Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Xochimilco

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Departamento de Sistemas Biologicos
Maestria en Ciencias Farmacéuticas
Linea de investigacion:

Disefo y evaluacion de formas farmacéuticas

Proyecto
“‘Evaluacién farmacocinética y farmacodinamica de implantes subcutaneos de silice

mesoporosa de glibenclamida en modelo murino con diabetes mellitus inducida”

Idénea Comunicacion de Resultados para obtener el grado de Maestro en Ciencias

Farmacéuticas

Presenta:
Q.F.B. José Ignacio Vazquez Olvera
Matricula 2163804851

Comité Tutoral:

Dra. Norma Angélica Dr. Vicente Jesus Dr. Luis Alfonso Moreno
Noguez Méndez Hernandez Abad Rocha
No. Eco. 17902 No. Eco. 35135
Co-tutora Co-tutor Asesor

Agosto, 2021



Evaluacién farmacocinética y farmacodinamica de implantes subcutaneos de silice

mesoporosa de glibenclamida en modelo murino con diabetes mellitus inducida

Comité Tutoral

Vo. Bo.: M Vo. Bo.: /// Vo. Bo.: 1/%/

\2 W .
Dra. Norma Angélica Dr. Vicente Jesus Dr. Luis Alfonso Moreno
Noguez Méndez Hernandez Abad Rocha
No. Eco. 17902 No. Eco. 35135
Co-tutora Co-tutor Asesor

,'_\#—Tft*‘“”\'\; - ( -

- e W 2

/

Q.F.B. José Ignacio Vazquez Olvera
Matricula 2163804851

Alumno sustentante



Evaluacién farmacocinética y farmacodinamica de implantes subcutaneos de silice

mesoporosa de glibenclamida en modelo murino con diabetes mellitus inducida

Q/&% %VZQ Jurado ”

Dra. Helgi Helene Gisela Dra. Elizabeth Guadalupe Dra. Norma Angélica

Franziska Jung Sanchez Gonzalez Noguez Méndez

Presidenta Vocal Secretaria



Resumen
La diabetes mellitus tipo Il es una enfermedad degenerativa cronica que, de acuerdo la
Federacion Mexicana de Diabetes, A.C., tuvo una prevalencia en 2018 de 10.3 % de la
poblacién mexicana de mujeres y 8.4 % de la de hombres y continGia siendo un problema
de salud no solo nacional, sino mundial por sus complicaciones y necesidad de recursos
qgue le exigen al sistema de salud publico para su control, tratamiento y prevencion. La
glibenclamida, una sulfonilurea de segunda generacion, contindia siendo una de las primeras
elecciones para el tratamiento y control de la hiperglucemia en pacientes con diabetes
mellitus tipo I, pero debido a su baja solubilidad, suele presentar problemas de absorcion;
ademas de la posibilidad de presentar reacciones adversas, como el evento hipoglucémico.
Con el propdsito de proponer una alternativa para los problemas de la terapia multidosis de
glibenclamida en tabletas orales de liberacion inmediata, fue desarrollado un implante
subcutaneo de silice mesoporosa, para la incorporacion y liberacion modificada de
glibenclamida, con el objetivo de compararlo frente a una dosis equivalente administrada
por la via intraperitoneal en forma de suspension, para simular la liberacion inmediata. Para
ello, el implante fue caracterizado y ambos tratamientos fueron administrados a ratas de la
cepa Long-Evans, diabéticas y normoglicémicas. En el estudio se obtuvieron los resultados
de glucemia sanguinea y concentracion plasmatica del farmaco para la construccion de los
perfiles correspondientes, evaluacion del efecto hipoglucemiante en funcién del tratamiento
y la estimacion del modelo farmacocinético-farmacodinamico. El implante demostré
uniformidad de contenido, adecuado control del proceso de su fabricacion, una disolucion
sostenida y ventajas farmacolégicas importantes: una absorcién y biodisponibilidad
mejorada; una magnitud del efecto equivalente a la administracion intraperitoneal, con un
perfil de concentraciones plasmaticas estable, eficiente, prolongado y seguro; la ausencia
de eventos hipoglucémicos severos y, con ello, un control glucémico eficiente. Con lo
anterior, se sugiere la ventaja farmacoterapéutica del implante subcutaneo de
glibenclamida, con perspectivas para una siguiente fase de evaluacion mas comprensiva

del fendmeno farmacocinético-farmacodinamico.
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1 Introduccién

La meta de lograr mejores terapias farmacoldgicas se torna especialmente urgente en
padecimientos crénico-degenerativos, tales como la diabetes mellitus, en el que la terapia
con farmacos hipoglucemiantes como la rosiglitazona, metformina, glimepirida y
glibenclamida, entre otros!, es ampliamente usada?. Estos compuestos pueden
desencadenar severas reacciones adversas, principalmente la hipoglucemia, debido a que
su accion hipoglucemiante es independiente de la concentracion de glucosa plasmatica3+.
Debido al riesgo de provocar estas reacciones adversas, el adecuado control de la
administracién de dosis orales se torna especialmente importante para mantener los efectos
terapéuticos durante los eventos hiperglucémicos sin que, por otro lado, se llegue a la

hipoglucemia.

El actual desarrollo de formas farmacéuticas de liberacion modificada pretende cubrir
muchas de las necesidades que exigen en la terapéutica de algunos padecimientos como
el lograr el apego al tratamiento, esto corresponde a los efectos asociados a la toma de
medicamentos de liberacion inmediata (terapias multidosis). La finalidad de lograr mejores
terapias empleando formas farmacéuticas de liberacion modificada es reducir los posibles
efectos adversos, mantener la concentracion del farmaco dentro de la ventana terapéutica
y evitar los riesgos por toxicidad, asegurando una concentracion optima tanto sistémica
como local y manteniendo el efecto terapéutico durante un periodo de tiempo prolongado®
7. Los materiales de silice mesoporosa fabricados por la técnica sol-gel, han emergido como
un prometedor mecanismo de transporte de farmacos debido primordialmente a su
estructura mesoporosa, la que mientras preserva un nivel de estabilidad quimica y

biocompatibilidad, asegura la liberacién modificada de diversos farmacos.2-"°

Como parte fundamental del desarrollo farmacéutico, la evaluacién farmacocinética de
nuevas formas de liberacion de farmacos debe conducirse para asegurar la seguridad y
eficacia de esta, demostrar una ventaja significativa por sobre las formas de liberacion

convencionales e impactar mejorando la calidad de vida del paciente®1°.

Con base en lo anterior, el propdsito de este trabajo consistid en la elaboracién y evaluacion,
farmacotécnica, farmacocinética y farmacodinamica de un implante subcutaneo de
glibenclamida, fabricado de silice mesoporosa, para el tratamiento de diabetes mellitus tipo

2, con la finalidad de mejorar la absorcién del farmaco, modificar la duracion del efecto
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(reduccién de la glucemia sanguinea) de manera sostenida y promover la disminucion de

los eventos adversos asociados (hipoglucemia).
2 Marco teédrico

2.1 Diabetes mellitus tipo Il

2.1.1 Etiologiay fisiopatologia

Ademas de los factores genéticos y epigenéticos, los principales causantes de la epidemia
global de Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) son el incremento en la obesidad, estilos de vida

sedentarios, dietas energéticamente densas y envejecimiento de la poblacion''-13,

Entre los factores genéticos que promueven una determinacion hacia la DMT2, se
encuentran los antecedentes familiares de la enfermedad, alelos de riesgo en el gen
TCF7L2, entre otros; en cuanto a los factores epigenéticos, se ha encontrado fuerte
evidencia relacionada con el consumo regular de bebidas azucaradas y carnes rojas, dietas
desbalanceadas, tabaquismo y sedentarismo y, en torno al estilo de vida, el sobrepeso y
obesidad, los factores dietéticos insalubres, sedentarismo, asi como algunos tratamientos
farmacoldgicos, estrés psico-social y depresion, entre otros factores, constituyen los

principales determinantes de DMT2'".12,

Enla DMT2 se observa una alteracion en los ciclos de respuesta fisioldgica en dos procesos
bioldgicos importantes en torno a la accion y a la produccién de la insulina. Por un lado, la
accion de insulina en tejidos sensibles a su accién, tales como el hepatico, muscular y
adiposo se ve disminuida. Este fendmeno se conoce como resistencia a la insulina en la
DMT2. Por otro lado, también se disminuye la secrecion de la insulina por las células B.
Fendmeno conocido como disfuncion de las células B en DMT2. Consecuentemente, ambos

fenomenos resultan en niveles anormales y erraticos de glucemia sanguineas,
2.1.2 Incidencia y prevalencia

El inicio del padecimiento frecuentemente ocurre algunos anos antes de ser diagnosticado.
Se estima que el 45.8 % de todos los casos en adultos, globalmente, son no-diagnosticados.
De un estimado de 415 millones de personas con el padecimiento, alrededor de 5 millones
de muertes en 2015 fueron causadas por este. La proyeccion para 2040 es que 642 millones

de personas tendran DMT21213,
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La incidencia y prevalencia varian de acuerdo con la region geografica, pero la tendencia
general indica que ambas van en aumento a nivel mundial desde 1981. Mas del 80 % de
los pacientes afectados habitan en paises de ingresos bajos a medios, incluyendo a
Indonesia, Pakistan, México y Egipto'?. De hecho México paso del lugar 15° (1980) al 10°

(2014) en la lista de paises con mas adultos con diabetes'.

En México, la prevalencia de diabetes diagnosticada esta entre el 8.2 y 11 %; siendo la
media mayor para hombres que para mujeres. Considerando a los casos no diagnosticados,

la prevalencia total esta entre el 12y el 15.5 %'°.

Hacia el ano 2001, se estimaba una incidencia de 1.4 casos por cada 100,000 habitantes
por afo. Sin embargo, para 2010, la estimacion establece aproximadamente 2.75 casos por
cada 100,000 habitantes por afio con un incremento exponencial, duplicando este valor,

aproximadamente cada 10 afios'6-18,
2.1.3 Gasto en salud publica

Un incremento del 20 % en el numero de adultos con DMT2 se vera entre 2010 y 2030 en
paises desarrollados, mientras que, en paises en vias de desarrollo, el incremento sera de
69 %. La estimacion mas conservadora establece que durante 2015 $ 673 mil millones de

ddlares fueron gastados en el tratamiento de la diabetes mellitus y sus complicaciones'3°.

En paises de América Latina este padecimiento es el principal causante de disminucién en
la expectativa de vida. El gasto para este padecimiento en paises como Brasil y México es

de al menos el 25 % del gasto total en salud publica® .

En México, el costo anual promedio por paciente diagnosticado esta entre los $700 a $3,200
dolares. Mientras que el costo directo por diabetes es de $ 717 mil délares por el tratamiento

a pacientes ambulatorios y de $223 mil délares por cuidados hospitalarios™®.

El 65.2 % de los pacientes diagnosticados presentaron, al momento de cohorte del estudio,
un descontrol glucémico. Es decir, niveles mayores que HbA1c27 %, lo cual remarca la
relevancia de los tratamientos, prevencion y programas de mitigacion de la epidemia por
DMT2",

2.1.4 Prevencion y tratamiento

Tanto el descontrol glucémico prevalente entre la poblacion de pacientes mexicanos con
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DMT2, como el incremento del riesgo de mortalidad de cualquier causa por efecto de
enfermedad diabética, son factores que resaltan la importancia del control y tratamiento en

el paciente diabético, asi como de su prevencion'?.

La metformina continta siendo el primer farmaco de eleccion para el tratamiento de DMT2,
seguido por el tratamiento dual con metformina y farmacos de la familia de las sulfonilureas.
Estos farmacos estimulan una secrecién de insulina por las células B. Sin embargo, el

tratamiento con estos farmacos esta asociado con eventos hipoglucémicos'22°,

Otras familias de farmacos y terapias, como las meglitinidas, con accién similar y menos
efectiva que la de las sulfonilureas; las tiazolidinedionas, que promueven un aumento de la
sensibilidad a la insulina en 6rganos afectados; terapias basadas en incretina, cuya accién
involucra el incremento de la secrecion de insulina, reduccion de la secrecion de glucagon,
retraso del vaciamiento gastrico e incremento del estimulo de saciedad; los inhibidores del
cotransportador de sodio glucosa Il (SGLT2, por sus siglas en inglés), que representan a
una de las estrategias mas recientes para el control glucémico y cuya accion implica el
aumento de la excrecion renal de glucosa y el tratamiento con insulina, cuya accion es la
mas efectiva en la reduccién y control de la glucemia sanguinea, pero también posee la

mayor incidencia de eventos hipoglucémicos y aumento de peso'220.
2.1.5 Optimizacion y mantenimiento del control glucémico

A pesar de que el numero de personas en estados preclinicos de regulacion alterada de la
glucosa es igual de importante, una modificacion intensiva del estilo de vida y

farmacoterapia, pueden mitigar el avance o retrasar el desarrollo del padecimiento.

Ademas de los factores clinicos, el apego ineficiente al tratamiento farmacoldgico, y en
sentido integral a la intervencion médica, representa una de las mayores dificultades que se
encuentran en el manejo y control de la glucemia sanguinea. La no adherencia al
tratamiento implica una carga financiera considerable, toda vez que se desperdicia un

tratamiento o medicacion que no va a ser utilizado2.

Las Figuras 1 y 2 muestra la matriz de factores que confluyen en el control glucémico. En
ella, destacan la necesidad de medicina personalizada y regimenes de tratamiento

simplificados.
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Figura 1. Optimizacion de las estrategias existentes para el tratamiento de la diabetes
tipo 2.
Adaptado de 2.
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En el diagnédstico
Modificacion del estilo de vida y metformina

Fase 1

Nivel 1 Nivel 2
Terapias bien establecidas Terapias nuevas

{

Fase 2 Estilo de vida + metformina
+ sulfonilurea

Estilo de vida + metformina Estilo de vida + metformina Estilo de vida + metformina
+ insulina basal + agonistas GLP-1 + pioglitazona

Estilo de vida + metformina Estilo de vida + metformina
+ insulina basal + pioglitazona

+ sulfonilurea

E 3 Estilo de vida + metformina
ase + insulina intensiva

Figura 2. Algoritmo para el control de la diabetes tipo 2.

Consenso de la Asociaciéon Americana de Diabetes y de la Asociacion Europea para el Estudio de la
Diabetes. Adaptado de 2°.

2.1.5.1 Control glucémico con sulfonilureas

Como consecuencia de su eficacia en el control glucémico y su bajo costo, las sulfonilureas
son ampliamente empleadas en conjunto con metformina. Sin embargo, estos farmacos
estan asociados con eventos hipoglucémicos (elevando el riesgo de estos eventos hasta en
seis veces mas, comparado con el tratamiento con metformina) y con el aumento de
peso'?2122 A pesar de que su posicion como segundo tratamiento de eleccion esta siendo
retada por el surgimiento de nuevos productos bioldgicos'?, estudios de efectividad
muestran que la combinacion de sulfonilureas con metformina sigue siendo el tratamiento,
después de metformina sola, de eleccion para el tratamiento y control glucémico en DMT223,
Como se muestra en la Figura 2. El algoritmo que establecen dos de las principales agencias
en el control de DMT2, mantienen a la combinacién de metformina con sulfonilureas como

un segundo tratamiento de eleccion bien establecido?°.

El tratamiento individual con sulfonilureas puede ser la primera eleccion para pacientes que
no toleran el tratamiento con metformina, o para quienes es requerido una mas rapida y

efectiva respuesta al tratamiento, debido su hiperglucemia?°.
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e Liberacion controlada de sulfonilureas

Diversos estudios han mostrado la potencial reduccion de los riesgos de presentar eventos
hipoglucémicos, causados por hipoglucemiantes de esta familia de farmacos, cuando son

administrados bajo sistemas de liberacion modificada y/o controlada?'-20.
2.2 Glibenclamida

La glibenclamida (Figura 3), es un farmaco clase IlI, de acuerdo con el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), debido a su baja solubilidad (véase la Tabla 1),
representa el arquetipo de la familia de las sulfonilureas de segunda generacion,
ampliamente usadas en el control de la diabetes mellitus®', y ademas es la sulfonilurea de
primera eleccion en el primer nivel de atencion clinica en México'. Su administracion es en

forma de tabletas con dosis bajas (5 mg), y con dosis maximas diarias de 20 mg32-36,

N /A
T4 j
|
oo
H.C
3 \o

Figura 3. Estructura quimica de la glibenclamida®'-
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Tabla 1. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas mas relevantes de la

glibenclamida.

Férmula condensada C23H28CIN3OsS
Peso molecular (Da) 494.004
Solubilidad en agua, a 27°C (mg/L) 4

Solubilidad en etanol, 20 °C (mg/mL) 5

Solubilidad en dimetilsulféxido, 20°C (mg/mL) 25

Coeficiente de particion, LogP 3.754

Punto de fusion (°C) 174

DLso, en ratas, administracion intraperitoneal, (mg/kg) 3,750

DLso, en ratas, administracion oral, (mg/kg) 20,000

Obtenido de ChemSpider®'

2.21 Propiedades fisicas y quimicas de relevancia biofarmacéutica de la

glibenclamida

Es un polvo cristalino blanco, inodoro y practicamente insipido. Es virtualmente insoluble en
agua y éter; soluble en 330 partes de etanol, en 36 partes de cloroformo y en 250 partes de
metanol. Puede formar sales hidrosolubles con hidroxidos alcalinos. Es un acido débil que
tiene la misma constante de disociacién que la tolbutamida (5.3 + 0.1) y ya que su
insolubilidad en agua imposibilita la determinacion de su Ka, esta ha sido determinado en
mezclas de metanol-agua y estimada en 100% de agua®*. Su solubilidad acuosa esta
fuertemente influida por el pH del medio. A medida que incrementa (por encima del valor del
pKa) la solubilidad incrementa considerablemente. Mientras que a pH=5.3 es menor que 5
Mg/mL, a pH= 7.4 la solubilidad puede aumentar a 45 pg/mL en un medio intestinal simulado

en estado de ayuno3"-38,
2.2.2 Propiedades de relevancia biolégica de la glibenclamida
2.2.2.1 Farmacocinética de la glibenclamida

e En humanos

En humanos, los pacientes mayores de 60 afos alcanzaron una Cp,,,, de 211 a 315 ng/mL

conun te, de 0.9 a 1.0 h, mientras que los pacientes jovenes alcanzaron una Cpp,q, de

144 a 302 ng/mL enun t¢, de 1.3a3.0 h. El ABCp resulté en 358 ng h mL-"3°,
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Absorcion

La glibenclamida puede ser absorbida de manera casi completa (superior al 90 %) en el
tracto gastrointestinal. La Cp,,,, suele presentarse entre las 1.5 y 2 h. La administracion e
ingesta concomitante de alimentos impacta de manera significativa en la absorcién3%4°, El

tiempo de vida media de absorcién oscila entre las 0.9 y 3 h36.

Distribucion
El volumen de distribucion oscila los 0.2 L/kg3®#!. La unién a proteinas es completa, con
99% a la albimina®®. El curso temporal de la glibenclamida es bien explicado por el modelo

abierto de dos compartimentos36:39,

Biotransformacién

Los grandes grupos no polares unidos al centro sulfénico de la glibenclamida son resistentes
a la alteracion metabdlica. El grupo ciclohexilo es hidroxilado por el higado para formar los
dos principales metabolitos: la 4-trans-hidroxiglibenclamida y la 3-cis-hidroxiglibenclamida*'.
A pesar de que en un inicio se les atribuyd solamente un 0.25 y 2.5 % de la potencia
hipoglucemiante de la glibenclamida?®, actualmente el estudio farmacodinamico de la
glibenclamida y estos metabolitos ha demostrado que éstos poseen una mayor potencia

hipoglucemiante que la glibenclamida por si misma“2.

Eliminacion
A diferencia de otras sulfonilureas, la glibenclamida es excretada en un 50 % por la via renal
y 50 % en heces*%#'. Debido a esto, su prescripcidn esta contraindicada en pacientes con

falla renal, toda vez que el tiempo de vida media se amplia considerablemente3®.

En términos generales, el tiempo de vida media de la glibenclamida esta entre las 5y 7 h%,
aunque puede oscilar des las 1.5 hasta las 8.3 h36. Cuando el perfil se ajusté a un modelo
abierto de un compartimento, el tiempo de vida media de eliminaciéon fue de 5.251 £ 0.198
h*3.Cuando el modelos se ajusté a un MADC, los valores de tiempo de vida media para la
fase inicial y terminal de la eliminacién resultaron de 9.7 =+ 1.2 y 3.3 = 1.5 h,

respectivamente®.

El aclaramiento varia entre los 2.47 y 4.11 L/h%41 El aclaramiento se ve modificado
(positivamente) de manera importante en pacientes con funcién renal disminuida (véase la
Tabla 2)%.
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Tabla 2. Parametros farmacocinéticos relevantes de la glibenclamida determinados en

humanos.

Estudio

Coppack®®

Rambiritch3®

Jonsson**

Caracteristicas

22 p (9f/13m); 54-80 a;

11 p (3f/8m); 31-68 a;

Condiciones s Diversos grupos 73 (51-103) kg;
44-95 kg; hospitalizados o
hospitalizados
DMT2 Estabilizada No Estabilizada
Funcion renal Normal Normal Normal
Administracién de
Oral, 10.0 Oral, 10.0 Oral, 7.0
GB (mg)
Parametros MADC ANC y MADC MAUC
t1/2.a0s (N) No reportado 1.3+0.11 0.38+£0.17
Crax (Mg/mL) 0.354 + 0.033 0.422 + 0.119 0.463 + 0.226
tc.max (h) 3.2+0.86 1.62+1.16 1.4+0.2
ABCo.0 (Mg/mL/h) No reportado 4.276 £ 0.179 2.086 £ 0.707
Inicial: 3.1 + 1; terminal:
ti2 (h) 8.08 + 2.25 25+0.77
104+1.8
Va(L) No reportado 32.48 + 14.46 13.4+£5.9
CL (L/h) No reportado 278 +1.03 3.70+1.15

MAUC, Modelo Abierto de Un Compartimento; ANC, Analisis No Compartimental; GB, glibenclamida; f, sexo

femenino; m, sexo masculino; a, afios.

e En modelo murino

La farmacocinética que exhibe es explicada, segun lo reportado por Liu3? y Samala®,

mediante el modelo abierto de un compartimiento (MAUC). Otros resultados, obtenidos

mediante modelos estadisticos no compartimentales, también se han reportado*®4’. En la

Tabla 3 se enumeran los principales parametros farmacocinéticos reportados en ambos

casos.
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Tabla 3. Parametros farmacocinéticos relevantes de la glibenclamida determinados en

modelo murino.

Estudio
MAUC MENC

Liu® Samala* Neerati*® Elbahwy*”
Caracteristicas
Cepa (peso, Sprague- Sprague-

Pa (p 9 Prag Wistar machos Wistar (180- Prag
Dawley machos Dawley machos
(180-250) 230)

(286 £ 5.3) (200 £ 20)

¢ Diabetes inducida? Si Si (aloxano,
) . Si (aloxano,
(método) No (estreptozotocina, 100, 50 mg/kg, _
. . 140 mg/kg, i.p.)
55 mg/kg, i.p.) i.p.)

Administracién  de

*QOral, 1.0 *QOral, 10.0 *QOral, 10.0 **QOral, 5.0
GB (mg/kg)
Matriz Plasma Suero Suero Plasma
Duracién e

24 h 24 h 12 h 24 h
intervalos de

Cada1h Cada2h Cada2h Cada2h
muestreo (h)
Punto de muestreo Puncién retro-orbital y con volumenes de 1 a 1.5 mL
Parametros
Chax (Mg/mL) 0.134 + 0.044 68.0+ 1.5 14.71 £ 2.97 7.57 £ 0.64
tc.max (D) 2+0.76 2 4 4
ABCrotal (Mg/mL/h) 0.860 + 0.249 305.2+8.9 108.99 + 10.95 94.63 £ 6.65
ti2 (h) 1.87£0.1 3.44 +0.29 9.07 £0.79
Va(mL) No reportado 87.1+45 24132 + 38.60 No reportado
CL (mL/min) No reportado 324 +11 36.57 + 3.34 No reportado

MAUC, Modelo Abierto de Un Compartimento; MENC, Modelo Estadistico No Compartimental; GB,

glibenclamida.

*A partir de una solucioén.

**A partir de una suspension.

Existen similitudes y diferencias claras en los estudios que se sintetizan en el Tabla 3.

Comenzando por el acondicionamiento de los animales, que es bastante similar entre los

estudios, es decir, bajo condiciones estandar de laboratorio: contenidos en cajas de

polipropileno individuales, ambiente de 20 a 25 °C de temperatura y 50 % de humedad
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relativa, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h; alimentacion ad libitum con dieta estandar para
las cepas y ayuno previo, de 12 a 18 h, a los tratamientos experimentales3245-47. Sin
embargo, los estudios difieren en la metodologia de induccidon de diabetes, asi como en la
toma de muestras y en el tratamiento y analisis de estas. Ademas, algunos parametros de
ejecucion del estudio, como la temperatura y tiempo de almacenamiento de las muestras
(de -70 0 -20 °C y “tiempo hasta su analisis”); fuerza y tiempo de la centrifugacién (4,000 a
10,000 rpm, de 5 y hasta 15 min); reactivos y técnicas para la precipitacion de proteinas; asi
como su preparacion y dilucion para la cuantificacion es diversa entre las metodologias de

los estudios.

Por otro lado, la induccion de diabetes mellitus difiere entre los estudios. Los dos métodos
mostrados en la Tabla 3, tanto el método con administracion de estreptozotocina como por
administracion de aloxano, son métodos no quirurgicos y se fundamentan en el dafo tisular,
especificamente de los islotes de Langerhans, destruyendo las células B-pancreaticas, tras
la administracion de alguna de estas sustancia toxica*®. La administracién de una dosis
unica (de entre 25 y 100 mg/kg) de estreptozotocina, una nitrosurea; metabolito secundario
producido por Streptomyces achromogenes, puede inducir diabetes mellitus en roedores*?,
probablemente como resultado de diversos efectos toxicos, basados en mecanismos tales
como la interferencia con el transporte de glucosa, con la funcién de la glucoquinasa y por
ruptura de las cadenas de ADN%850, Mientras que una administracion de entre 100 y 150
mg/kg de aloxano®', una farmaco sintético, puede causar diabetes mellitus mediante el dafio
a las mismas células B-pancredticas por la generacion de radicales hidroxilo®°. En ambos
meétodos, suele verificarse la hiperglucemia hasta las 48 a 72 h después de la
administracion, y, dependiendo del criterio del investigador, suele establecerse el modelo
como diabético cuando la glucosa determinada por el método de la glucosa-oxidasa

peroxidasa supera los 250 o 300 mg/dL5°.
2.2.2.2 Farmacodinamica de la glibenclamida

La glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacion, que estimula la secrecién de
insulina a través del cierre de los canales de potasio sensibles de ATP, en las células beta
del pancreas, aumentando las concentraciones de potasio y calcio intracelular. Tiene una
duracion prolongada y regimenes terapéuticos amplios, que pueden partir desde los 0.75

mg por dosis, pero pueden incrementarse hasta 10 mg por dosis en algunos casos. Es
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ampliamente recomendado nunca exceder de 20 mg diarios®>-%4.

En condiciones normales, el receptor en el cual actua la glibenclamida (denominado SUR1)
se mantiene abierto mientras las concentraciones de glucosa sanguinea son bajas,
permitiendo el ingreso de potasio y la creacion de un potencial de membrana de -70mV.
Normalmente, el receptor cierra ante un incremento de glucemia sanguinea, promoviendo
el aumento del potencial de membrana y despolarizando a la célula. Esto permite que los
canales de calcio sensibles a voltaje se abran, permitiendo el flujo de iones calcio hacia la
célula. Finalmente, el incremento de calcio intracelular estimula la liberacién de granulos
que contienen insulina. La glibenclamida promueve esta cascada de estimulos manteniendo

cerrado el receptor SUR1%2,
2.2.2.3 Modelaje farmacocinético-farmacodinamico de la glibenclamida

La mayoria de los farmacos hipoglucémicos de la familia de las sulfonilureas no producen
un efecto inmediato, sino retrasado en comparacion con la aparicion del farmaco en el
compartimento central. Este retraso depende del mecanismo de accion farmacoldgico del

farmaco en cuestion®®.

Los modelos de distribucion a la biofase son una alternativa para caracterizar este retraso
en la aparicidon del efecto. En este modelo se asume que el retraso es debido al tiempo
necesario para que el farmaco difunda, desde el compartimento central, hacia el sitio de

efecto; es decir, a la biofase.

La biofase esta representada por un compartimento hipotético de efecto. Este es el concepto
de un espacio tedrico que describe un lugar que puede tener las mismas propiedades de
distribucion que el espacio biolégico donde el farmaco causa su efecto, que se encuentra
alejado pero unido al compartimento central y cuyos parametros de volumen, cantidad de
farmaco y constante de velocidad son despreciables en comparacion con los parametros
que describen el perfil farmacocinético del compartimento central. Dicho de otra manera, la
inclusion de este compartimento de efecto hipotético en el modelaje de los datos no supone
un cambio significativo en el perfil de concentraciones plasmaticas del farmaco, ni en su

curso temporal a través del organismo%6-59,
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2.3 Liberacion modificada de farmacos
2.3.1 Via de administracion subcutanea
2.3.1.1 Liberacion

La velocidad de liberacion y la duracién del efecto farmacodinamico pueden ser modificadas
positivamente por la administracién desde esta ruta. Ya sea para incrementar el tiempo de
vida medio de eliminacidn, o para disminuir la frecuencia de las administraciones y asegurar
el apego terapéutico. Sin embargo, el volumen de liquido intersticial presente en el espacio
subcutaneo, velocidad del flujo sanguineo, presion osmaética y presencia de proteinas
plasmaticas son factores que también participan, tanto favoreciendo como inhibiendo, la
mejora de la liberacion del farmaco. La administracion subcutanea, por si misma, esta
limitada por el volumen de la administracion, por lo tanto, también de la solubilidad y la dosis
del farmaco. A pesar de que esta establecido que parametros farmacocinéticos,
especialmente el aclaramiento, distribucién y biotransformacién son propiedad intrinseca
del farmaco y no pueden ser manipulados directamente, no sin modificar quimicamente a la
sustancia o bien, modificar la interaccién con estructuras, fluidos y compuestos

endogenos®.
2.3.1.2 Absorcion

Tras una administracion subcutanea, la absorcién puede ser mas lenta que por la via
intramuscular, aunque puede incrementarse para algunos farmacos, y no necesariamente
es mas rapida que la via oral. Es precisamente por esta razdn que la via de subcutanea es
elegida; es decir, para promover una administracion lenta sostenida y (o) controlada, o bien
para evitar una respuesta demasiado intensa, demasiado corta o bajo regimenes de
administraciones frecuente. EI ejemplo clasico es precisamente un farmaco
hipoglucemiante, la hormona insulina. Algunas de las posibles desventajas de esta
administracidon incluyen la irritacion local, la preparaciéon de administraciones estériles,

aungue no siempre es necesaria la supervisiéon médica®62,

Al igual que con la administracién intravenosa e intraarterial, la administracion de farmacos
por la via subcutanea (o la intramuscular) son ejemplos de rutas parenterales. La via
subcutanea se usa con frecuencia a fin de evitar el tracto gastrointestinal, ya sea porque el

medicamento se destruiria en el fluido gastrointestinal, su eficiencia se ve disminuida por la
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biotransformacién pre-sistémica en el higado o porque un medicamento es demasiado polar
o grande para penetrar en la membrana gastrointestinal®®. Ademas, esta ruta de
administracion permite una liberacién lenta y sostenida del farmaco en el sitio de la
administracion y, por lo tanto, son requeridas un menor nimero de administraciones®*. Los
farmacos administrados por via subcutanea aun deben ser absorbidos en la circulacion
sistémica, y es generalmente el tamafio del farmaco el que dicta si seran absorbidos a través
de los capilares vasculares del epitelio (moléculas menores a 5,000 g/mol) o a través de la
circulacién linfatica (moléculas mayores a 20,000 g/mol). Ademas de esto, las membranas
capilares disponibles en el sitio de administracion permiten la penetracion paracelular,
incluso de moléculas polares y (o) grandes®. Los farmacos administrados por via
subcutanea pueden alcanzar la circulacion sistémica mas rapido de lo que lo harian por la
via entérica. Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas de un farmaco (por ejemplo, el
tamano de particula) pueden manipularse para proporcionar una absorcion mas gradual de

estas rutas®.
2.3.1.3 Distribucién, biotransformacion y eliminacion

A pesar de que la ruta de administracion subcutanea supone modificaciones importantes en
los parametros que caracterizan a los procesos de liberacion y absorcion, los parametros
farmacocinéticos posteriores, tales como velocidades de distribucion, eliminacion y el
aclaramiento no suponen un cambio directamente relacionado con la administracion
subcutanea, sino que resultan consecuentes con las propiedades fisicoquimicas y
parametros intrinsecos del farmaco (cuya manipulacion directa es improbable, a menos que
se modifique quimicamente al farmaco) y de la cantidad de farmaco presente en el
compartimento central, factor que es el que se ve modificado por la alteracion del proceso
de absorcion.?9 Un cambio en los parametros farmacocinéticos de biotransformacion y
eliminacién puede deberse a que la cinética de absorcion ha cambiado de primer orden, a
una absorcién de orden cero o semiorden cero 0 a que los parametros farmacocinéticos

estan en funcion de la concentracion plasmatica alcanzada en cada tiempo®°.

Un sistema de liberacién modificada de farmacos puede influir de manera importante en la
farmacocinética de un farmaco®, al incrementar su absorcion, asegurando una
concentracion plasmatica optima y biodisponibilidad®, destaca la posibilidad de mejorar los

perfiles farmacocinéticos de farmacos poco solubles o lipofilicos®8¢7. Sin embargo, uno de
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los principales retos en el desarrollo de sistemas de liberacion modificada, a base de
materiales mesoporosos de silice, para proponerlos como un posible acarreador de farmaco
y que mejores la administracion de este, es la evaluacion farmacocinética vy

farmacodinamica para establecer su potencial aplicacion terapéutica in vivo®s.

2.3.2 Materiales de Silice Mesoporosa (MSM) como sistemas de liberacion de

farmacos

La liberacion modificada de farmacos en un sitio determinado dentro del organismo es un
area de estudio importante en el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas®. Una forma
farmacéutica de liberacion modificada, pretende reducir los potenciales efectos secundarios
asociados a terapias multidosis con medicamentos de liberacion inmediata® o aquellos
efectos involucrados desde la liberacion y la absorcién y maximizar los efectos terapéuticos
mediante la obtencién de la concentracion optima en los sitios de accidn, o bien, en la

circulacién sistémica®’.

El desarrollo de formas farmacéuticas con base en sistemas de liberacién modificada, tiene
cada vez mas registro de su alcance como una alternativa para tratamientos con farmacos
poco solubles®88; con estrecho margen terapéutico®'°. Los materiales de silice mesoporosa
han emergido, como un prometedor vehiculo para farmacos, debido primordialmente a su
estructura, la cual resguarda la estabilidad quimica, la funcionalizacion de superficie y
biocompatibilidad, asegurando la liberacién modificada de diversos farmacos®, en estos
materiales, la liberacidn de diversos compuestos depende y se puede controlar a través de
canales de poros estrechos, que permiten al proceso de liberacién del farmaco llevarse a
cabo con precision. Las propiedades de la forma mesoporosa de la silice permiten que

puedan ser incorporados farmacos u otros agentes terapéuticos en grandes cantidades®*®.

Se han desarrollado formas de dosificacion parenteral de liberacién modificada en las que
el farmaco esta atrapado o encapsulado en matrices poliméricas o lipofilicas inertes que
liberan lentamente el farmaco in vivo durante una semana o hasta varios afnos. Los
polimeros o vehiculos lipofilicos utilizados para administrar los farmacos en sistemas de
liberacién modificada parenterales pueden o no ser biodegradables in vivo. Los sistemas no
comestibles y no biodegradables se eliminan al final de la terapia. Los medicamentos,
incluidos los péptidos y las proteinas, también se han formulado como emulsiones,

suspensiones, liposomas y nanoparticulas para inyeccion parenteral. Un cambio en un
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medicamento parenteral de una solucion a una emulsion, liposoma, etc. alterara la

distribucién del medicamento y el perfil farmacocinético®’.
2.3.2.1 Sintesis de los MSM

Las entidades terapéuticas se incorporan durante la misma sintesis (o fabricacion) de los
materiales de silice mesoporosa cuando esta se realiza por la técnica sol-gel (Figura 4). La
carga también puede conseguirse una vez que el material ha sido fabricado, para esto se
cuenta con 2 estrategias generales, aunque existen metodologias sumamente especificas
para la carga de cada tipo de entidad terapéutica. La primera y mas sencilla de estas
consiste en sumergir al material en una solucién que contenga de manera saturada a la
entidad terapéutica, de esta manera el farmaco se adsorbe en toda la red tridimensional
porosa del material. La segunda técnica, basada en la primera, consiste en incluir una
molécula de tipo polimérica (usualmente un agente surfactante) en la red tridimensional de
poros durante el proceso de sintesis, misma que es retirada por accion térmica o por
disolucion con un disolvente apropiado; después de esto, el farmaco es incorporado
mediante adsorcién en los poros liberados. La carga maxima de farmaco dentro de los
materiales de silice mesoporosa depende siempre de la geometria del poro, asi como de la

técnica de carga®70,

B s ROH
[T -2 DA
=0 ;
H Bl —— (S'.,_—<OH _Si_
RO” | TOR FR RO” | TOR
OR RO” | TOR OR
OR
A. Hidrolisis
o _ _ H,O (o ROH)
R RO H 4 RO OR
Sy \ 7 ) s \ /
RO—Si—OH | =—= [RO—Si—0 ;'9'H RO—SI—O—SI{—-OR
RO Si RO & RO OR
RO/ | \OR RO /SI\
OR B RO OR|

B. Condensacion

Figura 4. Reacciones generales para la fabricacion de materiales de silice

mesoporosa®®.
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2.3.2.2 Seguridad de los MSM

Las nanoparticulas de silice fueron aprobadas por la FDA para estudios clinicos de fase |

en humanos en 201177,
2.3.2.3 Aspectos farmacocinéticos de los MSM

Como sistema de liberacion modificada, los MSM prometen un incremento en la solubilidad
aparente, una liberacion sostenida, modificacién indirecta de los parametros de
biotransformacién y farmacocinéticos, resultando en la mejoras por acumulacion del
farmaco en el tejido u 6rgano objetivo y reduccion simultanea de la distribucién fuera de este

sitio y las complicaciones toxicoldgicas de ésta’?.
e Liberacion

La liberacién de farmacos a partir de materiales mesoporosos puede exhibir un patrén
bifasico, tanto in vitro como in vivo. Debido a la presencia de moléculas de farmaco en la
superficie de estos materiales, asi como de los poros mas superficiales, es posible alcanzar
rapidamente las concentraciones terapéuticas efectivas y posteriormente liberar de manera
modificada o controlada el farmaco contenido en la red de poros”. En general, la liberacién
a partir de los MSM se rige por un proceso de difusién (con la entrada previa del medio de

disolucion a la red de poros), mas que por un proceso de erosion de la matriz’.

Ademas, la liberacion puede ser controlada ademas por modificaciones de las propiedades
del MSM, en su superficie y en el tipo de interaccion con las moléculas de farmaco, asi como

por estimulos internos y externos ampliamente diversos®”.
e Absorcion

Diversos estudios han demostrado la capacidad de los MSM para incrementar
significativamente la biodisponibilidad de los farmacos que son administrados y liberados a

partir de estos”3-79,
e Biotransformacion

El tiempo de vida media, asi como la duracién del efecto, pueden llegar a ser mayores si se
libera un farmaco desde materiales mesoporosos, en comparacioén con el mismo farmaco
administrado en la misma via, pero bajo una liberaciéon inmediata. Cuando un farmaco es

administrado desde un sistema este tipo, la actividad metabdlica se ve prolongada, es decir
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que se abate la tasa de eliminacion por la via de la biotransformacion®.
e Eliminacién

Un efecto esperado de la liberacion modificada a partir de los MSM es el aumento
significativo de los tiempos de vida media de eliminacion’3. El aumento en los tiempos de
vida media de eliminacion suele ser promovida por la funcionalizacion de las superficies de
los poros en los MSM, por ejemplo con la inclusion de macromoléculas como el
propilenglicol®’. Si bien la cinética de eliminacion de esta ruta parenteral sigue, en la mayoria
de los casos con farmacos no peptidicos o proteicos, un orden lineal, fendmenos como la

interaccion con estructuras celulares y tisulares del sitio de administracion pueden ser

relevantes®.
2.4 Modelaje Farmacocinético-Farmacodinamico

Los modelos farmacocinéticos describen la relacion entre la dosis y la concentracion
plasmatica (o sérica) que se presentan tras dicha administracion. Esta relacion normalmente
es descrita como el perfil de concentraciones en funcion del tiempo, para una determinada
dosis. EI modelo farmacodinamico, por otro lado, describe el enlace entre las
concentraciones de farmaco y el efecto medible, independientemente del tiempo al cual se
presente. Los modelos Farmacocinéticos/Farmacodinamicos (FC/FD o PK/PD por sus
siglas en inglés) han sido propuestos como un abordaje mas generalizado. Esto permite que
el efecto farmacodinamico sea relacionado directamente con el tiempo después de
administrar una determinada dosis de farmaco.® De hecho, para crear un modelo completo
de la respuesta a un farmaco, un modelo farmacocinético que describa las concentraciones
plasmaticas en cualquier tiempo después de su administracion debe ser enlazado a un
modelo farmacodinamico que describa la respuesta producida por la concentracion dada en
el sitio de efecto®. Es asi como los modelos combinados FC/FD proveen elementos para el
entendimiento del curso temporal del efecto de un farmaco, en tanto a tres propiedades
importantes: la magnitud del efecto, su inicio y su duracién. El efecto farmacodinamico
puedes ser ya sea una respuesta clinica medible o la determinacién de un biomarcador del
efecto farmacologico. La exploracion del modelaje FC/FD puede ser llevado a cabo

mediante dos métodos principales: experimentos de estado estacionario y no estacionario®3.

La principal limitacion de todos los modelos basados en evidencia biologica y empirica, es
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que la informacién empirica representa en todos los casos una medida indirecta del
fendmeno fisioldgico que ocurre a nivel de la interaccion farmaco receptor (incluidas sus
fases previas y posteriores), por lo que esta informacién carece del detalle en el
entendimiento de los mecanismos farmacocinético y farmacodinamico que ocurren en este

nivelss.

La mayoria de la respuesta farmacoldgica debida al farmaco es atribuible a la unién de éste
con un receptor (o parte de uno). Cuando el paso limitante para el curso temporal del efecto
farmacodinamico es esta interaccion farmaco-receptor, el curso temporal del inicio del efecto
estara relacionado con la constante de disociacion de dicha interaccion Cuando el valor de
esta constante de disociacion es grande (promoviendo un tiempo de vida media de la
interaccion farmaco-receptor corta), el efecto farmacodinamico demostrara un efecto
inmediato. Cuando un farmaco exhibe este tipo de comportamiento, el modelo establecido
es uno de Accidn Directa83. Este modelo, también llamado de Enlace Directo, también es
empleado cuando se asume que la concentracién de farmaco en el sistema circulatorio es
la misma que en el sitio del receptor?*. Estrictamente hablando, esta suposicién expresa ya
sea el caso en el que el receptor se encuentre en el propio sistema circulatorio (0 como
parte de él) y se dé una administracion intravascular®® o bien, exprese el equilibrio en el sitio
del pre-receptor y el modelo resultante no utilice concentraciones en el sitio de efecto®*. De
esta manera el modelo mecanistico mas simple es el modelo sigmoidal del efecto maximo®3,
presentado en la Ecuacion 1.

_ Enax - C()Y

E® = kq + C(t)Y

Ecuacion 1. Relacion sigmoidea del efecto directo maximo.
Donde
E(t) es el efecto farmacolbgico al tiempo t
Enax €l efecto maximo atribuible al farmaco
kg la constante de disociacion del complejo farmaco — receptor
C(t) la concentracion plasmatica (o en el pre — receptor) al tiempo t
y el factor de sigmoicidad

Consecuentemente, la concentracion determinada esta directamente enlazada con el efecto
observado. Bajo estas suposiciones, la concentracion plasmatica maxima y el efecto
maximo ocurrirdn en el mismo tiempo®38%, Un diagrama ejemplificando este modelo se

muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Modelo empirico FC/FD directo. Tomado de 3.

Para muchos farmacos, el sitio de efecto es distante al compartimento vascular (central). En
este caso, el modelo anade un mayor nivel de complejidad para satisfacer el retraso en la
distribucion del farmaco hacia el compartimento de efecto hipotético.83 Cuando la
concentracion de farmaco en el plasma no esta equilibrada en todo momento con la
concentracion en el sitio de efecto, ocurre un fendmeno conocido como histéresis. Este
fendmeno es resultado del retraso en la distribucion entre el incremento y decremento de
las concentraciones plasmaticas de farmaco y el incremento y decremento del efecto. El
retraso en esta distribucion puede ser resuelto usando un compartimento de efecto para
enlazar el modelo farmacocinético con el farmacodinamico.8 El compartimento de efecto es
el concepto de un espacio tedrico que describe un lugar que puede tener las mismas
propiedades de distribucion que el espacio bioldégico donde el farmaco se causa su efecto y
se encuentra unido al compartimento central. La biofase corresponde con la suposicion del

verdadero sitio de accion de farmaco y se representa a través del compartimento de efecto.5?

La distribucién hacia y desde el compartimento de efecto se modela como un proceso de
primer orden. Se asumen que la cantidad de farmaco que se distribuye hacia este
compartimento es muy pequefa, entonces la redistribucion desde el compartimento de
efecto no retorna hacia el central, sino que se pierde del sistema (con el fin de simplificar el
modelo farmacocinético). La prominencia de la histéresis y la magnitud del retraso en la
respuesta estan determinados por el tiempo que le toma al sitio de efecto (la biofase) en
equilibrarse con el compartimento central. La constante de redistribucion (o de pérdida) de
farmaco desde el compartimento central es la que indica estos dos aspectos. De tal manera
que una histéresis reducida esta asociada con valores grandes de la constante de
redistribucién desde el compartimento de efecto y viceversa. Ya que la redistribucion es un

proceso cinético de primer orden, es posible establecer que cuando transcurren entre 3y 5
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tiempos de vida media de redistribucion, ésta sera completa. Si bien cuando la redistribucion
sea completa las concentraciones en el sitio de efecto igualen a las del compartimento
central, puede no ocurrir asi, pero una vez que el proceso esté completado, el cociente entre
las concentraciones de ambos compartimentos se mantendra constante (el curso de ambos
perfiles de concentracidn sera paralelo entre si). Esto supone que la histéresis no se observa
en condiciones de estado estacionario. Dado que solo es posible establecer el valor de la
constante de redistribucion a partir de la histéresis y a que no es posible determinar el valor
de la constante contraria (la de distribucion hacia el sitio de efecto), usualmente los valores
de ambas constantes se asumen iguales. Solo cuando el proceso de distribucién haya sido
completado y cuando el compartimento de efecto se relaciona con el modelo del efecto
maximo, el valor de la concentracion efectiva que promueve la mitad del efecto maximo

estara establecido en términos de los valores de la concentracién plasmatica®s.

Mecanisticamente, este modelo solo aplica cuando el paso limitante en la descripcidn
temporal del efecto del farmaco es el fendmeno de distribucion hacia la biofase, por lo tanto,
atribuible Unicamente al componente farmacocinético del modelo®. Sin embargo, otros
fendmenos mas bien fisioldgicos, como los efectos indirectos del farmaco, largos procesos
de transduccion de la sehal o la participacion de segundos mensajeros son bien
incorporados en los modelos de efecto indirecto o de distribucion a la biofase®3. EI modelo
de efecto maximo puede satisfacer este retraso cuando se presenta en funcion de las
concentraciones en el compartimento de efeto, como se muestra en la Ecuacion 2.

Emax Ce(t)y

ECso + Co ()Y

Ecuacién 2. Relacién sigmoidea del efecto como funcion de las concentraciones de
farmaco en la biofase

E(t) =

Donde

E(t) es el efecto farmacolbgico al tiempo t E,,,, el efecto maximo atribuible al farmaco
ECsg la concentracion que promueve el 50% del ef ecto maximo

C.(t) la concentracion en el compartimento de efecto al tiempo t

y el factor de sigmoicidad

El retraso en la distribucién del farmaco que provoca este fendmeno esta representado en

la Figura 6.
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Figura 6. Esquema del modelo empirico FC/FD de la Biofase. Tomado de .

Existe por supuesto una amplia variedad de modelos FC/FD que por sus supuestos no seran
revisados en esta seccion. A manera de mencion, los modelos que consideran la accion de
los segundos mensajeros o la conversion de intermediarios bioldgicos se ejemplifican en la
Figura 7. Esos componentes fisiolégicos presentan un curso temporal propio, ajeno a los
parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos. Los modelos que incorporan un modelo
de enlace que describa el curso temporal de estos intermediarios biologicos y conecten los
modelos FC y FD son llamados generalmente de conversion (turnover) o de efecto indirecto.
La principal diferencia con los modelos de la biofase es que el tiempo de efecto maximo en
este ultimo es independiente de la dosis, mientras que en los modelos de efecto indirecto

este tiempo dependera de la dosis®.
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Figura 7. Esquema de los cuatro modelos mecanisticos FC/FD indirectos. Tomado de 8.

3 Planteamiento del problema y justificacion

La glibenclamida posee propiedades fisicas (una baja solubilidad) y farmacoldgicas
(absorcion limitada y generacion de reacciones adversas —como la hipoglucemia—) que
impactan negativamente en el desarrollo, eficacia y seguridad de los tratamientos
hipoglucemiantes, basados en esquemas de liberacién inmediata y de administracion
multidosis diaria por la via oral, establecidos nacional e internacionalmente en la actualidad

para pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Una de las alternativas, para ofrecer una solucién a los problemas asociados con las
terapias multidosis de las formas farmacéuticas de liberacion inmediata, es el desarrollo de
formas farmacéuticas con base en sistemas de liberacion modificada, para los cuales cada
vez mas se tiene registro de su potencial como una alternativa para desarrollar y emplear
tratamientos con farmacos poco solubles, con estrecho margen terapéutico y para
padecimientos degenerativos créonicos como el cancer y diabetes mellitus, donde es
necesario un control preciso de concentraciones sistémicas eficientes y seguras. Dentro de
la basta variedad de estrategias y tecnologias existentes, para la resolucion de estos
problemas, destacan los sistemas producidos con base en los materiales de silice

mesoporosa, como los implantes fabricados como monolitos mesoporosos de silice. Estos
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materiales han emergido como una estrategia farmacéutica potencial, debido
primordialmente a su estructura, la cual resguarda la estabilidad quimica del farmaco que
se incorpora en la red mesoporosa y posibilita la modificacion del fenémeno de liberacion
(que ya de por si es sostenida de manera intrinseca) y a su biocompatibilidad. De esta
manera, la liberacion de diversos compuestos depende y se puede controlar de manera
precisa a través de canales de poros estrechos. Ademas, las propiedades de la forma
mesoporosa de la silice permiten que puedan ser incorporados farmacos en grandes

cantidades, con lo que se puede reducir la frecuencia de las administraciones.

Por otra parte, si bien el desarrollo de un producto de liberacion modificada para
administracién subcutanea supone la resolucion de los problemas de la terapia que estan
asociados con la farmacocinética del farmaco en cuestion, los parametros
farmacodinamicos estan sujetos al enlace entre el modelo farmacodinamico y el
farmacocinético. A pesar de que el efecto depende de las concentraciones de farmaco, este
enlace no es obvio y en muchas ocasiones no es directo. Asi, el establecer un modelo mas
generalizado (Farmacocinético-Farmacocinético —FC-FD—), permite que el efecto
farmacodinamico sea relacionado directamente con el tiempo después de administrar una
determinada dosis de farmaco. Consecuentemente, los modelos FC-FD proveen elementos
para el entendimiento del curso temporal del efecto de un farmaco, en tanto a tres

propiedades importantes: la magnitud del efecto, su inicio y su duracién.

Por lo anterior, el desarrollo de un implante subcutaneo para la liberacién modificada de
glibenclamida, como alternativa a la administracion oral y de liberacion inmediata de este
farmaco, contempla no solo su caracterizacién farmacotécnica, sino también su evaluacién
farmacologica mediante la determinacion del modelo FC-FD que permita establecer la
ventaja de esta propuesta en el control glucémico (en magnitud y duracion de un efecto

hipoglucemiante seguro) tanto en individuos normoglicémicos como en diabéticos.
4 Hipoétesis

El curso temporal de las concentraciones plasmaticas de la glibenclamida, administrada
desde un implante subcutaneo de silice mesoporosa para la liberacidon modificada del
farmaco en un modelo murino, serd mas uniforme en comparacioén con una administraciéon

equivalente por via intraperitoneal de liberacidén inmediata.
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5 Objetivo general

Comparar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos de las administraciones de
glibenclamida a modelos murinos normoglicémicos y con diabetes mellitus inducida, a partir
de un implante subcutaneo y de una inyeccion unidosis intraperitoneal, para evaluar las

ventajas y desventajas del implante.
5.1 Objetivos especificos

e Caracterizar los atributos farmacotécnicos del implante fabricado por la técnica sol-
gel, que permitan determinar el tamafio del implante por usar y sustentar el analisis
de resultados del estudio farmacocinético-farmacodinamico.

e Implementar y validar la metodologia analitica por CLAR, que permita determinar la
pureza del principio activo, asi como su concentracion de este en el implante.

e Implementar y validar la metodologia analitica por CLAR, que permita determinar la
concentracion del farmaco en la prueba de disolucién y en el plasma tras la
administracion a los grupos experimentales.

e Disefar el protocolo de estudio in vivo para llevar a cabo el estudio de
farmacocinética y farmacodinamia tras la administracion de los dos tratamientos a
distintos grupos experimentales.

e Construir los modelos farmacocinético, farmacodinamico y de enlace entre estos,
mediante la seleccién basada en los valores de verosimilitud logaritmica de los
modelos mas probables evaluados en el programa Monolix.

e Determinar los parametros farmacocinéticos empleando el analisis no
compartimental, y realizar la comparacién farmacocinética entre los dos tratamientos.

e Evaluar estadisticamente las diferencias entre perfiles y parametros de los modelos
farmacodinamico y farmacocinético, para sustentar la comparacion entre los dos

tratamientos.
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6 Material y métodos
6.1 Materiales
6.1.1 Sustancias

Se emplearon estandares de referencia primarios: glibenclamida (Sigma-Aldrich) vy
felodipino (Sigma-Aldrich), con una pureza del 98.75 y 99.16, respectivamente; reactivos
para la fabricacion de los implantes: glibenclamida (Quimica Alkano), ortosilicato de
tetraetilo (JT-Baker), acido clorhidrico (JT-Baker), hidréxido de sodio (JT-Baker), etanol
absoluto (JT-Baker); reactivos para los analisis, grado cromatografico, en su caso, o grado
analitico: acetonitrilo (Teqgsiquim), fosfato monobasico de potasio (JT-Baker), acido fosforico
(JT-Baker), octil-sulfonato de sodio (Sigma-Aldrich); para la preparacién de los grupos
experimentales: estreptozotocina mezcla de andmeros (Sigma-Aldrich); para el tratamiento
de muestras biolégicas: acido acético glacial (JT-Baker), metanol (Tegsiquim); reactivos
para la administracion y tratamiento de los animales de experimentacién: EtOH al 70 %, éter
(JT-Baker), solucion inyectable de heparina al 100 Ul/mL agua desionizada y agua

inyectable (Pisa).
6.2 Individuos experimentales

La evaluacion biolégica se llevd a cabo en ratas (Rattus norvogriceus) de la cepa Long-
Evans, hembras, obtenidas del Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, de
300 £ 30 g de peso; mantenidas minimamente durante un periodo de 24 h previo al
desarrollo de los experimentos (descritos en las secciones siguientes) en cajas de
polipropileno individuales, limpias y abastecidas para acceso a alimento estandar para
roedores (Purina Laboratory Rodent Diet 5001) y agua ad libitum, bajo ciclos de luz-
oscuridad de 12 hy condiciones ambientales de 20 £ 5 °C y 50 £ 10 % de humedad relativa.
Todos los experimentos se llevaron a cabo durante la fase de luz, asi como siguiendo las
recomendaciones para el cuidado y uso de animales de laboratorio y con apego a los
requisitos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-19998). La anestesia

previa a las intervenciones quirurgicas se realiz6 empleando una camara saturada de éter.
6.2.1 Matriz biolégica
6.2.1.1 Procedimiento para la toma de sangre por puncion cardiaca

La matriz biolégica fue tomada para fines de preparacion de las muestras control, asi como
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para la validacion del método bioanalitico.

Un grupo de 4 individuos fueron llevados hasta anestesia profunda en camara saturada de
éter dietilico. Una vez en anestesia, se colocé al individuo en posicion dorsal y se realizo
una puncion cardiaca con aguja de calibre 21 G x 38 mm conectada a un adaptador para
tubo colector de 4 mL. La puncién se realizé comprobando que el individuo se encontraba,
bajo anestesia profunda y sin alteraciones de la actividad respiratoria (se empled un algodon

impregnado de éter dietilico dentro de un tubo y acercando este al hocico del individuo).

La puncién fue en un angulo de 90 ° accediendo por el lado derecho del esternén, entre el
espacio intercostal, y en el punto en que se detectd pulso cardiaco (aproximadamente 1.5
cm antes del diafragma) e introduciendo la aguja no mas de 1 cm y hasta percibir haber
atravesado el musculo cardiaco. Inmediatamente después de haber accedido
correctamente al corazon, se coloco en el otro extremo de la aguja un tubo colector con
sistema de llenado por vacio, con capacidad de 4 mL y que contenia 0.72 mg de EDTA
dipotasico, el cual se dejé llenar completamente con sangre. El contenido del tubo, una vez
lleno y retirado, fue homogeneizado sin agitacion vigorosa. En cada caso se extrajeron 12
mL de sangre mediante una sola punciéon. Una vez finalizado, se sacrificd el individuo

empleando 4 mL de éter dietilico en una camara de 4 L.
6.2.1.2 Separacion y obtencién del plasma

Las muestras se centrifugaron a 6,000 rpm, a 4 °C y durante 10 min, para separar el plasma
y recolectarlo en tubos de vidrio, llenandolos hasta un 75 % de su capacidad y tapandolos
con tapon de baquelita. El plasma se mantuvo en congelacion (-18 °C = 2 °C) durante al

menos 12 h antes de ser empleado.
Con este procedimiento se obtuvieron aproximadamente 24 mL de plasma.
6.3 Metodologia analitica

Se implementé la metodologia analitica por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR) para la determinacion de: 1, la pureza del principio activo; 2, la cantidad de este en
el implante fabricado; 3, la cantidad disuelta en la prueba de disolucién y 4, la concentracién
plasmatica del farmaco. Las condiciones y parametros de partida forman parte de
investigaciones previas de la linea de investigacion de implantes subcutaneos fabricados

por la técnica sol-gel®88°.

Pagina 28 de 142



La adecuabilidad de la metodologia fue comprobada mediante una validacion parcial,
siguiendo los criterios correspondientes en cada caso establecidos en la guia Q2 de la

International Council for Harmonisation (ICH)%.

Las condiciones generales de analisis fueron: técnica CLAR de fase reversa; una fase
estacionaria de silice Cs, de 150 x 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 pm; una fase movil
compuesta por acetonitrilo:solucion amortiguadora de fosfatos 1X10-2 M/octil-sulfonato de
sodio 1X10° M, pH 3.5, en una proporcion 55:45, con una velocidad de flujo de 2.2 mL/min;
muestras de 25 pL con estandar interno de felodipino a 5 pg/mL y detectado por UV a A=254
nm. El factor de respuesta se obtuvo como el cociente del area bajo la curva correspondiente
al farmaco entre el area bajo la curva del estandar interno, de acuerdo con la Ecuacion 3.

ABCCf

ABCCei
Ecuacion 3. Respuesta analitica

Respuesta =

6.3.1 Adecuabilidad del sistema cromatografico

A partir de una solucion de glibenclamida en metanol, preparada a 250 pg/mL, y de otra
solucion de estandar interno a 50 pg/mL, se preparé una solucién a 12.5 pyg/mL de
glibenclamida y 5 ug/mL de estandar interno. Esta se inyecté por sextuplicado (a partir del

mismo vial) bajo las condiciones cromatograficas establecidas en la seccion 6.3.

Se calcularon los valores de la media, desviacion estandar y desviacion estandar relativa
de los valores de area bajo la curva del farmaco y del estandar interno, asi como de la

respuesta (Ecuacion 3).

El sistema cromatografico se consideré adecuado para realizar las determinaciones
analiticas de cada dia, si la desviacion estandar relativa de cada variable fue menor que el
2%.

6.3.2 Validacion del sistema analitico

Las concentraciones esperadas, después de aplicar los diferentes tratamientos y llevar
muestras a analisis cromatografico abarcan desde, 0.25 ug/mL (limite inferior de la curva de
calibracion del método analitico para la cuantificacion de glibenclamida en medio de
disolucion) y hasta 12.5 pg/mL (limite superior de la curva de calibracion del método analitico
para la cuantificacion de glibenclamida en plasma).
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A partir de una solucion de glibenclamida en metanol, preparada a 250 ug/mL, se tomaron
los volumenes necesarios para preparar soluciones a 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10,y 12.5
Mg/mL (véase la Tabla 6). A las soluciones se les adicioné el estandar interno y se analizaron

directamente en el sistema cromatografico.

Para los niveles 5.0 y 10 ug/mL se prepararon 3 repeticiones adicionales, a partir de la

misma solucion de glibenclamida.

A partir de los resultados de area bajo la curva, obtenidos tras el analisis cromatografico de
dichas soluciones, se construyo el modelo de regresion lineal por minimos cuadrados de la

Respuesta (Ecuacion 3) en funcién de la concentracion adicionada.

Las 24 determinaciones (3 repeticiones de 8 niveles), asi como las 6 determinaciones para
el nivel 5.0 y las 6 determinaciones para el nivel 10 ug/mL, se evaluaron estadisticamente
segun se establece en el Anexo 1, a fin de determinar la linealidad (respuesta en funcién de

la concentracion adicionada) y la precision, respectivamente.

6.3.3 Método analitico para la valoracion del contenido de glibenclamida en el

implante

Considerando una administracion de 7.5 mg/kg de glibenclamida a individuos de 300 + 30
g de peso, las unidades de dosis (implantes) evaluadas con este método contuvieron 2.25
t+ 0.225 mg de glibenclamida. El implante se tom6 considerando el contenido tedrico de

glibenclamida por cada implante.

Dado que el farmaco se incorpora en la red mesoporosa del implante, el analisis contemplé

la trituracion del implante y la extraccion del farmaco con un disolvente organico.
6.3.3.1 Procedimiento del método analitico para la valoracion de contenido

El implante fue triturado en un papel encerado, el polvo fue pesado y agregado a un matraz
volumétrico de 25 mL con 20 de metanol. El matraz y su contenido fueron llevados a
agitacion por ultrasonido en un bano de agua a 20 + 2 °C, durante 10 minutos, para

finalmente ser llevados a volumen de 25 mL con el mismo disolvente.

Una solucién de felodipino preparada a 50 ug/mL utilizando metanol como disolvente fue

empleada como solucién de estandar interno.

En un matraz volumétrico de 10 mL se colocé 1 mL de cada una de las dos soluciones
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anteriores y se llevo a volumen con metanol. Esta solucién, que contenia 10 yg/mL de
glibenclamida y 5.0 pg/mL de estandar interno fue llevada a analisis cromatografico. En la

Figura 8 se resume el procedimiento descrito.

Se pesé implante
equivalente a 2.25 mg
de farmaco.

Se agregd triturado en
un matraz
volumétrico de 25 mL.

Se agregaron 20 mL

Se trituro de metanol.

Se agregd en un
matraz volumétrico
de 25 mL.

Se pes6 1.25 mg de
estandar interno.

Se disolvid y llevd a

volumen con metanol.
tapado.

Se tomaron 1 mL de
VC-100y 1 mL de El-
50 en un matraz
volumétrico de 10 mL.

Se deposité en un
tubo de ensayo con
tapa.

Se llevd a volumen Se |dent|f|co como El-

con metanol.

Se filtraron 5 mL a
través de membrana Se identificé como VC-
de nylon de 0.45 pm 100
de poro.
Se deposité en un
tubo de ensayo

N N/

| ==
M=
o]

Se |dent|f|co como VC- Se llevo a anélisis
cromatografico.

Figura 8. Diagrama de flujo para la valoracion del contenido de glibenclamida en los
implantes.

6.3.3.2 Curva de calibracion del método analitico para la valoraciéon de contenido

En la Tabla 4 se presenta la preparacion de las soluciones para la construccién de la curva
de calibracion, a partir de una solucién a 200 ug/mL. El procedimiento de analisis que se

siguid se describe en la seccién 6.3.3.1. A partir de pesadas independientes, se prepararon
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tres repeticiones de cada uno de los cinco niveles indicados en la Tabla 4, para contar con

15 determinaciones.

Tabla 4. Soluciones para la construccion la curva de calibracion del método analitico para

la valoracion del contenido de glibenclamida en los implantes.

Contenido
Solucién Alicuota* (mL) |C| (ng/mL)
equivalente (mg)*
Doble cero - - 0
Solo 1 mL de estandar
Cero . - 0
interno
80% 0.40 8 2.00
90% 0.45 9 2.25
100% 0.50 10 2.50
110% 0.55 11 2.75
120% 0.60 12 3.00

*La solucion de partida tuvo una concentracién de 200 ug/mL de glibenclamida. El volumen final de estas

muestras fue de 10 mL de metanol.

e Tratamiento de los datos

A partir de los resultados de area bajo la curva, se construyé el modelo de regresion lineal
por minimos cuadrados de la respuesta (Ecuacion 3) en funcidon de la concentracion
adicionada. El modelo fue construido en SPSS Statistics v. 23.0 para registrar los
coeficientes B, y f;; el coeficiente de determinacién r2? y otros parametros que también
fueron utilizados para la validacion de este método, como se describe en el Anexo 1. Esta
ecuacion fue empleada para interpolar las respuestas de las muestras de concentracion

desconocida.
6.3.3.3 Validacion del método analitico para la valoraciéon del contenido

Todas las determinaciones corresponden a muestras preparadas de acuerdo con lo

establecido en la seccién 6.3.3.2.
e Especificidad

Los resultados de cinco mediciones de muestras cero, cinco mediciones de muestras doble
cero; asi como cinco mediciones de implante placebo, cinco mediciones correspondientes

al 100 % (Tabla 4), y cinco mediciones de muestras al 100 % adicionadas con implante
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placebo, fueron evaluados estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo 1. Las
cinco muestras cero, las cinco muestras doble cero y las cinco muestras de placebo no

debieron presentar interferencias en el tiempo de retencién de la sefal del analito.
e Linealidad

Con las quince determinaciones, obtenidas a partir de la construccion de la Curva de
calibracion, se determiné la relacidon respuesta-concentracion, mediante el modelo

presentado en el Anexo 1.
e Repetibilidad

A partir de seis mediciones de los niveles al 80, 100 y 120 %, considerando las tres
determinaciones analogas de la curva de calibracién/linealidad y de acuerdo con la Tabla 4,

fue evaluada la varianza estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Precision intermedia

El analista auxiliar y el analista principal, ambos en dos dias diferentes, realizaron por
triplicado determinaciones independientes de los niveles 80, 100 y 120 %, respectivamente.

El Analisis de Varianza fue realizado segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Exactitud

A partir de las determinaciones usadas en Repetibilidad, se obtuvieron los porcentajes de
recobro. Estos fueron evaluados estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo
1.

6.3.4 Método analitico para la cuantificacion de glibenclamida en el medio de
disolucion

Considerando una administracion de 7.5 mg/kg de glibenclamida a individuos de 300 + 30

g de peso, las unidades de dosis (implantes) evaluadas en la prueba de disolucién

contuvieron 2.25 £ 0.225 mg de glibenclamida. Dado a que el implante liberd solo el farmaco

soluble, las muestras tomadas en cada tiempo de muestreo seran llevadas directamente al

analisis cromatografico sin filtracion.
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6.3.4.1 Procedimiento del método analitico para la cuantificaciéon en el medio de

disolucion

Se tomo un implante integro conteniendo el equivalente a 2.25 + 0.225 mg de glibenclamida.
El implante se someti6 a la prueba de disolucion segun la metodologia descrita en la seccion
6.4.2.5.

Este método no empled la adicion de estandar interno (a fin de no diluir la muestra), por lo
que las muestras tomadas de la prueba de disolucién fueron llevadas inmediatamente a

analisis cromatografico. En la Figura 9 se resume el procedimiento descrito.

Se pesd implante
equivalente a 2.5 mg
de glibenclamida.

Se muestreo segun el
procedimiento "6.4.2.5
Perfil de disolucion".

Se evalud en la prueba
de disolucion.
n==~6

Se identificd como

CD_v_t.
Se llevé a analisis ,
o v: numero de vaso de
cromatografico. 50 pL.
prueba.

t: tiempo de muestreo

Figura 9. Diagrama de flujo para la cuantificacion de la cantidad disuelta en la prueba de
disolucién.

6.3.4.2 Curva de calibracion del método analitico para la cuantificacion en el medio

de disolucion

A partir de una solucion de glibenclamida en metanol, preparada a 50 pg/mL, en la que se
agrego6 un implante placebo integro y equivalente en peso al que se sometio a la prueba de
disolucién, se prepararon soluciones a concentraciones de 0.25, 1.25, 2.5, 3.75y 5 pg/mL,
como se muestra en la Tabla 5. Las soluciones fueron preparadas en el medio de disolucion
y analizadas como se establece en la seccion 6.3.4.1. A partir de pesadas independientes,
se prepararon tres repeticiones de cada uno de los cinco niveles indicados en la Tabla 5,

para contar con 15 determinaciones.
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Tabla 5. Soluciones para la construccion de la curva de calibracién del método analitico

para la cuantificaciéon de glibenclamida en el medio de disolucién.

Contenido disuelto equivalente (mg de la unidad
Nivel Alicuota* (mL) |C| (ug/mL)

de dosis)
Cero 0 0 0
5% 0.05 0.25 0.13
25% 0.25 1.25 0.63
50% 0.50 2.50 1.25
75% 0.75 3.75 1.88
100% 1.00 5.00 2.50

*La solucion de partida tuvo una concentracién de 50 ug/mL de glibenclamida. El volumen final de estas

muestras fue de 10 mL de medio de disolucion.

e Tratamiento de los datos

A partir de los resultados obtenidos se construyd el modelo de regresion lineal por minimos
cuadrados del Area Bajo la Curva del pico cromatografico correspondiente al farmaco
(ABCcf) en funcion de la concentracion adicionada. EI modelo fue construido en SPSS
Statistics v. 23.0 para registrar los coeficientes B, y p;; el coeficiente de determinacién r? y
otros parametros a ser utilizados para la validacion de este método, como se describe en el
Anexo 1. La ecuacién que describa el modelo fue empleada para interpolar las sefales
analiticas de muestras de concentracion desconocida. A partir de los valores de

concentracion interpolada, se calculd, por ajuste del factor de dilucién, la cantidad disuelta.
6.3.4.3 Validacion del método para la cuantificacién en el medio de disolucion

Todas las determinaciones corresponden a muestras preparadas de acuerdo con lo

establecido en la seccién 6.3.4.2.
e Especificidad

Los resultados de cinco mediciones de muestras cero, cinco mediciones de muestras
preparadas a partir de implante placebo; asi como cinco mediciones de muestras al 100 %
de la curva de calibracién (Tabla 5) y cinco mediciones de estas muestras al 100 %
adicionadas con implante placebo fueron evaluadas estadisticamente segun el modelo
presentado en el Anexo 1. Las cinco muestras cero y las cinco muestras de placebo, no
debieron presentar interferencias en el tiempo de retenciéon de la senal del analito.
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e Limite de deteccion y de cuantificacion

Mediciones por triplicado, preparadas y equivalentes al 5, 1 y 0.2 %, de acuerdo con la Tabla
5, fueron determinadas de acuerdo con lo establecido en la seccion 6.3.4.2. De cada
determinacién fue obtenida su relacion sefal/ruido. Los limites de deteccién y de

cuantificacion se establecieron segun los criterios presentados en el Anexo 1.
e Linealidad

Las quince determinaciones, obtenidas a partir de la construccion de la Curva de calibracion,
fueron evaluadas en funciéon de la concentracion adicionada, mediante el modelo

presentado en el Anexo 1.
e Repetibilidad

A partir de seis mediciones de los niveles al 5, 50 y 100 %, considerando las tres
determinaciones analogas de la curva de calibracién/linealidad y de acuerdo con la Tabla 5,

fue evaluada la varianza estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Precision intermedia

El analista auxiliar y el analista principal, ambos en dos dias diferentes, realizaron por
triplicado determinaciones independientes de los niveles al 5, 50 y 100 %, respectivamente.

El Analisis de Varianza fue realizado segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Exactitud

A partir de las determinaciones usadas en Repetibilidad, se obtuvieron los porcentajes de
recobro. Estos fueron evaluados estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo
1.

6.3.5 Método analitico para la cuantificacion de glibenclamida en plasma

La cantidad de muestra necesaria para ser tratada y analizada es de 0.3 mL de sangre, en
cada caso (volumen de muestra en cada tiempo, de cada individuo del estudio
farmacocinético y farmacodinamico). Considerando que fueron 11 puntos de muestreo para
cada individuo, esto supuso extraer 3.3 mL de sangre a individuos de 300 + 30 g de peso.
Esto fue establecido para no comprometer el equilibrio fisiologico del modelo animal de

manera innecesaria.%!
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6.3.5.1 Procedimiento del método analitico para la cuantificaciéon en plasma

Para el presente estudio se fijé el volumen a 100 pL de muestra de plasma obtenido de la

correspondiente muestra sanguinea.

Para el desarrollo del método se utilizé felodipino como estandar interno, preparado a una
concentracion de 10 pg/mL utilizando solucion al 1 % de acido acético en metanol
(AcOH:MeOH, 1:99) como disolvente.

En cada vial se agregaron 100 pL del plasma de cada muestra. A cada una de ellas les fue
agregado 200 uL de la solucion de felodipino. Las muestras fueron agitadas vigorosamente
(2,500 rpm) en un vértex durante 1.5 min, para luego agregarles 100 pL de una solucion
amortiguadora de fosfatos, 0.05 M, pH 6.8 (SAfpH=6.8), posteriormente las muestras fueron
agitadas a 100 rpm en un vértex durante 5 s. Se tomaron y transfirieron 350 pL de la muestra
a un microtubo de polipropileno que fue llevado a centrifugacion a 10,000 rpm durante 10
min. Del sobrenadante, fueron tomados 200 L, en porciones de 50 pL, asegurando no se

arrastrase parte del precipitado en esta toma y transferidos a un microvial de vidrio.

Finalmente, las muestras fueron analizadas empleando el método cromatografico

previamente validado. En la Figura 10 se resume el procedimiento descrito.

Pagina 37 de 142



Se agregd en un
microtubo de
polipropileno (que
contiene 0.054 mg
de EDTA 2Na).

Se tomo muestra
sanguinea (0.3 mL),
segun lo descrito en

la seccion 6.5.3.4.

Se centrifugd a
10,000 rpm durante

Se homogenizé el
contenido por

Se mantuvo en
congelacién durante
no menos de 12.

Se identificé.*

inversion. 10 min.
s Se tomo el
Se depositd en un
; sobrenadante
nuevo microtubo de
(plasma) con

polipropileno. micropipeta.*

Se agregd en un
matraz volumétrico
de 10 mL.

Se pes6 1 mg de
estandar interno.

Se llevo a volumen
con AcOH:MeOH,
1:99. (Soln.
desnaturalizante de
proteinas).

Se identificé como
EI-10.

Se agité 1.5 min en

vortex a 2,500 rpm. de EI-10.

Se agregaron 200 pL

Se tomaron 100 pL

de una muestra en

un vial de vidrio con
tapa.

Se deposité en un
tubo de ensayo con
tapa.

Se agregaron 100 pL
de SAfpH 6.8.

Se agité 5sen
vortex a 100 rpm.

o N . Y e Y e Y S
| N ) S — N NS —

Se tom6 350 pL de
la mezcla en un
nuevo microtubo de
polipropileno.

Se centrifugd a
10,000 rpm durante
10 min.

*|
B
*|
B
*|

| N ) S — N NS —
o N . Y e N e Y S
~—_——— —— e e

Se tomaron 200 pL

(en porciones de 50

uL) en un microvial
de vidrio.*

Se llevo a anélisis
cromatografico.

Figura 10. Diagrama de flujo para la cuantificacion de las concentraciones de
glibenclamida en plasma.

+Después de las operaciones de centrifugacion,

cuidadosa de no tomar material sedimentado.

++La clave de identificacion de cada muestra fue preservada en cada cambio de contenedor de ésta hasta

su disposicion y eliminacion.

la toma de volumen de sobrenadante con micropipeta fue

6.3.5.2 Curva de calibracién del método analitico para la cuantificacion en plasma

En la Tabla 6 se presenta la preparacion

de calibracion, a partir de una solucién a 250 ug/mL. El procedimiento de analisis que se
siguio se describe en la Figura 10. Las soluciones fueron tratadas con la adicion de estandar

interno y analizadas como se establece en la seccion 6.3.5.1. A partir de pesadas

de las soluciones para la construcciéon de la curva
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independientes, se prepararon tres repeticiones de cada uno de los seis niveles indicados

en la Tabla 6, para contar con 18 determinaciones.

Tabla 6. Soluciones para la construccion de la curva de calibracion del método para la

cuantificacion de glibenclamida en plasma

Nivel Alicuota* (mL) IC| (1g/mL)
Doble cero - -

5% 0.02 0.5

25% 0.10 25

50% 0.20 5.0

75% 0.30 7.5

100% 0.40 10.0

125% 0.50 12.5

*La solucién de partida tuvo una concentracion de 250 ug/mL de glibenclamida. El volumen final de

estas muestras fue de 10 mL de plasma.

e Tratamiento de los datos

A partir de los resultados de area bajo la curva, obtenidos tras el analisis cromatografico de
dichas soluciones, se construyo el modelo de regresion lineal por minimos cuadrados de la
respuesta (Ecuacion 3) en funcién de la concentracion adicionada. El modelo fue construido
en SPSS Statistics v. 23.0 para registrar los coeficientes B, y pB;; el coeficiente de
determinacion r2 y otros parametros que también fueron utilizados para la validacion de este
método, como se describe en el Anexo 1. La ecuacion que describié el modelo fue empleada

para interpolar las senales analiticas de muestras de concentracion desconocida.
6.3.5.3 Validaciéon del método analitico para la cuantificacion en plasma
e Especificidad

Los resultados de cinco mediciones de muestras cero, cinco mediciones de muestras doble
cero; asi como cinco mediciones correspondientes al 100 % (Tabla 6) y cinco mediciones
de estas muestras al 100 % adicionadas en plasma fueron evaluadas estadisticamente
segun el modelo presentado en el Anexo 1. Las cinco muestras cero y las cinco muestras
doble cero, no debieron presentar interferencias en el tiempo de retencion de la sefial del

analito.
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e Limite de deteccidon y de cuantificacion

Mediciones por triplicado, equivalentes al 5, 2.5, 1.25, 0.75y 0.5 %, de acuerdo con la Tabla
6, fueron determinadas de acuerdo con lo establecido en la seccion 6.3.5.2. De cada
determinacién fue obtenida su relacion sefal/ruido. Los limites de deteccién y de

cuantificacion se establecieron segun los criterios presentados en el Anexo 1.
e Linealidad

Con las dieciocho determinaciones, obtenidas a partir de la construccion de la Curva de
calibracion, se determind la relacidn respuesta-concentracion, mediante el modelo

presentado en el Anexo 1.
e Repetibilidad

A partir de seis mediciones de los niveles de concentracion 0.5, 5.0 y 12.5 ug/mL
(considerando las tres determinaciones analogas de la curva de calibracién/linealidad) fue

evaluada la varianza estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Precision intermedia

El analista auxiliar y el analista principal, ambos en dos dias diferentes, realizaron por
triplicado determinaciones independientes de los niveles de concentracién 0.5, 5.0 y 12.5

Mg/mL. El Analisis de Varianza fue realizado segun el modelo presentado en el Anexo 1.
e Exactitud

A partir de las determinaciones usadas en Repetibilidad, se obtuvieron los porcentajes de
recobro. Estos fueron evaluados estadisticamente segun el modelo presentado en el Anexo
1.

6.4 Implante subcutaneo de glibenclamida
6.4.1 Fabricacion

Se fabrico 1 lote. La técnica inicial de fabricacion de implantes subcutaneos? fue optimizada

para quedar como se describe a continuacion.

Un lote consistié en, primero, preparar 100 mL de sol por reaccién de hidrélisis, para lo cual
se tomaron 50 mL de ortosilicato de tetraetilo, 50 mL de etanol absoluto, 4 mL de agua

desionizada y 0.16 mL de solucion de acido clorhidrico 1 M que se mezclaron en un matraz
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bola con agitacion mecanica constante, a 450 rpm, bajo sistema cerrado y con termémetro
de inmersion parcial. El sistema se calenté hasta 60 °C con canastilla de calentamiento
conectada a reostato, manteniendo esta temperatura durante 1.5 h. Transcurrido este
periodo, se agregaron al sistema 4 mL de agua y 10 mL de acido clorhidrico 1 M, a la vez
que se retird del calentamiento, pero manteniendo la agitaciéon hasta que alcanz6 una
temperatura de 30 °C. Para la adicion de la glibenclamida, 875 mg de esta se disolvieron,
bajo un bano de ultrasonido durante 30 min, en 40 mL de etanol para después anadir 100
mL de sol. La mezcla anterior se mantuvo bajo agitacién mecanica constante (100 rpm) y a
30 °C.

Para generar el gel, por reaccion de condensacion, se mezclaron en un tubo de poliestireno
1.8 mL de sol cargado con farmaco con 0.9 mL de solucién de hidroxido de sodio 0.15 M.
Los tubos fueron cerrados con polipropileno adherible y homogeneizados por inmersion del
tubo. Los tubos fueron colocados en posicion horizontal dentro de una charola de aluminio,
y llevadas a estufa de conveccion mantenida previamente a 60 °C. Tras 72 h, los implantes
subcutaneos resultantes (xerogeles monoliticos) fueron separados de los tubos de

poliestireno.

Cada implante fue pesado y acondicionado en un tubo de polipropileno de tamano adecuado
para todos ellos. El peso individual y el numero de monolitos obtenidos fue debidamente
registrado, asi como las observaciones que hubiese tras el proceso de fabricacién. El lote
acondicionado fue resguardado en desecador a vacio hasta el momento de su uso o
analisis.

Para los tratamientos control (descritos en la seccion 6.5.3.2), se fabrico un lote de implantes

placebo; es decir, sin la adicion de glibenclamida.

A partir de los datos de peso individual, niumero de implantes obtenidos y cantidad de
glibenclamida adicionado en el proceso de fabricacion, se obtuvo el contenido tedrico por

implante, como unidad, y por unidad de masa (% "/;;,).
6.4.2 Evaluacién farmacotécnica del implante subcutaneo de glibenclamida
6.4.2.1 Variacion de peso

La variacion de peso intralote se determind por calculo de la desviacion estandar relativa de

todos los pesos individuales de cada implante obtenido tras la fabricacion del lote.
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6.4.2.2 Dureza

La resistencia mecanica de los implantes se evalud por determinacion de su dureza. En un
durémetro se colocd una muestra de implante al que se determind, por avance longitudinal,
la resistencia a la ruptura en kg. La determinacion se realizé por triplicado, por cada lote, y

con muestras de 1 cm de longitud.
6.4.2.3 Valoracion del contenido

El contenido de glibenclamida incorporado en los implantes subcutaneos fue determinado
segun se establece en la seccion 6.3.3.1. La determinacién del contenido fue realizada por

triplicado.
6.4.2.4 Uniformidad de dosis

La uniformidad de dosis se establecié segun el procedimiento de Uniformidad de Contenido,
establecido en la F. E. U. M. 112 Ed%, para lo cual se considerd el valor de la valoracion del
contenido de 10 implantes para calcular, considerando una carga del 100 %, con respecto
al valor tedrico de glibenclamida, un valor maximo de aceptacién (VA) de 15 % para la media

(v) del contenido, expresada en porcentaje con base en la carga de glibenclamida afadida.

Una vez determinado el contenido de los 10 implantes, se calculd la media del contenido de
glibenclamida en los implantes analizados y se expreso en porcentaje con base a la cantidad
de glibenclamida anadida en la fabricacion del lote. Si la media del contenido fuese mayor
o igual que 98.5 % y menor o igual que 101.5 %, el valor de aceptacion se calcularia con la
Ecuacion 4; mientras que si la media del contenido fuese menor que 98.5 %, el valor de
aceptacion se calcularia con la Ecuacion 5y, si la media del contenido resultase mayor que
el 101.5 %, el valor de aceptacion se calcularia de acuerdo con la Ecuacién 6.

VA = kDE
Ecuacion 4. Valor de aceptacion si y=100£ 1.5 %

VA =985—y+ kDE
Ecuacién 5. Valor de aceptacion si y<98.5 %

VA =y —101.5+ kDE
Ecuacién 6. Valor de aceptacion si y>101.5 %

Donde
k es la constante de aceptabilidad. Paran = 10,k = 2.0;paran = 30,k = 2.4
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y la media del contenido de las muestras, expresado en porcentaje

DE la desviacion estandar de la muestra
En cualquier caso, se establece la uniformidad de dosis si:
VA< 15%

En el caso en que el valor de aceptacion hubiese sido mayor a 15 %, se procederia a
determinar el contenido de 20 implantes adicionales, se calcularia la media del contenido
de glibenclamida en los implantes analizados y se expresaria en porcentaje con base a la
cantidad de glibenclamida afiadida en la fabricacion del lote. El valor de aceptacion se

calcularia con las ecuaciones 4, 5 0 6, segun corresponda y considerando una n = 30.
En cualquier caso, se estableceria la uniformidad de dosis si:
VA< 25%
y todos los valores individuales de contenido cumplen con:
0.75M < y; < 1.25M

Donde

M es elvalor de referencia de la media de la muestra, expresada en porcentaje.

Si la media del contenido resultase mayor o igual que 98.5 % y menor o igual que 101.5 %,
M = y; mientras que si la media del contenido hubiese sido menor que 98.5 %, M = 98.5 %

y, si la media del contenido hubiese resultado mayor que el 101.5 %, M = 101.5 %.

Los resultados de contenido de glibenclamida en cada implante analizado, el numero de
implantes analizados, promedio del contenido valorado y los resultados de las ecuaciones

correspondientes, fueron debidamente registrados para el lote fabricado.
6.4.2.5 Perfil de disolucion

De acuerdo con los datos de valoracion del lote, se seccionaron y pesaron 6 unidades de
implante subcutaneo (unidades de dosis), conteniendo 2.5 + 0.25 mg de glibenclamida. Una
vez pesados, los implantes se resguardaron en tubos de ensayo con tapa, de manera

independiente y debidamente identificados.

En 6 vasos de fondo redondo, con capacidad para 900 mL, se vaciaron 500 mL de medio

de disolucion. El medio de disolucién consistié en una solucién amortiguadora de fosfatos
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0.05 M, pH 6.5, filtrada a través de membrana de nylon, de 0.45 pm de diametro de poro y
desgasificada.

Los vasos fueron colocados y asegurados debidamente en un disolutor Varian, modelo
Vankel 700 previamente calificado. Para el estudio se empleo el aparato 2 (paletas) a 2.5

cm de distancia del fondo del vaso, una velocidad de agitacion de 75 rpm y a una

temperatura de 32 £ 1 °C.

Los implantes fueron agregados con desfase temporal, segun se establece en la Tabla 7.

Tabla 7. Programacioén para el inicio y toma de muestras en la prueba de disolucién.
Unidad de prueba

1 2 3 4 5 6
Muestra Desfase (min)
+0 +1.5 +3.0 +4.5 +6.0 +75
t,, (min)

15 15 16.5 18 19.5 21 225
30 30 31.5 33 34.5 36 37.5
45 45 46.5 48 49.5 51 52.5
60 60 61.5 63 64.5 66 67.5
120 120 121.5 123 124.5 126 127.5
180 180 181.5 183 184.5 186 187.5
240 240 241.5 243 2445 246 247.5
300 300 301.5 303 304.5 306 307.5
390 390 391.5 393 394.5 396 397.5
480 480 481.5 483 484.5 486 487.5

En cada t,, + 2 s fueron tomados 5 mL. Dado que la unidad de dosis integra, sometida a la
prueba, libera solo el farmaco soluble, las muestras obtenidas en cada punto de muestreo
no fueron filtradas. La cantidad de glibenclamida disuelta fue determinada segun se

establece en la seccion 6.3.4.1.

El valor de cantidad disuelta, la media, desviacion estandar y desviacion estandar relativa,
fueron registrados. El perfil de disolucion de las 6 unidades de prueba se representd
graficamente como el porcentaje de la cantidad disuelta en funcién del tiempo, mostrando

para cada punto de muestreo la desviacién estandar. Por ajuste matematico, se determiné
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el modelo que mejor describiera la cinética del proceso de disolucion.

A partir del modelo establecido, y del perfil mismo, se obtuvieron los valores de eficiencia
de la disolucion, tiempo medio de disolucion, constante de la disolucion y tiempo de vida

media de la disolucion.

6.5 Estudio farmacocinético y farmacodinamico del implante subcutaneo de

glibenclamida
6.5.1 Conformacion de los grupos de experimentacién

La evaluacion farmacolégica del implante subcutaneo consistié en la comparacién de este
frente a la administracion intraperitoneal de una suspension del farmaco, en dos clases de
individuos de experimentacién: diabéticos inducidos y normoglicémicos. La administracion
de implantes subcutaneos placebos en individuos de ambas clases fue realizada para contar
con grupos control positivo y negativo, respectivamente. Se conformaron aleatoriamente
seis grupos de seis individuos cada uno, que fueron identificados individualmente, asi como

grupalmente tal como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Grupos experimentales

Grupo Tipo de individuos Tratamiento Clave
_ . . _ Prueba: Implante _
1 Diabéticos inducidos P-Di
subcutaneo
. . Prueba: Implante
2 Normoglicémicos . P-Ng
subcutaneo
Referencia:
3 Diabéticos inducidos Suspension R-Di
intraperitoneal
Referencia:
4 Normoglicémicos Suspension R-Ng
intraperitoneal

_ . _ _ Control: Implante
5 Diabéticos inducidos C(+)
subcutaneo placebo

. . Control: Implante
6 Normoglicémicos C ()
subcutaneo placebo

En una base de datos se registrd, para cada individuo identificado, su peso y el grupo
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experimental asignado.
6.5.2 Preparacion de los individuos de experimentaciéon
6.5.2.1 Induccion de la patologia

Un par de dias antes de la administracion de los tratamientos, a los grupos R-Di, P-Di y
C(+). se les indujo diabetes mellitus, empleando el método descrito por Junod*®. Para lo
cual, tras 8 horas de ayuno, se preparo la cantidad suficiente de una solucion salina
fisioldgica (0.9 % NaCl) ajustada a pH 4.5 con una solucion amortiguadora de citratos (acido
citrico/citrato de sodio) y se disolvio en esta la cantidad necesaria de estreptozotocina (ETZ)

para administrar un volumen de 2.5 mL/kg, equivalente a una dosis unica de 55 mg/kg.

Transcurrido un periodo de 48 h después de la administraciéon de ETZ, se determiné el nivel
de glucosa en sangre, mediante el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-POD)®3
y se considero a los individuos como diabéticos si el nivel de glucosa en sangre fue mayor
que 250 mg/dL. Se verificd, ademas, la glucemia en los individuos de los grupos R-Ng, P-

Ng y C(-). Se aseguro el resguardo de los individuos segun lo descrito en la seccion 6.2.
6.5.2.2 Colocacion de la via para toma de muestra

El mismo dia, y previo a la administracién de los diferentes tratamientos, se insertd
externamente una via de canalizacion para administracion y toma (catéter) directamente en

la vena lateral de la cola, mediante la cual se tomaron las muestras durante el estudio.

Cada animal fue inmovilizado dentro de una camisa de felpa disefiada especificamente para
contener y poder manipular al individuo, sin afectar su respiracién ni ejercer presion
innecesaria®!. Una vez inmovilizado, y en posicién dorsal, se sumergio la cola del animal en
agua a 45 = 2 °C, durante no mas de 1 min y hasta observar a través de la piel la dilatacion

de la vena lateral.

El punto localizado aproximadamente a 5 cm de la punta de la cola se tomé con los dedos
indice y pulgar, doblandola en un angulo de casi 30 ° para insertar la aguja con el catéter a
través de la piel e introducirlos 0.5 cm dentro de la vena. Esta operacién se realizo
sosteniendo firmemente la cola, pero sin generar presion innecesaria que pueda incomodar
o hacer reaccionar al animal o, inclusive, evitar el retorno sanguineo, y verificando que la
insercidn se realizara en un angulo de 0 ° una vez atravesada la piel; asegurando que el

catéter entre en la vena.
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La aguja hipodérmica se retir6 y con esto se comprobaba la canalizacion efectiva, por
observacion de un flujo constante y abundante de sangre. Este flujo fue recolectado en un
tubo de polipropileno que contiene solucion de EDTA disédico como agente anticoagulante.
Esta muestra recolectada correspondio en cada individuo a su muestra t=0. Una vez que se
purgd todo el volumen del catéter con sangre, se colocd un tapdn con via de acceso

puncionable. El catéter se aseguroé a la cola del individuo con cinta adhesiva.

A través de la via de acceso (tapon) se administré 0.3 mL de solucién de heparina sddica a
100 Ul/mL.

6.5.3 Ejecucion del estudio

El estudio se llevd a cabo, de manera independiente, en dos fases:
e Fase I. Individuos normoglicémicos. Grupos P-Ng, R-Ng y C(-)
e Fase Il. Individuos diabéticos. Grupos P-Di, R-Diy C(+)

En cada fase, se trabajo con un individuo de cada grupo correspondiente, cada dia durante

6 dias consecutivos, para abarcar a los 18 individuos de cada fase.

Los individuos, ya preparados con via para toma de muestra, fueron llevados a anestesia
profunda en una camara saturada de éter, para inmediatamente ser administrados con los
diferentes tratamientos. A fin de poder tomar las muestras sanguineas con prontitud y sin

omisiones o traslapes, la programacion se establecié segun la Tabla 9.
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Tabla 9. Programacion para el inicio y toma de muestras en el estudio FC/FD.

Grupo
R-Ng o R-Di C(-) o C(¥) P-Ng o P-Di
Muestra Desfase (min)
+ 0 min + 5 min + 10 min

Tiempo en el cronémetro para la toma de muestra

0 0 5 10
15 15 20 25
30 30 35 40
45 45 50 55
60 60 65 70
120 120 125 130
180 180 185 190
240 240 245 250
300 300 305 310
390 390 395 400
480 480 485 490

6.5.3.1 Administracion del implante subcutaneo. Grupos P-Ng y P-Di

Considerando el peso de cada individuo, y el contenido de glibenclamida en el implante,
éste se secciond y se peso una porcidn adecuada para administrar 7.5 + 0.25 mg/kg a cada
individuo. Una vez pesado, el implante se resguardd en un tubo de ensayo con tapon,

debidamente identificado con el cédigo del individuo correspondiente.

En la mesa de trabajo se dispuso del material quirdrgico necesario para administrar de
manera subcutanea el implante correspondiente en la zona de la nuca del individuo.
Ademas, una solucion desinfectante fue empleada, tanto para la piel como para el
instrumental quirurgico, y fue consistente en una solucién de yoduro de potasio al 2.5 % en

etanol al 50 %.

El implante fue colocado dentro de un tubo quirdrgico de acero inoxidable en su extremo
frontal. Por el otro extremo, una varilla fue empleada para mantener al implante en posicion.
El individuo fue llevado a anestesia general profunda en una camara saturada de éter
dietilico. La anestesia se mantuvo durante todo el procedimiento. A través de un corte
transversal en la nuca del individuo (previamente desinfectada) se introdujo el implante y se
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aseguro su insercion con ayuda de la varilla. En este punto fue retirada la anestesia para
gque comenzara con su recuperacion. Concluido el procedimiento, se aplicd solucion
desinfectante por sobre la incision y se permitié al individuo salir de la anestesia en un
espacio ventilado. La dosis y peso del implante administrado se registré debidamente para

cada individuo, de cada grupo.
6.5.3.2 Administracion de placebo. Grupos C(-) y C(+)

A los individuos de estos grupos se les colocé un implante sin farmaco (placebo), el mismo
procedimiento descrito en la seccion anterior. El peso del implante administrado se registro

debidamente para cada individuo, de cada grupo.
6.5.3.3 Administracion de la suspension intraperitoneal. Grupos R-Ng y R-Di

A estos grupos, se les administré un volumen minimo de 0.8 mL y maximo de 1.2 mL. Para
ello se suspendio la cantidad necesaria de glibenclamida en un vehiculo consistente en
propilenglicol al 2 % en solucion fisioldgica inyectable, para administrar una dosis de 7.5 £
0.25 mg/kg.

La administracion se realiz6 de manera intraperitoneal, en la zona abdominal derecha. La
dosis y volumen de la suspension administrada se registré debidamente para cada individuo,

de cada grupo.
6.5.3.4 Toma y tratamiento de muestras

Se tomaron muestras de 300 pL a los 15, 30, 45 y 60 min de haber iniciado el estudio;
posteriormente a las 2, 3, 4, 5, 6.5y 8 h. En todos los casos, terminada la toma de muestra,
la via de acceso fue heparinizada con 300 pL (o un volumen igual al recolectado en sangre)
de heparina sdédica (100 Ul/mL). Las muestras fueron transferidas a microtubos de
polipropileno que contenian 0.54 mg de EDTA dipotasico; se homogeneizo el contenido y
se mantuvieron en refrigeracion (5 °C) durante no mas de 30 min. El plasma se obtuvo por
centrifugacion empleando una centrifuga adaptada a 4 °C, a 10,000 rpm y durante 10
minutos. El plasma fue transferido a un nuevo microtubo de polipropileno, el cual fue
mantenido en congelacién (-18 °C) durante al menos 12 h y hasta el momento de su andlisis.
El volumen de muestra tomado de cada individuo se registré debidamente para cada tiempo

de muestreo,

Al finalizar la serie de tomas de muestra, el individuo fue llevado a una camara de didéxido
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de carbono para ser sacrificado.
6.5.4 Analisis de las muestras

Una vez obtenidas las muestras, se determinaron las concentraciones plasmaticas de

glibenclamida, asi como la glucemia sanguinea.
6.5.4.1 Cuantificacién de la concentracion plasmatica de glibenclamida

La concentracion plasmatica de glibenclamida de las muestras fue determinada segun se
establece en la seccion 6.3.5.1. El valor de concentracion plasmatica fue obtenido por

interpolacién en la curva de calibracion.
6.5.4.2 Determinacion de los valores de glucemia sanguinea

Durante la ejecucion del estudio, una vez tomada la muestra fue colocada sobre una tira

reactiva de un glucometro, para obtener la lectura correspondiente.

6.5.5 Tratamiento de los datos

6.5.5.1 Perfiles plasmaticos de glibenclamida

Los datos de concentracion plasmatica de glibenclamida, de cada grupo, fueron
representados graficamente en funciéon del tiempo, con sus respectivas desviaciones
estandar, para todos los tiempos de muestreo. Ademas del analisis basado en los
parametros farmacocinéticos obtenidos, se realizé un analisis con base en la comparacién
visual de los perfiles. Los valores de concentracion plasmatica de glibenclamida fueron
empleados directamente (sin transformacion) como la variable farmacocinética del modelo
FC-FD.

6.5.5.2 Perfiles glucémicos

La glucemia de cada grupo (n=6) fue representada graficamente en funcién del tiempo, con
sus respectivas desviaciones estandar para todos los puntos de muestreo. A partir de los
datos de cada perfil glucémico, se calculd el Area Bajo la Curva del perfil glucémico (ABCg),

de acuerdo con las Ecuaciones 7 y 8.
li_1+ gl
ABCg, = 2 (- 1)
Ecuacion 7. Area bajo la curva del perfil glucémico por segmento.
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n
ABCgrota = ) ABCY

s=1

Ecuacion 8. Area bajo la curva total del perfil glucémico.

Donde

ABCg, es el Area Bajo la Curva del perfil glucémico del segmento s
s el segmento del perfil glucémico comprendido de t;_, at;

gli la glucemia resultante al punto de muestreo t;

gli_1 la glucemia resultante al punto de muestreo t;_4

t; el tiempo de muestreo i

t;_1 el tiempo de muestreo previo a t;

ABCgiotar €l Area Bajo la Curva Total del perfil glucémico

n=9

A partir de los valores de ABCg se obtuvieron los valores que corresponden con la variable

farmacodinamica: el indice de reduccion del ABC,, como se muestra en la Ecuacion 9.

ABCgc, — ABC
%rABCg = 100< i th)

ABCgCt

Ecuacion 9. indice de reduccion del area bajo la curva del perfil glucémico por
segmento.

Donde
%rABCg es el indice de reduccion del area bajo la curva del perfil glucémico al tiempo t
ABCgc, el area bajo la curva del perfil glucémico, del grupo control, al tiempo t

ABCgr, el area bajo la curva del perfil glucémico, del grupo tratado, al tiempo t

El calculo del efecto farmacodinamico de los grupos tratados (referencia y prueba) se realizo
frente al grupo control normoglicémico o diabético, segun correspondio. Asi, los %rABCy,
de los grupos R-Ng y P-Ng se calcularon empleando las ABCg del grupo C(-), mientras que

los %7rABCg; de los grupos R-Diy P-Di, empleando las ABCg del grupo C(+).
6.5.6 Determinacion del modelo farmacocinético

Los valores de las observaciones (tanto de la variable farmacocinética —la concentracion
plasmatica del farmaco—, como de la farmacodinamica —el indice de reduccion del area
bajo la curva del perfil glucémico) para cada tiempo de muestreo, de cada individuo fueron
ingresadas al modulo de Estimacion, empleando el modelaje de efectos mixtos no lineales,
del programa de computadora Monolix, version 2020R0, un grupo por vez. En los datos se
incluyeron los pesos de los individuos como covariable. La estimacion de los parametros se
realizé seleccionando los modelos farmacocinéticos de absorcién de primer orden (para

ambos tratamientos), con una distribucion hacia 1 o0 2 compartimentos y con una eliminaciéon
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de primer orden desde el compartimento central. De esta manera, cada uno de los cuatro
grupos administrados con algun tratamiento, fueron evaluados empleando 2 modelos

distintos (monocompartimental o bicompartimental).

Una vez realizada la estimacion de los parametros para cada modelo, se realizé el analisis
de verosimilitud logaritmica. Este analisis entrego los valores de 4 diferentes parametros
para evaluar la bondad de ajuste: 1) la propia probabilidad logaritmica (-2LL), 2) el criterio
de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés), 3) el criterio de informacién bayesiano (BIC, por
sus siglas en inglés) y 4), el BIC corregido (BICc). De estos, solo se consideraron el -2LL y
el AIC, ya que los criterios de informacion bayesiana poseen menor confiabilidad cuando el
numero de observaciones es pequefio. De acuerdo con la definicion de este analisis, el
modelo cuyos valores de indicadores de verosimilitud sean los menores, fue el modelo mas
apropiado para estimar los parametros del modelo y explicar a los datos reales. De esta
manera, se selecciond, para cada grupo experimental, el mejor modelo de acuerdo con el

criterio anterior.
6.5.7 Determinacion del modelo farmacodinamico

Establecido el modelo farmacocinético, y sus parametros, para cada grupo, estos se
establecieron como valores fijos. Fijos los parametros farmacocinéticos, se agrego el
modelo farmacodinamico de efecto maximo sigmoidal en funcién de un modelo de enlace
farmacocinético-farmacodinamico basado en la biofase (compartimento de efecto, como se
representa con la Ecuacion 2). Con esto, la nueva ejecucion del proceso resultd en la
estimacion de los parametros del modelo farmacodinamico y del parametro unico del modelo
de enlace, la constante de velocidad de redistribucion del farmaco desde la biofase. Con
base en el algoritmo de estimacion recomendado por el proveedor del programa Monolix, la
estimacion final de todos los parametros (farmacocinéticos y farmacodinamicos) se realizé
retirando el caracter de fijo a los parametros farmacocinéticos. Los nuevos valores de

verosimilitud obtenidos fueron los registrados para cada modelo.
6.5.8 Comparacion estadistica de los tratamientos

Ademas del analisis compartimental descrito en las dos secciones previas, se realizo, para
cada grupo que recibié un tratamiento, el analisis no compartimental, empleando el

programa de computadora PKAnalix version 2020R0, en el que se determinaron los
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parametros de concentracion plasmatica maxima, tiempo de ocurrencia de ésta, area bajo
la curva del perfil plasmatico total, area bajo la curva del perfil plasmatico extrapolada a
infinito, el tempo medio de residencia y la constante de primer orden asociada con la porcion

terminar del perfil.

Estos parametros se evaluaron en funcién del tratamiento como factor experimental. Asi,
mediante analisis de comparacion de medias, mediante el estadigrafo t de Student, se
determiné si la diferencia entre los parametros de los diferentes grupos fue o no significativa.
Ademas, los valores determinados fueron contrastados con lo reportado en otros estudios

similares, a fin de establecer las posibles relaciones con el tratamiento en cada caso.
6.5.9 Modelo farmacocinético/farmacodinamico (FC/FD)

Los modelos, y los parametros de éstos, de cada grupo, establecidos tras la estimacion final
se registraron para calcular mediante las formulas provistas en el programa Monolix los
perfiles de 1) concentraciones plasmaticas del farmaco, 2) indice de reduccion del area bajo
la curva del perfil glucémico y 3) concentraciones de glibenclamida en el compartimento
hipotético de efecto. Los perfiles de cada grupo se contrastaron frente a las observaciones

experimentales.
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7 Resultados y discusién
7.1 Metodologia analitica
7.1.1 Adecuabilidad del sistema cromatografico

Los resultados de la media, desviacion estandar y desviacion estandar relativa de los
valores de area bajo la curva del farmaco y del estandar interno, asi como de la respuesta

se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Adecuabilidad del sistema cromatografico

Variable Media DE %DE %DE limite
ABCcy (muA - s) 74111.33 619.26 0.84
ABCc,; (muA - s) 70917.00 759.32 1.07 2%
Respuesta 1.05 0.02 1.66

Los resultados de las tres variables evaluadas en la Tabla 10 permiten establecer como
adecuado al sistema cromatografico, ya que fue demostrado que la variacion de la

inyeccion por sextuplicado de la misma muestra en el mismo vial no fue mayor al 2%.
7.1.2 Validacién del sistema analitico
7.1.2.1 Linealidad

Los resultados para los parametros de la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de
determinacién, para la funcion Respuesta = f(|C|,z) s€ muestran en la Tabla 11, mientras
que la funcién e intervalos de confianza para las estimaciones a partir del modelo de

regresion se muestran en la Figura 11.

Tabla 11. Evaluacion estadistica de la linealidad de la funcién Respuesta =f(|C|.s) para el

sistema cromatografico.

Parametro Valor I.C. (95%) Estadistico Valor P Decision
Pendiente (B1) Ho se
0.084 0.083<B1<0.086 t=132.76 1.901x10733

rechaza.

Ordenada al Ho no se
_ 3.38x10*  -0.008<B1<0.009 t=0.0806 0.9364

origen (BO) rechaza.
Coeficiente de

Ho se
determinacion 0.9987 - F=17626.22 1.901x10733

rechaza.

()
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Figura 11. Evaluacion de la linealidad para la relacién de la respuesta analitica como
funcion de la concentracion de glibenclamida adicionada (|C|as). Validacion del sistema

analitico.

La evaluacion de los parametros de la Tabla 11 cumple con los criterios establecidos en el
Anexo 1. Esto permite establecer que la relacién que el sistema analitico es adecuado para

ser utilizado en las metodologias propuestas.
7.1.2.2 Precision

Los valores de desviacion estandar relativa (%DE) para las 6 determinaciones del nivel 5.0
pg/mL (100 % del método analitico para la cuantificacion en medio de disolucion) y las 6
determinaciones del nivel 10.0 pg/mL (100 % de los métodos analiticos para la valoracién

del contenido en el implante y para la cuantificacion en plasma) se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Evaluacién estadistica de la precision del sistema cromatografico entre las

determinaciones al 100 %.

Nivel %DE de Ila %DE Estadistico Estadistico Decision
(Mg/mL) muestra limite calculado limite

Ho no se
5 2.011 x?=5.032

rechaza.

2.0 ¥*=11.070

Ho no se

10 1.762 x?=3.929

rechaza.

La evaluacion de la varianza de las respuestas analiticas cumple con los criterios
establecidos en el Anexo 1. Es decir que el sistema analitico es preciso entre las

determinaciones realizadas en una misma corrida analitica.
7.1.3 Método para la valoracién del contenido de glibenclamida en el implante
7.1.3.1 Curva de calibracion del método para la valoracion del contenido

Las 15 determinaciones con las cuales se construyo el modelo de regresion por minimos
cuadrados estan representadas en el grafico de la Figura 12. En esta se muestra el intervalo
de confianza para las estimaciones individuales. El modelo (y su arreglo para interpolar
muestras de concentracion desconocida) estan representados por la Ecuacion 10 y los
resultados de los parametros de la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de
determinacion para la Respuesta = f(|C|q), asi como su evaluacion estadistica se

muestran en la Tabla 13.
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Figura 12. Curva de calibraciéon del método analitico para la valoracion del contenido.

S.a.= 0.0851|C|,5 — 0.0097
Ecuacion 10. Relacion Respuesta = f(|C|). Método analitico para la valoracién del
contenido.

Tabla 13. Evaluacién estadistica de la curva de calibracién y de la linealidad del método

para la valoracién del contenido.

Parametro Valor I.C. (95%) Estadistico Valor P Decision
Pendiente (B1) Ho se
0.085 0.081<p1<0.089 t=47.20 6.32x101°
rechaza.
Ordenada al origen Ho no se
-0.009 -0.049<p0<0.029 t=-0.532 0.603
(BO) rechaza.
Coeficiente de Ho se
0.994 - F=2228.08 6.32x101°
determinacion (r?) rechaza.

La evaluacion de los parametros de la Tabla 13 cumple con los criterios establecidos en el
Anexo 1. Con base en esto, la Ecuacion 10 se considerd adecuada para estimar el valor de

muestras de concentracion desconocida y dentro del intervalo establecido.
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7.1.3.2 Validacién del método para la valoracién del contenido
e Especificidad

Como se muestra en la Figura 13, no existen sefales debidas a los componentes de las

muestras que no contienen farmaco (cero, doble cero y placebo).
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Figura 13. Determinacion por observacion de la especificidad para el método analitico
para la cuantificaciéon del contenido.
Del cromatograma | al IV se muestran: muestra doble cero, cero, placebo y placebo adicionado con la

sustancia de referencia, respectivamente.

La Tabla 14 muestra los valores de la media de las respuestas analiticas de la sustancia de

referencia y de ésta mas la adicion del placebo, asi como de su comparacion estadistica.

Tabla 14. Determinacion estadistica de la especificidad para el método analitico para la

valoracion del contenido.

Media Varianza Estadistico Estadistico i
Muestra Decision
(Respuesta) (Respuesta) calculado limite
S. ref. 0.852 2.26 x10* Ho no se
t=1.403 t=12.228
S. ref + placebo 0.842 1.37 x10* rechaza.

La evaluacion de la diferencia entre medias (de respuestas analiticas) cumple con los
criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, el contenido de la matriz analitica no interfiere

de manera significativa en las determinaciones analiticas, por lo que este método analitico
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es especifico.
e Linealidad

Este método analitico es lineal, de acuerdo con lo determinado en la Tabla 13.
e Repetibilidad

Los valores de la desviacién estandar relativa de la respuesta, para cada nivel de
concentracion del método para la valoracion del contenido (bajo, medio y alto), asi como la

evaluacion estadistica frente al parametro o < 0.02 y, se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Determinacion estadistica de la repetibilidad para el método analitico para la

valoracion del contenido.

Nivel %DE de la %DE Estadistico Estadistico L
Decision
(ug/mL) muestra limite calculado limite
8 1.692 x°=3.694 Ho no se rechaza.
10 1.352 2.0 x?=2.244 x?=11.070 Ho no se rechaza.
12 1.482 x?=2.795 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la varianza de la respuesta analitica cumple con los criterios establecidos
en el Anexo 1. Es decir que existe precision entre las determinaciones realizadas en una
misma corrida analitica, bajo las condiciones establecidas para la operacion de este método

analitico.
e Precision intermedia

El analisis de la varianza para los factores dia y analista se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Determinacion estadistica de la precision intermedia entre analistas y dias para

el método analitico para la valoracion del contenido.

Estadistico Intervalo de no rechazo del
Factor Decision
calculado estadistico
Analista F=2.9652 Ho no se rechaza.
Dia F=3.7390 0.152<F<6.553 Ho no se rechaza.
Interaccion F=2.9052 Ho no se rechaza.

El analisis de la varianza cumple con los criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, existe

precision intermedia entre los factores analista y dia.
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e Exactitud

El valor de la desviacion estandar relativa (%DE), para el porcentaje de recobro de la
concentracion estimada por el modelo en funcion de la concentracion adicionada, asi como

la comparacién estadistica frente al parametro y=100%, se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Determinacion estadistica de la exactitud para el método analitico para la

valoracion del contenido.

Nivel Media del %Recobro Estadistico Estadistico Decision
(vg/mL)  %Recobro tedrico calculado limite

8 101.54 t=2.219 Ho no se rechaza.
10 99.06 100.0 t=-1.737 t=+2.570 Ho no se rechaza.
12 100.88 t=1.471 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la media del porcentaje de recobro cumple con el criterio establecido en
el Anexo 1. Por lo que este método analitico es exacto en el intervalo estudiado. Ademas,
la exactitud fue inferida por la interpretacion del parametro Bo en la determinacién de la

linealidad en conjunto con la determinacion de la repetibilidad de este mismo método.

7.1.4 Método analitico para la cuantificacion de glibenclamida en el medio de

disolucion

7.1.4.1 Curva de calibracién del método analitico para la cuantificacion en el medio

de disolucion

Las 15 determinaciones con las cuales se construyd el modelo de regresiéon por minimos
cuadrados estan representadas en la Figura 14. En esta se muestra el intervalo de confianza
para las estimaciones individuales. EI modelo esta representado por la Ecuacion 11 y los
resultados de los parametros de la pendiente, ordenada al origen, coeficiente de
determinacién para la funcidon Respuesta = f(|C|.z), asi como su evaluacién estadistica se

muestran en la Tabla 18.
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Figura 14. Curva de calibraciéon del método analitico para la cuantificaciéon en el medio

de disolucion.

R t —1162523muA'S'mL|C| ('ug)+16835 A
espuesta = : 5 an (o7 35mud-s

Ecuacion 11. Relacion Respuesta = f(|C|). Método analitico para la cuantificacion en el

medio de disolucion.

Donde la Respuesta es el area bajo la curva del pico cromatografico de la glibenclamida .

Tabla 18. Evaluacion estadistica del modelo de regresion lineal de la curva de calibracion

del método analitico para la cuantificacion en el medio de disolucion.

Parametro Valor I.C. (95%) Estadistico Valor P  Decision
Pendiente (B1) 2.84x10° Hose
11625.23 11526.58<B1<11723.88 t=244.39
3 rechaza.
Ordenada  al Ho no se
_ 168.35 -140.182<p0<476.87 t=1.13 0.2700
origen (BO) rechaza.

Coeficiente de
determinacion 0.9996 - F=36417.83

()

2.84x10° Hose

39 rechaza.
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La evaluacion de los parametros de la Tabla 18 cumple con los criterios establecidos en el
Anexo 1. Con base en estos resultados, la Ecuacion 11 fue establecida como adecuada
para estimar el valor de muestras de concentracion desconocida y dentro del intervalo
establecido.

7.1.4.2 Validacién método analitico para la cuantificacién en el medio de disolucién
e Especificidad

Como se muestra en la Figura 15, no existen sefales debidas a los componentes de las

muestras que no contienen farmaco (cero y placebo).
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Figura 15. Determinacion por observacion de la especificidad para el método analitico
para la cuantificaciéon en el medio de disolucion.

Del cromatograma | al Ill se muestran: muestra cero, placebo y placebo adicionado con la sustancia de

referencia, respectivamente.

La Tabla 19 muestra los valores de la media de las respuestas analiticas de la sustancia de
referencia y de la solucién adicionada con el placebo, asi como de su comparacion

estadistica.
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Tabla 19. Determinacion estadistica de la especificidad para el método analitico para la

cuantificacion en el medio de disolucion.

Media Varianza Estadistico Estadistico ]
Muestra Decision
(Respuesta) (Respuesta) calculado limite
S. ref. 57880.67 9.60 x10* Ho no se
t=2.0645 t=12.2281
S. ref. + placebo  58369.17 2.40 x10° rechaza.

La evaluacion de la diferencia entre medias (de respuestas analiticas) cumple con los
criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, los componentes del medio de disolucién no
interfieren de manera significativa en las determinaciones analiticas, por lo que este método

analitico es especifico.
e Limite de deteccion y de cuantificacion

En la Tabla 20 se muestran los valores de las relaciones sefal/ruido determinadas para

cada nivel de concentracidn preparado.

Tabla 20. Determinacion matematica de los limites de deteccion y de cuantificacion del

método analitico para la cuantificacion en el medio de disolucién.

|C| (ug/mL) Relacion senal/ruido
0.01 2.01:1

0.05 3.98:1

0.25 17.84:1

El limite de deteccion de este método analitico es, al menos, 0.01 ug/mL, mientras que el
limite de cuantificacion es, al menos, 0.05 uyg/mL. Ambos valores se encuentran por debajo
del primer valor evaluado en la curva de calibracién (0.25 pg/mL), por lo que este método
es apto para la estimacion de muestras de concentracidn desconocida, iguales o superiores
al 5 % de la dosis disuelta y necesarias para la construcciéon adecuada del perfil de

disolucion del implante subcutaneo.
e Linealidad

Este método analitico es lineal, de acuerdo con lo determinado en la Tabla 18.
e Repetibilidad

Los valores de la desviacidn estandar relativa de la respuesta, para cada nivel de
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concentracion del método analitico para la cuantificacion en el medio de disolucion (bajo,

medio y alto), asi como la evaluacion estadistica frente al parametro o <0.03 y, se muestran

en la Tabla 21.

Tabla 21. Determinacion estadistica de la repetibilidad del método analitico para la

cuantificacion en el medio de disolucion.

Nivel %DE dela %DE Estadistico Estadistico

(vg/mL) muestra limite calculado limite Decision

0.25 0.4762 x?=0.1263 Ho no se rechaza.
2.50 1.3418 3.0 x*=1.0252 x’=11.0705 Ho no se rechaza.
5.00 0.9422 x?=0.4959 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la varianza de la respuesta analitica cumple con los criterios establecidos
en el Anexo 1. Es decir que existe precision entre las determinaciones realizadas en una

misma corrida analitica, bajo las condiciones establecidas para la operacion de este método

analitico.
e Precision intermedia

El andlisis de la varianza para los factores dia y analista se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Determinacion estadistica de la precision intermedia entre analistas y dias del

método analitico para la cuantificaciéon en el medio de disolucion.

Estadistico Intervalo de no rechazo del
Factor Decision
calculado estadistico
Analista F=0.959 Ho no se rechaza.
Dia F=0.260 0.138<F<7.209 Ho no se rechaza.
Interaccion F=0.677 Ho no se rechaza.

El analisis de la varianza cumple con los criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, existe
precision intermedia entre los factores analista y dia.
e Exactitud

El valor de la desviacion estandar relativa (%DE), para el porcentaje de recobro de la
concentracion estimada por el modelo en funcién de la concentracién adicionada, asi como

la comparacion estadistica frente al parametro u=100%, se muestran en la Tabla 23.
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Tabla 23. Determinacion estadistica de la exactitud del método analitico para la

cuantificacion en el medio de disolucion.

Nivel Media del %Recobro Estadistico Estadistico  Decision
(ug/mL)  %Recobro tedrico calculado limite

0.25 101.54 t=1.694 Ho no se rechaza.
2.50 99.06 100.0 t=2.234 t=+£2.5706 Ho no se rechaza.
5.00 100.88 t=0.702 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la media del porcentaje de recobro cumple con el criterio establecido en
el Anexo 1. Por lo que este método analitico es exacto en el intervalo estudiado. Ademas,
la exactitud de este método fue inferida por la interpretacion del parametro Bo en la
determinacién de la linealidad en conjunto con la determinacion de la repetibilidad este

mismo método.
7.1.5 Método para la cuantificacion de glibenclamida en plasma
7.1.5.1 Curvas de calibracion del método analitico para la cuantificacion en plasma

Cada dia de analisis de muestras plasmaticas se construyd una curva de calibracién con 18
determinaciones. La primera de ellas se muestra en la Figura 16. En esta se muestra el
intervalo de confianza para las estimaciones individuales. El modelo de esta curva esta
representado por la Ecuacién 12 y los resultados de los parametros de la pendiente,
ordenada al origen, coeficiente de determinacion para la funcion Respuesta = f(|C|aq), asi

como su evaluacion estadistica se muestran en la Tabla 24.
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Figura 16. Curva de calibracion 1 del método analitico para la cuantificacién en plasma.

S.a.=0.0192 |C|,5 — 0.0017
Ecuacion 12. Relacion Respuesta = f(|C|). Método analitico para la cuantificacion en
plasma.

Tabla 24. Evaluacion estadistica del modelo de regresion lineal de la curva de calibracion

1 del método analitico para la cuantificaciéon en plasma.

Parametro Valor I.C. (95%) Estadistico Valor P Decision
Pendiente (B1) Ho se
0.019  0.018<B1<0.019 t=73.65 1.10x10?
rechaza.
Ordenada al origen Ho no se
-0.001  -0.0059<B0<0.002 t=-0.857 0.403
(BO) rechaza.
Coeficiente de Ho se
0.997 - F=5425.40 1.10x102"
determinacion (r?) rechaza.

La evaluacion de los parametros de la Tabla 24 cumple con los criterios establecidos en el

Anexo 1.
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7.1.5.2 Validacién del método analitico para la cuantificaciéon en plasma

e Especificidad

El analisis por observaciéon del tiempo de retencion de la glibenclamida en los

cromatogramas de las muestras analizadas, (Figura 17), permite establecer que no existen

sefales debidas a los componentes de las muestras que no contienen farmaco (cero, doble

cero y placebo).
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Figura 17. Determinacion por observacion de la especificidad para el método analitico

para la cuantificaciéon en plasma.

Del cromatograma | al IV se muestran: muestra doble cero, cero, plasma libre de farmaco y plasma

adicionado con la sustancia de referencia, respectivamente.

Los valores de la media de las respuestas analiticas de la sustancia de referencia y de a

solucion adicionada con el placebo (muestra obtenida del grupo C(-)), asi como de su

comparacioén estadistica, se muestran en la Tabla 25.
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Tabla 25. Determinacion estadistica de la especificidad del método analitico para la

cuantificacion en plasma.

Media Varianza Estadistico Estadistico ]
Muestra Decision
(Respuesta) (Respuesta) calculado limite
S. ref. 0.198 3.04 x10* Ho no se
t=-1.290 t=12.228
S. ref. + placebo  0.187 1.14 x10* rechaza.

La evaluacion de la diferencia entre medias (de respuestas analiticas) cumple con los
criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, los componentes del plasma de un individuo
administrado con el tratamiento de prueba placebo no interfiere de manera significativa en

las determinaciones analiticas.
e Limite de deteccion y de cuantificacion

En la Tabla 26 se muestran los valores de las relaciones sefal/ruido determinadas para

cada nivel de concentracién preparado.

Tabla 26. Determinacion matematica de los limites de deteccion y de cuantificacion del

método analitico para la cuantificaciéon en plasma.

|C| (ug/mL) Relacion senal/ruido
0.05 2.25:1

0.10 4.98:1

0.50 11.71:1

El limite de deteccidn de este método analitico es, al menos, 0.05 pg/mL., mientras que el
limite de cuantificacion es, al menos, 0.1 ug/mL. Ambos valores se encuentran por debajo
del primer valor evaluado en la curva de calibracion (0.5 pg/mL), por lo que este método
analitico es apto para la estimacién de muestras de concentracion desconocida, superiores
al 5 % de la Cp,,q, Y Necesarias para la construccion adecuada del perfil de plasmatico del
farmaco tras la administracion de los diferentes tratamientos establecidos en el estudio

farmacocinético-farmacodinamico.
e Linealidad

Este método analitico es lineal, de acuerdo con lo determinado en la Tabla 24.
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e Repetibilidad

Los valores de la desviacién estandar relativa de la respuesta, para cada nivel de
concentracion del método analitico para la cuantificacion en plasma (bajo, medio y alto), asi

como la evaluacién estadistica frente al parametro o < 0.15 y, se muestran en la Tabla 27.

Tabla 27. Determinacion estadistica de la repetibilidad para el método del método

analitico para la cuantificacién en plasma.

Nivel %DE de la %DE Estadistico Estadistico

(ng/mL) muestra limite calculado limite Decision
0.5 10.218 X°=2.738 Ho no se rechaza.
5.0 6.418 15.0 x?=0.924 x?=11.0705 Ho no se rechaza.
12.5 8.235 x*=1.510 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la varianza de la respuesta analitica cumple con los criterios establecidos
en el Anexo 1. Es decir que existe precision entre las determinaciones realizadas en una

misma corrida analitica, bajo las condiciones establecidas para la operaciéon de este método

analitico.
e Precision intermedia

El andlisis de la varianza para los factores dia y analista, se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Determinacion estadistica de la precision intermedia entre analistas y dias del

método analitico para la cuantificacién en plasma.

Estadistico Intervalo de no rechazo del
Factor Decision
calculado estadistico
Analista F=3.801 Ho no se rechaza.
Dia F=0.828 0.1525<F<6.553 Ho no se rechaza.
Interaccion F=0.191 Ho no se rechaza.

El analisis de la varianza cumple con los criterios establecidos en el Anexo 1. Es decir, existe

precision intermedia entre los factores analista y dia.

e Exactitud

El valor de la desviacion estandar relativa (%DE), para el porcentaje de recobro de la

concentracion estimada por el modelo en funcion de la concentracién adicionada, asi como
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la comparacion estadistica frente al parametro y=100%, se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Determinacién estadistica de la exactitud del método analitico para la

cuantificacion en plasma.

Nivel Media del %Recobro Estadistico Estadistico Decision
(mg/mL)  %Recobro tedrico calculado limite

0.5 107.11 t=1.904 Ho no se rechaza.
5 100.49 100.0 t=0.188 t=4£2.570 Ho no se rechaza.
12.5 100.11 t=0.034 Ho no se rechaza.

La evaluacion de la media del porcentaje de recobro cumple con el criterio establecido en
el Anexo 1. Ademas, se evalud que la desviacion estandar relativa del porcentaje de recobro

estuviese dentro del intervalo +15%. Los resultados se muestran en la misma Tabla 30.

Tabla 30. Determinacion estadistica de la exactitud para del método analitico para la

cuantificacién en plasma. Deviacién del porcentaje del recobro.

Media de las Desviacion

Nivel Estadistico Estadistico
desviaciones = maxima del i Decision
(ug/mL) calculado limite
del %Recobro %Recobro
0.5 9.78 t=-2.3546 Ho se rechaza.
5 4.46 +15% t=-6.3441 t=-2.0150 Ho se rechaza.
12.5 3.99 t=-11.2247 Ho se rechaza.

La evaluacion de la media de las desviaciones (del porcentaje de recobro) cumple con el
criterio establecido en el Anexo 1. Ademas de las dos interpretaciones anteriores, la
exactitud fue inferida por la interpretacion del parametro B0 en la determinacion de la

linealidad en conjunto con la determinacién de la repetibilidad de este método analitico.

Con estos resultados y analisis estadistico se confirma la validez de las metodologias
desarrolladas para cuantificar al farmaco en las diferentes matrices analiticas, de acuerdo

con lo establecido con la guia ICH Q2 y con la normatividad mexicana aplicable®%-9°,

7.2 Evaluacion farmacotécnica del implante subcutaneo de glibenclamida
Los monolitos integros resultantes, de acuerdo con la dosis (7.5 mg/kg) y el contenido de
glibenclamida se fraccionaron en unidades para ser administrados como implantes

subcutaneos. El lote fabricado reditu6 en 35 unidades integras. Los resultados de los
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analisis a continuacidn presentados corresponden con la media y su desviacion estandar

en cada caso.

7.2.1 Variacion de peso
En la Tabla 31 se muestran los resultados del peso y su variacién entre las unidades

resultantes.

Tabla 31. Variacion de peso de los monolitos fabricados.
Media (mg) DE (mg) DER (%)
187.55 4.0058 214
n=35

Esta variacion en el peso demuestra el adecuado control en el proceso de fabricacién del

lote.

7.2.2 Dureza

En la Tabla 32 se muestran los resultados de dureza de los monolitos fabricados.

Tabla 32. Dureza de los monolitos fabricados.
Media (kP) DE (kP) DER (%)
2.4 0.21 8.94
n=6

La dureza y su relacion con la fragilidad estructural (tendencia a la ruptura) estan
directamente afectados por la estructura porosa de tipo radial que presentan los monolitos
(por ser xerogeles)®. La baja variabilidad entre muestras es un indicio de la estructura
uniforme, nuevamente dados los controles del proceso establecidos. Los resultados de
dureza son consistentes con los obtenidos previamente llevando a cabo este método de

fabricacion®e.

Estas caracteristicas de integridad les permiten su implantacién en tejidos blandos, como lo
es el espacio subcutaneo de regiones no articuladas®’, ya que el incremento en la dureza
indica una menor incidencia del desgaste del implante, como es el caso de la nuca en los
modelos murinos y el antebrazo en humanos®-'%. La dureza es un parametro importante,
ya que xerogeles con una dureza menor a los 2.0 kP son suaves, propensos a quebrarse y
dificiles por lo tanto de manipularse®.
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7.2.3 Valoracion del contenido
Los datos de este analisis, ajustados al contenido de glibenclamida por unidad de masa del

monolito se muestran en la Tabla 33.

Tabla 33. Valoracion del contenido de glibenclamida en los monolitos fabricados.

Media (mg/g) DE (mg/g) DER (%)
22.43 2.51 11.20
n=6

Antes de realizar el ajuste con el peso de cada muestra analizada, la desviacion fue
ligeramente mayor (11.56 %) y, a diferencia de los resultados de variacion de peso, la
homogeneidad del contenido de glibenclamida resulta mas variable que el peso por unidad,
principalmente debido a que, si bien dentro del proceso existen controles para asegurar la
reproducibilidad de cada unidad obtenida, tanto en su peso como en su contenido, estos se
ven sobrepasados por la dispersion particular del farmaco en el sol, antes de ser sometido

a la reaccion de condensacion.

El limite de solubilidad del farmaco en etanol (disolvente principal presente en el sol) y el
requerimiento de incrementar la carga de glibenclamida en la fabricacién son los factores
que obligan a mantener en la sobresaturacién al farmaco. Esta dispersién es la que

promueve los mayores problemas en cuanto a la homogeneidad mencionada.

Dado que cada monolito presentd un peso de 187.55 + 4.01 mg y el contenido fue de 22.43
1 2.51 mg de glibenclamida por gramo de monolito, cada unidad (monolito integro) contuvo
entonces una media de 4.20 + 0.55 mg. Este valor es equivalente a 0.33 partes del contenido
tedrico (12.5 mg tedricos de glibenclamida por monolito), de acuerdo con la cantidad de
glibenclamida adicionado en la fabricacién. El bajo rendimiento de la incorporacion del
farmaco en el implante es proporcional con la cantidad de éste adicionada en la obtencion
del sol. Es decir, a menor cantidad de glibenclamida adicionado, menor es el grado de
incorporacion al monolito. Los experimentos preliminares para la optimizacién del proceso
de fabricacion de los monolitos (implantes) indican que esta es la carga maxima de
glibenclamida (glibenclamida) que es posible incorporar en la estructura del monolito, dadas
las condiciones establecidas para su fabricacion. Esta capacidad maxima esta directamente
relacionada con a), las propiedades quimicas de la superficie en la cual se adsorbe el
farmaco, la cual es de tipo hidrofilica y dominan las interacciones electrostaticas, por
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ejemplo, el enlace de hidrogeno se ve favorecido y b), las propiedades geométricas: el
volumen, diametro y volumen del poro, asi como la extension de la superficie en la que el

farmaco es susceptible de permanecer unido a la estructura del monolito®®.

A fin de evaluar el impacto de este sub-rendimiento de la incorporacién del farmaco en la
estructura de los monolitos, se evalud la uniformidad de dosis de acuerdo con la prueba

farmacopéica como se discute a continuacion.

7.2.4 Uniformidad de dosis
Para el calculo se tomo el valor obtenido de la media en la valoracion como el valor de
tedrico (o nominal). Tomando esta consideracion, la uniformidad de dosis cumple con un

valor de aceptacion del 23.2, segun se describe en la Tabla 34.

Tabla 34. Uniformidad de dosis de los monolitos fabricados.

Media DE Contenido 100% (teérico, Valor de aceptacion Criteri
riterio

(mg/g) (mglg) mg/g) (VA)

22.67 2.19 22.43 23.2 VA<25

n=30

Para los valores individuales, se muestra la Figura 18.

30.0
28.5
27.0
25.5
24.0
22.5
21.0
19.5
18.0
16.5
15.0

.............................................................................................................................

Contenido de farmaco (mg/g)

Determinaciones
--------- Limite inferior de aceptacién
----- Limite superior de aceptacién

Figura 18. Uniformidad de dosis de los monolitos fabricados.
n=23

La determinacion de la uniformidad de la dosis en cada monolito fabricado denota que, a

Pagina 73 de 142



pesar del sub-rendimiento de la incorporacion del farmaco en estos, el proceso de
fabricacion del lote se encuentra controlado y existe reproducibilidad entre los monolitos
fabricados en cuanto a su peso y contenido de glibenclamida. Ademas, la modificacion de
la técnica permitio integrar mayor cantidad de glibenclamida y en mejor control que la técnica

originalmente planteada®.

La mayor parte de la variabilidad se debe a la heterogeneidad de la mezcla que contiene al
farmaco (el sol) previo a ser condensado en el gel. Dado que la técnica con la cual se
fabricaron los monolitos contempla la adiciéon del farmaco (875 mg) suspendido en 40 mL
de etanol (volumen suficiente para disolver 20 mg) a 100 mL de sol recién generado. Para
obtener los 100 mL de sol fueron empleados 50 mL de etanol que pudieron disolver a 25
mg de glibenclamida. Lo anterior supone que, de los 875 mg adicionados, solo 45 mg (el
5.14 %) estan solubilizados en etanol, mientras que el farmaco efectivamente disuelto en la
totalidad del sistema es desconocido y se asume que la mayor parte del farmaco se
encuentra suspendida en la mezcla, como de hecho se observé al momento de realizar la
esta. Esta suspension del farmaco es la razén por la cual la mezcla permanecié en agitacion
constante bajo bafo de ultrasonido hasta el momento de ser mezclado con la solucion
condensante, la que finalmente genero el gel e inmovilizé al farmaco, tanto disuelto como
suspendido, en su estructura de poros. La incorporacion de una media de 4.20 £ 0.55 mg
por cada monolito, frente a los 12.5 tedricos que debid contener cada uno, es reflejo de la
capacidad de la estructura en tanto a la geometria y a la quimica de superficie de los

monolitos obtenidos'9".

7.2.5 Perfil de disolucién
De acuerdo con los resultados de valoracién y variacién de peso, las secciones a analizadas
pesaron 100 mg =+ 10 mg. En la Figura 19 se muestra el perfil de la media y dispersion de la

disolucion de las 6 unidades de dosis evaluadas.
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Figura 19. Perfil de disolucién de glibenclamida a partir de los implantes subcutaneos.

Se muestra la media * desviacién de cada punto de muestreo n=6.

El hecho de que la prueba no consiga liberar mas del 25 % de la cantidad contenida, es un
indicador de que, efectivamente la liberacion se lleva de manera lenta, en contraposicion
con el perfil de disolucibn de medicamentos de liberacion inmediata que contienen
glibenclamida38. Por otro lado, la observacion de la rapida liberacion y disolucion al inicio
de la prueba (alcanzando en 15 minutos el 3 % y a los 45 minutos el 6 % de la cantidad
disuelta) es un indicio de la presencia de glibenclamida en la superficie externa del implante
subcutaneo. En consecuencia, el aparente cambio de la cinética de liberacidon en el intervalo
45-60 min sugieren la participacion de los dos fendmenos (incluso de su participacion
simultanea). El primero es la rapida y brusca liberacién de glibenclamida en la superficie de
la estructura mesoporosa que no necesariamente se encuentra adsorbido en la superficie
de esta y el segundo fendmeno probablemente se deba a la distribucion en el tamafo
(diametro y longitud) de la red de poros dentro de toda la estructura. Es decir que existen
poros que son mucho mas accesibles a la entrada de medio de disolucién que otros y que
de esta manera promueven un incremento en la velocidad de disolucion en diferentes
momentos de la prueba. Ambos fendmenos pueden explicar el comportamiento general que
demuestra la liberacion del farmaco tras la prueba de disolucion®6.70.77.96,102-104 ' A pesar de

lo anterior, el perfil demuestra una liberacidén sostenida a través del tiempo por lo que se
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evaluo el ajuste a diferentes modelos de disolucion. La Tabla 35 muestra los resultados
obtenidos. En ella se puede observar que el modelo de Korsmeyer-Peppas es el mas
adecuado para describir la velocidad de la disolucion. La Ecuacion 13 muestra y el perfil
estimado se presenta en la Figura 20. En la Tabla 36 se muestran los percentiles de

disolucion estimados a los tiempos de disolucién relevantes.

Tabla 35. Modelos para la descripciéon del proceso de liberacién y disolucién de

glibenclamida de los implantes subcutaneos.

Modelo Coeficiente de determinacioén
Cinética de orden cero 0.6011
Cinética de primer orden 0.6630
Higuchi 0.9688
Hixson-Crowell 0.6432
Korsmeyer-Peppas 0.9709
Korsmeyer-Peppas + %Do 0.9710
%D

t (min)o.492i(0.052)

%D = [(0.961 +0.258) —

Ecuacion 13. Modelo de la cinética de disolucion de glibenclamida a partir del implante
subcutaneo.

Pagina 76 de 142



N
(@)

20 1
X ]
S ]
15 1
2 ]
© J
g -
..910 ]
"E ]
S ]
o -
5] —%— Media
T Estimado
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)

Figura 20. Contraste del modelo estimado con el perfil de disolucion de glibenclamida de
los implantes subcutaneos.

Para las observaciones se muestran la media + desviacion estandar n=6.

Tabla 36. Parametros del perfil de disolucion.

Parametros Valor DE %DE
Modelo-dependientes

K 0.961 0.258 26.83
N 0.492 0.052 10.65
t25 (h) 13.74 2.71 19.69
t50 (h) 57.91 15.79 27.25
t75 (h) 135.11 43.18 31.95
t90 (h) 197.98 67.41 34.04
Modelo-independientes

TMR (min) 232.77 0.91 0.39
TMD (min) 169.75 28.24 16.64

K es la constante de liberacion de Korsmeyer-Peppas (incorpora las caracteristicas estructurales vy
geomeétricas de la forma farmacéutica), n es el exponente difusional del mecanismo de liberaciéon, TMR es

el tiempo medio de residencia y TMD es el tiempo medio de disolucién.

El perfil de disolucién demuestra ser, de acuerdo a las caracteristicas de la matriz polimérica
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(de tipo vitrea) y con el valor del exponente de la funcidn n, de tipo no fickiano (transporte
anomalo)®6:103.104 y coincidente con la geometria de los implantes, que es del tipo cilindrico.
Lo anterior permite establecer que la velocidad de difusion del medio de disolucion hacia la
red matricial de poros y la velocidad de relajacion del polimero son de magnitud similar. Este
ultimo componente esta correlacionado con la red matricial de poros y las interacciones
electrostaticas que mantienen al farmaco adsorbido a la superficie de esta red porosa, mas
que con la relajacion de la estructura®+1%, La incorporacion de particulas de glibenclamida
suspendidas en la red de poros (y no necesariamente adsorbidas en la superficie) puede
ser un factor que promueva este comportamiento. El perfil de disolucion demuestra que el
transporte y disolucion se lleva a través del ingreso del medio de disolucién a la red de poros

de la estructura y no mediante la liberacion de las particulas hacia el medio de disolucion04,

Los tiempos para obtener percentiles de disolucion relevantes demuestran que la liberacion
se da de manera sostenida a través del tiempo, como es esperado para los dispositivos

consistentes en estructuras monoliticas y de tipo mesoporosas®®70.106,

Los parametros estadisticos: tiempo medio de residencia y tiempo medio de disolucion
demuestran que la liberacidn se da de manera prolongada, toda vez que el tiempo medio
de residencia del farmaco en la forma farmacéutica, el implante subcutaneo, es mayor que
el tiempo medio de disolucion'®-1%9 |La inferencia anterior también se relaciona con el

mecanismo de difusion fickiano establecida para la cinética de la disolucion°®.

7.3 Estudio farmacocinético y farmacodinamico del implante subcutaneo de

glibenclamida

A continuacion, se presentan los perfiles comparativos de los dos diferentes tratamientos,
en las dos poblaciones de individuos y empleando las variables farmacocinética y

farmacodinamica, asi como su interrelacion.

Durante el estudio se eliminaron dos individuos: el numero 4 dentro del grupo
normoglicémico administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng), el
cual se retir6 el implante antes de la primera hora del estudio y el identificado con el numero
5 dentro del grupo diabético administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de
referencia R-Di), cuyos datos de glucemia y concentraciones plasmaticas del farmaco

infieren que la inyeccidn intraperitoneal no fue efectiva. La eliminacién de los datos de estos
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individuos esta contemplada en el tratamiento y presentacion de los resultados.

Las graficas presentadas en cada apartado corresponden con los datos de la media grupal

con su respectiva desviacion estandar.

7.3.1 Analisis farmacocinético

7.3.1.1 Perfil plasmatico de glibenclamida

Los perfiles plasmaticos de glibenclamida de los dos grupos normoglicémicos, el
administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) y el
administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng), se muestran en la

Figura 21. Cada perfil corresponde a la media + su desviacion estandar.

7
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Figura 21. Perfiles plasmaticos de glibenclamida de los grupos normoglicémicos.
Se muestra la media * su desviacion estandar de las observaciones en cada tiempo de muestreo. Con n=6
para el grupo normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-
Ng) mostrado con tridngulos de relleno azul y n=5 para el grupo normoglicémico administrado con el implante

subcuténeo (tratamiento de prueba P-Ng) mostrado con rombos de relleno verde.

La liberacion y absorcion de glibenclamida al compartimento central que exhibe la
administracion del implante subcutaneo coincide con lo encontrado en el perfil de disolucion
(véase la Figura 19). Después de dicha liberacion-absorcion inicial, se presenta otro

segmento ascendente que cambia su pendiente en el minuto 60 y se conserva hasta llegar
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la Cpmax-, alrededor de t=180 min, tiempo después del cual se presenta la eliminacion del
farmaco. Esta eliminacion se da de manera sostenida y coincide con el perfil logrado a partir
de formas de liberacion modificadas, con una duracion prolongada y una pendiente cercana

a cero'02106,

De manera ordinaria, el perfil de la suspension intraperitoneal exhibe una absorcion, t¢,

y eliminacion correspondiente con la administracion del farmaco desde una forma

farmacéutica de liberacidn inmediata via intraperitoneal®’.

La similitud entre los perfiles plasmaticos de glibenclamida, durante los primeros 15 minutos,
corresponde con lo determinado en el perfil de disolucion de los implantes subcutaneos
(véase la Figura 19). Es decir, la liberacion inmediata del farmaco contenido en la superficie
del implante (farmaco no necesariamente adsorbido que promueve una liberacién mayor de
lo que la liberacion por difusion logra) es lo suficientemente considerable como para
acercarse, al menos en ese segmento de tiempo, a la concentracion plasmatica de
glibenclamida de una administracién intraperitoneal’?.192104-106  pPgr otro lado, existe una
diferencia entre los valores de t¢,, .Y la Cpyq, del tratamiento de prueba y el de referencia,
ya que el grupo P-Ng presenté un maximo de 4.46 pg/mL a los 180 minutos, mientras que

R-Ng alcanza 5.63 pg/mL a los 240 min.

En la Figura 22 se muestran los perfiles plasmaticos de glibenclamida de los dos grupos
diabéticos, el administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-
Di) y el administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di). Cada perfil

corresponde a la media + su desviacion estandar.
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Figura 22. Perfiles plasmaticos de glibenclamida de los grupos diabéticos.
Se muestra la media * su desviacion estandar de las observaciones en cada punto de muestreo. Con n=5
para el grupo diabético administrado con la suspension intraperitoneal (grupo de referencia R-Di) mostrado
con triangulos de borde azul y n=6 para el grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (grupo

de prueba P-Di) mostrado con rombos de borde verde.

A pesar de las similitudes entre los perfiles plasmaticos de glibenclamida de los grupos
normoglicémicos con sus analogos diabéticos, las concentraciones que logran ambos
tratamientos son de magnitud y relacién diferentes. Por un lado, el perfil del tratamiento de
prueba (el implante subcutaneo) logra un perfil de concentraciones menor en los individuos
diabéticos que en los individuos normoglicémicos, mientras que, con el tratamiento de
referencia (la suspension intraperitoneal), se obtuvieron concentraciones mayores en los
individuos diabéticos, en comparacién con su administracion en el grupo normoglicémico.
Una explicacion de estas diferencias entre los individuos diabéticos y los normoglicémicos
se encuentra en los hallazgos de diversas de investigaciones acerca de la alteracion de
parametros farmacocinéticos de hipoglucemiantes de la familia de las sulfonilureas cuando
son administrados en pacientes enfermos o en modelos animales de diabetes mellitus tipo
Il. Tal es el caso de una absorcion mas lenta de la tolazamida en pacientes diabéticos, pero
una absorcion completa de la glipizida en el mismo tipo de pacientes'’®. Ademas, y como

se discute en el analisis farmacodinamico, la reduccion de glucemia sanguinea en términos
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absolutos es debida al aumento de sensibilidad a la insulina en individuos diabéticos

tratados con sulfonilureas".

Una de las ventajas terapéuticas que se infiere por las concentraciones plasmaticas de
glibenclamida desde el tratamiento de prueba, es que se evitaria el efecto de regulacion a
la baja de las células B pancreaticas provocado por la exposicion prolongada a altas

concentraciones plasmaticas de sulfonilureas*?5°.
7.3.1.2 Modelo farmacocinético

Los modelos que presentan el menor valor en los parametros de bondad de ajuste fueron
seleccionados para establecer el mejor modelo en cada grupo. Los valores de estos

resultados se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37. Criterios de verosimilitud de ajuste para la selecciéon de los modelos FC.

Parametro Modelo abierto de un Modelo abierto de dos
compartimento (MAUC) compartimentos (MADC)
Absorcion de ‘s Absorcion de ‘s
Absorciony Absorciony
orden ceroy oo . orden ceroy R
.. ., eliminacion de .. . . eliminacion de
eliminacion de . eliminacion de .
. primer orden . primer orden
primer orden primer orden
R-Ng
-2LL -312.72 -370.5 -312.5 -370.3
AlIC -276.72 -334.5 -268.5 -326.3
P-Ng
-2LL -1766.4 -1809.8 -1773.0 -1808.6
AIC -1730.4 -1769.8 -1729.0 -1764.6
R-Di
-2LL -1018.44 -1084.60 -1018.49 -1098.01
AlIC -982.44 -1048.60 -974 .49 -1050.01
P-Di
-2LL -426.4 -555.5 -525.7 -593.1
AlIC -386.4 -515.5 -477.7 -545 1

Ademas de los modelos presentados en la Tabla 37, se evalud la secuencia con modelos
de tres compartimentos. Sin embargo, estos resultan en parametros (particularmente en las
constantes inter-compartimentales) con valores con tendencia a valores infinitos y/o

infinitesimales por lo que fueron descartados para cualquier analisis ulterior. Lo anterior es

Pagina 82 de 142



consecuencia del numero de tiempos de muestreo que no permitieron caracterizar de

manera completa al perfil plasmatico de concentraciones.

De acuerdo con la definicion de los criterios mostrados en la Tabla 37, el mejor modelo por
elegir es aquel cuyos valores de criterios de verosimilitud sean los menores. Los criterios de
verosimilitud son una medida de la concordancia entre las observaciones y las estimaciones
debidas al modelo, entre menor sea su valor, mayor sera el ajuste. Esto por supuesto es
relativo a las observaciones experimentales, por lo que los valores obtenidos para cada
modelo solo son comparables dentro de cada grupo'?. En el caso de los individuos
normoglicémicos, el MAUC con velocidad de absorcion y eliminacion de primer orden es el
que mejor explica a ambos grupos (referencia y prueba), considerando que los valores de
verosimilitud logaritmica (-2LL) y del criterio de Akaike (AIC), son los menores entre los
cuatro modelos evaluados Sin embargo, es el MADC con velocidad de absorcién y
eliminacion de primer orden es el que resulté con valores de verosimilitud logaritmica (-2LL)
y del criterio de Akaike (AIC) menores para las estimaciones de los grupos diabéticos; por
lo que este modelo es el que tiene mejor ajuste entre observaciones y estimaciones. A pesar
de esto, el calculo y analisis del enlace farmacocinético-farmacodinamico con dicho modelo,
no permite colapsar la histéresis obtenida (como se discute mas adelante), mientras que el
modelo que demostro ser el mas adecuado para los grupos normoglicémicos (el MAUC) si
logra colapsar la histéresis en ambos grupos diabéticos. Dado que el segundo resulto ser el
mas adecuado y cumple con el cometido de enlazar el componente farmacocinético con el
farmacodinamico, este modelo también fue elegido para obtener los parametros en los
grupos diabéticos. La explicacion de que el modelo MADC no logre colapsar la histéresis
del efecto farmacodinamico se encuentra en el numero de tiempos de muestreo (10 en un
periodo de 8 horas) ya que, como se mostro en las Figuras 21 y 22, en este periodo no es

posible observar la ultima fase del perfil plasmatico.

La funcion general que describe el modelo de las concentraciones plasmaticas de

glibenclamida se presenta en la Ecuacioén 14.

_ DF ka (e—kt _ e—kat)

C. =—
PV (kg — k)
Ecuacién 14. Modelo para la estimacion de concentraciones plasmaticas de

glibenclamida con absorcion y eliminacién de primer orden.
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La determinacion del modelo monocompartimental, con absorcion y eliminacion de primer
orden ha sido descrita en otras investigaciones en modelo murino3245113 mientras que, en
otros reportes se ha demostrado que la administracion oral de glibenclamida es bien
explicada a partir de un modelo abierto de dos compartimentos''4115 situacion acorde con
los valores de verosimilitud de los modelos, presentados para los grupos de referencia en
la Tabla 37. Por otro lado, en estudios en humanos esta farmacocinética bicompartimental

también ha sido reportada en varias investigaciones36:39.40.116

En la Figura 23 se muestra el contraste entre los valores observados y los valores estimados
a partir de los modelos establecidos. Las Ecuaciones 15 a 18 muestran los mejores ajustes

a este modelo y los parametros correspondientes se presentan en la Tabla 38.
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Figura 23. Contraste entre las observaciones y las estimaciones de los perfiles
plasmaticos de glibenclamida.

Se muestran las observaciones del grupo normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal
(tratamiento de referencia R-Ng) con triangulos de relleno azul, grupo normoglicémico administrado con
el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) con rombos de relleno verde; grupo diabético
administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) con triangulos de borde
azul y grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di) con rombos
de borde verde. Las estimaciones se muestran como lineas discontinuas, con punto-linea azul para los
tratamientos de referencia y dos puntos-linea verde para los de prueba.
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Cp(t) — 21'16%(6—4.737x10_3min_1 t (min) _ e—1.031x10_2min_1 t (min))

Ecuacion 15. Modelo farmacocinético para el grupo R-Ng.

Cp(t) = 4_15% (6—9.676x10_6min_1 t (min) _ ,-2.531 x10—2min—1t(min))

Ecuacion 16. Modelo farmacocinético para el grupo P-Ng.

Cp(t) = 24.04 Ky (6—4.241 x1073 min~1t (min) _ e—9.934tx10_3min'1t (min))

mL

Ecuacion 17. Modelo farmacocinético para el grupo R-Di.

Cp(t) — 2.83%(6—8.235 x10"%min~1 ¢t (min) _ @—2:530 x107?min~1¢t (min))

Ecuacion 18. Modelo farmacocinético para el grupo P-Di.
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Tabla 38. Parametros farmacocinéticos estimados.

Parametro Grupo
P-Ng P-Di R-Ng R-Di
Farmacocinética compartimental
k (min™) 9.676 x10° 8.235x10°® 4.737 x103 4.241 x10°®
ka (min) 2.531 x1072 2.530 x107 1.031 x1072 9.934 x10°
t12 (min) 71,638.33 84,172.98 146.334 163.445
Vd/F (mL) 580.919 750.969 210.842 181.929
CIl/F (mL/min) 5.621 x1073 6.184 x1073 0.9987 0.772
Farmacocinética No Compartimental
Cmax (Mg/mL) 4.578+0.388 3.289+0.371 5.652+0.700 6.451+0.495
tcmax (mMin) 204+32.86 1304£24.49 210+32.86 216+32.86
ABCpo.t (min ,1848.484139.14  1,270.35£133.27 1,932.324222.43 2,255.03+169.2
Mg/mL) 4
ABCpo.. (min 9,286.74+3062.4 6,590.56+1673.4 2,450.88+388.94 3,108.29+248.6
pg/mL) 4 8 8
TMR (min) 2,014.82+905.02 2,101.96+558.39  329.20+37.63 385.42+22.57
591 x10*% + 2.23 5.13 x10* + 1.34 4.09 x103 + 7.35 3.29 x103 + 3.07

Az (min) x10* x10* x10* x10*

e Resultados con el tratamiento de referencia: suspension

Grupos R-Ng y R-Di

intraperitoneal.

Los valores de la Tabla 38 de vida media de absorcidén, guardan una similitud con algunos

reportados en humanos, lo mismo que el tiempo de concentracion plasmatica maxima36.113,

En cuanto al modelo murino, el tiempo de concentracién plasmatica maxima determinado

se encuentra en el intervalo (amplio) en el que se ha presentado para rata324%115,

El volumen de distribucion aparente determinado, 0.7 para el grupo normoglicémico

administrado con la suspension intraperitoneal (grupo de referencia R-Ng) y 0.6 L/kg para

los diabéticos administrados con el mismo tratamiento (grupo de referencia R-Di) se

encuentra entre los valores reportados en la Tabla 2, en el modelo murino; es decir, un

volumen de distribucion equivalente a, al menos, el 50 % del peso corporal324%46.115 Este

gran volumen de distribucién es reflejo del fendbmeno de acumulaciéon (tanto en su forma

libre como biotransformada) en el higado y otros tejidos''®. Otros estudios, en humanos,
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reportan también valores similares para el volumen de distribucion aparente*3, aunque en la
practica clinica valores menores, de entre 0.15 y 0.21 L/kg, son los habitualmente
establecidos3°36:40.113 | g diferencia no significativa del volumen de distribucion aparente
entre los individuos normoglicémicos y los diabéticos sugiere que la diabetes inducida no
promovié alteraciones metabdlicas en el hepatocito ni se ven alterados los mecanismos de

depuracion y excrecién renal del farmacoS.

La eliminacion es altamente variable3®, pero los valores determinados, tanto para los
individuos normoglicémicos como para los diabéticos, son consistentes con los de estudios
en rata*®, asi como para el intervalo de diversas investigaciones en humanos36-39:40.44.115,116
Los valores superiores a las 10 h para la vida media de eliminacién estan relacionados con
administraciones multiples y con una extension mayor a las 24 en la determinacién de
concentraciones plasmaticas’®'7, Ademas, ambos valores de aclaramiento aparente
resultaron en extremo menor a lo reportado, tanto para modelo murino324%46 como para
humanos®44, Este aclaramiento es en realidad aparente, y no sistémico, dado que su
calculo no involucra un volumen de distribucién obtenido por una administracion
intravascular. Si se emplea la Ecuacion 19 a los datos de otros estudios similares#546,

pueden obtenerse aclaramientos aparentes similares a los aqui presentados.

Ecuacion 19. Aclaramiento del farmaco

Bajo el supuesto de que el aclaramiento fuese de al menos 50 mL/min, el volumen de
distribucion, para este estudio, deberia ser de alrededor de 10.5 L y de 9 L para los

individuos normoglicémicos y diabéticos, respectivamente.

Una de las principales diferencias reportadas en la farmacocinética de las sulfonilureas,
cuando se evalua grupos no diabéticos frente a quienes si lo son, es la reduccion del
aclaramiento, como consecuencia de la disminucion tanto en la tasa de eliminacion (o
prolongacion del tiempo de vida media) y la reduccion del volumen de distribucion
aparente*®46. Esta situacion se presento en los resultados de la Tabla 38. Si bien este punto
de comparacion carece de una posible aplicacion clinica, se destaca puesto que es un
fendmeno relacionado con los indices de acumulacion de las sulfonilureas en las células 3

del pancreas'®.
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En cuanto a los resultados del Analisis No Compartimental (ANC), los valores de Area Bajo
la Curva del perfil plasmatico (ABCp), tanto de las observaciones (ABCp,_;) como de la
estimacion a infinito (ABCp,_), ajustados por la dosis, son consistentes y se encuentran
comprendidos en el intervalo de los reportados en otros estudios en modelo murino3245:46.118
Cabe destacar que los valores referidos en la literatura, aun corregidos por la dosis, son
ampliamente variables. Comparando al grupo R-Di frente a R-Ng, se demuestra que los
valores de ABCp, con valores de significancia de p=0.010 para el ABCpy_« Y p=0.026 para
el ABCpy_¢, ¥ del TMR (p=0.020) de los individuos diabéticos son superiores a los de los
individuos normoglicémicos. Sin embargo, los valores de Cp,,,, de los grupos R-Ng y R-Di
son estadisticamente iguales (p=0.061) y el t¢,,  es, en esencia, el mismo. Tomando todo
lo expuesto en consideracion, la evidencia sugiere una eliminacion mas lenta en el individuo
diabético que en el normoglicémico, como consecuencia directa de la elevacién en el
volumen de distribucién y de la reduccion del aclaramiento® y como también fue establecido

a partir del analisis compartimental5-46.118,

e Resultados con el tratamiento de prueba: implante subcutaneo. Grupos P-Ng y
P-Di

Los valores de la Tabla 38 para la constante de absorciéon son, en un sentido practico,
idénticas entre ambos grupos y superan a los obtenidos en los grupos analogos
administrados con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia). En el caso de
los individuos diabéticos administrados con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba
P-Di), la absorcion es 2.69 veces superior a la del tratamiento de referencia, mientras que
en los individuos normoglicémicos administrados con el mismo tratamiento (grupo de prueba
P-Ng), este valor es 2.45 veces superior. Esta rapida absorcién es consecuencia de dos
factores de distinta naturaleza entre si. Por un lado, la absorcion se ve promovida de manera
dominante por la rapida liberacién inicial de glibenclamida presente en la superficie del
implante y su mantenimiento posterior debido al proceso de difusion-disolucion que
demuestra el material mesoporoso en tanto su perfil de disolucion”731% (Figura 19 y Tabla
35) y, por otro lado, las caracteristicas del sitio de absorcidon que promueven (tipicamente)
tasas de absorcion mas lentas y sostenidas que la absorcion enteral®36%, En concordancia
con estas premisas, Chen y colaboradores establecieron que la absorcion completa de la

exenatida requiere de una liberacion sostenida en lugar de una inmediata’s.
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El alto volumen de distribucion aparente determinado para la administracion subcutanea del
farmaco es coherente con la rapida absorcion inicial y con la mas lenta eliminacion del
farmaco, como efecto esperado tras una liberacion modificada y de tipo prolongada.®® Este
gran volumen contintia siendo consistente con el intervalo reportado''®. Sin embargo, este
ya no es explicado solo por la unién a proteinas plasmaticas o por la acumulacién en el

higado, sino por su permanencia en la forma farmacéutica. Es decir, al determinar cambios
. . .. vd . . ;s
en el volumen de distribucion aparente (;) los cambios no son en el parametro en si, si no

en la biodisponibilidad del farmaco administrado desde el implante subcutaneo.

El aclaramiento aparente fue mucho menor que con el tratamiento de referencia, tanto en
individuos normoglicémicos como diabéticos. Sin embargo, a diferencia de lo que presento
el tratamiento de referencia, el aclaramiento aparente en el tratamiento de prueba no
demostrd una disminucion cuando fue administrado en los individuos diabéticos. De hecho,
se presento el efecto contrario: aumentd un 10 %. Este cambio puede ser explicado por una
constante de eliminacion menor en el grupo P-Di (15 % menor) y un volumen de distribucién
aparente mayor (30 % mayor); pero es el cambio en la biodisponibilidad (un incremento) de
la glibenclamida, administrada desde el implante subcutaneo lo que explica de manera

directa la reduccién en el aclaramiento aparente.

La constante de la fase lenta (eliminacién aparente), como se esperaba con esta via de
administracion y forma farmacéutica fue mucho mas pequena que la que presentaron los
grupos tratados con la referencia. El hecho de que la biodisponibilidad de la glibenclamida
haya incrementado por la liberacibn modificada (y su correspondiente impacto en la
absorcion), promueve los cambios en el volumen de distribucién y aclaramiento aparentes;
por lo que el modelo ajusto la constante de la fase mas lenta a los valores presentados en
la Tabla 38. Comparando los dos tratamientos, la eliminacién aparente resulté en 489 y 514
veces mas lenta, para los individuos normoglicémicos y diabéticos, respectivamente. A
pesar de que el valor poblacional de la constante de eliminacion del grupo P-Ng es 1.17
mayor que la obtenida por el grupo P-Di, esta diferencia es no significativa.

Entre los individuos normoglicémicos y diabéticos se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en los valores de Cppqx Y tep,,,,- del tratamiento de prueba
(p<0.050). Mientras que la diferencia entre los valores del ABCp solo es significativa para el

ABCpy-: (p<0.050), ya que para el ABCpy_. la diferencia es no significativa (p=0.096),
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siendo mayor el valor del grupo P-Ng. Ademas, el TMR también es estadisticamente no
diferente entre los grupos de prueba (p=0.839). Esta conjuncion de resultados sugiere que

el curso patolégico del grupo P-Di no afecta la biodisponibilidad entre individuos
. . o . e rgn vd CL
normoglicémicos y diabéticos y, por lo tanto, los parametros farmacocinéticos — Yy hose

ven alterados como sucedido con el tratamiento de referencia. En este sentido, la
comparacion estadistica de los parametros I;—d y CF—L (del ANC) demuestra que el aclaramiento
aparente no es diferente (p=0.279) y solo el volumen de distribucion aparente del grupo P-

Di es mayor que el del grupo P-Ng (p=0.008).

El analisis no compartimental también sugiere la capacidad del implante para liberar de

manera sostenida al farmaco contenido en él. En la comparacion del grupo P-Ng frente al
grupo R-Ng, el valor de VF—d es 2 veces superior (p<0.050) y el valor de CF—L es 3.57 veces

inferior (p<0.050); en consecuencia, los valores de TMR y ABCp,_., son 6.12 y 3.79 veces
mayores, respectivamente, y el valor de 1, es 6.9 veces inferior. A pesar de que el valor de
Cpmax del grupo de referencia es mayor (p=0.014), pero la diferencia entre los valores de
ABCpy_; es no significativa, la eliminacion aparente mas lenta de P-Ng promueve un
aumento significativo en los valores de TMR y ABCp,_... Por otro lado, en la comparacién
del grupo P-Di frente al grupo R-Di, todas las diferencias entre los valores de los parametros

no compartimentales presentes en la Tabla 38 son significativas (p<0.050) y se conserva la
. .y vd CL
misma relacion. El valor de — es 3 veces mayor, el de - 2.11 veces menor, presentando

asi valoresde TMR y ABCpy_-« 5.47 y 2.12 veces superiores, respectivamente, mientras que
el valor de A,resulté 6.45 veces inferior y los valores de Cp,,,, Y ABCp,_; fueron menores

en orden respectivo de 1.96 y 1.77 veces.

Estas diferencias sugieren que la administracion del implante subcutaneo mantiene durante
mas tiempo y de manera sostenida las concentraciones plasmaticas del farmaco. Esta
suposicion debera comprobarse con la estimacion del perfil farmacocinético a partir de
perfiles plasmaticos determinados con mayor extension. Ademas, en los individuos
diabéticos demostré mantener un perfil farmacocinético similar, en contraposicion con las
alteraciones que la suspension intraperitoneal exhibe. Si bien la farmacocinética de la
administracion de implantes de liberacibn modificada en la via subcutanea prevé este

comportamiento,t0:63.73.80.81.119 agtg ventaja farmacocinética ha sido establecida en pocas
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ocasiones previamente para las sulfonilureas o para la glibenclamida en particular4”-120.121,
7.3.2 Analisis farmacodinamico

7.3.2.1 Perfiles glucémicos

e Resultados de los individuos normoglicémicos. Grupos R-Ng y P-Ng

Los perfiles glucémicos de los grupos normoglicémicos, el control C(-), el administrado con
la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) y el administrado con el
implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) se muestran en la Figura 24. Cada perfil

muestra en cada tiempo de muestreo la media £ su desviacion estandar.
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Figura 24. Perfiles glucémicos de los diferentes grupos normoglicémicos.
Se muestra la media + su desviacion estandar de las observaciones en cada punto de muestreo. Con n=6
para el grupo normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-
Ng) mostrado con triangulos de relleno azul; n=5 para el grupo normoglicémico administrado con el implante
subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) mostrado con rombos de relleno verde y n=6 para el grupo control

negativo (circulos de relleno naranja).

Como se muestra en la Figura 24, los valores de glucemia sanguinea del grupo control C(-
) -circulos- son altamente variables durante todo el intervalo del estudio, incluso desde una
perspectiva intra-individuo (cuando se compara respecto con su glucemia al t=0). Sin

embargo, la media grupal se mantiene en el intervalo en que se considera a los individuos
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de esta especie como normoglicémicos (71.16 — 111.69 mg/dL)'?2. Mientras que el valor
superior de la desviacion no alcanza, en ningun caso, el limite inferior (200 mg/dL) para
considerar a individuos de esta especie como diabéticos inducidos, segun lo establece

también el método empleado en este estudio’?3.

El perfil glucémico de los individuos administrados con la suspension intraperitoneal
(tratamiento de referencia R-Ng) presenta una reduccion considerable, desde el minuto 60,
y hasta el final de la toma de muestras a valores correspondientes a un episodio

hipoglucémico severo (<40 mg/dL)"?.

El fendbmeno anterior no se presenta para los individuos administrados con el implante
subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng). Si bien existe un descenso considerable desde
el minuto 60, hasta el minuto 180m el perfil glucémico se estabiliza desde los 300 min y
hasta el final del estudio. La discusion anterior soporta el hecho de que la liberacion y

absorcion de la glibenclamida es diferente a la del grupo R-Ng.

Este hecho se ve reforzado por la determinacion de una diferencia estadisticamente
significativa entre las Area Bajo la Curva del perfil glucémico (ABCg) promedio de los grupos
P-Ng y C(-), mostrados en la Tabla 39. El andlisis estadistico se muestra en las Tablas 40 y

41, respectivamente.
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Tabla 39 Area Bajo la Curva del perfil glucémico (ABCg) de los grupos normoglicémicos.

Intervalo

(min)

ABCg * DE (%DER)
(mg min dL™)

C()

R-Ng

P-Ng

0a15

1356.2 £ 211.3 (15.5 %)

1091.2 £ 263 (24.1 %)

1588.5 + 254.7 (16 %)

15a 30

1175 + 340.2 (28.9 %)

1228.7 £ 398.4 (32.4 %)

1456.5 + 254.9 (17.5 %)

30a45

1030 + 154.5 (15 %)

1047.5 £ 230.6 (22 %)

1438.5 + 323.6 (22.5 %)

45 a 60

1160 + 113.1 (9.7 %)

920 + 242.6 (26.3 %)

1224 + 344.8 (28.1 %)

60 a 120

5225 + 689.9 (13.2 %)

3360 £ 1735.4 (51.6 %)

3876 £ 937.5 (24.1 %

120 a 180

5220 + 846.6 (16.2 %)

2680 £ 1132.1 (42.2 %)

3360 + 550.3 (16.3 %

180 a 240

4805 + 1544 (32.1 %)

2160 £ 768.8 (35.5 %)

240 a 300

3965 + 1018.6 (25.6 %)

1845 + 718.1 (38.9 %)

3198 + 530.1 (16.5 %

300 a 390

6877.5 £ 1265.5 (18 %)

3030 = 1207.7 (39.8 %)

)
)
3408 + 858.9 (25.2 %)
)
)

4320 +675.7 (15.6 %

390 a 480

6877.5 £ 1929.1 (28 %)

2715 +1107.6 (40.7 %)

4419 + 878 (19.8 %)

Total
(0 a 480)

37691.2 + 5997.5
(15.9 %)

20077.5  6802.2
(33.8 %)

28288.5  4889.7
(17.2 %)

Tabla 40. Comparacidn estadistica del efecto total en los grupos normoglicémicos.

Valor
Diferencia evaluada (mg min 1.C. (95%) Estadistico Sig. Decision
dL")
Ho se
P-Ng frente a C(-) -9402 -2,428>Dif.>-16,377 -3.050 0.014
rechaza
Ho se
P-Ng frente a R-Ng 8211 15,917>Dif.>505 2.410 0.039
rechaza
Ho Sse
R-Ng frente a C(-) -17613 -9,364>Dif.>-25,862 -4.7575 0.001
rechaza
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Tabla 41. Comparacion estadistica del efecto segmentado (ABCg por intervalo de tiempo)

determinado en los grupos normoglicémicos.

Tiempo Significancia

Intervalo P-Ng frente a C(-) P-Ng frente a R-Ng R-Ng frente a C(-)
0a15 0.132* 0.011 0.083*
15a 30 0.162* 0.300* 0.807*
30a45 0.022 0.044 0.880*
45 a 60 0.676* 0.120* 0.053*
60 a 120 0.022 0.548* 0.034
120 a 180 0.002 0.253* 0.001
180 a 240 0.106* 0.032 0.004
240 a 300 0.165* 0.007 0.002
300 a 390 0.003 0.063* <0.001
390 a 480 0.028 0.021 0.001

Dado que la diferencia total es significativa (p<0.05) entre los grupos R-Ng y C(-), resulta
evidente que el efecto logrado con el tratamiento corresponde a la administracién de la
glibenclamida en forma de suspension. Sin embargo, el analisis estadistico para las ABCg
de cada intervalo de tiempo, muestran que la diferencia entre el perfil glucémico del grupo
R-Ng y C(-) no es significativa sino a partir de, al menos, los 120 minutos del estudio. Lo
anterior muestra dos caracteristicas importantes: primera, el efecto terapéutico aparece en
el grupo de referencia a 120 minutos y, segunda, el efecto se mantiene hasta el final del
estudio. Esta diferencia significativa permanece hasta el final del intervalo, ya que, como se
observa en la Figura 24, la glucemia en este grupo se reduce hasta alcanzar niveles

inferiores a los 30 mg/dL.

Paralelamente, la diferencia global entre el ABCg del perfil glucémico del grupo de prueba
P-Ng, frente al grupo C(-), es significativa, por lo que se infiere que el tratamiento logra
efectivamente el cambio en la respuesta fisiolégica. Por otro lado, debido a la amplia
variacion de la glucemia sanguinea observada para el grupo control, los intervalos de tiempo
en que el ABCg del grupo P-Ng es estadisticamente diferente del grupo control se
encuentran alternados con periodos en los que esta diferencia no es estadisticamente
significativa. Los resultados sugieren que en ambos tratamientos el efecto inicia en algun

tiempo del intervalo de los 60 a 120 min, pero en el tratamiento de prueba el efecto se
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encuentra intercalado con un periodo en cuya ABCg no difiere significativamente de la del
grupo control. Este periodo se encuentra entre los 180 a los 300 min y, como puede
observarse en la Figura 24, debido a la variabilidad del grupo control, existe un acercamiento

pronunciado entre los valores promedio del grupo control y el de P-Ng.

La comparacion entre los grupos P-Ng y R-Ng, también resulté significativa, mostrando
alternancias entre segmentos cuya diferencia es significativa y otros en los que no. Es a
partir de los 180 min que la diferencia se mantiene estadisticamente significativa hasta la
conclusion del estudio. Al margen de significancia (p=0.063), la diferencia en el intervalo de

300 a 390 min no resulto significativa.

Estas diferencias son facilmente reconocibles en la comparacioén grafica de los tres perfiles
glucémicos. Por supuesto, no debe perderse de vista que, a pesar de mostrar diferencias
estadisticamente significativas, globales o por intervalos, la meta de los tratamientos de
prueba y referencia es disminuir la glucemia de los individuos. Considerando el
comportamiento del perfil glucémico del grupo control durante la primera hora, se puede
explicar que las diferencias no significativas de este periodo, de cada tratamiento frente al
grupo control, son causadas por el retraso en el inicio del efecto hipoglucemiante de estos
y por la variabilidad del grupo C(-); mientras que, posterior a esta primera hora, las
diferencias significativas son debidas a la reduccién de la glucemia como efecto de los
tratamientos y las diferencias no significativas son causa de la variabilidad del grupo control.
Ademas, la similitud de la primera hora del perfil glucémico, entre el grupo de prueba vy el
control, esta directamente relacionada con el hecho de que ambos grupos recibieron la

misma intervencion quirurgica.

De esta manera, es posible establecer la ventaja terapéutica del tratamiento de prueba con
base en dos hallazgos. Primero, el perfil demostré variabilidad similar al grupo control (Tabla
39), pero mostré una media menos erratica; es decir, se promueve un control glucémico.
Segundo, a pesar de que ambos tratamientos, prueba y referencia, alcanzaron la
hipoglucemia (<65 mg/dL), es en el grupo de referencia donde incluso se alcanzan niveles
de una hipoglucemia severa (<40 mg/dL)'?4, la cual es una reaccion adversa del tratamiento
con la sulfonilurea glibenclamida y que no fue provocada a través del tratamiento de prueba
por la estabilidad aparente en el control glucémico.
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e Resultados de los individuos diabéticos. Grupos R-Di y P-Di

En la Figura 25 se muestran los perfiles glucémicos de los grupos diabéticos, el control C(+),
el administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) y el
administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di). Cada perfil muestra

en cada tiempo de muestreo la media £ su desviacion estandar.
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Figura 25. Perfiles glucémicos de los diferentes grupos diabéticos.
Se muestra la media + su desviacion estandar de las observaciones en cada punto de muestreo. Con n=5
para el grupo diabético administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di)
mostrado con tridngulos de borde azul; n=6 para el grupo diabético administrado con el implante subcutaneo
(tratamiento de prueba P-Di) mostrado con rombos de borde verde y n=6 para el grupo control positivo

(circulos de borde naranja).

La glucemia de todos los individuos del grupo control positivo C(+) fue superior a los 200

mg/dL, por lo que pudieron ser considerados como individuos diabéticos'?3.

Existe también, para el perfil glucémico del tratamiento con la suspension intraperitoneal
(tratamiento de referencia R-Di), un comportamiento similar al de su analogo no diabético
del inicio del perfil y hasta los 60 minutos, pero con dos diferencias importantes: a), los
niveles de glucemia de este grupo son de alrededor del triple que los de su analogo
normoglicémico y, b), el descenso posterior (a los 60 min) de la glucemia del grupo diabético

no es de una magnitud tan grande como la del grupo no diabético. En contraposicién, el
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perfil glucémico del tratamiento con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di)
exhibe un perfil sumamente distinto al de su analogo P-Ng y también diferente al de su
control, C(+). La comparacion entre individuos normoglicémicos y diabéticos, para cada

tratamiento, se muestra en las Figuras 26 y 27.
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Figura 26. Comparacion de los perfiles glucémicos de los grupos tratados con la
suspensién intraperitoneal.
Se muestra la media de las observaciones en cada punto de muestreo. Con n=6 para el grupo

normoglicémico administrado con la suspensién intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) mostrado
con triangulos de relleno azul) y n=5 para el grupo diabético administrado con la suspensién intraperitoneal

(tratamiento de referencia R-Di) mostrado con tridngulos de borde azul.
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Figura 27. Comparacion de los perfiles glucémicos de los grupos tratados con el implante
subcutaneo.
Se muestra la media de las observaciones en cada punto de muestreo. Con n=5 para el grupo

normoglicémico administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) mostrado con
rombos de relleno verde; n=6 para el grupo control negativo (circulos de relleno naranja); n=6 para el grupo
diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di) mostrado con rombos de

borde verde y n=6 para el grupo control positivo (circulos de borde naranja).

En la Tabla 42 se presentan los valores del ABCg de los individuos diabéticos. La
evaluacion estadistica de las diferencias, global y por intervalos entre puntos de muestreo,

se muestra en las Tablas 43 y 44, respectivamente.
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Tabla 42 Area Bajo la Curva del perfil glucémico (ABCg) de los grupos diabéticos.

ABCg * DE (%DER)

Intervalo .
(min) (mg min dL™)
C(+) R-Di P-Di
0a15 5662.5 + 1163.2 (20.5 %) 4207.5+ 1515.3 (36 %) 3806.2 + 1291.5 (33.9 %)
15a 30 4866 + 895 (18.3 %) 4161 + 1867.3 (44.8 %) 4081.2+1446.5(35.4 %)
30a45 4719 £ 724.6 (15.3 %) 3583.5+913.5(25.4 %) 3756.2+1190.4 (31.6 %)
45 a 60 4965 + 755.9 (15.2 %) 3352.5 £ 734 (21.8 %) 3562.5 + 386.4 (10.8 %)
60 a 120 21936 £ 5757 (26.2 %) 13422 +2894.8 (21.5 %) 14815+ 4112.6 (27.7 %)
120 a 180 21030 £ 4342.4 (20.6 %) 13578 + 1846.3 (13.5 %) 12080 + 2692.7 (22.2 %)
180 a 240 20406 + 3629.9 (17.7 %) 12900 + 1506.2 (11.6 %) 10805 + 2592 (23.9 %)
240 a 300 20880 + 7155.9 (34.2 %) 12288 +2285.3 (18.5 %) 11255 + 2998 (26.6 %)
300 a 390 29997 +9429.9 (31.4 %) 18531 +3233.3 (17.4 %) 17385 +4534.5 (26 %)
390 a 480 32436 +6982.7 (21.5 %) 18756 + 2695.1 (14.3 %) 18705 + 4147.2 (22.1 %)
Total 166897.5 + 32038 104779.5 £ 15870.1 100251.2 +
(0 a 480) (19.1 %) (15.1 %) 18353.8(18.3 %)

Tabla 43. Comparacion estadistica del efecto total en los grupos diabéticos.

Valor
Diferencia
(mg min I.C. (95%) Estadistico Sig. Decision
evaluada
dL")
P-Difrente a C(+) -66,646 -31,902>Dif.>-101,390 -4.339 0.002 Ho se rechaza
Ho no se
P-DifrenteaR-Di -4,528 19,161>Dif.>-28,217 -0.432 0.676
rechaza
R-Difrentea C(+) -62,118 -25,246>Dif.>-98,989 -3.885 0.005 Hp se rechaza
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Tabla 44. Comparacion estadistica del efecto segmentado (ABC por intervalo de tiempo)

determinado en los grupos diabéticos.

Tiempo Significancia

Intervalo P-Di frente a C(+) P-Di frente a R-Di R-Di frente a C(+)
0a15 0.035 0.646* 0.127*
15a 30 0.320* 0.938* 0.468*
30a45 0.150* 0.797* 0.061*
45 a 60 0.003 0.556* 0.009
60 a 120 0.040 0.541* 0.018
120 a 180 0.002 0.321* 0.008
120 a 240 0.001 0.147* 0.003
240 a 300 0.015 0.544* 0.034
300 a 390 0.017 0.648* 0.033
390 a 480 0.003 0.982* 0.004

Considerando que la diferencia entre las medias del ABCg total, de ambos tratamientos
frente al grupo control, es diferente de cero (p<0.05) se establece que, en estos grupos (R-
Di y P-Di), existe una reduccion en el ABCg asociada con estos tratamientos. Sin embargo,
a diferencia de lo que se presentd con los grupos normoglicémicos, los dos tratamientos
aplicados en individuos diabéticos no demostraron ser estadisticamente diferentes entre si,

como de hecho se aprecia en la Figura 25.

Esta similitud entre los tratamientos de referencia y de prueba también se mantiene en la
comparacion de los valores del ABCg por segmentos entre tiempos de muestreo. Esta
situacion es diferente a lo que ocurrié con los grupos normoglicémicos. En ellos, la reduccion
significativa del ABCg ocurrié en el intervalo de los 60 a 120 min (Tabla 41) y en los grupos
diabéticos, en el intervalo de los 45 a 60 min. Otra diferencia importante, en particular para
los dos grupos de prueba (P-Di y P-Ng), es que la intervencion en los individuos
normoglicémicos demostro intermitencias entre periodos donde existié reduccion del ABCg
con periodos en los que aumentaba; mientras que, en los individuos diabéticos una vez
iniciada la reduccion del ABCg, esta se mantuvo hasta la conclusion del estudio y no
presentd algun aumento. Lo anterior permite establecer que en los individuos diabéticos el
efecto farmacoldgico es mas intenso, como se ha reportado en otros estudios similares,

donde la reduccion de la glucemia de los individuos normoglicémicos no es tan drastica*®46,
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Ademas se ha demostrado que la diabetes inducida por estreptozotocina altera la
biotransformacién y eliminacion de la insulina, lo que promueve un incremento de la
respuesta de esta, en comparacion con su respuesta en individuos no diabéticos'?3. Sin
embargo, esta reduccién no es lo suficiente como para recuperar niveles de glucemia

sanguinea normales’?2,

Las diferencias significativas, tanto totales como para los segmentos entre puntos de
muestreo, de los grupos R-Di y P-Di frente a C(+) son logradas a pesar de que la variacion
de los datos del grupo control positivo (individuos diabéticos) es igual de alta que la que

demostré el grupo C(-) (individuos normoglicémicos).
7.3.2.2 Efecto farmacodinamico

El porcentaje de reduccion del ABCg (%rABCg) de los perfiles glucémicos, de los grupos
tratados frente a su correspondiente grupo control se muestran en la Figura 28. Se muestra

la media de la reduccion total + su desviacion estandar.
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Figura 28. Efecto total (%rABCg).

Se muestra la media y desviaciéon estandar. Con n=6 para el grupo normoglicémico administrado con la
suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) mostrado arriba a la izquierda; n=5 para el grupo
normoglicémico administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) mostrado arriba a la
derecha; n=5 para el grupo diabético administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia
R-Di) mostrado abajo a la izquierda y n=6 para el grupo diabético administrado con el implante subcutaneo
(tratamiento de prueba P-Di) mostrado abajo a la derecha. Los grupos normoglicémicos (Ng) fueron
comparados frente al control negativo, mientras que los diabéticos (Di) frente a al control positivo.

Pagina 103 de 142



Las diferencias no significativas entre las ABCg de los grupos tratados y los controles
correspondientes (Tablas 41 y 44) se traducen en la Figura 29 a valores cercanos al 0 % de

reduccion.
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Figura 29. indice de reduccion del ABCg de los diferentes grupos tratados.

Cada punto corresponde con el limite superior del intervalo de tiempo y se muestra la media + desviacién
estandar. Con n=6 para el grupo normoglicémico administrado con la suspensién intraperitoneal (tratamiento
de referencia R-Ng) mostrado con triangulos de relleno azul; n=5 para el grupo normoglicémico administrado
con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) mostrado con rombos de relleno verde; n=5 para el
grupo diabético administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) mostrado con
triangulos de borde azul y n=6 para el grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento
de prueba P-Di) mostrado con rombos de borde verde. Los grupos R-Ng y P-Ng fueron comparados frente a
C(-), mientras que los R-Di y P-Di frente a C(+).
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Dado que el efecto farmacodinamico (%rABCg) en funcién del curso temporal, asi como de
los diferentes tratamientos e individuos, no incorpora nuevas variables, el analisis de las
Figuras 28 y 29 es el que ya se ha presentado a partir de los perfiles glucémicos (seccion
7.3.2.1).

7.3.3 Modelo FC-FD

7.3.3.1 Relacion directa entre el efecto farmacodinamico y el componente

farmacocinético

La relacion del efecto como funcion del tratamiento, segun la Ecuacion 20, se presenta en

las Figuras 30 y 31.
%rABCy = f(ICl,)

Ecuacion 20. Relacion del efecto farmacodinamico como funcién del componente
farmacocinético.
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Figura 30. Efecto (%rABCg) como funcién de las concentraciones plasmaticas de
glibenclamida de los grupos normoglicémicos.

En la Figura A, cada punto corresponde con la media de ambas variables. Con n=6 para el grupo

normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) mostrado

con triangulos de relleno azul y n=5 para el grupo normoglicémico administrado con el implante subcutaneo

(tratamiento de prueba P-Ng) mostrado con rombos de relleno verde. En la Figura B, se indica en cada punto

el limite superior del intervalo de tiempo correspondiente.
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Figura 31. Efecto (%rABCg) como funcién de las concentraciones plasmaticas de
glibenclamida de los grupos diabéticos.
En la Figura A, cada punto corresponde con la media de ambas variables. Con n=5 para el grupo diabético
administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) mostrado con triangulos de
borde azul y n=6 para el grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-
Di) mostrado con rombos de borde verde. En la Figura B, se indica en cada punto el limite superior del
intervalo de tiempo correspondiente.
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Una vez que se representa el efecto (%rABCg) en funcion del tratamiento (|C|,en pg/mL) el

resultado, para todos los grupos, es una histéresis antihoraria. Este retorno por la izquierda

es caracteristico del tratamiento con sulfonilureas en la glucemia sanguinea®?55117,

En el caso de los grupos normoglicémicos, una porcion del grafico del grupo normoglicémico
administrado con el implante subcutaneo (grupo de prueba P-Ng) y del grupo
normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal (grupo de referencia R-Ng)
puede considerarse similar. Esta region corresponde con la curva ascendente de P-Ng,
comprendida entre los valores de concentracion ocurridas de los 60 a los 180 min y, para
R-Ng, las concentraciones presentadas de los 45 a algun punto previo a los 120 minutos.
Se destaca esta similitud porque es el final de este segmento donde la diferenciacion de la
dinamica del efecto entre grupos es evidente. Por un lado, tanto el efecto como los valores
de concentracion del grupo P-Ng que los promueven, se conservan casi inalterados, por lo
que todos los puntos del grafico, correspondientes con el curso temporal a partir de los 180
min y hasta los 480 min, se concentran en una porcion reducida del plano. Contrario a este
comportamiento, el efecto del grupo R-Ng continia ascendiendo hasta el valor de
concentracion correspondiente al tiempo de los 240 min, a partir de este punto y hasta el
valor de concentracion correspondiente con los 480 min, el efecto se conserva entre los 53
y 60 puntos de %rABCg, pero este efecto estable es explicado por un intervalo amplio de

concentraciones en retroceso (de los 5.6 a los 2.0 puntos de [C|,en ug/mL. En cuanto al

parametro farmacocinético estimado por el modelo, los puntos en los que cada grafica
retorna coinciden con la Cp 4, del grupo R-Ng y con el valor en que el grupo P-Ng alcanza
la meseta de concentraciones. Ademas, aqui es evidente la mayor intensidad de efecto que
demuestra R-Ng (mayor al 50 %rABCg) en comparacion con P-Ng que se mantiene menor
al 37 %rABCg.

En los graficos de la Figura 31, el inicio del efecto en los grupos diabéticos esta representado
por el cambio de valor negativo a positivo de las pendientes. Sin embargo, en esta pendiente
ascendente no es apreciable una similitud entre el grupo administrado con la suspension
intraperitoneal (grupo de referencia R-Di) y el grupo administrado con el implante
subcutaneo (grupo de prueba P-Di), como si se observé con sus analogos normoglicémicos.
Una vez iniciado los efectos, estos son mantenidos entre 15 a 43 %rABCg y entre 24 a 42

%rABCg, para los grupos P-Di y R-Di, respectivamente. Es decir, las histéresis son mucho
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mas estrechas y casi encimada consigo mismas, ademas que, como ya fue evaluado, el
efecto logrado en los grupos diabéticos no es estadisticamente diferente entre si. Al igual
que con los grupos normoglicémicos, el punto de retorno de la histéresis se da, para el grupo
R-Di, en cuanto alcanza el valor de |C|, 4. del perfil y, para el grupo P-Di, en cuanto se
logra el primer valor de la meseta de concentraciones. Paralelo a lo que presenta R-Ng, R-
Di exhibe efectos estables que son explicados por un intervalo amplio de valores de
concentracion plasmatica de glibenclamida, pero en este caso no solamente a partir del
retorno de la histéresis, sino a partir de que inicia el efecto. Un caso similar ocurre con la
comparacion entre P-Ng y P-Di, solo que, en este ultimo, a partir del retorno, la estabilidad
del efecto es funcion de valores de concentracion en retroceso, a diferencia de lo que exhibié
el grupo P-Ng, donde las concentraciones se mantuvieron mas estables sin avance o

retroceso de valores de concentraciones, apreciable visualmente.
7.3.3.2 Componente farmacodinamico del modelo

Se ha reportado que la relacién entre la concentracién de sulfonilureas y el efecto
hipoglucémico no es simple ni directa’'”. A pesar de que el presente estudio no contempld
la determinacién de los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos de los productos de
la biotransformacion con actividad hipoglucemiante'’ o, por otro lado, el modelado en
funcién de la respuesta directa de estimulacién de la secrecién de insulina y a su vez en el
sistema glucosa-insulina®®, el efecto final (reduccién del area bajo la curva del perfil

glucémico) fue adecuado para estimar los parametros del modelo FC/FD.

En este mismo sentido, Rydbergr*?> dedujo que existen concentraciones plasmaticas
minimas efectivas de sulfonilureas y, en comparacién con otros farmacos de la misma
familia, la accién de la glibenclamida destaca en cuanto a su retraso para promover la
secrecion de esta. Estas diferencias son bien conocidas clinicamente ya que, en conjunto
con los problemas de absorcion oral, se promueve la ingesta de alimentos previa la toma
de glibenclamida para evitar una hipoglucemia severa o prolongada. Por otro lado, existe el
indicio de que la capacidad de absorcion de las sulfonilureas se ve afectada por los
incrementos de la glucemia sanguinea. Todo lo anterior indica que el retraso en la aparicion
del efecto hipoglucemiante de la glibenclamida, observado en este estudio tanto con el
tratamiento de referencia como con el de prueba, son debidos a la conjuncién de factores
fisioldgicos, debidos primordialmente al componente farmacocinético, pero que
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considerando el cambio en la respuesta en funcion de la concentracion plasmatica en el
grupo de prueba (una histéresis sostenida en su ultima porcion) y tomando en cuenta que
ambos tratamientos en los individuos diabéticos alcanzan los mismos efectos, también debe
estar participando el componente farmacodinamico. Es decir, se infiere que los mecanismos
que retrasan el efecto (y que lo alteran) son procesos enddgenos complejos y estan
relacionados con el enlace entre el modelo farmacodinamico y el farmacocinético, ademas
que los procesos homeostaticos inherentes en el equilibrio del sistema glucosa-insulina
deben tener un efecto preponderante, tanto en los individuos normoglicémicos como en los
diabéticos. Para respaldar esto se presentan los modelos farmacodinamicos

correspondientes.

El modelo y parametros farmacocinéticos establecidos para cada grupo en la Tabla 38,
fueron obtenidos a partir de la estimacion integral y simultanea de: a), el propio modelo
farmacocinético; b), el modelo farmacodinamico y c), en enlace entre estos dos. En la Tabla
45 se presentan los parametros correspondientes con el componente farmacodinamico del
modelo. Las relaciones que definen a cada modelo (basadas en la Ecuacion 2) estan
presentadas en las Ecuaciones 21 a 24 y, en la Figura 32 se presentan los contrates entre
las estimaciones a partir de los modelos y los valores de efecto farmacodinamico

observados.
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Tabla 45. Parametros farmacodinamicos estimados.

Grupo
Parametro
P-Ng P-Di R-Ng R-Di
Emax 30.650 36.421 49.434 36.998
CEso 1.507 0.604 0.058 0.072
Y 181.015 464.542 1.128 95.747

1.128
49.434 %rABCg - C, (£9)

ug pg 128
0.058L% + ¢, (mL)

%rABCg =

Ecuacion 21. Modelo farmacodinamico para el grupo R-Ng.

181.015
30.650 %rABCg - C, (£)

181.015
1507L4 ) L+, (#{(D

%rABCg =

Ecuacion 22. Modelo farmacodinamico para el grupo P-Ng.

)95.74-7

36.998 %rABCg - C, (L5

0.072£% 1 ¢, (mL)

%rABCg =

Ecuacién 23. Modelo farmacodinamico para el grupo R-Di.

)4-64-.54-2

36.421 %rABCg - C, (£

‘ug 'ug 464.542
0.604L2 + c, (mL)

%rABCg =

Ecuacién 24. Modelo farmacodinamico para el grupo P-Di.
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Figura 32. Contraste entre las observaciones y las estimaciones del indice de reduccién

del ABCg.

Se muestran las observaciones del grupo normoglicémico administrado con la suspensién intraperitoneal
(tratamiento de referencia R-Ng) con triangulos de relleno azul, grupo normoglicémico administrado con el
implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) con rombos de relleno verde; grupo diabético
administrado con suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) con triangulos de borde azul y
grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di) con rombos de borde
verde. Las estimaciones se muestran como lineas discontinuas, con punto-linea azul para los tratamientos
de referencia y dos puntos-linea verde para los de prueba.
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Todas las estimaciones poblacionales estan por debajo de la media de cada grupo, situacién
que esta directamente relacionada con la alta variabilidad dentro de cada grupo,
principalmente en el intervalo de tiempo previo a que iniciara el efecto farmacodinamico en
cada caso. En cuanto a lo que sucede con los grupos normoglicémicos, el ajuste del modelo
estima un efecto nulo durante la primera hora de la administracion del implante subcutaneo
(tratamiento de prueba P-Ng), en contraste con la administracion de la suspension
intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng), cuyo efecto inicia en los primeros minutos
del estudio, de acuerdo con la estimacion. Esto supone que efectivamente, una
administracion intraperitoneal consigue una liberacién inmediata y, por lo tanto, un efecto
igual de inmediato; mientras que la administracion del implante subcutaneo logra un retraso
en la aparicion del efecto, mismo que permanece de manera sostenida. Sin embargo, para
los grupos diabéticos, cuyo efecto (y por lo tanto su estimacion) no son diferentes entre si,
la administracion del implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di) exhibe un efecto
inmediato, mientras que la administracion de la suspension intraperitoneal (tratamiento de
referencia R-Di) presenta un retraso de 30 minutos en la aparicion del efecto. Ademas, este
grupo exhibe un efecto sostenido a través del tiempo, de la misma manera que lo demuestra

el grupo P-Di.

La magnitud del efecto (E,,,,) que se logra con cada tratamiento muestra las diferencias y
similitudes ya discutidas a través del analisis de las graficas de las observaciones y
estimaciones de este efecto. Por un lado, la mayor magnitud del efecto hipoglucemiante del
grupo R-Ng frente al de grupo de prueba P-Ng en estos individuos normoglicémicos, es
estadisticamente significativa (p=0.037); mientras que no existe diferencia entre la magnitud
de los grupos diabéticos P-Diy R-Di (p=0.914). Ademas, la comparacion estadistica muestra
que las diferencia entre valores de magnitud entre los dos grupos administrados con cada
tratamiento son no significativas; con significancias de p=0.113 para los tratamientos de
referencia R-Ng y R-Di y de p=0.125 para los tratamientos de prueba P-Ng y P-Di. Lo
anterior permite establecer que, si bien existen alteraciones debidas a la patologia, tanto en
los parametros farmacocinéticos como en los farmacodinamicos, el presente estudio no
permite discriminarlos debidamente, dado que no se esta considerando la progresion de la
enfermedad, y este componente en el modelo permitiria observar el efecto debida la

tolerancia del sistema ante el farmaco®5:63,
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La potencia, medida como la concentracion efectiva que promueve el 50 % del efecto
maximo (CEs,), del tratamiento de referencia es superior a la del tratamiento de prueba, en
ambos tipos de individuos (p<0.001). Por otro lado, la diferencia entre los dos grupos de
referencia R-Ng y R-Di es no significativa (p=0.962), mientras que la diferencia entre los
grupos de prueba P-Ng y P-Di si es estadisticamente significativa (p<0.001), siendo mas
potente el tratamiento de prueba en los individuos diabéticos. Lo anterior permite establecer
que la farmacodinamica en individuos, normoglicémicos o diabéticos, se conserva tras la
administracion de la suspension intraperitoneal, pero la administracion del implante
subcutaneo demuestra un impacto positivo (aumento de la potencia) cuando es
administrado en los individuos diabéticos, donde se tornaria clinicamente relevante. Este
hecho esta relacionado con que la administracién de estreptozotocina aumenta la respuesta
hipoglucemiante de la insulina'3, lo que supondria que el aumento en la potencia
hipoglucemiante también se presentara en el grupo diabético administrado con el
tratamiento de referencia (situacion que de hecho es apreciable en los graficos de glucemia),
pero dado que el efecto farmacodinamico son los valores de glucemia sanguinea
transformados a porcentajes de reduccion de ésta, la magnitud de la reduccién de glucemia
sanguinea, frente a los correspondientes grupos control, se normaliza y ajusta. Es decir, el
valor unitario de la variable %rABCg es mayor en orden de magnitud en los grupos
diabéticos que en los normoglicémicos. Esto no satisface completamente la diferencia entre
lo que ocurre con el tratamiento de prueba (donde la potencia se aumenta en los individuos
diabéticos) con lo que ocurre con el tratamiento de referencia, para lo cual se aborda a
continuacioén la participacion del componente farmacocinético y el modelo que lo enlaza al

componente farmacodinamico.
7.3.3.3 Enlace entre los componentes farmacocinético y farmacodinamico

El tercer componente estimado a través del modelaje en Monolix es el enlace entre los
componentes farmacocinético y farmacodinamico. La incorporacion de un compartimento
de concentraciones en el sitio de efecto farmacodinamico (la biofase) resultd ser el modelo
establecido para enlazar ambos componentes. Las concentraciones de glibenclamida en el
compartimento de efecto, |C|., fueron estimadas segun la Ecuacion 25. Los modelos
individuales se presentan en las Ecuaciones 26 a 29, para los grupos de prueba

(administracion del implante subcutaneo) y de referencia (administracion de la suspension
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intraperitoneal), segun fueron establecidos sus parametros farmacocinéticos. En la Tabla 46
se muestran los valores de la constante de velocidad de redistribucion del farmaco desde el
compartimento de efecto y en la Figura 33 se muestra el curso temporal de estas
concentraciones.

_ Dkgkeo ( e~ Kat + ekt N e ket )
¢ 4 (k - ka)(keo - ka) (ka - k)(keo - k) (ka - keo)(k - keO)

Ecuacion 25. Modelo para la estimacion de concentraciones de glibenclamida, en el
compartimento de efecto, con absorcién y eliminacion de primer orden, desde un
compartimento.

_LHg min-2 [e—1031 x107?min~1 t(min) e—4737 x1073min~1 t(min)
C, = 1.24x10 o e —_—
mL 5.165 x10~>min—2 —2.054 x10~>min—2
e—1052 x1073min~1 t(min)
+
3.412 x10~>min—2 >

Ecuacion 26. Modelo de enlace FC/FD (biofase) para el grupo R-Ng.

1g min=2 [e~2531 x1072min~?! t(min) e~ 9676 x1073min~?! t(min)
Ce = 6.52x107*% . + 4 —
mL 4.836 x10~*min—2 1.566 x10~*min—2
@ 6198 x1073min~1 t(min)
+
—1.183 x10~*min—2 )

Ecuacion 27. Modelo de enlace FC/FD (biofase) para el grupo P-Ng.

g min=2 [e—9934 x1073min~?1 t(min) 4241 x1073min~?1 t(min)
C, = 9.69x107° ———— + -
mL 4,437 x10~>min—2 —1.782x10">min =2
e—7820 x10~*min~1 t(min)
+
2.978 x10~>min—2 >

Ecuacion 28. Modelo de enlace FC/FD (biofase) para el grupo R-Di.

—-2.530 x10~2min~1 t(min) —-8.235 x10~3min~! t(min)

e e
—1.394 min—2 + 1.394 min—2 + 3.036 x103 min—2

min~2 (e
c, = 39529 (

—55.11 min~! t(min)
mL )

Ecuacioén 29. Modelo de enlace FC/FD (biofase) para el grupo P-Di.
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Tabla 46. Constantes de velocidad de redistribucion. Enlace farmacocinético-

farmacodinamico.

Grupo
Parametro
P-Ng P-Di R-Ng R-Di
keo (Min-') 6.198 x10°3 55.11 1.052 x10°® 7.820 x10*
t12 (min) 111.828 0.0126 658.662 886.414
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Figura 33. Perfiles de concentraciones del farmaco estimadas en el compartimento

hipotético de efecto farmacodinamico (biofase).
Se muestran las estimaciones poblacionales del grupo normoglicémico administrado con la suspension
intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) con triangulos de relleno azul; grupo normoglicémico
administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) con rombos de relleno verde; grupo
diabético administrado con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) con triangulos de
borde azul y grupo diabético administrado con el implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di) con
rombos de borde verde.
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En ambos casos, el perfil de concentraciones en el compartimento de efecto de la
administracion de la suspension intraperitoneal (tratamientos de referencia R-Ng y R-Di) es
menor que el de la administracién del implante subcutaneo (tratamientos de prueba P-Ng y

P-Di). Ademas, los perfiles de los dos grupos de referencia son similares entre si.

Obteniendo los valores de tiempo de vida media de esta constante de redistribucion, es
posible establecer que el efecto se ve mucho mas retrasado con la administracion de la
suspension intraperitoneal, en comparacidon con la administracion del implante
subcutaneo®, considerando que este tiempo representa el tiempo para equilibrar las
concentraciones de glibenclamida en el compartimento de efecto con el compartimento

central (transcurridos entre 3 y 5 periodos)®3.

Sin embargo, no existe similitud entre los grupos P-Ng y P-Di, ya que en el grupo P-Ng el
perfil es de tipo sigmoideo (como lo son también los dos grupos de referencia), mientras que
el grupo P-Di exhibe un perfil de tipo logaritmico y asintético a partir de los 120 min. La
contraposicion del rapido ascenso y posterior estabilizacion de las concentraciones del perfil
del grupo P-Di, con el incremento menos veloz pero continuo del grupo P-Ng, permite
explicar la diferencia en la potencia entre los grupos de prueba, como consecuencia de una
cinética de redistribucion diferente. Esto es, el grupo diabético se equilibra de manera mas
veloz que el normoglicémico. Asi, es posible sugerir que el compartimento de efecto de los
individuos diabéticos, administrados con el tratamiento de prueba, es reflejo de un fendbmeno
fisiologico diferente (promovido por la patologia) al que se presenta en individuos
normoglicémicos, ya sea que hayan sido administrados con el tratamiento de prueba o con

el de referencia.

A pesar del analisis anterior, los perfiles de concentraciones de glibenclamida en el
compartimento hipotético de efecto son una aproximacién que enlaza al componente
cinético con el dinamico, y que satisface al modelo en general, pero no necesariamente
explica un fendmeno bioldgico en particular. Por lo que estos datos en si pueden presentar

diferentes expresiones y demostrar distintas relaciones entre grupos®%:83.85,

La histéresis del efecto farmacodinamico (%rABCg), presentada como funcion de las
concentraciones plasmaticas del farmaco (|C|,) en las Figuras 30 y 31, colapsa una vez que
se representa en funcion de las concentraciones calculadas en este compartimento

hipotético de efecto (|C|.). Esta relacion se presenta en la Figura 34.
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Figura 34. Relacion entre en efecto y las concentraciones en la biofase.
Se muestran las observaciones del grupo normoglicémico administrado con la suspension intraperitoneal

(tratamiento de referencia R-Ng) con triangulos de relleno azul, grupo normoglicémico administrado con el

implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) con rombos de relleno verde; grupo diabético

administrado con suspensién intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) con triangulos de borde azul y

grupo diabético administrado con el implante subcuténeo (tratamiento de prueba P-Di) con rombos de borde

verde. Las estimaciones se muestran como lineas discontinuas, con punto-linea azul para los tratamientos

de referencia y dos puntos-linea verde para los de prueba.
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Como se analizé en la relacién del efecto en funcién del tiempo, debido a que los valores
observados negativos (%rABC,; < 0) que presenta el grupo administrado con el implante
subcutaneo (tratamiento de prueba P-Ng) antes de los 60 minutos, el modelo ajusta el efecto
en este segmento como %rABC, = 0; por lo que en el intervalo en que efectivamente se
observa un efecto (%rABC,, > 0) los datos observados demuestran un ajuste adecuado con
la estimacion. Si existiese un efecto, ya sea positivo 0 negativo previo a los 60 minutos, la
evidencia y estimaciones no permitirian una discriminacion fehaciente entre los mecanismos
enddgenos homeostaticos de la glucemia ante la intervencién quirdrgica, o ante el
tratamiento en si%%115, La diferencia entre los efectos del grupo normoglicémico administrado
con la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Ng) y del grupo P-Ng puede
ser el resultado de la resistencia homeostatica, en este ultimo grupo, tras la intervencion
quirdrgica inicial (y ante el tratamiento en si)®; ya que, ademas de que los perfiles
plasmaticos de glibenclamida son diferentes entre si, los perfiles de glibenclamida en el
compartimento de efecto, en conjuncion con los parametros para el efecto sigmoideo,
indican que la liberacidon sostenida y prolongada a través del tiempo es efectiva para
promover efectos igual de sostenidos, pero para lograr esto las concentraciones en el
compartimento de efecto deben superar a las del perfil que consigue una liberacion

inmediata en el tracto gastrointestinal.

Sin embargo, debe existir otro fundamento para el aumento de glucemia inicial por el que
atraviesa el grupo P-Ng, puesto que el grupo control recibid la misma intervencion quirdrgica
y no experimento este aumento de la glucemia. La probable explicacién puede encontrarse
en el efecto de la glucemia en la absorcion de las sulfonilureas#?. Esto soporta mas la
premisa de que la reduccion de glucemia del grupo P-Ng, intermedia entre el grupo C(-) y
R-Ng, es resultante de la farmacocinética particular de este farmaco administrado y liberado
de manera sostenida en el espacio subcutaneo. En cuanto al grupo R-Ng, las observaciones

guardan una estrecha relacion con la estimacién correspondiente.

El rapido aumento de concentraciones de glibenclamida en el grupo P-Ng es necesario para
sobrepasar el impacto del aumento de la glucemia. Dado que el grupo R-Ng no recibe esta
intervencion, la regulacion homeostatica es diferente. Por lo anterior, a pesar de que el
modelo FC-FD estima un perfil de concentraciones en el compartimento de efecto de R-Ng

menores a las de P-Ng, estas son suficientes para promover efectos muy rapidos e intensos
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en el organismo (que como se discutio previamente, la probabilidad de alcanzar un evento
hipoglucémico severo es mas probable en el tratamiento de referencia). Por esto, la Figura
34A muestra que, para un mismo valor de concentracion en el compartimento de efecto, los
efectos son diferentes entre los dos grupos normoglicémicos, considerando ademas que
dicha concentracion se alcanza en un tiempo diferente para cada grupo (véase la Figura
33).

Estas relaciones sugieren que la aparente mayor sensibilidad al efecto hipoglucemiante en
el grupo R-Ng o, dicho de otra manera, la mayor potencia del farmaco en este es explicada
por el componente farmacocinético. Esto es: una absorcion lineal desde el aparato intestinal,
con una distribucion hacia un compartimento y una eliminacion lineal promueve efectos mas
rapidos e intensos que si se administra por via subcutanea (que evita el metabolismo
hepatico),%" lo que a su vez provoca una relacidn distribucidn-biotransformacién-eliminacion
a partir de un solo compartimento. Este comportamiento en el grupo P-Ng, no solo evita la

aparicion de un efecto rapido e intenso, sino que promueve un efecto moderado y sostenido.

A pesar de la casi nula diferencia entre los efectos alcanzados (tanto observados como
estimados) que se presentan en los individuos diabéticos (Figura 34B) el principal
diferenciador, que también se observé para los individuos de los grupos R-Ng y P-Ng, es
que la administracién de la suspension intraperitoneal (tratamiento de referencia R-Di) logra
efectos mas rapidos, pero en este caso no mas intensos, de lo que logra la administracion
del implante subcutaneo (tratamiento de prueba P-Di). Los datos observados permiten que
las estimaciones de ambos tratamientos se muestren sostenidos a través del tiempo, pero
es el perfil de concentraciones en la biofase (Figura 33B) el que permite explicar que los
efectos del grupo P-Di son correspondientes con una concentracion estable a través del

tiempo y no con un incremento de éstas, como si lo es para el grupo R-Di.

Esto demuestra, en concordancia con lo observado con los individuos normoglicémicos, que
la cinética por la que el farmaco consigue lograr su efecto farmacodinamico, a partir de su
liberacion modificada en el espacio subcutaneo es lo suficientemente potente como para
lograr efectos iguales a los de una administracion tradicional en el aparato intestinal.
Ademas de esto, la administracion del implante subcutaneo supone que este efecto es
sostenido a través del tiempo, de acuerdo con las simulaciones que derivan de los

parametros estimados, situacion que lo diferencia de la administracién de la suspension
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intraperitoneal, cuya duracion no es prolongada.

Retomando la comparacion entre grupos que recibieron el mismo tratamiento, el curso
temporal de las concentraciones de glibenclamida en el compartimento de efecto (véase la
Figura 33) lo explican de manera satisfactoria, puesto que los perfiles de los grupos
administrados con la suspension intraperitoneal (grupos R-Ng y R-Di) son sumamente
similares entre si; mientras que los de los grupos que recibieron el implante subcutaneo
(grupos P-Ng y P-Di) se diferencian en varios aspectos. Esto es apreciable considerando el
retraso en la aparicién del efecto en el grupo P-Ng, en comparacion con el grupo P-Di. El
modelo ajusta los parametros farmacodinamicos (particularmente la potencia) y el del
modelo de enlace FC/FD (constante de redistribucidén) para explicar el perfil en cada caso,
consecuentemente, se satisface la no aparicion de un efecto farmacodinamico negativo (en

las observaciones) en el grupo P-Di, mismo que si ocurre en la parte inicial del grupo P-Ng.

En cuanto al componente cinético del modelo, es posible establecer que, al evaluar
simultdneamente los datos farmacodinamicos, el modelaje consigue ajustar los parametros
de este componente dindmico (E,,., CEso Y gamma), asi como su comportamiento en
funcién del tiempo, de tal manera que su aparicién, magnitud y duracion ya no estan sujetas
al curso temporal de las concentraciones plasmaticas de glibenclamida. La importancia de
este analisis radica en que el modelo no precisa de incorporar un compartimento periférico,

(tisular) del cual dependa el comportamiento dinamico del efecto?.
8 Conclusiones

El implante fabricado demostré uniformidad de contenido, cuyo perfil de disolucion,
explicado a través del modelo de liberacion de Korsmeyer-Peppas, es consistente con la
liberacién y farmacocinética que presenta en el estudio in vivo. El perfil farmacocinético que
presenta la administracién del farmaco a partir del implante subcutaneo es consistente con
una liberacion modificada y cuya absorcién desde el espacio subcutaneo prolonga las
concentraciones de glibenclamida a través del tiempo. La conjuncién de esta liberacion
sostenida y la absorcion a partir del tejido subcutdneo promueve un impacto positivo en
alcanzar los mismos efectos hipoglucemiantes que la administracion tradicional en el tracto
gastrointestinal. Con la importante diferencia de que el efecto estimado tras la
administracion tradicional durara mucho menos que el efecto estimado para la

administracion del implante de glibenclamida.
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Con lo anterior, la necesidad de evaluar el efecto de la dosis (con base en los resultados de
CE<, para los diferentes grupos) toma particular importancia, considerando que el implante
demostro, en sintesis, una mayor eficiencia en el control glucémico. Ademas, la
administracion del implante subcutaneo de glibenclamida no es generadora de eventos

hipoglucémicos severos en individuos normoglicémicos.

El implante subcutaneo demostré una mejoria en la potencia del tratamiento con
glibenclamida en los individuos diabéticos, comparandolos frente a los individuos
normoglicémicos. Situacion que no ocurre con el tratamiento tradicional, donde la potencia

se conserva, independientemente de la presencia de la patologia.

En cuanto a la determinacién del modelo en cada grupo, la conversion de los niveles de
glucemia por unidad de tiempo a indices de reduccidon frente a el nivel preestablecido
(grupos control) fue el abordaje mas adecuado para la presentacion del modelado FC/FD,

cuyas estimaciones presentaron la mejor bondad de ajuste de las observaciones.

Finalmente, ya que el efecto total en la reduccién de la glibenclamida esta relacionado con
su efecto en la produccion de insulina, el efecto de los metabolitos activos debe estudiarse
a la par del monitoreo de las concentraciones de insulina. Por otra parte, sera necesario
evaluar otros factores importantes no cubiertos en el presente estudio, tales como la
extension del tiempo de muestreo, la inclusion de un periodo de lavado, la inclusién de
diferentes dosis en diferentes grupos, y el efecto del retiro del implante. Ademas, en cuanto
a la variable farmacodinamica, el disefio experimental debe robustecerse; por lo que se
propone un control glucémico riguroso mediante la incorporacion de una dieta controlada y
programada, para asi poder establecer una fase previa y determinar el valor basal de

glucemia sanguinea.
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10 Anexos
10.1 Anexo 1. Validacion de los métodos analiticos

Los parametros de validacion de los métodos analiticos fueron evaluados
estadisticamente, ya sea mediante calculo manual en el programa Microsoft Excel,
version 16, empleando las formulas adecuadas para el calculo de los estadigrafos, asi
como para la toma de decisidn e interpretacion correspondiente en cada caso % Los
parametros de Linealidad y Precisidén intermedia fueron calculados con el apoyo del
programa SPSS Statistics, version 23. Por ello, se presenta en todos los casos el criterio
basado en el valor del estadigrafo calculado, independientemente de haber contado o no

con un valor-p.
10.1.1 Especificidad

La especificidad, medida de la capacidad del método para discriminar inequivocamente
al analito de las interferencias debidas a la matriz analitica, se establecié o descarté con
base en el valor de la diferencia entre la media de una muestra de determinaciones
correspondientes al valor central y la media de una muestra de determinaciones
correspondientes al valor central adicionadas con la interferencia. Para establecer la

especificidad del método, la decisién estadistica debio ser la de aceptar la hipétesis nula.
Siendo la hipétesis nula

Ho: pa = po
y la hipdtesis alterna

Hy:pg # po

Donde u, es la media poblacional de las determinaciones de muestras analiticas
adicionadas con la interferencia y u, es la media poblacional de las determinaciones de

muestras analiticas correspondientes con el nivel central.

Para la comparacion de medias de muestras independientes, se calculo el estadigrafo de

prueba t de Student, de acuerdo con la Ecuacion A1.1.
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Ya—Yo
1 1

Sp a'*’%

Ecuacion A1.1. Calculo del estadigrafo para la comparaciéon de medias de muestras

independientes.

Donde y, y yo son los valores de la media de la muestra de las determinaciones
correspondientes a muestras analiticas adicionadas con la interferencia y de la media de
estas, pero sin la adicién de la interferencia (es decir, las originales), respectivamente;
Syes la desviacion estandar ponderada de las muestras; n, y n, son el nimero de
determinaciones correspondientes a muestras analiticas adicionadas con la interferencia
y el de éstas, pero sin la adicion de la interferencia (es decir, las originales),

respectivamente.

La hipotesis nula no se rechazo si tras la prueba se cumplié el criterio de la Ecuacion
A1.2.

|t| < ta,nA+no—2
Ecuacion A1.2. Criterio de no rechazo de la hipétesis nula para la comparaciéon de medias
de muestras independientes.
Donde t es el estadigrafo t de Student calculado, ¢, ,+n,-, €S €l valor del estadigrafo

obtenido desde la distribucién correspondiente, considerando el valor de a, que es el

valor de significancia, asi como ny y n,.
10.1.2 Linealidad

La linealidad, medida de la capacidad del método para brindar determinaciones
proporcionales a la variable de la concentracion del analito presente en las muestras
analiticas, se establecié o descartd mediante la interpretacion de los valores obtenidos
para los parametros del modelo estadistico de regresion lineal, evaluado mediante el
método de los minimos cuadrados. Para establecer la linealidad del método, las
decisiones estadisticas debieron ser 1) no rechazar la hipétesis nula del parametro B0
(ordenada al origen o constante), 2) rechazar la hipétesis nula del parametro B1

(pendiente) y 3) rechazo de la hipotesis nula del parametro r? (coeficiente de
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determinacion).

Para B0,
Hy: By =0
Hi: o #0
Para p1,
Hy: 1 =0
Hi: 1 #0
Para r?
Hy:r2=0
Hi:r?+0

En el paquete estadistico se llevd a cabo analisis de regresion lineal simple. El analisis
en cuestidn presenta los valores calculados del estadigrafo t de Student para la
evaluacion de los parametros S, y B; Y el valor calculado del estadigrafo de F de Fischer.
La hipotesis nula del parametro B0 no se rechazo si se cumplié el criterio de la Ecuacion
A1.3; la del parametro B1 se rechazo si rechazo si se cumplio el criterio de la Ecuacién

A1.4 y la del parametro r? se rechazdé si se cumplio el criterio de la Ecuaciéon A1.5.
lt] < tan-2
Ecuacion A1.3. Criterio de no rechazo de la hipétesis nula para evaluacién del parametro
BO
[t] > tan-2

Ecuacion A1.4. Criterio de rechazo de la hipétesis nula para evaluacion del parametro 1

1

F>F o bien, F <

a ;
E,g.l.reg,g.l.err a
E,g.l.reg,g.l.err

Ecuacion A1.5. Criterio de rechazo de la hipétesis nula para evaluacion del parametro r2

Donde t es el estadigrafo t de Student calculado, t,,,_, es el valor del estadigrafo

obtenido desde la distribucidn correspondiente, considerando el valor de «, que es el
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valor de significancia, asi como n, que es el numero de determinaciones; F es el

estadigrafo calculado de Fischer; Fa

2"

gireg.glerr € €l valor del estadigrafo obtenido desde

la distribucion correspondiente, considerando el valor de a y los valores de g.l.reg, que
son los grados de libertad debidos a la regresion y de g.l.err, que son los debidos al

error (residuo).
10.1.3 Repetibilidad

La repetibilidad, medida del grado de dispersion de las determinaciones analiticas
obtenidas mediante el analisis multiple de una sola muestra analitica empleando el
meétodo analitico sin modificaciones en su disefio y condiciones, se establecié o descarto
con base en el valor de la desviacion estandar relativa (%DE) de las determinaciones de
cada nivel de concentracion. Para establecer la repetibilidad del método, la decision

estadistica debid ser el no rechazo de la hipotesis nula
Siendo la hipdtesis nula

Hy: 02 < 0.02u
y la hipdtesis alterna

Hy:02 > 0.02u

Donde ¢% y u son la varianza y la media, respectivamente, poblacionales de las

determinaciones analiticas.

Para la toma de decision estadistica se calcul6 el estadigrafo de prueba chi cuadrada

(x?), de acuerdo con la Ecuacion A1.6.

_s’(n—-1)

2
X P
Ecuacion A1.6. Calculo del estadigrafo para la prueba limite de la varianza.

Donde s? es el valor de la varianza de la muestra de las determinaciones analiticas y n

el numero de estas.

La hipdtesis nula no se rechazo si tras la prueba se cumplié el criterio de la Ecuacién
A1.7.
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2 2
X" <X'1-an-1

Ecuacion A1.7. Criterio de no rechazo de la hipétesis nula para la evaluacion del

parametro o2.
Donde x? es el estadigrafo calculado, le—a,n—l es el valor del estadigrafo obtenido desde
la distribucion correspondiente, considerando el valor de a y de n.
10.1.4 Precision intermedia

La precision intermedia, medida del grado de dispersion de las determinaciones analiticas
obtenidas mediante el analisis multiple de una sola muestra analitica empleando el
método analitico variando condiciones de operacion logicas, se establecio o descarto con
base en el analisis de varianza de los porcentajes de recobro (por interpolacion en la
curva de calibracion correspondiente) de las determinaciones analiticas obtenidas
variando dos factores de operacion légicos, esto es, analista (dos) y dia de analisis (dos).
Para establecer la precision intermedia del método, la decision estadistica debid ser el
no rechazo de las hipotesis nulas correspondientes a la igualdad entre analistas, dias y

su interseccion.
Para el factor analista (A),

Hy: Ay = A,

Hi: A, # A,
Para el factor dia (D),

Hy: Dy =D,

Hy:D # D,
Para la interseccion entre factores

Hy: A;D; = A,D, = A;D, = A,D,
H;:" al menos algin término A;D; es dif erente”

En el paquete estadistico se llevé a cabo un analisis de varianza de dos factores. El
analisis en cuestion presenta los valores calculados del estadigrafo F de Fischer para la

evaluaciéon de la significancia de cada factor en las determinaciones analiticas. Las
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hipétesis nulas no se rechazaron si cumplieron con el criterio de la Ecuacion A1.8.

1

F >F >

a
7,g.l.fac,g.l.err Fa
7,g.l.fac,g.l.err

Ecuacion A1.8. Criterio de no rechazo de la hipétesis nula para la evaluacion de los

factores en el analisis de varianza.

Donde F es el estadigrafo calculado de Fischer; Fa es el valor del estadigrafo

2,g.l.fac,g.l.err
obtenido desde la distribucion correspondiente, considerando el valor de a y los valores
de g.l. fac, que son los grados de libertad debidos factor evaluado y de g.l. err, que son

los debidos al error (residuo).
10.1.5 Exactitud

La exactitud, medida como el grado de concordancia entre el valor que es aceptado como
verdadero, fue establecida o descartada, para cada nivel de concentraciones, con base
en la diferencia entre la media de los porcentajes de recobro (obtenidos por interpolacion
en la curva de calibracion correspondiente) de las determinaciones analiticas y el valor
nominal aceptado (100 %). Para establecer exactitud del método, la decision estadistica

debid ser el no rechazo de la hipétesis nula.
Siendo la hipétesis nula

Hy: 1 = 100
y la hipotesis alterna

Hy:p # 100

Donde u es la media poblacional de los porcentajes de recobro de las determinaciones

analiticas.

Para la toma de decisidn estadistica se calcul6 el estadigrafo de prueba t de Student, de

acuerdo con la Ecuacion A1.9.

y—u
t = 5

Vn

Ecuacion A1.9. Calculo del estadigrafo para la prueba de igualdad de la media
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Donde s y y son el valor de la desviacién estandar y media, respectivamente, de la
muestra de los porcentajes de recobro de las determinaciones analiticas y n el numero

de estos.

La hipotesis nula no se rechazo si tras la prueba se cumplié el criterio de la Ecuacion
A1.10.

|t| < ta,n—l

Ecuacion A1.10. Criterio de no rechazo de la hipétesis nula para la evaluacion del

parametro p.

Donde t es el estadigrafo calculado, t, ,_; es el valor del estadigrafo obtenido desde la

distribucién correspondiente, considerando el valor de a y de n.
10.1.6 Limites de detecciéon (LD) y de cuantificaciéon (LC)

Con base en el cociente sefal/ruido de determinaciones analiticas, correspondientes a:
1) nivel minimo establecido en la curva de calibracion; 2) el valor de concentracion
equivalente al 20 % del nivel minimo de la curva de calibracion y 3) el valor de
concentracion equivalente a no menos del 2 % y no mas del 10 % del nivel minimo de la
curva de calibracion, se establecieron los limites de deteccidn y de cuantificacion segun

el criterio de la Ecuacion A1.11.

Enel LD ABCC“>20
ne ,AB = L.

EnelLc, 2Bt S 5
nettuBce, =

Ecuacién A1.11. Criterio para establecer los limites de deteccién y de cuantificacion.

Donde ABCc, es el valor de integracién del pico cromatografico correspondiente a la
muestra que contiene al analito y ABCc, el valor de integracion de la linea base sobre la

gue se encuentra resuelto el pico cromatografico del analito.
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