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1. INTRODUCCION.

En su mayoria los farmacos son moléculas ajenas al cuerpo humano, por lo que son
considerados xenobioticos o agentes extrafios. Estas moléculas pasan por un complejo
proceso metabolico en el organismo hasta que llevan a cabo su accion farmacologica y son
eliminados. EI metabolismo es un proceso farmacocinético que involucra varias etapas y una
de ellas es la biotransformacion del farmaco, en esta etapa sufre un cambio estructural, por
lo que la molécula obtenida se denomina metabolito secundario.

Este cambio de productos quimicos de un grupo quimico a otro es realizado por una enzima.
Las principales enzimas metabolizadoras de farmacos son oxidasas, reductasas e hidrolasas.
Estas enzimas se encuentran en el higado, componen un sistema denominado citocromo P450
situado en el hepatocito, especificamente en los microsomas del Reticulo Endoplasmico
Rugoso de ésta célula. El citocromo P450 participa en mas de un 50 % de farmacos
recientemente desarrollados como ruta metabdlica, sin embargo, existen enzimas esterasas,
que no forman parte del citocromo P450, y que participan en el metabolismo de un 20 a 35
% de farmacos, estas esterasas son un grupo de enzimas que actuan directamente en farmacos
que incluyen algun grupo funcional amida o éster.

Los estudios cinéticos de biotransformacion en el desarrollo de farmacos permiten estimar
en qué medida se obtiene la formacion de un metabolito secundario en el cuerpo humano y
como consecuencia en qué cantidad es dafiino para la salud. Ademas de lo anterior, las
esterasas participan en la activacion de profarmacos de mayor biodisponibilidad, muchos de
ellos sirven para prevenir padecimientos de alto riesgo como el cancer y patologias hepaticas
que a la larga afectan a este grupo de enzimas.

En la presente investigacion se busca caracterizar con datos experimentales el proceso de
biotransformacion de farmacos, especificamente la hidrdlisis llevada a cabo por enzimas

esterasas, contribuyendo como fundamento experimental comprobado.



2. MARCO TEORICO.

2.1 DESARROLLO DE FARMACOS.

El desarrollo de farmacos se centra en la evaluacion de la seguridad: toxicidad y eficacia de
nuevas moléculas de farmacos.®

El objetivo clave del desarrollo de farmacos es la generacion de una base de datos cientificos
que respalde el perfil de eficacia y seguridad de los regimenes de dosificacion destinados a
la comercializacion. En promedio, cada nueva molécula de farmaco requiere de 12 a 15 afios
para llegar al paciente y cuesta una cantidad asombrosa de US $ 400-650 millones.®
Aunque se estan utilizando nuevos métodos, el método clasico de eleccion de farmacos
potenciales para el desarrollo en la industria farmacéutica ain depende de una evaluacion de
la actividad farmacodinamica in vitro y/o en modelos con animales.

Depende en gran medida de las propiedades biofarmacéuticas (por ejemplo, solubilidad,
estabilidad, permeabilidad y primer paso) y farmacocinéticas (tasa de eliminacion, vida
media biolodgica, grado de unién a proteinas y volumen de distribucion) del farmaco, ya que
estas propiedades controlan la velocidad y la medida en que el medicamento puede llegar a
su sitio de accion, es decir, biofase.®

Aunque la industria farmacéutica se involucra en muchas formas de innovacién, en general
la mas importante es el descubrimiento y desarrollo de nuevas entidades quimicas
biofarmacéuticas puesto que pueden convertirse en nuevas terapias.

Para establecer la seguridad de los farmacos como nuevas terapias se requiere la
cuantificacion de metabolitos cuando el metabolito es toxico, farmacolégicamente activo y
cuando la concentracion del metabolito alcanza o excede la concentracion del farmaco
precursor en el plasma.

La demanda de anélisis de farmacos con bajos niveles en muestras biol6gicas complejas, ha
aumentado significativamente en los Gltimos afios. Los nuevos farmacos tienen tipicamente
alta potencia, por lo que se administran dosis pequefias, y por lo tanto, los limites de deteccion

de estos farmacos y sus metabolitos son de gran importancia.’
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2.1.1 Etapas del desarrollo de farmacos.

La FIGURA 1 muestra las etapas principales de un modelo clasico para el desarrollo de un
farmaco. El proceso comienza con la investigacion sobre las causas de una enfermedad, que
en algunos casos puede llevar a la identificacion de una o varias dianas moleculares asociadas
con esa enfermedad. Los pasos siguientes involucran la identificacién de compuestos activos
con la diana molecular y la optimizacion de su actividad bioldgica. Estos ensayos se hacen
in vitro con blancos moleculares aislados de las células. Los compuestos activos se someten
a varias evaluaciones experimentales que implican ensayos en lineas celulares, en animales
y pruebas clinicas en humanos. Los compuestos que pasan satisfactoriamente por todas las
etapas son aprobados para uso clinico por un agente regulatorio, por ejemplo, la Comisién
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México o la Food and
Drug Administration (FDA) en Estados Unidos.®

f |. Etapa de descubrimiento y optimizacion A

e Identificacion

) AP ldentificacion ) |

| |nvestigacion y validacion de Hits }
basica de la diana compuestos i
lider |

II. Etapa de desarrollo \. / lIl. Mercado

i |Evaluacion ( Fase Fase ( Fase é,‘Aprobaci(’)n
preclinica Lcllnlcal clinica Il LC“nlca”' ™ | regulatoria

FIGURA 1. Etapas principales en el desarrollo de farmacos.
————— Reposicionamiento de farmacos.
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2.2 FARMACOCINETICA.

La farmacocinética puede definirse como el estudio del comportamiento o evolucion
temporal, desde un punto de vista cuantitativo, de los fArmacos en el organismo, desde que
son administrados hasta que se eliminen.®

Abarca el estudio de los procesos de entrada del farmaco en el organismo, llegada al lugar de
accion, metabolismo y salida del mismo. Los componentes basicos de la farmacocinética se
abrevian en la serie ADME (Absorcidn, Distribucion, Metabolismo y Eliminacion).®

2.2.1 Metabolismo de farmacos.

El metabolismo de los farmacos se refiere a la transformacion bioquimica de los compuestos
en formas quimicas més polares. Aunque el metabolismo mediado por el citocromo P450 es
la ruta mas comun del metabolismo de los farmacos (mas del 50%), las enzimas que no son
P450 también juegan un papel importante en el metabolismo de farmacos recientemente
desarrollados (20-35%). Entre las enzimas que no son P450, las esterasas contribuyen
significativamente al metabolismo de farmacos (aproximadamente 35%). Las esterasas estan
involucradas en la bioactivacion farmacologica de profarmacos que contienen éster, enlaces
de amida y tioéster, o inactivacion de farmacos.?

El metabolismo estd involucrado con los procesos quimicos de biotransformacion como
mecanismo de desintoxicacioén o activacion. EI metabolismo de farmacos es un proceso
complejo que involucra el sistema hepatico y otros sistemas enzimaticos. EI higado es el

principal sitio metabdlico.*

2.3 BIOTRANSFORMACION.

La biotransformacion de farmacos consiste en la modificacion quimica de la molécula, por
medios enzimaticos, que permite la pérdida total o parcial de la actividad farmacolégica del
compuesto. Cuando la pérdida de la actividad es parcial, se considera la produccion de los

metabolitos activos.1®

12



2.3.1 Tipos de procesos de biotransformacion.

Las reacciones metabdlicas de biotransformacion de acuerdo a la TABLA 1 se dividen en:1!

TABLA 1. Reacciones de la FASE | y LA FASE 1.

FASE |

a) Oxidacion.

Hidroxilacion ~ (Aromatica vy
alifatica).

(O, N, S)-Desalquilacion.

(N, S)-Oxidacion.

Desulfuracion.

Desaminacion.

Deshalogenacion.

b) Reduccién.

Azorreduccion.

Nitrorreduccion.

c) Hidrdlisis

Esteres.

Amidas.

FASE II

a) Conjugacion.

Con el &cido glucuronico.
Con sulfatos activos.
Acetilacion.

Metilacion.

Con glutation.

Con glicina o glutamina.

Las reacciones de la FASE | implican modificaciones quimicas del farmaco y la aparicion de

nuevos grupos funcionales en la molécula o, eventualmente fragmentacion de su estructura.

La mayoria de las reacciones de FASE | son catalizadas por reacciones redox por una familia

de hemoproteinas llamadas citocromo P450 dependientes de monooxigenasa. °

El resultado es un nuevo metabolito o metabolitos que generalmente son mas polares y

reactivos. Los metabolitos generados durante las reacciones de FASE | con frecuencia se

conjugan con moléculas enddgenas (es decir, acido glucurdnico, glutation, sulfato,

aminodcidos, etc.) mediante las reacciones de FASE 11.°
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Hidrolisis
Este tipo de reacciones se producen habitualmente por hidrolasas de localizacién microsomal
hepética, en los eritrocitos, plasma y otros tejidos. Dependiendo del enlace hidrolizado, las
enzimas pueden ser una esterasa, amidasa, glucosidasa o peptidasa.?
Cuando se produce una hidrolisis, la concentracion del principio activo disminuye, mientras
que la de los productos aumenta. El efecto de este cambio sobre la velocidad de reaccion
depende del orden de la reaccion.
Con las reacciones de primer orden, que ocurren frecuentemente en la hidrolisis de los
farmacos, la velocidad de cambio es directamente proporcional a la concentracion de la
sustancia reactiva. Asi que es que, los cambios en la concentracion del principio activo no
tienen ninguna influencia sobre el porcentaje de descomposicion.t?
Hidrdlisis de amidas.
El proceso de hidrélisis de un grupo amida consiste en la ruptura del siguiente enlace:
R-CO-HN,

Este proceso de hidrdlisis puede llevarse a cabo de diversas maneras:

e Hidrolisis quimica, la cual se hace en presencia de alcalis o &cidos.

e Hidrdlisis enzimética, la cual se hace en presencia de enzimas.
El proceso de hidrélisis enzimatica estd comprendido en 3 etapas:

e Formacion del complejo enzima-sustrato.

e Ruptura del enlace amidico dando como resultado la liberacion de un producto.

e Separacion del producto restante después de un ataque nucleofilico de una molécula

de agua.'*

Cinética de hidrélisis enzimatica.
Debido al uso potencial del plasma y otras proteinas de la sangre, existe hoy dia gran interés
por modelar el comportamiento de sistemas que involucran reacciones de hidrolisis
enzimatica, con el fin de dimensionar equipos industriales, pronosticar comportamientos
dindmicos, controlar tiempos de proceso y otras variables cinéticas.
Las principales enzimas que acttan rompiendo enlaces tipo amida, se producen en el higado

y también se encuentran circulando en el torrente sanguineo. Estas son las esterasas.®
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2.4 ESTERASAS.

Las esterasas son enzimas que catalizan reacciones de hidrdlisis (FASE | de la
biotransformacion) de ésteres, amidas e hidrazidas.'®

El plasma humano contiene solo 2 esterasas, la butirilcolinesterasa y la paraoxonasa en
cantidades significativas y la acetilcolinesterasa en niveles bajos. A diferencia de los
animales, el plasma humano no contiene carboxilesterasa; sin embargo, se ha informado que
la albdmina tiene actividad de esterasa, aunque solo como reaccion a medias.!’

La esterasa hepatica, que cataliza la hidrolisis de ésteres alifaticos, es de gran interés por la
oportunidad que ofrece para comparar su accion en relacion con sustratos simples. El
comportamiento cinético de esterasa de higado de cerdo en funcion de la concentracion de
sustrato nunca ha sido investigado en un entorno libre de los efectos inhibidores de los
almacenamientos intermedios y de indicadores de pH.®

En general, la cinética de estado estacionario (sus caracteristicas no varian con el tiempo) de

las esterasas se describe mediante la ecuacion de Michaelis-Menten.’

2.5 CARACTERIZACION DE LA BIOTRANSFORMACION.

Por su naturaleza las enzimas abarcan un amplio espectro de estudio que va desde su
implicacion en el metabolismo hasta su estructura pasando por su cinética.

Los modelos para la reaccion de la hidrolisis enzimética se pueden clasificar dentro de dos
categorias: tipo de modelo (empirico o mecanistico) y tipo de sustrato (puro o impuro). La
mayoria de los modelos mecanisticos para esta reaccion son modelos Michaelis Menten.

Al poner en préctica la cinética de Michaelis-Menten se recurre al diagrama de Lineweaver-
Burk que se emplea como herramienta gréafica para calcular los parametros cinéticos de una
enzima. La representacién grafica de Lineweaver-Burk permite identificar:

e Pendiente (Km/Vmax)
o Km (constante de Michaelis-Menten)
o Vmax (velocidad maxima)

e Interseccion en el eje y (1/Vmax)

e Interseccion en el eje x (-1/ Km)
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FIGURA 2. Expresion de Lineweaver-Burk.
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FIGURA 3. Representacion grafica de Lineweaver-Burk.

Es cierto que la representacion de Lineweaver-Burk presenta algunos inconvenientes ya que,
al requerir de dobles inversos, pequefios errores experimentales pueden conducir a grandes
errores. Ademas, el hecho de que a altas concentraciones los puntos se aglutinen al principio
de la gréfica puede dar lugar a célculos erréneos. Sin embargo, si los experimentos se
plantean correctamente desde el punto de vista metodoldgico, los resultados son totalmente

confiables.18

2.6 TECNICAS PARA MEDIR LA BIOTRANSFORMACION.
El estudio del destino metabdlico de los farmacos es una parte esencial e importante del

proceso de desarrollo de farmacos, la investigacion de las vias metabdlicas de los farmacos,
las interacciones medicamentosas, la influencia de polimorfismos genéticos y otros factores
que influyen en la FASE 1 y/o 11 del metabolismo de un farmaco.

El andlisis de metabolitos en matrices bioldgicas complejas es una tarea desafiante, por lo
tanto, se utilizan varios metodos analiticos para la calificacion y cuantificacion de
metabolitos de farmacos. La cromatografia liquida junto con la espectrometria de masas (LC-
MS) se ha convertido en la herramienta analitica mas poderosa para el cribado y la

identificacion de metabolitos de fArmacos en matrices bioldgicas.

16



Sin embargo, la preparacion adecuada de la muestra es un aspecto de requisito previo clave
del bioanalisis cuantitativo y cualitativo exitoso.

Se utilizan propuestas diferentes de la cuantificacion directa para la evaluacion de
metabolitos en muestras biologicas; por ejemplo, la cuantificacion indirecta a través del
farmaco original después de la hidrolisis del metabolito es frecuentemente utilizada. El
método mas utilizado para este tipo de ensayos es la cromatografia liquida acoplada a
diferentes detectores como el espectrometro de masas o el detector UV. Los métodos LC-
MS se consideran los mas apropiados para la determinacién de farmacos y sus metabolitos,
y también son los mas adecuados para el analisis de alto rendimiento. Sin embargo, en los
ensayos de LC-MS, el efecto de la matriz y la seleccidn de estandares internos adecuados
deberian abordarse adecuadamente. °

2.6.1 Otras tecnicas de deteccion.

Los detectores UV, de fluorescencia y electroquimicos generalmente se acoplan con un
cromatografo liquido para la determinacion de los fArmacos y sus metabolitos. El tiempo de
analisis total de estos métodos es a menudo largo porgue se requiere una separacion
cromatografica de referencia para fines de cuantificacién. En términos de reproducibilidad y
robustez, la deteccién de UV y fluorescencia tiene una ventaja sobre la espectrometria de
masas. Sin embargo, los métodos son menos sensibles y especificos, lo que requiere una
preparacion de muestras extensa invirtiendo mucho tiempo en comparacién con la
espectrometria de masas.

Antes del advenimiento de la espectrometria de masas, la UV era la principal técnica de
deteccion utilizada en farmacocinética para la cuantificacion de farmacos y sus metabolitos
en matrices bioldgicas. Aungue robusto, confiable, simple y facil de usar, la deteccion UV
proporciona una sensibilidad relativamente baja, especialmente cuando el compuesto de

interés no tiene cromaoforo significativo.?°
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2.7 PROPIEDADES DE LOS FARMACOS MODELO DE ESTUDIO.

Muchos farmacos que contienen un grupo amida o éster tienen utilidad terapéutica como

analgeésicos, anestesicos locales y antiinflamatorios por lo cual es de gran importancia

estudiar su proceso de hidrolisis (FASE | de la biotransformacion).?* La Indometacina y la

Glibenclamida son farmacos cuya frecuencia de uso ha aumentado los Ultimos afios, motivo

para ser objeto de estudio.

TABLA 2. Propiedades quimicas de la Indometacina y la Glibenclamida.

PROPIEDAD

Estructura quimica

Solubilidad

Coeficiente de
absortividad (€)

Coeficiente de
particion (Log P)

Longitud de onda (X)

Peso molecular

pKa

INDOMETACINA
N
/ CHj
H4CO
COOH
Etanol, éter, acetona, aceite de

castor, insoluble en agua, 1 g/

30 mL en cloroformo.??

20800, 16200, 6290.%

4,272

230, 260, 319 nm.?
357.79 g/mol.?

4.5.%
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GLIBENCLAMIDA

o 0
S¥e
o SNTON
" ‘ H H
N N
| H
OCHg

Escasamente soluble en agua,
insoluble en éter, Soluble en

etanol, cloroformo y metanol.?

17686.%*

4775

242 nm. %
494.003 g/mol.

5.3.2%



3. PROBLEMA DE INVESTIGACION.

PLANTEAMIENTO:

La investigacion del proceso de biotransformacion de farmacos surge desde el afio
1977, pero desde ese entonces no se genero evidencia de su evaluacion hasta muy
recientemente en 2016 estudiandose el efecto del pH, temperatura y la presencia de
sales en procesos de hidrdlisis sobre diversos tipos de sustratos.

Durante esos periodos de tiempo se ha olvidado valorar los efectos que pueden ocurrir
por la hidrolisis de esterasas de acuerdo a su matriz biologica y las posibles
influencias existentes en la formacion de metabolitos secundarios o profarmacos.

Y la importancia de caracterizar la actividad hidrolitica de las esterasas radica en que
su analisis permite conocer en qué medida un metabolito secundario p+roduce dafio
a la salud, asi como también mejorar propiedades farmacocinéticas de los farmacos.
Un ejemplo de lo segundo es la activacién favorable de profarmacos por accién de
esterasas.

Gracias a la evidencia documental que esta investigacion generara

19



4. OBJETIVOS.
e GENERAL:
Optimizar una metodologia que permita determinar la cinética de hidro6lisis de
farmacos por esterasas en solucion y en plasma de rata para llevar a cabo

estudios relacionados con el desarrollo de farmacos.

e PARTICULAR:
Estandarizar las condiciones para la hidrolisis de los farmacos en estudio.

5. HIPOTESIS.
A partir de la cuantificacion de farmaco no hidrolizado se determinara la cinética
enzimatica del proceso metabdlico de hidrolisis de farmacos para estandarizar una

metodologia en solucion de esterasa y plasma de rata.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

TABLA 3. Clasificacion del estudio.

6.1 TIPO DE ESTUDIO.
- Finalidad. Descriptivo.

- Factores de estudio. Experimental.

- Secuencia temporal. Longitudinal.

- Cronologia de hechos. Retrospectivo.

6.2 POBLACION A ESTUDIAR. Alicuotas de farmacos en plasma de rata y
solucién de esterasa tomadas a los tiempos

0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 min.

6.3 CRITERIOS DE
PARTICIPACION.

- De inclusién. - Farmacos con amidas hidrolizables.
- Alicuotas de 1 mL de cada tiempo.

- Muestras cumplan con condiciones de
incubacion.

_ - Alicuotas tomadas a diferentes tiempos.
- De exclusion. o
- Mal aforo de la solucion inicial.

o - Plasma de otro animal.
- De eliminacion. o
- Farmacos no hidrolizables por esterasas.

- Alicuotas de volumen incorrecto.
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7. METODOLOGIA.
7.1 MATERIAL.

TABLA 4. Materiales utilizados en la metodologia experimental

INSTRUMENTO/EQUIPO/MATERIAL

Microbalanza.

Parrilla de Agitacion y Calentamiento.

Madulo de Destilacion.
Sonicador.
Acrodiscos

Pipeta Pasteur
Agitador Magnético
Gradilla
Matraz Erlenmeyer 500 mL
Potenciometro
Matraz Erlenmeyer 100 mL
Matraces Aforados 10 mL
Pipeta Volumétrica 1 mL
Matraz Aforado 100 mL

Pipeta Volumétrica 5 mL

Pipeta Micrométrica 10-100 KL

Pipeta Micrométrica 100-1000 HL

Puntas Azules
Puntas Amarillas

Celda de Vidrio

Espectrofotometro UV-Visible

Tubos de Ensaye
Vortex

Centrifuga

MARCA
Mettler.
Barnstead Thermolyne
Merck Millipore
Branson
Merck Millipore
Brand
Veravitrum
Nalgene
Pyrex
Hanna Instruments
Pyrex
Kimax
Pyrex
Pyrex
Kimax

Socorex
Eppendorf

Eppendorf
Eppendorf
Agilent
Varian
Kimble Chase
Thermolyne

Eppendorf
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SERIE
MT5
13100509989
F7CA94436Q
3800
R3BA22292
747715
N/E
13MN
4980
HI12210
4980
28014
7102
5640
37000
12011981

135049F

E164805R
U1230450
6610000800
IF-060
94500660001
1271050891543
5417C



7.2 REACTIVOS.

TABLA 5. Reactivos utilizados en la metodologia experimental.

REACTIVO
Fosfato Monobésico de Potasio
Agua Destilada
Hidroxido de Sodio
Acido Fosforico
Sulfato Cuprico
Tartrato de potasio sédico
Yoduro de Potasio
Acido Acético
Metanol
Glibenclamida
Indometacina
Alblimina de Huevo
Esterasa de Higado Bovino

Plasma de Rata Wistar Hembra

Solucion Salina Isoténica

Acetonitrilo
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MARCA
J.T. Baker
Merck Millipore
J.T. Baker
Merck
Sigma
Reasol
Sigma
J.T. Baker
J.T. Baker
Sigma-Aldrich
Neolpharma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Ninguna
Pisa Farmacéutica

Tecsiquim

LOTE
3818-05
146654
PE0659
605309

83H-3417
8732
94F-3432
9508-02
Y07C07
SLBG3358V
60-03-11
N/E
SLBM5397V
Ninguno
P18Y546
TEC-096-REH


http://www.merckmillipore.com/INTL/es/product/A.-pur.-ster.-50ml-sc/se,MDA_CHEM-146654

7.3 PROCEDIMIENTO.
7.3.1 Preparacion de la SA de fosfatos pH 7.4 [0.02 M].

Pesar 108.8 mg de fosfato monobaésico de potasio. Agregar la pesada a un matraz Erlenmeyer
de 500 mL, disolver con 100 mL de agua destilada. Agregar agua destilada hasta el volumen
de 400 mL. Calibrar el potenciémetro con las soluciones pH 7 y pH 10. Medir el pH de la
SA de fosfatos. En caso de ser necesario ajustar el pH de la SA con hidroxido de sodio o

acido fosforico hasta 7.4.

7.3.2 Preparacion del reactivo de Biuret.
Disolver 150 mg de sulfato ctprico y 600 mg de tartrato de potasio sédico en 50 mL de agua
en un matraz Erlenmeyer de 100 mL. Aforar con solucion de hidroxido de sodio (1:10).

Mezclar. Se agregaron 250 mg de yoduro de potasio.

7.3.3 Preparacion de las soluciones para la curva patron.

PATRON 1: Pesar 5 mg de GLIBENCLAMIDA. Colocar pesada en un matraz aforado de
10 mL. Mezclar con un poco de metanol. Aforar con metanol. Realizar diluciones para
obtener las concentraciones de 36, 33, 30, 27 y 24 mg/dL para preparar la curva patron.
Preparar curva de albumina por triplicado.

PATRON 2: Pesar 5 mg de INDOMETACINA. Colocar pesada en un matraz aforado de 10
mL. Mezclar con un poco de metanol. Aforar con metanol. Realizar diluciones para obtener
las concentraciones de 24, 22, 20, 18 y 16 mg/dL para preparar la curva patron. Preparar
curva de albumina por triplicado.

7.3.4 Cuantificacion de proteinas.

Stock de albtumina bovina.

Pesar 100 mg de albdmina. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con SA de
Fosfatos pH 7. 4 [0.02 M]. Realizar diluciones para obtener las concentraciones de 400, 200,
160, 120 y 80 mg/dL para preparar la curva patron. Preparar curva de albimina por triplicado.
Muestras de solucidn de esterasa.

Vaciar el contenido total de esterasa sin raspar paredes del frasco. Disolver el contenido
restante del frasco de esterasa en 100 mL de SA de Fosfatos pH 7. 4 [0.02 M]. Tomar una
alicuota de 5 mL. Colocar alicuota en matraz aforado de 10 mL. Aforar con SA de Fosfatos

pH 7. 4 [0.02 M]. Dejar reposar soluciones 30 minutos. Preparar 10 veces la muestra.
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Muestras de plasma de rata.
Tomar una alicuota de 1 mL de plasma. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con
SA de Fosfatos pH 7. 4 [0.02 M]. Dejar reposar las soluciones 30 minutos. Preparar 10 veces

la muestra. Leer a una longitud de onda de 540 nm_en el espectrofotometro.

Datos teoricos previamente encontrados de una cuantificacion de proteinas:
PROTEINAS EN PLASMA: 121 mg/mL
PROTEINAS EN SOLUCION DE ESTERASA: 327 mg/mL%

TABLA 6. Volimenes utilizados para preparar la curva patron y muestras para la
cuantificacion de proteinas en solucion de esterasa y plasma de rata.
TUBOS SA (pL) STOCK BIURET MUESTRA CURVA

(nL) (mL) (mL) (mg/dL)
1-3 0 2000 3 0 400
4-6 0 1000 4 0 200
7-9 200 800 4 0 160
10-12 400 600 4 0 120
13-15 600 400 4 0 80
16 - 18 800 200 4 0 40
19 1000 0 4 0 Blanco
20-29 0 0 4 1 Esterasa
30-39 0 0 4 1 Plasma
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7.3.5 Determinacion de cinética de hidrolisis.

Cineética de GLIBENCLAMIDA en solucién de esterasa.

Pesar 10 mg de Glibenclamida. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con
METANOL. De la solucién anterior tomar 200, 400 o 800 pL. Colocar la alicuota anterior
en un tubo de ensaye. Adicionar suficiente solucion de esterasa al 80 % diluido con solucién
salina isotonica (2 mL). Llevar a 10 mL (Concentracion 80, 40 0 20 ug/mL 0 2, 1 0 0.5 x10"
4 M). Preparar cada solucion por triplicado. Someter inmediatamente las soluciones a
incubacion con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 + 0.5 °C). Tomar muestras de 1 mL
de cadatubo alos 0, 10, 20, 40, 50, 60 y 90 minutos. Depositar las muestras tomadas en tubos
de polipropileno. Agregar 2 mL de acetonitrilo a cada muestra de cada tiempo. Agitar en
vortex durante 20 segundos. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos. Tomar 0.5 mL
sobrenadante y depositar en celda de vidrio. Leer sobrenadante a 254 nm en
Espectrofotometro UV-Visible. Se realizaron curvas patron de acuerdo a la TABLA 7. Las

curvas se leyeron de manera conjunta con las muestras.

TABLA 7. Esquema de la curva patron para cuantificar GLIBENCLAMIDA en solucion
de esterasa de higado bovino.

PATRON 1 (uL) AFORO (mL) CURVA (pg/mL)
720 10 36
660 10 33
600 10 30
540 10 27
480 10 24
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Cinética de INDOMETACINA en solucion de esterasa.

Pesar 10 mg de Indometacina. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con
METANOL. De la solucién anterior tomar 200, 400 o 800 pL. Colocar la alicuota anterior
en un tubo de ensaye. Adicionar suficiente solucion de esterasa al 80 % diluido con solucién
salina isotonica (2 mL). Llevar a 10 mL (Concentracion 80, 40 0 20 ug/mL 02, 1 0 0.5 x10°
4 M). Preparar cada solucion por triplicado. Someter inmediatamente las soluciones a
incubacidn con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 £ 0.5 °C). Tomar muestras de 1 mL
de cadatubo alos 0, 10, 20, 40, 50, 60 y 90 minutos. Depositar las muestras tomadas en tubos
de polipropileno. Agregar 2 mL de acetonitrilo a cada muestra de cada tiempo. Agitar en
vortex durante 20 segundos. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos. Tomar 0.5 mL
sobrenadante y depositar en celda de vidrio. Leer sobrenadante a 285 nm en
Espectrofotdémetro UV-Visible. Se realizaron curvas patron de acuerdo a la TABLA 8. Las

curvas se leyeron de manera conjunta con las muestras.

TABLA 8. Esquema de la curva patron para cuantificar INDOMETACINA en solucién

de esterasa de higado bovino.

PATRON 2 (pL) AFORO (mL) CURVA (pg/mL)
480 10 24
440 10 22
400 10 20
360 10 18
320 10 16
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Cinética de GLIBENCLAMIDA en plasma de rata.

Pesar 10 mg de Glibenclamida. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con
METANOL. De la solucion anterior tomar 200, 400 o 800 puL. Colocar la alicuota anterior
en un tubo de ensaye. Adicionar suficiente plasma de rata al 80 % diluido con solucion salina
isoténica (2 mL). Llevar a 10 mL (Concentracion 80, 40 0 20 pg/mL 0 2, 1 0 0.5 x10™* M).
Preparar cada solucion por triplicado. Someter inmediatamente las soluciones a incubacion
con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 £ 0.5 °C). Tomar muestras de 1 mL de cada tubo
a los 0, 10, 20, 40, 50, 60 y 90 minutos. Depositar las muestras tomadas en tubos de
polipropileno. Agregar 2 mL de acetonitrilo a cada muestra de cada tiempo. Agitar en vortex
durante 20 segundos. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos. Tomar 0.5 mL
sobrenadante y depositar en celda de vidrio. Leer sobrenadante a 254 nm en
Espectrofotdémetro UV-Visible. Se realizaron curvas patron de acuerdo a la TABLA 9. Las

curvas se leyeron de manera conjunta con las muestras.

TABLA 9. Esquema de la curva patrén para cuantificar GLIBENCLAMIDA en plasma

de rata.
PATRON 1 (uL) AFORO (mL) CURVA (pg/mL)
720 10 36
660 10 33
600 10 30
540 10 27
480 10 24
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Cinética de INDOMETACINA en plasma de rata.

Pesar 10 mg de Indometacina. Colocar en un matraz aforado de 10 mL. Aforar con
METANOL. De la solucion anterior tomar 200, 400 o 800 puL. Colocar la alicuota anterior
en un tubo de ensaye. Adicionar suficiente plasma de rata al 80 % diluido con solucion salina
isoténica (2 mL). Llevar a 10 mL (Concentracion 80, 40 0 20 pg/mL o 2, 1 0 0.5 x10™* M).
Preparar cada solucion por triplicado. Someter inmediatamente las soluciones a incubacion
con agitacion (60 rpm) y calentamiento (37 £ 0.5 °C). Tomar muestras de 1 mL de cada tubo
a los 0, 10, 20, 40, 50, 60 y 90 minutos. Depositar las muestras tomadas en tubos de
polipropileno. Agregar 2 mL de acetonitrilo a cada muestra de cada tiempo. Agitar en vortex
durante 20 segundos. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos. Tomar 0.5 mL
sobrenadante y depositar en celda de vidrio. Leer sobrenadante a 285 nm en
Espectrofotdmetro UV-Visible. Se realizaron curvas patron de acuerdo a la TABLA 10. Las

curvas se leyeron de manera conjunta con las muestras.

TABLA 10. Esquema de la curva patron para cuantificar INDOMETACINA en plasma

de rata.
PATRON 2 (pL) AFORO (mL) CURVA (pg/mL)
480 10 24
440 10 22
400 10 20
360 10 18
320 10 16
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8. RESULTADOS Y ANALISIS.

Previo a la obtencion de estos resultados finales se realizd un analisis estructural de los
posibles metabolitos por hidrolisis de los farmacos y se determind su longitud de onda
maxima aproximada, de los cuales solo el metabolito denominado M23 de la Glibenclamida
tendria la posibilidad de leerse a la misma longitud de onda que el farmaco.32

Para obtener el coeficiente de correlacion (r) se aplico la raiz cuadrada al coeficiente de
determinacion (r?) en los célculos de las linealidades de las curvas empleadas, siendo el
criterio que se debe cumplir de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013.33

También para la elaboracion de las TABLAS y FIGURAS obtenidas se realizo el célculo de
las velocidades y la regresion lineal para establecer la constante de Michaelis (Km) y la

velocidad maxima (Vmax).3*
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8.1 CURVAS PATRON.
8.1.1 Curva patron de Indometacina.

TABLA 11. Resultados de la curva patrén de INDOMETACINA.
CONCENTRACION CONCENTRACION

REPETICION ABSORBANCIA ADICIONADA RECUPERADA
(Mg/mL) (Mg/mL)
0.4358 16.0736 16.2024
0.497 18.0828 18.1739
1 0.5439 20.0920 19.6846
0.6244 22.1012 22.2777
0.6808 24.1104 24.0945
0.4308 16.0736 16.0414
0.4932 18.0828 18.0514
2 0.5453 20.0920 19.7297
0.6252 22.1012 22.3035
0.6845 24.1104 24.2137
0.4334 16.0736 16.1251
0.5039 18.0828 18.3961
3 0.5468 20.0920 19.7780
0.6213 22.1012 22.1779
0.6819 24.1104 24.1299
0.7
0.65 y =0.031x - 0.0672
n r2=0.995
§ 06 r=0.9974
S 055
2
< 05
0.45
0.4
15 17 19 21 23 25

Concentraciones Adicionadas

FIGURA 4. Curva patron para la cuantificacion de INDOMETACINA.

ORDENADA AL COEFICIENTE DE
FEWNIBIENTTLE (i) ORIGEN (b) CORRELACION (1)
0.031 20,0672 0.9974
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FIGURA 5. Curva de Concentracion Adicionada vs. Concentracion Recuperada de

TABLA 12. Andlisis estadistico de las concentraciones recuperadas de

CONC. CONC. CONC.
RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADA
1 (ng/mL) 2 (pg/mL) 3 (Mg/mL)
16.2024 16.0414 16.1251
18.1739 18.0514 18.3961
19.6846 19.7297 19.7780
22.2777 22.3035 22.1779
24.0945 24.2137 24.1299

INDOMETACINA.

INDOMETACINA.

X
(ng/mL)
16.1230
18.2071
19.7308
22.2530
24.1460

DS

0.0806
0.1747
0.0467
0.0664
0.0612

cV
(%0)
0.4996
0.9597
0.2368
0.2982
0.2535

La concentracion del 100% para la curva de Indometacina resultd 20 pg/mL. La curva con

mayor linealidad fue la de Indometacina debido a que su coeficiente de correlacion (r) fue de

0.9974 lo anterior puede deberse a la alta solubilidad de Indometacina en Metanol y a la

precision en la pesada del farmaco para preparar la solucion Stock. La interpretacion de las

TABLAS y FIGURAS indican un ejemplo de resultados estadisticamente confiables.
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8.1.2 Curva patrén de Glibenclamida.

TABLA 13. Resultados de la curva patron de GLIBENCLAMIDA.
CONCENTRACION CONCENTRACION

REPETICION = ABSORBANCIA ADICIONADA RECUPERADA
(Mg/mL) (Hg/mL)
0.2106 24.2352 23.5484
0.2464 27.2646 27.4388
1 0.2677 30.2940 29.7535
0.3079 33.3234 34.1221
0.3234 36.3528 35.8065
0.2194 24.2352 24.5047
0.2518 27.2646 28.0257
2 0.2688 30.2940 29.8731
0.3117 33.3234 34.5351
0.3277 36.3528 36.2738
0.2176 24.2352 24.3091
0.2383 27.2646 26.5586
3 0.2753 30.2940 30.5794
0.3008 33.3234 33.3506
0.3227 36.3528 35.7305
0.34
0.32
y = 0.0092x - 0.0061
o 03 r2 = 0.9821
S r=0.9910
c 0.28
o)
S 0.26
O
< 0.24
0.22
0.2
23 25 27 29 31 33 35 37

Concentraciones Adicionadas

FIGURA 6. Curva patron para la cuantificacion de GLIBENCLAMIDA.

ORDENADA AL COEFICIENTE DE
FENIENTIE (i) ORIGEN (b) CORRELACION (r)
0.0092 -0.0061 0.9910
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FIGURA 7. Curva de Concentracion Adicionada vs. Concentracién Recuperada de
GLIBENCLAMIDA.

TABLA 14. Analisis estadistico de las concentraciones recuperadas de
GLIBENCLAMIDA.
CONC. CONC. CONC. <

RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADA X DS Cv

1 (ug/mL) 2 (ug/mL) 3(ugmt)  (HYML) (%)
23.5484 24.5047 24.3091 24.1207 0.5052 2.0945
27.4388 28.0257 26.5586 27.3410 0.7384 2.7007
29.7535 29.8731 30.5794 30.0687 0.4463 1.4844
34.1221 345351 33.3506 34.0026 0.6012  1.7682
35.8065 36.2738 35.7305 35.9370 0.2942 0.8187

El nivel central obtenido fue de 30 pg/mL. La Glibenclamida tuvo que pasar por un periodo
de 10 min sonicacion para la completa disolucién en Metanol, lo que puede ser la razon de
su menor coeficiente de correlacion siendo éste de 0.9910. Como se observa en la TABLA
14 los CV de los 2 primeros niveles son elevados con respecto a los demés valores, esto
también influy6 en la linealidad de esta curva. La variacion existente es debida a que los
primeros niveles son concentraciones muy pequefias, lo que produce imprecision inherente
del volumen de las alicuotas tomadas y que no es controlada por el analista (se debe

probablemente por la dispersion de las particulas en solucion).®

34



8.1.3 Curva patrdn de Proteinas.

TABLA 15. Resultados de la curva patron de PROTEINAS.
REPETICION ABSORBANCIA CONCENTRACION CONCENTRACION

ADICIONADA RECUPERADA
(mg/mL) (mg/mL)
0.1484 0.8029 0.2991
0.2200 1.2043 0.9310
1 0.2891 1.6058 1.5409
0.3657 2.0072 2.2170
0.6152 4.0144 4.4190
0.1469 0.8029 0.2859
0.2202 1.2043 0.9328
2 0.2915 1.6058 1.5621
0.3636 2.0072 2.1984
0.6154 4.0144 4.4208
0.1474 0.8029 0.2903
0.2184 1.2043 0.9169
3 0.2888 1.6058 1.5383
0.3635 2.0072 2.1975
0.6155 4.0144 4.4217
0.7
0.6
w 05 y =0.1433x + 0.0511
2 r2=0.9906
S04 r=0.9952
o]
S 0.3
Q0
<02
0.1
0
0 1 2 3 4 5

Concentraciones Adicionadas

FIGURA 8. Curva patrén para la cuantificacion de PROTEINAS.

ORDENADA AL COEFICIENTE DE
FENDIENTIE (i) ORIGEN (b) CORRELACION (1)
0.1433 0.0511 0.9952
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FIGURA 9. Curva de Concentracion Adicionada vs. Concentracién Recuperada de

PROTEINAS.

TABLA 16. Analisis estadistico de las concentraciones recuperadas de PROTEINAS.

CONC. CONC. CONC.
RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADA
1 (ng/mL) 2 (pg/mL) 3 (Mg/mL)
0.2991 0.2859 0.2903
0.9310 0.9328 0.9169
1.5409 1.5621 1.5383
2.2170 2.1984 2.1975
4.4190 4.4208 4.4217

X
(Mg/mL)

0.2917
0.9269

1.5471
2.2043
4.4205

DS

0.0067
0.0087

0.0130
0.0109
0.0013

cVv
(%0)

2.3105
0.9393
0.8442
0.4974
0.0304

La curva de proteinas se establecié de acuerdo al método de Biuret siendo 1 mg/mL la

concentracion central. La linealidad de la curva de proteinas resultd ser r=0.9952 como se

observa en las FIGURAS 8 y 9, que pudo deberse a que las concentraciones de la curva y

las muestras caen dentro del intervalo de cuantificacion mas preciso que va de 20 a 40

mg/mL.%® Ademas de lo anterior la reaccion de Biuret involucra la formacion directa de un

complejo con las proteinas que son el principal componente del plasma y la solucion de

esterasas por lo que se reduce la interferencia. De tal manera que al ser éstas el analito de

interés se descarta tal interferencia, ya que las proteinas son causantes de la mayor

variabilidad en los métodos analiticos por su compleja estructura.
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8.2 VALIDACION DEL METODO.
8.2.1 Ensayo de identidad.
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FIGURA 10. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Metanol.

3,0+
2,54

2,0+

Abs

1,5

1,0

0,5+

0,0+ T ]
200 250 300 350 400
Long. Onda (hm)

FIGURA 11. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Indometacina Referencia.
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FIGURA 12. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Indometacina Materia Prima.
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FIGURA 13. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Indometacina Materia Prima y
Referencia (50:50).
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FIGURA 14. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Glibenclamida Referencia.
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FIGURA 15. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Glibenclamida Materia Prima

38



3,0+

2,54

2,0

Abs

1,5+
1,0
0,5
0,0+

T 1
200 250 300 350 400
Long. Onda (nm)

FIGURA 16. Barrido espectral UV-VIS de 200 a 400 nm de Glibenclamida Materia Prima
y Referencia (50:50).

Se realizd un ensayo de identidad para la especificidad de ambos farmacos, con el fin de
demostrar estructuras analogas. En las FIGURAS 11 y 12 observamos el barrido espectral
de Indometacina Referencia e Indometacina Materia Prima respectivamente, ambos
espectros tienen picos de absorcion idénticos, por lo que se asegura la similitud estructural
buscada. Esta interpretacion es la misma para las FIGURAS 14 y 15 que son los barridos
espectrales de Glibenclamida Materia Prima y Glibenclamida Referencia respectivamente.
Observando que en ambos barridos los picos de absorcion se hallan a las mismas longitudes
de onda.
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8.2.2 Repetibilidad y exactitud.

TABLA 17. Resultados de la exactitud y repetibilidad de
INDOMETACINA.

ABS CONC. ADIC CONC.REC % RECOBRO
0.5682 20.2800 21.0526 103.8098
0.5547 20.2800 20.5451 101.3073
0.5532 20.2800 20.4887 101.0292
0.5554 20.2800 20.5714 101.4370
0.5539 20.2800 20.5150 101.1590
0.5574 20.2800 20.6466 101.8078

PROMEDIO 20.2800 20.6346 101.7485
DS 0.0000 0.2358 1.1625
Ccv 0.0000 1.1425 1.1425

TABLA 18. Resultados de la exactitud y repetibilidad de
GLIBENCLAMIDA.

ABS CONC.ADIC CONC.REC 9% RECOBRO
0.2740 30.3000 30.4382 100.4560
0.2799 30.3000 31.0793 102.5721
0.2741 30.3000 30.4490 100.4919
0.2654 30.3000 29.5036 97.3716
0.2764 30.3000 30.6990 101.3168
0.2753 30.3000 30.5794 100.9223

PROMEDIO 30.3000 30.4338 100.4417

DS 0.0000 0.5815 1.9191
Ccv 0.0000 1.9107 1.9107

El célculo de estos parametros se realizé con los mismos datos de % de recobro para los 2
farmacos de estudio de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013, el criterio establecido a cumplir
es que el coeficiente de variacion (CV) debe ser menor a 15%, con lo que se comprobaria
que la dispersion de los datos obtenidos experimentalmente son lo suficientemente cercanos
al valor del 100% de la concentracién aceptada, asumiendo asi que seran obtenidos en

posteriores ensayos bajo las mismas condiciones.
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8.2.3 Linealidad.

TABLA 19. Resultados de la curva patron de INDOMETACINA.
CONCENTRACION CONCENTRACION

REPETICION = ABSORBANCIA ADICIONADA RECUPERADA
(Hg/mL) (Hg/mL)
0.4358 16.0736 16.2024
0.497 18.0828 18.1739
1 0.5439 20.0920 19.6846
0.6244 22.1012 22.2777
0.6808 24.1104 24.0945
0.4308 16.0736 16.0414
0.4932 18.0828 18.0514
2 0.5453 20.0920 19.7297
0.6252 22.1012 22.3035
0.6845 24.1104 24.2137
0.4334 16.0736 16.1251
0.5039 18.0828 18.3961
3 0.5468 20.0920 19.7780
0.6213 22.1012 22.1779
0.6819 24.1104 24.1299
0.7
065 y =0.031x - 0.0672
8 06 r2=0.995
§ r=0.9974
2 0.55
2
2 05
0.45
0.4
15 17 19 21 23 25

Concentraciones Adicionadas

FIGURA 17. Curva patron para la cuantificacion de INDOMETACINA.

ORDENADA AL COEFICIENTE DE
FENIENTIE (i) ORIGEN (b) CORRELACION (1)
0.031 -0.0672 0.9974
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FIGURA 18. Curva de Concentracion Adicionada vs. Concentracién Recuperada de

INDOMETACINA.

TABLA 20. Andlisis estadistico de las concentraciones recuperadas de

CONC. CONC. CONC.
RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADA
1 (ng/mL) 2 (ng/mL) 3 (ng/mL)
16.2024 16.0414 16.1251
18.1739 18.0514 18.3961
19.6846 19.7297 19.7780
22.2777 22.3035 22.1779
24.0945 24.2137 24.1299

INDOMETACINA.
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TABLA 21. Resultados de la curva patron de GLIBENCLAMIDA.
CONCENTRACION CONCENTRACION

REPETICION = ABSORBANCIA ADICIONADA RECUPERADA
(Hg/mL) (Hg/mL)
0.2106 24,2352 23.5484
0.2464 27.2646 27.4388
1 0.2677 30.2940 29.7535
0.3079 33.3234 34.1221
0.3234 36.3528 35.8065
0.2194 24,2352 24.5047
0.2518 27.2646 28.0257
2 0.2688 30.2940 29.8731
0.3117 33.3234 34.5351
0.3277 36.3528 36.2738
0.2176 24.2352 24.3091
0.2383 27.2646 26.5586
3 0.2753 30.2940 30.5794
0.3008 33.3234 33.3506
0.3227 36.3528 35.7305
0.34
0.32
y = 0.0092x - 0.0061
o 03 r2=0.9821
S r=0.9910
c 0.28
0
S 0.26
o]
< 0.24
0.22
0.2
23 25 27 29 31 33 35 37
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FIGURA 19. Curva patron para la cuantificacion de GLIBENCLAMIDA.

ORDENADA AL COEFICIENTE DE
FENIDIENTTE () ORIGEN (b) CORRELACION (r)
0.0092 -0.0061 0.9910
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FIGURA 20. Curva de Concentracion Adicionada vs. Concentracién Recuperada de
GLIBENCLAMIDA.

TABLA 22. Andlisis estadistico de las concentraciones recuperadas de
GLIBENCLAMIDA.
CONC. CONC. CONC. <

RECUPERADA RECUPERADA RECUPERADA X DS Cv

1 (ug/mL) 2 (ug/mL) 3(ugimt)  (HYML) (%)
23.5484 24.5047 24.3091 24.1207 0.5052 2.0945
27.4388 28.0257 26.5586 27.3410 0.7384 2.7007
29.7535 29.8731 30.5794 30.0687 0.4463 1.4844
34.1221 34.5351 33.3506 34.0026 0.6012  1.7682
35.8065 36.2738 35.7305 35.9370 0.2942 0.8187

Se consideraron los mismos criterios de regresion lineal para los 2 farmacos, tomando en
cuenta el coeficiente de variacion (CV), coeficiente de correlacion (r) y pendiente (m). En
las FIGURAS 13 y 14 se observa la curva y los valores de la regresion lineal para la
Indometacina, en tanto que en las FIGURAS 17 y 18 se observa lo mismo para la
Glibenclamida. Para ambos farmacos se satisfacen las condiciones de linealidad pues se
cumplen con los criterios establecidos de r > 99, un CV < 15% y una m#0 en la curva
respuesta VS concentracion adicionada o m#1 en la curva concentracion recuperada VS
concentracion adicionada. Cumplir con estos criterios significa que la variabilidad de la

respuesta con respecto a la media arroja datos confiables.
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8.2.4 Precisién intermedia.

TABLA 23. Concentraciones de INDOMETACINA obtenidas del 100% por analista y

CONCENTRACION 100%
(30 ug)

ANALISTA

dia.

1
20.1968
19.9616
20.0132
19.9939
19.8811
20.1839
19.9423
20.0164
19.9778
19.9488
19.9520
19.9810

Ho: No hay variacion entre analistas
Ho: No hay variacion entre dias

Ho: No hay interaccion

DIA

VERDADERO
VERDADERO
VERDADERO

2
20.1163
20.0293
20.1485
19.9294
20.1324
20.0905
20.0712
20.0841
20.0132
20.1066
20.1324
19.8940

TABLA 24. Anédlisis de varianza de 2 factores de los resultados de Glibenclamida.

FUENTE SUMA DE
VARIACION CUADRADOS
Analistas 0.0129
Dias 0.0204
Interaccion 0.0030
Error 0.1546
Total 0.1909

GRADOS DE
LIBERTAD

1

1

1
20
23

45

MEDIA DE
CUADRADOS

0.01294
0.02036
0.00298
0.00773

Fcalculada Ftablas

1.6741 5.7498
2.6340 0.1739
0.3853 -



TABLA 25. Concentraciones de GLIBENCLAMIDA obtenidas del 100% por analista y

dia.
CONCENTRACION 100% DIA
(30 pg) 1 2
32.7963 32.4051
32.8181 32.6659
1 32.4595 32.8615
32.4486 32.6116
32.7529 32.6768
32.5464 32.8615
AN SIS 32.9485 31.1771
33.4266 32.3725
5 33.3832 32.7203
33.0572 33.3506
32.9702 33.0680
32.7094 32.2856
Ho: No hay variacion entre analistas ~ VERDADERO
Ho: No hay variacion entre dias VERDADERO
Ho: No hay VERDADERO
interaccion
TABLA 26. Analisis de varianza de 2 factores de los resultados de GLIBENCLAMIDA.
FUENTE SUMA DE GRADOSDE MEDIA DE Fealculada ~ Ftablas
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
Analistas 0.1020 1 0.1020 0.5702 5.7498
Dias 0.4429 1 0.4429 2.4746  0.1739
Interaccion 0.5959 1 0.5959 3.3299 -
Error 3.5791 20 0.1790 - -
Total 4.7199 23 - - -

Se plantearon 3 hipoétesis nulas que resultaron verdaderas, lo cual representa que no hay
diferencia significativa entre los datos que se obtengan si se realiza el método un dia u otro,
por un analista u otro, confirmandose que entre analista y dia no hay influencia reciproca que
modifique la aceptabilidad de los datos obtenidos. Para verificar el cumplimiento de las
hipotesis propuestas se realiz6 un estadigrafo de Fisher (TABLA 13 para Indometacina y
TABLA 18 para Glibenclamida) donde con un 95% de confianza los valores de Fcaiculada S€

encontraron dentro del intervalo de Fiaplas.
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8.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
8.3.1 Proteinas en plasma de rata.

TABLA 27. Cantidad de proteinas
en plasma de rata.

ABS mg/mL  ¢/100 mL
0.2977 86.0433 8.6043
0.3060 88.9393 8.8939
0.3048 88.5206 8.8521
0.3001 86.8807 8.6881
0.2989 86.4620 8.6462
0.3050 88.5904 8.8590
0.3020 87.5436 8.7544
0.2933 84.5080 8.4508
0.3026 87.7530 8.7753
0.3007 87.0900 8.7090

PROMEDIO 87.2331 8.7233
DS 1.3482 0.1348
CVv 1.5455 1.5455

En los datos obtenidos en la cuantificacion de proteinas podemos observar en la TABLA 27
que la concentracién de proteinas es de 8.7233 g/100 mL en plasma de rata, cuyo intervalo
de concentracion normal de proteinas oscila entre 5.5 y 8 g/100 mL.2" Lo cual demuestra que
la concentracion en plasma esta ligeramente por encima del limite superior, sin embargo no
es significativa esa diferencia ya que dentro de las proteinas cuantificadas no solo se incluye
la albumina, sino también otras como las globulinas y cuya concentracion también es

variable, afectando al resultado obtenido.?’
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8.3.2 Proteinas en solucion de esterasa.

TABLA 28. Cantidad de proteinas
en solucién de esterasa.

ABS mg/mL  g/100 mL

0.1858  469.9930 46.9993
0.1821  457.0830 45.7083
0.1801  450.1047 45.0105
0.1844  465.1082 46.5108
0.1829  459.8744 45.9874
0.1826  458.8276 45.8828
0.1820  456.7341 45.6734
0.1803  450.8025 45.0803
0.1857  469.6441 46.9644
0.1830  460.2233 46.0223
PROMEDIO 459.8395 45.9839
DS 6.8462 0.6846
Ccv 1.4888 1.4888

Para la cuantificacion de proteinas en solucion de esterasa en la TABLA 28 encontramos que
el promedio general de la concentracion proteinas es de 45.9839 g/100 mL que es mayor a
32.68 g/100 mL encontrados en un previo estudio de farmacocinética en solucion de esterasa.
Esto puede deberse a que la preparacion de la stock de las muestras tuvo que prepararse a
una concentracién que fuera legible dentro del margen de absorbancias aceptable. Ademas
la pureza proteica de polvo es del 91 % lo que significa que aproximadamente un 9 % de
polvo no son las enzimas esterasas y cabe la posibilidad que se cuantificaran en las lecturas
espectrofotométricas, el proveedor no especifica de que naturaleza sea ese 9 % de polvo. De
manera que lo anterior acercaria el resultado de proteinas en solucion de esterasa al

previamente encontrado.®
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Haciendo una comparacion de resultados es muy superior la cantidad de proteinas en solucion
de esterasa sobre la cantidad de proteinas en plasmas, existiendo una diferencia de 37.2606
9/100 mL entre ambas. Esto se debe a que el plasma de rata cuenta con una cantidad fija por

fisiologia y la solucion de esterasa es ajustable a los requerimientos del estudio.

En cuanto al contenido de proteinas en plasma de rata y solucion de esterasa no existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos con el previo estudio de Evaluacion
Biofarmacéutica del Ibuprofenato de Ibuprofilo citado en las referencias y durante el

desarrollo de la presente investigacion.
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8.4 CINETICA DE HIDROLISIS.
8.4.1 Indometacina en plasma de rata.

TABLA 29. Hidroélisis de INDOMETACINA en plasma de rata a la concentracion de 5E-05 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CVv
0 5.5866E-05 5.5866E-05 5.5866E-05 5.5866E-05 0.0000 0.0000
10 4.9180E-05 4.8495E-05 4.9613E-05 4.9096E-05 5.6339E-07 1.1475
20 4.8279E-05 5.4604E-05 4.8856E-05 5.0580E-05 3.4974E-06 6.9147
30 4.9468E-05 4.9649E-05 4.9793E-05 4.9637E-05 1.6252E-07 0.3274
40 4.8639E-05 5.1865E-05 5.2712E-05 5.1072E-05 2.1491E-06 4.2079
50 4.8369E-05 4.7648E-05 4.7270E-05 4.7762E-05 5.5847E-07 1.1693
60 4.6369E-05 5.1307E-05 5.0730E-05 4.9468E-05 2.6998E-06 5.4577
90 4.5720E-05 4.8207E-05 4.8567E-05 4.7498E-05 1.5504E-06 3.2641

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
Kk 6.2375E-05 mol/L 1.22274E-03 mol/L
r? 0.3486 0.3507
Km 7.5324E+07 mol/L
Vméx 1.0760E-05 mol/L*min

En la TABLA 29 para la concentracion de 5E-05 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r?> 0.3507>
0.3486. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 1.22274E-03 mol/L> 6.2375E-05
mol/L. La K tiene un valor grande, lo que se traduce en baja afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 30. Hidrdlisis de INDOMETACINA en plasma de rata a la concentracion de 1E-04 M.

TIEMPO (min) M
0 1.1173E-04
10 8.9944E-05
20 1.1348E-04
30 1.0822E-04
40 1.0795E-04
50 1.1097E-04
60 1.0953E-04
90 1.0890E-04
DATO
k

En la TABLA 30 para la concentracion de 1E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r?> 0.0105>
0.0073. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 2.2948E-04 mol/L> 1.96215E-05

mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.

r

2

M
1.1173E-04
9.0593E-05
1.0943E-04
1.0624E-04
1.0998E-04
1.0699E-04
1.0575E-04
1.1276E-04

ORDEN CERO

M
1.1173E-04
1.1676E-04
1.0624E-04
1.0497E-04
1.0930E-04
1.1617E-04
1.0485E-04
1.0317E-04

PROMEDIO
1.1173E-04
9.9099E-05
1.0971E-04
1.0648E-04
1.0908E-04
1.1138E-04
1.0671E-04
1.0828E-04

1.96215E-05 mol/L

0.0073

Km
Vméx
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DS CVv

0.0000 0.0000
1.5298E-05  15.4373
3.6309E-06  3.3094
1.6352E-06  1.5358
1.0362E-06  0.9500
4.5996E-06  4.1298
2.4862E-06  2.3299
4.8241E-06 ~ 4.4553

ORDEN UNO

2.2948E-04 mol/L

0.0105

3.2467E-05 mol/L

1.3422E+08 mol/L*min



TABLA 31. Hidrdlisis de INDOMETACINA en plasma de rata a la concentracion de 2E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CcVv
0 2.2346E-04 2.2346E-04 2.2346E-04 2.2346E-04 0.0000 0.0000
10 1.8245E-04 1.7969E-04 1.7982E-04 1.8065E-04 1.5568E-06 0.8618
20 1.8940E-04 1.9340E-04 1.8879E-04 1.9053E-04 2.5055E-06 1.3150
30 1.8841E-04 1.8935E-04 1.8762E-04 1.8846E-04 8.6602E-07 0.4595
40 1.8713E-04 1.8924E-04 1.8430E-04 1.8689E-04 2.4777E-06 1.3257
50 1.8544E-04 1.8679E-04 1.9746E-04 1.8990E-04 6.5845E-06 3.4674
60 1.8901E-04 1.8912E-04 1.8937E-04 1.8916E-04 1.8496E-07 0.0978
90 1.8681E-04 1.8239E-04 1.8776E-04 1.8566E-04 2.8649E-06 1.5431

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 2.10349E-07 mol/L 1.01736E-03 mol/L
r? 0.2095 0.2016
Km 2.9851E+07 mol/L
Vmax 3.3154E-05 mol/L*min

En la TABLA 31 para la concentracion de 2E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN CERO, siendo que para r?
0.2095>0.2016. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se
lleva mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 1.01736E-03 mol/L>
2.10349E-07 mol/L. La Kn tiene un valor grande, lo que se traduce en baja afinidad de la

enzima por el sustrato.
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FIGURA 21. Hidrolisis enzimatica de Indometacina en plasma de rata.

Se observa en la FIGURA 21 la variacion de las 3 concentraciones empleadas en el estudio
con sus respectivas repeticiones de la Indometacina con respecto al tiempo, observandose
que hay un mayor decrecimiento a la concentracién de 2E-04 M lo cual podria deberse a que
existe mayor actividad enzimatica conforme mayor sea la concentracion. Existen también
algunos puntos muy separados a los tiempos de 10 min para la concentracion de 1E-04 M, a
los 50 min de la misma concentracion y a los 50 min de la concentracion de 2E-04 M que

pueden deberse al error de la preparacién de dichas muestras.
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8.4.2 Indometacina en solucion de esterasa.

TABLA 32. Hidrolisis de INDOMETACINA en sIn. de esterasa a la concentracion de 5E-05 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS cVv
0 5.5866E-05 5.5866E-05 5.5866E-05 5.5866E-05 0.0000 0.0000
10 5.8104E-05 5.7693E-05 5.9306E-05 5.8367E-05 8.3852E-07 1.4366
20 5.7677E-05 5.9595E-05 5.7221E-05 5.8164E-05 1.2601E-06 2.1664
30 5.6947E-05 5.5668E-05 5.7023E-05 5.6546E-05 7.6117E-07 1.3461
40 5.6840E-05 5.8819E-05 5.8454E-05 5.8038E-05 1.0530E-06 1.8144
50 5.8758E-05 5.7023E-05 5.8621E-05 5.8134E-05 9.6479E-07 1.6596
60 5.6216E-05 5.7495E-05 5.8073E-05 5.7261E-05 9.5031E-07 1.6596
90 5.8743E-05 5.6764E-05 5.7373E-05 5.7627E-05 1.0136E-06 1.7588

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 7.3106E-06 mol/L 1.2978E-04 mol/L
r? 0.0315 0.0328
Km 4.5927E-04 mol/L
Vmax 1.6777E+07 mol/L*min

En la TABLA 32 para la concentracion de 5E-05 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r? 0.0328>
0.0315. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 1.2978E-04 mol/L> 7.3106E-06
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 33. Hidrolisis de INDOMETACINA en sIn. de esterasa a la concentracion de 1E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CcVv
0 1.1173E-04 1.1173E-04 1.1173E-04 1.1173E-04 0.0000 0.0000
10 8.8183E-05 8.9781E-05 9.0801E-05 8.9588E-05 1.3197E-06 1.4731
20 9.0710E-05 9.2004E-05 8.9614E-05 9.0776E-05 1.1963E-06 1.3179
30 9.2719E-05 9.1319E-05 9.1227E-05 9.1755E-05 8.3617E-07 0.9113
40 9.2156E-05 9.2460E-05 9.2582E-05 9.2399E-05 2.1954E-07 0.2376
50 9.2339E-05 8.9477E-05 9.0908E-05 9.0908E-05 1.4309E-06 1.5740
60 9.1973E-05 9.2034E-05 9.0755E-05 9.1588E-05 7.2131E-07 0.7876
90 9.3480E-05 9.2978E-05 9.2080E-05 9.2846E-05 7.0949E-07 0.7642

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 1.055E-04 mol/L 1.01851E-03 mol/L
r? 0.1775 0.1680
Km 1.8288E-06 mol/L
Vmax 5.3687E+08 mol/L*min

En la TABLA 33 para la concentracion de 1E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN CERO, siendo que para r?0.1775 >
0.1680. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 1.01851E-03 mol/L> 1.0550E-04
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 34. Hidr6lisis de INDOMETACINA en sin. de esterasa a la concentracion de 2E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CVv
0 2.2346E-04 2.2346E-04 2.2346E-04 2.2346E-04 0.0000 0.0000
10 1.4709E-04 1.5372E-04 1.4976E-04 1.5019E-04 3.3319E-06 2.2185
20 1.4540E-04 1.5148E-04 1.4982E-04 1.4890E-04 3.1393E-06 2.1083
30 1.4641E-04 1.4886E-04 1.4804E-04 1.4777E-04 1.2473E-06 0.8441
40 1.4569E-04 1.5449E-04 1.4761E-04 1.4927E-04 4.6266E-06 3.0996
50 1.5250E-04 1.5400E-04 1.5550E-04 1.5400E-04 1.4994E-06 0.9736
60 1.5084E-04 1.5184E-04 1.5046E-04 1.5105E-04 7.1567E-07 0.4738
90 1.4531E-04 1.4947E-04 1.4583E-04 1.4687E-04 2.2647E-06 1.5420

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 4.734E-04 mol/L 2.5838E-03 mol/L
r? 0.2763 0.2768
Km 1.8022E-07 mol/L
V max 2.1475E+09 mol/L*min

En la TABLA 34 para la concentracion de 2E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r? 0.2768 >
0.2763. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas répido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 2.5838E-03 mol/L> 4.7340E-04
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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FIGURA 22. Hidro6lisis enzimatica de Indometacina en solucion de esterasa

Se observa en la FIGURA 22 la variacion de las 3 concentraciones empleadas en el estudio
con sus respectivas repeticiones de la Indometacina con respecto al tiempo, observandose
que hay un mayor decrecimiento a la concentracién de 2E-04 lo cual podria deberse a que
existe mayor actividad enzimatica conforme mayor sea la concentracion. Existen puntos por
encima de la concentracion inicial para concentracion de 5E-05 que pueden deberse al
momento de la toma de alicuotas un error de pipeteo y a la actividad de la enzima a esa

concentracion.
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8.4.3 Glibenclamida en plasma de rata.

TABLA 35. Hidrolisis de GLIBENCLAMIDA en plasma de rata a la concentracion de 5E-05 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CcVv
0 5.0607E-05 5.0607E-05 5.0607E-05 5.0607E-05 0.0000 0.0000
10 5.0167E-05  4.3038E-05 3.8594E-05 4.3933E-05 5.8385E-06  13.2895
20 5.2544E-05 5.0519E-05 4.2158E-05 4.8407E-05 5.5055E-06  11.3735
30 3.6129E-05 3.5161E-05 3.9518E-05 3.6936E-05 2.2876E-06 6.1935
40 4.0354E-05 3.8065E-05 3.8814E-05 3.9078E-05 1.1668E-06 2.9858
50 5.4656E-05  5.6856E-05 5.1399E-05 5.4304E-05 2.7454E-06 5.0556
60 5.9409E-05 5.1707E-05 5.0651E-05 5.3922E-05 4.7804E-06 8.8653
90 4.0266E-05 4.1630E-05 5.0343E-05 4.4080E-05 5.4671E-06  12.4028

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 1.2413E-05 mol/L 2.2889E-04 mol/L
r? 0.0024 0.0017

Km 2.2155E-05 mol/L

Vmax 1.3422E+08 mol/L*min

En la TABLA 35 para la concentracion de 5E-05 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN CERO, siendo que para r> 0.0024>
0.0017. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas répido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 2.2889E-04 mol/L> 1.2413E-05
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 36. Hidrdlisis de GLIBENCLAMIDA en plasma de rata a la concentracion de 1E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CVv
0 1.0121E-04 1.0121E-04 1.0121E-04 1.0121E-04 0.0000 0.0000
10 7.5471E-05 7.9519E-05 8.2996E-05 7.9329E-05 3.7662E-06  4.7475
20 8.1676E-05 8.0664E-05 7.8683E-05 8.0341E-05 1.5221E-06  1.8945
30 8.4756E-05 7.9563E-05 7.5515E-05 7.9945E-05 4.6325E-06  5.7946
40 8.5328E-05 8.4008E-05 8.1720E-05 8.3685E-05 1.8258E-06 ~ 2.1817
50 8.8717E-05 8.8409E-05 9.9498E-05 9.2208E-05 6.3155E-06  6.8492
60 8.2028E-05 9.0169E-05 8.6252E-05 8.6150E-05 4.0716E-06  4.7261
90 9.7826E-05 9.6726E-05 9.9674E-05 9.8075E-05 1.4899E-06  1.5192

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 7.8404E-05 mol/L 9.3811E-04 mol/L
r? 0.0630 0.0714
Km 3.9710E-06 mol/L
Vmax 2.6844E+08 mol/L*min

En la TABLA 36 para la concentracion de 1E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r?>0.0714 >
0.0630. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas répido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 9.3811E-04 mol/L> 7.8404E-05
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 37. Hidrdlisis de GLIBENCLAMIDA en plasma de rata a la concentracion de 2E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CcVv
0 2.0243E-04 2.0243E-04 2.0243E-04 2.0243E-04 0.0000 0.0000
10 2.1449E-04 2.1343E-04 2.1321E-04 2.1371E-04 6.8222E-07 0.3192
20 2.1700E-04 2.1994E-04 2.1573E-04 2.1756E-04 2.1606E-06 0.9931
30 2.1625E-04 2.1479E-04 2.1689E-04 2.1598E-04 1.0744E-06 0.4974
40 2.1119E-04 2.1215E-04 2.0863E-04 2.1066E-04 1.8187E-06 0.8633
50 2.1739E-04 2.1898E-04 2.1568E-04 2.1735E-04 1.6507E-06 0.7595
60 2.1000E-04 2.2157E-04 2.1770E-04 2.1642E-04 5.8914E-06 2.7222
90 2.1893E-04 2.2122E-04 2.1896E-04 2.1970E-04 1.3128E-06 0.5975

DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 1.2643E-04 mol/L 5.9623E-04 mol/L
r? 0.3907 0.3886
Km 1.8744E-05 mol/L
Vmax 8.9478E+07 mol/L*min

En la TABLA 37 para la concentracion de 2E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN CERO, siendo que para r? 0.3907 >
0.3886. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas répido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 2.5838E-03 mol/L> 4.7340E-04
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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FIGURA 23. Hidrdlisis enzimatica de Glibenclamida en plasma de rata.

Se observa en la FIGURA 23 la variacion de las 3 concentraciones empleadas en el estudio
con sus respectivas repeticiones de la Glibenclamida con respecto al tiempo, hay una mayor
variabilidad de los puntos de todas las gréaficas y que existen puntos superiores a la
concentracion inicial, lo que puede deberse a un error de pipeteo o bien a que en plasma de
rata se obtenga el metabolito M23 cuantificable cercano a la longitud de onda que la

Glibenclamida o simplemente a la interferencia de algiin componente en el plasma de rata.?
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8.4.4 Glibenclamida en solucion de esterasa.

TABLA 38. Hidrolisis de GLIBENCLAMIDA en sin. de esterasa a la concentracion de 5E-05 M.

TIEMPO (min) M

0 6.9832E-05
10 4.1542E-05
20 4.2333E-05
30 4.1252E-05
40 4.0537E-05
50 4.5560E-05
60 4.4449E-05
90 4.3216E-05

DATO
k

r

2

M
6.9832E-05
4.1009E-05
4.2348E-05
4.1740E-05
4.0735E-05
4.4678E-05
4.1313E-05
4.3018E-05

ORDEN CERO

M
6.9832E-05
4.1298E-05
4.2425E-05
4.1496E-05
4.1968E-05
4.3947E-05
4.0841E-05
4.3551E-05

PROMEDIO
6.9832E-05
4.1283E-05
4.2369E-05
4.1496E-05
4.1080E-05
4.4728E-05
4.2201E-05
4.3262E-05

1.5531E-04 mol/L

0.2127

Km
Vméx

DS

0.0000
2.6672E-07
4.8933E-08
2.4356E-07
7.7534E-07
8.0798E-07
1.9609E-06
2.6931E-07

ORDEN UNO

Cv
0.0000
0.6461
0.1155
0.5869
1.8874
1.8064
4.6466
0.6225

2.73609E-03 mol/L

0.1964

6.8077E-07 mol/L
5.3687E+08 mol/L*min

En la TABLA 38 para la concentracion de 5E-05 M de acuerdo al coeficiente de

determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el

modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN CERO, siendo que para r> 0.2127>

0.1964. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva

mas rapido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 2.73609E-03 mol/L> 1.5531E-04

mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 39. Hidrolisis de GLIBENCLAMIDA en sin. de esterasa a la concentracion de 1E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CVv
0 1.3966E-04 1.3966E-04 1.3966E-04 1.3966E-04 0.0000 0.0000
10 5.0340E-05 5.1010E-05 5.0599E-05 5.0650E-05 3.3776E-07 0.6669
20 5.0797E-05 5.1802E-05 4.8514E-05 5.0371E-05 1.6849E-06 3.3451
30 5.1497E-05 5.0492E-05 5.2456E-05 5.1482E-05 9.8193E-07 1.9073
40 4.9214E-05 4.9625E-05 4.9762E-05 4.9533E-05 2.8519E-07 0.5758
50 5.1908E-05 5.1604E-05 5.0492E-05 5.1335E-05 7.4517E-07 1.4516
60 4,9138E-05 4.8909E-05 4.8864E-05 4.8970E-05 1.4680E-07 0.2998
90 4.7646E-05 4.6824E-05 4.6976E-05 4.7149E-05 4.3732E-07 0.9275
DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 5.9752E-04 mol/L 7.1367E-03 mol/L
r? 0.3008 0.3246
Km 1.3050E-07 mol/L
Vmax 1.0737E+09 mol/L*min

En la TABLA 39 para la concentracion de 1E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r? 0.3246>
0.3008. Las constantes de velocidad de reaccién indican que a 37.5 °C la reaccion se lleva
mas répido siguiendo la cinética de orden uno siendo que 7.1367E-03 mol/L> 5.9752E-04
mol/L. La Kn tiene un valor pequefio, que significa una alta afinidad de la enzima por el

sustrato.
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TABLA 40. Hidrolisis de GLIBENCLAMIDA en sln. de esterasa a la concentracion de 2E-04 M.

TIEMPO (min) M M M PROMEDIO DS CVv
0 2.7933E-04 2.7933E-04 2.7933E-04 2.7933E-04 0.0000 0.0000
10 9.8884E-05 9.8625E-05 1.0016E-04 9.9224E-05 8.2318E-07 0.8296
20 9.8199E-05 9.7575E-05 9.4713E-05 9.6829E-05 1.8588E-06 1.9197
30 8.6006E-05 9.2217E-05 9.0314E-05 8.9512E-05 3.1820E-06 3.5548
40 9.4089E-05 9.6601E-05 9.3176E-05 9.4622E-05 1.7736E-06 1.8744
50 8.4560E-05 8.6097E-05 8.2703E-05 8.4453E-05 1.6998E-06 2.0127
60 8.2414E-05 8.4377E-05 8.6569E-05 8.4453E-05 2.0789E-06 2.4616
90 8.1516E-05 8.5001E-05 8.1105E-05 8.2541E-05 2.1411E-06 2.5940
DATO ORDEN CERO ORDEN UNO
k 1.35186E-03 mol/L 8.91595E-03 mol/L
r? 0.3444 0.4085
Km 1.6668E+06 mol/L
Vmax 6.5860E-05 mol/L*min

En la TABLA 40 para la concentracion de 2E-04 M de acuerdo al coeficiente de
determinacion aplicado a las 3 repeticiones de concentraciones con respecto al tiempo, el
modelo se ajusta mas a un modelo de cinética ORDEN UNO, siendo que para r?> 0.4085>
0.3444. Las constantes de velocidad de reaccion indican que a 37.5 °C la reaccién se lleva
mas rapido siguiendo la cinética de orden cero siendo que 8.91595E-03 mol/L> 1.35186E-
03 mol/L. La K tiene un valor grande, lo que se traduce en baja afinidad de la enzima por

el sustrato.
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FIGURA 24. Hidro6lisis enzimatica de Glibenclamida en solucion de esterasa.

Se observa en la FIGURA 24 la variacion de las 3 concentraciones empleadas en el estudio
con sus respectivas repeticiones de la Indometacina con respecto al tiempo, observandose
que hay una disminucién méas amplia en todas las concentraciones, debido a que se consumio
mas reactivo en menos tiempo, lo cual se confirma puesto que las 3 concentraciones tienen
las velocidades mas altas en comparacion con el resto ya sean de Indometacina o en plasma
de rata. Es también que ocurre esto gracias a la actividad enzimatica, aunque segun la

constante de Michaelis a la concentracion de 2E-04.3% 40,41
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TABLA 41. Resultados generales de la cinética de hidrolisis enzimatica.

INDOMETACINA EN PLASMA DE RATA.

concenTRacion  ORDENDE - VELOCIDAD. ’SE'%'(E@%
SE-05 UNO BAJA AL'rITJA
1E-04 UNO ALTA BAJA
2E-04 CERO BAJA ALTA

INDOMETACINA EN SOLUCION DE ESTERASA.

CONCENTRACION ~ SROERZE - VELOM E()\ﬁmzx) ?E?ﬁgfm
SE-05 UNO ALTA éA?/)A\
1E-04 CERO ALTA BAJA
2E-04 UNO ALTA BAJA

GLIBENCLAMIDA EN PLASMA DE RATA.
concenTracion  OSPENDE  VELOCIDAD  roreinas
5E-05 UNO ALTA E(>AJm/)A
1E-04 UNO ALTA BAJA
2E-04 CERO ALTA BAJA

GLIBENCLAMIDA EN SOLUCION DE ESTERASA.

concenTRacion  QEEENGE | VELOGIBAD BroTEINAS
SE-05 CERO ALTA éA?/)A
1E-04 UNO ALTA BAJA
2E-04 UNO BAJA ALTA
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Existe una disminucion de las concentraciones iniciales con respecto al tiempo en todas las
concentraciones tanto en plasma de rata como en solucion de esterasa lo que representa un
orden de reaccion uno, ademéas de que todas las concentraciones en plasma de rata y en
solucion de esterasa son mas eficientes en las velocidades de reaccion a este orden. Dado lo
anterior se lleva a cabo la conversion de sustrato en producto, lo cual significa que la enzima
tiene un sitio activo sobre las moléculas de los fA&rmacos y que si ocurre la hidrdlisis sobre
los grupos amidas presentes en la estructura de los farmacos.

La Vmax independientemente ya sea alta o baja indica que a esa velocidad todas las
condiciones son Optimas para que una enzima pueda catalizar una reaccion.®® Todas las
reacciones en las concentraciones utilizadas para Indometacina y Glibenclamida en plasma
de rata o solucidn de esterasa se encontraban debajo del valor de la Vmax.Este parametro
permite ademas estimar la cantidad de centros activos e indica que todos ellos ya se
encuentran ocupados, es decir indica cuando toda la enzima se encuentra formando el
complejo con el sustrato.*

Las concentraciones en las cuales se encontr6 una Km grande significa una baja afinidad a la
enzimay por lo tanto que una mayor concentracion de sustrato es necesaria para saturar a la
mitad de la enzima. De manera contraria ocurre para una Km pequefa.

Los coeficientes de variacion de las concentraciones son menores en solucién de esterasa que
en plasma de rata, tanto en Indometacina como en Glibenclamida y se encuentran debajo del
criterio de variacion del 15-25 % establecido por la NOM-177-SSA1-2013. Lo cual
probablemente sucede por la presencia de mayores interferencias en plasma de rata.

La baja afinidad a proteinas permite que se lleve a cabo la reaccion de hidrdlisis, de acuerdo
a la TABLA 41 en plasma de rata para Indometacina a las concentraciones de 5E-05 M y
2E-04 M, y en solucion de esterasa para Glibenclamida a la concentracion de 2E-04 M,
cuentan con alta afinidad a proteinas.

Los resultados obtenidos durante el proyecto permitieron modelar el comportamiento de la
reaccion enzimatica de proteinas en plasma cuya importancia y utilidad radica en lo indicado

en el punto Cinética de hidrolisis enzimatica.
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10. CONCLUSIONES.
Las 3 curvas patron utilizadas para cuantificar a los farmacos no hidrolizados son lineales,
por lo tanto, son confiables para interpolar resultados. Ademas, la metodologia desarrollada

es también selectiva, precisa y exacta, por lo que se considera validada.

Se comprob6 que la concentracion proteica (esterasas) influye en la precision de los
resultados, en la cantidad de sustrato hidrolizado y por ende en la velocidad de reaccion, pero
no asi en la Km 0 la Vmax, las reacciones siguen una cinética de ORDEN UNO vy los farmacos

con grupo amida tienen una alta afinidad a la enzima.

Se estandarizaron las condiciones para la hidrélisis de Indometacina y Glibenclamida,

posiblemente funcional para otros farmacos que incluyan grupos amidas.

Lo anterior conduce a que el proyecto logro su objetivo, ya que se perfecciond una técnica
de evaluacion de farmacos para estudios farmacocinéticos que conlleva una gran aportacion
cientifica fundamentada para el estudio, investigacion y desarrollo de farmacos a nivel
mundial, debido a que el proceso de biotransformacion es un tema poco abordado en la

divulgacion farmacoldgica y muy relevante en temas de salud.
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11. RECOMENDACIONES.

La solucion stock de esterasa muy diluida arroja resultados con mucha variabilidad
en el contenido de proteinas por lo que es util una concentracion minima de 10
mg/mL.

Si se requiere puede utilizarse un efector positivo (sustancia que incrementa la
afinidad de la enzima por el sustrato) donde la Km indic6 baja afinidad.

Puede complementarse el estudio realizando una comparacion de poblaciones

utilizando herramientas estadisticas de Disefio Experimental.
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