glibenclamida (materia prima) Donacién n/a n/a
Glibenclamida (estandar) SLBG3358V Sigma—Aldrich HPLC
Acido clorhidrico 209353R Merck Analitico
Hidréxido de sodio 7680-04 Macron Farmacéutico
Octilsulfonato de sodio 226-195-4 Sigma-Aldrich Analitico

7.7 Procedimiento

7.7.1 Construccion de la curva de calibracion

Se construyé una curva de calibracion en un rango de concentraciéon de 2-10

Mg/mL. Se peso lo equivalente a 2.5 mg de estandar de glibenclamida que fue

transferida a un matraz volumétrico de 25 mL, llevando a la marca con metanol.

Se tomaron alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL las cuales fueron transferidas a

matraces volumétricos de 10 mL, se llevd a volumen con el medio de prueba para

su posterior inyeccion.
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7.7.2 Seleccion del método analitico
Condiciones del equipo: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion Hitachi
Primaide equipado con un detector de UV a 254 nm y una columna cromatografica
Phenomenex Luna Cg (2) 100 A (15.0 X 4.6 mm). Se ajusto la velocidad de flujo a

2 mL por min.

Fase movil: acetonitrilo: solucién amortiguadora de fosfatos pH 5.25, 0.05 M
(55:45). Después de ajustar el pH se adiciond octilsulfonato de sodio (10° M)
manteniendo en agitacion hasta disolver. La fase movil fue preparada, filtrada y
desgasificada diariamente, utilizando un equipo Millipore y sometiendo a bafo de
agua con ultrasonido durante 30 min. Cabe mencionar que el método analitico

para la cuantificacion de glibenclamida se validé en estudios previos.?®

7.7.3 Pruebas preliminares

7.7.3.1 Influencia del filtro
Se prepard 3 series de soluciones de glibenclamida a una concentracion de 10
Mg/mL por sextuplicado, la primera serie fue filtrada a través de un filtro Swinnex,
la segunda serie se filtré a través de un Acrodisco de nylon de 0.45 ym, en ambos
casos los filtros fueron hidratados con medio de prueba antes de ser utilizados. La
ultima serie no se filtrd, sirviendo de referencia. Las muestras fueron inyectadas al

cromatografo y se determind el porcentaje de farmaco retenido en los filtros.

7.7.3.2 Tiempos de muestreo

Se evalué tres valores de pH (5.5, 6.0 y 6.5, utilizando 2 vasos para cada pH, lo

anterior sirvié de referencia para visualizar el comportamiento de disolucion que
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presentaba los monolitos), a una velocidad de agitacion de 75 rpm.

Se peso lo equivalente a 5 mg de glibenclamida (16.6 mg de monolito sol-gel) se
transfirio a vasos de disolucién conteniendo 500 mL de los medios de prueba

desgasificados con vacio para eliminar el aire disuelto.

Se establecié los tiempos de muestreo, tomando alicuotas de 3 mL cada 15
minutos durante la primera hora, cada 30 minutos hasta las 2 horas, y después
cada 60 minutos hasta completar 8 horas, las muestras fueron inyectadas

directamente al Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion.

Al analizar las respuestas obtenidas, se decidié continuar con el estudio tomando

alicuotas cada 24 horas hasta completar 7 dias.

7.7.4 Perfiles de disolucion
Se construyd perfiles de disolucion de la glibenclamida liberada a partir de

monolitos sol-gel, utilizando diferentes condiciones de prueba (Tabla 4).

Se peso la matriz equivalente a 5 mg de glibenclamida, se utilizd como medio de
disolucion 500 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a tres valores de pH
distintos (5.5, 6.0 y 6.5, esta vez utilizando 6 vasos para cada pH), asi como dos

velocidades de agitacion (75 y 100 rpm), a una temperatura de 32 + 0.5 °C.

Se tomo alicuotas de 6 mL sin reposicion del medio, no excediendo el 10% del
volumen total de cada vaso de disolucién?® a los siguientes tiempos: 72, 96, 120,
144, y 168 horas. Las muestras fueron transferidas a viales para su posterior

inyeccién en el cromatégrafo.
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No. De vasos para
6 vasos 6 vasos 6 vasos
cada pH
72,96, 120,144, 72,96, 120,144,y 72,96, 120,144,y
Puntos de muestreo
y 168 hrs 168 hrs 168 hrs

Con los datos obtenidos para las diferentes condiciones de prueba, se calculé el

factor de similitud (f2) y el tiempo medio de disolucién de la glibenclamida.

El método modelo dependiente también fue empleado para evaluar la cinética de
liberacion de la glibenclamida en los monolitos mediante la aplicacién de cuatro
modelos matematicos: ecuacion de orden cero, de primer orden, Hixson-Crowell

asi como Higuchi.

Tabla 4. Condiciones experimentales para los perfiles de disolucion de
glibenclamida.

SA de fosfatos SA de fosfatos SA de fosfatos

Equipo
auip pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5

Aparato I Aparato Il Aparato Il

Aparato

(Paletas) (Paletas) (Paletas)

Velocidad de
o 75y 100 75y 100 75y 100

rotacion (rpm)

Temperatura del
32+0.5 32+05 32+0.5
medio (°C)
Volumen del medio
500 500 500

(mL)

Volumen de la
. 6 mL 6 Mi 6 mL
alicuota

Inyeccion de muestras
al HPLC

*SA= solucién amortiguadora




8. Resultados y discusién

8.1  Pruebas preliminares

8.1.1 Influencia del filtro
Se evalud la influencia del filtro por sextuplicado utilizando una concentraciéon de
10 pg/mL, de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 7.7.3.1. En la

Figura 3 se muestran los cromatogramas obtenidos durante la prueba.

il in fitrar 10mcg1 DATA

Sin
19 Filtrado con Acrodis] ’lmcg1 DATS

EH-5TH 10,00 b 00

0,1
02
03

04

05 i RT [min]
0 o2 04 06 05 1 12 14 4B 18 2 22 24 2F 2E 03 32 34 35 35 4 42 44 45 45 5
Figura 3. Cromatograma de la interferencia del filtro. Concentracién de las muestras 10 ug/mL. A)

Muestra de Glibenclamida sin filtrar, B) Muestra filtrada a través de filtro Swinnex, C) Muestra filtrada a

través de Acrodisco de nylon 45 pm.
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Para cada serie de muestras se determind el promedio, desviacién estandar y
coeficiente de variacion, posteriormente se calculé el porcentaje de farmaco
retenido con respecto a las muestras sin filtrar, encontrando que para el filtro
Swinnex es de 73.38 %, mientras que al utilizar el Acrodisco de nylon se obtuvo un

porcentaje de farmaco retenido del $5.26 %.

De acuerdo con la NOM-177 “La diferencia absoluta entre el promedio de los
datos de por lo menos 6 muestras de solucion filtrada y sin filtrar debe ser igual o
menor al 2%”.3° Debido a que en ambos casos existia un alto porcentaje de
glibenclamida retenida se opté por inyectar directamente las muestras al
cromatografo, tomando como principio que los monolitos sol-gel no contienen
excipientes que pudieran afectar la determinacion, ademas que la liberacién
transcurre sin la desintegracion de las matrices, lo que conlleva no tener farmaco

sin disolver en las muestras.

8.1.2 Tiempos de muestreo
Inicialmente se monitoreod la disolucion de la glibenclamida tomando alicuotas de 3
mL y realizando muestreos cada 15 minutos durante la primera hora, cada 30
minutos hasta las 2 horas, y después cada 60 minutos hasta completar 8 horas.
Como se puede observar en la Figura 4, dentro de las primeras 8 horas no se
logré detectar ni cuantificar al farmaco de interés, ya que no se observo senal al
tiempo de retencion correspondiente a la glibenclamida (2.6 min) que fuera
distinguible del ruido de la linea base en las condiciones de analisis utilizadas
(Figura 5). Por lo tanto, se optd por realizar muestreos cada 24 horas hasta

completar 7 dias.
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Figura 5. Cromatograma de glibenclamida 10 pg/mL (tiempo de retencion 2.6 min)
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Figura 4. Cromatograma de disolucion de glibenclamida, tiempo de muestreo 8 hrs.
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En los tiempos de muestreo correspondientes a las 24 y 48 horas, Figura 6, se
logré detectar al farmaco en solucion, indicando que el proceso de disolucion

estaba en proceso (Figuras 6y 7).

[T

15
15
i7
1
15
14 Sefial esperada de glibenclamida
13 disuelta en monolitos sol-gel.
12 fo\j\_«,_www%w —
i1

i
03
0B
a7

(ENuSIres JHFrETTIATE)

Sefial de glibenclamida disuelta en

A SR monolitos solgel. . L
o - e e P o i, g e i i o™
az
03
04
a5
A
07
£
29 AT min)
0 02 04 OF OB 1 12 14 15 1B 2 22 24 2B 2/ 3 32 34 IF 3B 4 42 44 4F 45 5

Figura 6. Cromatograma de disolucion de glibenglamida. A) tiempo de muestreo 24 hrs, B) tiempo de

muestreo 48 hrs
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Figura 7. Cromatograma de disolucion de glibenclamida, tiempo de muestreo 72 hrs.

8.2 Perfiles de disolucion
Después de realizar las pruebas preliminares que ayudaron a establecer los
tiempos de muestreo, se prosiguié con la disolucion del activo a diferentes valores

de pH (5.5, 6.0 y 6.5), utilizando dos velocidades de agitacién (75 y 100 rpm).

En la Figura 8 se reporta la cantidad de glibenclamida disuelta (mg) vs el tiempo
(h), donde se observa, que la mayor cantidad de farmaco disuelto se presenta

transcurridas las 168 horas.
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Figura 8. Perfiles de liberacion de monolitos de glibenclamida a diferentes condiciones de estudio,
empleando 500 mL de medio de disoluciéon a 32 °C+ 0.5 (Aparato Il paletas). Cada punto representa el
promedio de 6 unidades.

Como se puede apreciar, al aumentar el pH del medio aumenta la cantidad de
farmaco liberado, ya que existe una mayor disolucion a pH 6.5 en comparacion

con pH 6.0 0 5.5 (Figura 8).

La cantidad de glibenclamida disuelta a los valores de pH mencionados a las 168
h es de 5.22, 2.16 y 1.48 mg, respectivamente; tomando en cuenta una agitacion
de 75 rpm. Agitacion que en todos los casos mostrd una mejor liberacion del
principio activo. Para la segunda condicion de agitacion (100 rpm), la maxima
cantidad de farmaco liberado transcurridas las 168 h fue de 4.43, 1.76 y 1.02 mg

respectivamente.

El comportamiento pH dependiente que presenta la disolucion de la glibenclamida
ha sido observado en estudios previos3' en donde se reportd un mayor porcentaje

de farmaco liberado a pH mas alcalino (solucién amortiguadora de borato pH 9.5)
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sin embargo, un valor de pH alto es de poca relevancia para las condiciones
fisiologicas que se pudieran encontrar en el organismo.3? Otro factor importante a
mencionar, es la solubilidad de la glibenclamida, en donde se ha estudiado que

dicha propiedad también resulta ser pH dependiente.3?

Con el propésito de ampliar el conocimiento sobre la liberacion de la
glibenclamida, se decidié realizar comparaciones mas certeras de los perfiles de

disolucion obtenidos.

Existen diferentes métodos que pueden ser empleados en la comparacion de
perfiles de disolucion, entre los que se encuentran los métodos modelo

dependiente y modelo independiente.

Un método modelo independiente simple es el calculo del factor de similitud (f2), el
cual especifica que dos perfiles se consideran similares si los valores de f2 se
encuentran entre 50 y 100.3® Asi mismo, se incluyd la determinacion del tiempo
medio de disoluciéon (TMD), ayudando a visualizar el tiempo promedio requerido

para la disolucion del principio activo.

8.2.1 Modelo independiente

8.2.1.1. Calculo del factor de similitud (f2)
El célculo de f2 se realizd a partir de la diferencia entre los valores promedio del
porcentaje disuelto, para cada par de condicion, comparando pH entre si y

agitaciones entre si.
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Para efectos de identificacién se le asignd una letra a cada condicion de estudio,
asi mismo, el calculo se realizé tomando en cuenta no mas de un valor, después

de que la primera condicion alcanzara el 85% disuelto.

En primera instancia se compararon las dos velocidades de agitacion 75 vs 100
rpom (Tablas 5), obteniendo un valor de 59.31 al utilizar solucion amortiguadora pH
5.5, un valor de 65.90 a pH 6.0 y 49.42 a pH 6.5. Lo anterior indica que existe un
comportamiento similar entre las condiciones Ay B, C y D, ya que los valores de f2
son mayores a 50, caso contrario al comparar las condiciones E y F, las cuales no
cumplen con el criterio de aceptacion para asegurar la similitud entre los dos

perfiles de disolucion.

Por otro lado, los valores de f2 variando el pH y manteniendo una misma velocidad
de agitacion, son menores a 50 en todos los medios de disolucién propuestos

(Tabla 6 y 7), comprobando que no existe similitud en ninguno de los casos.

Tabla 5. Valores de 2 obtenidos al comparar pH 5.5, 6.0 y 6.5.

59.31 65.90 49.42

Tabla 6. Valores de f2 obtenidos al comparar las agitaciones de 75 rpm.

24.60 15.93 38.56




Tabla 7. Valores de f2 obtenidos al comparar las agitaciones de 100 rpm.

32.14 23.21 45.92

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de los perfiles de disolucion,
se determin6é que la condicion F es la que mejor discrimina la disolucion de la
glibenclamida (velocidad de agitacion de 75 rpm, solucion amortiguadora de
fosfatos pH 6.5), ya que presenta una mejor liberacion transcurridas las 168 horas.
Sin embargo, con la obtencion de los perfiles no es posible concluir que F sea la
Unica condicion que cumpla con éstas caracteristicas. Por lo tanto, el calculo de f2
también ayuddé a demostrar si existia similitud entre el mejor perfil obtenido

(condicién F) con respecto a las demas condiciones probadas.

Al corroborar que el factor de similitud es menor a 50 se determina que F es la
mejor condicion, ya que ninguna curva de disolucion presenta un comportamiento

similar a esta.

8.2.1.2 Tiempo medio de disolucion (TMD)

Este enfoque modelo independiente, es una medida de la velocidad del proceso
de disolucién, en donde se realizan comparaciones directas con los datos de

disolucion obtenidos.3* Ademas, para las formas farmacéuticas de liberacion

37

——
| —



sostenida puede ayudar a determinar el efecto retardante que ejerce el polimero o

la matriz que contiene al principio activo.%®

Tabla 8. Valores obtenidos para el tiempo medio de disolucién (TMD) en términos acumulativos.

Velocidad de
Condicién TMD (h)

agitacion

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos del tiempo medio de disolucion,
evidenciando que las condiciones A y D son las que presentan un mayor valor
para este parametro, por tanto, cuanto mayor sea el TMD, mas lenta sera la

velocidad de liberacion de la glibenclamida desde los monolitos sol-gel.

En contraste, las condiciones B y E (utilizando pH 6.0) muestran un valor inferior
con respecto a las demas condiciones, en donde el tiempo promedio requerido
para la liberacion de la glibenclamida oscila entre 77.68 y 82.63 horas

respectivamente.
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8.2.2 Cinética de disolucion (Modelo dependiente)
El método modelo dependiente se empled para evaluar la cinética de liberacion de
la glibenclamida mediante la aplicacion de cuatro modelos matematicos: orden

cero, primer orden, Hixson-Crowell y Higuchi.

Tabla 9. Valores de r? mediante la aplicacion del modelo dependiente (orden cero, primer orden, Hixson-
Crowell y Higuchi).

Orden cero Orden 1 Hixson- Crowell Higuchi

Velocidad
d R0 In % ND Vi
e . n 7% : tvs%ND
o Disuelto % ND
agitacion
5.5 A 0.9464 0.9595 0.9515 0.9834
75 6.0 B 0.9867 0.9562 0.9303 0.9999
6.5 C 0.9290 0.9896 0.9863 0.9524
5.5 D 0.9869 0.9885 0.9845 0.9942
100 6.0 E 0.9977 0.9777 0.9647 0.9999
6.5 F 0.9290 0.9891 0.9659 0.9771

Al ajustar los datos a los diferentes modelos de disolucion (Tabla 9), se encontré
que los estimados del coeficiente de determinacién para las condiciones C y F se
ajustan a la cinética de primer orden, este modelo sugiere que la velocidad de
liberacion es directamente proporcional a la cantidad de glibenclamida que
permanece en los monolitos, en donde velocidad de liberacion disminuye con el

tiempo.?12?




Por ultimo, en las condiciones A, B, D y E la liberacion de glibenclamida se ajusta
al modelo de difusiéon de Higuchi, que describe la liberacidon del farmaco mediante
un proceso de difusion, basado en la Ley de Fick.?? Esta relacion puede ser usada
para describir la disolucién del principio activo a partir de formas farmacéuticas de
liberacién modificada, como es el caso de los sistemas de liberacién transdérmica

y matrices poco solubles en agua.?'2236
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9. Conclusiones
De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se logro
encontrar la mejor condicion de pH y agitacién para caracterizar la liberacion de la
glibenclamida contenida en monolitos sol-gel, observando que al utilizar solucion
amortiguadora de fosfatos pH 6.5 como medio de disolucion y una agitacion de 75
rom, existe una mayor liberacion del principio activo en comparacion con las
demas condiciones propuestas, hecho que fue corroborado al realizar el calculo
del factor de similitud, demostrado que ninguna curva presenta un comportamiento

similar a la condicidon seleccionada.

Por otro lado, se observé que la disolucion de la glibenclamida esta fuertemente
influenciada por el pH del medio, ya que al evaluar el pH mas bajo (5.5) se obtuvo

una menor cantidad de farmaco liberado.

En cuanto a la cinética de disolucion, la condicion elegida se ajusté a un modelo
de primer orden, el cual sugiere que la velocidad de liberacion es proporcional a la
cantidad de farmaco que permanece en los monolitos, en donde la velocidad de
liberacion va disminuye con el tiempo. Las demas condiciones estudiadas se

ajustaron al modelo de difusion de Higuchi.
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