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1. Resumen

En afnos recientes, con el desarrollo de la medicina la esperanza de vida de las
personas ha ido en aumento, esto y el estilo de vida ha dado lugar a mayor
cantidad de enfermedades, cada vez mas complejas que requieren de tratamiento
con multiples farmacos para poder tratarlas, esto trae como consecuencia que sea
mas comun hoy en dia encontrar interacciones entre farmacos. Las interacciones
farmacocinéticas son aquellas interacciones en la cual un farmaco altera
cualquiera de los procesos absorcion, distribucion, biotransformacion y eliminacion

de otro farmaco.

Una de estas enfermedades en la que se presentan multiples complicaciones es la
diabetes, que se caracteriza por una ineficiencia hipoglicemiante, esta enfermedad
tiene alta incidendicia en México, en afos recientes se ha encontrado una alta
relacion entre la diabetes y la hipertension, ya que el sistema renina-angiotensina
que da lugar a la angiotensina Il (un poderoso vasocontrictor) se encuentra
alterado, este polipéptido interactia con la cascada de sefializacion de la insulina
promoviendo la resistencia a esta hormona, Es por esta razén que a pacientes
diabéticos se les prescribe el uso de antagonistas de los receptores AT1 para
controlar la hipertension y mejorar el efecto de la insulina. Ambos farmacos tanto
la glibenclamida como el losartdn son metabolizados por los citocromos P450
familia 3A4 y 2C9, sospechando una posible interaccion entre estos farmacos.

El presente proyecto tiene como objetivo estudiar la posible interaccion
farmacocinética entre la glibenclamida y losartdn en ratas, no se han
realizadoestudios previos de interaccidn entre estos farmacos. Dentro de los
resultados obtenidos se observa una interaccion a nivel del proceso de absorcion,
aumentando laconcentracion de losartan al ser combinado con la glibenclamida,
este aumento puede deberse a que la glibenclamida se encuentra inhibiendo la
glicoproteina-P, proteina acarreadora muy importante en el proceso de absorcién
de farmacos y por otro lado el losartan no es capaz de altera los parametros
farmacocinéticos de la glibenclamida.



Abstract

In recent years with the development of medicine and the increase of life
expectancy, has led to greater amount of diseases, each time requiring more
complex treatment with multiple drugs to cure it, so nowadays is more common
encounter drug-drug interactions. Pharmacokinetic interactions are those in which
a drug alters any process involving the pharmacokinetics, these processes can be:

absorption, distribution, biotransformation and elimination.

One of these diseases that presents multiple complications is diabetes, which is
characterized by the inefficiency to decrease the concentration of glucose in blood,
this disease has high incidence in Mexico and the world, in recent years it has
found a high relation of diabetes and hypertension, as the renin-angiotensin
system which results in a powerful vasoconstrictor such as angiotensin Il is altered,
this polypeptide interacts with the signaling cascade by promoting insulin
resistance, which is why diabetic patients are prescribed the use of angitonesin
receptor antagonists to treat hypertension and improve the effect of insulin. In
Mexico is very common prescription of glyburide for the treatment of type 2
diabetes because of its low cost, both drugs glibenclamide and losartan are
metabolized by cytochrome P450 family 3A4 and 2C9, suspecting a possible
interaction between these drugs.

This project aims to study the possible pharmacokinetic interaction between
glyburide and losartan in rats, no previous studies of interaction between these
drugs has been made. Among the results obtained an interaction is observed at
the absorption process, increasing the concentration of losartan when combined
with glibenclamide, this increase may be due to the inhibition of P-glycoprotein by
glibenclamida and secondly losartan is not able to modified pharmacokinetic

parameters of glibenclamide.



2. Introduccioén

La gente alrededor del mundo confia en los medicamentos para prevenir, curar, o
reducir enfermedades. Los farmacos pueden ser tanto benéficos como
perjudiciales, la meta de la terapia es maximizar lo efectos benéficos, y disminuir
los efectos adversos, cada farmaco prescrito tiene una relacion costo-beneficio, Si
el beneficio de tomar un farmaco sobrepasa el riesgo de los efectos adversos,

entonces la terapia con ese farmaco es apropiada.

Por otro lado, el tomar uno 0 mas farmacos que interaccionan pueden cambiar
esta relacion costo-beneficio, cambiando lo que alguna vez fue una terapia
apropiada por una terapia no apropiada debido al incremento del riesgo de una

interacion entre farmacos.

Conforme un individuo envejece, aumenta el numero de enfermedades, por lo
tanto el paciente puede llegar a tomar mas de un farmaco a la vez para tratar un
desorden multiple. Cuando se prescribe una terapia multi-farmacos, las

interacciones entre los farmacos toman mayor importancia.

La interaccién entre los farmacos es considerada clinicamente significativa cuando
ocurre entre dos 0 mas agentes co-administrados y resulta en la necesidad de un

ajuste de dosis para los agentes.

La interaccion entre los farmacos ocurre cuando dos o méas farmacos son
administrados al mismo tiempo, la accion de un farmaco es alterado por la
presencia de otro farmaco, la interaccidén entre farmacos pueden ser ampliamente
divididos en dos grupos: interaccibn farmacodinAmica e interaccion

farmacocinética.

La interaccion farmacodinamica se refiere al cambio de la respuesta que presenta
el paciente en presencia de otro farmaco con o sin alterar la farmacocinética, es

decir, cambia la accién del farmaco sin alterar las concentraciones plasmaticas?.



2.1. Interaccion Farmacocinética

La interaccion farmacocinética es cuando un farmaco altera la velocidad o
magnitud de cualquiera de los cuatro procesos basicos farmacocinéticos:

absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecion (ADME) de otro farmaco.

Este tipo de interaccion es mediada por el cambio en uno o mas parametros
farmacocinéticos, como la concentracién sérica maxima, la vida media, el area

bajo la curva, la depuracion, etc.!

2.1.1. Alteracion de la absorcion de los farmacos

El proceso de absorcion de los farmacos se puede ver afectado de diversas

maneras debido a:

e Movilidad del intestino.

e pH del intestino.

e Solubilidad del farmaco.

e Metabolismo del intestino.
e Flora intestinal.

e Actividad de las proteinas acarreadoras.

La absorcion de los farmacos puede verse alterada por la presencia de otro
farmaco que altere la movilidad intestinal, ya que muchos farmacos son
absorbidos principalmente en el intestino delgado, si se disminuye o aumentala
velocidad ala que el farmacollega aesta zona deltracto gastrointestinal, sepuede

disminuiro aumentar la velocidaddeabsorcion del otro farmaco.

Otra manera de modificar la absorcion es modificando el pH del tracto
gastrointestinal, algunos farmacos requieren de un ambiente basico o acido para
poder disolverse, los acidos débiles existiran en su forma no ionizada en un
ambiente acido, facilitando su absorcion, mientras que bases débiles serdn mas

facilmente absorbibles en ambientes basicos.



Otro mecanismo que puede alterar la absorcion de los farmacos involucra la
actividad de una proteina acarreadora unida a la membrana plasméatica que se
encuentra en muchos tejidos, especialmente en los 6rganos responsables de la

absorcién y eliminacion de los farmacos.

La glicoproteina-P (P-gp) es descrita como una glicoproteina acarreadora
dependiente de ATP, presente en la membrana plasmética, responsable del
transporte activo de una gran variedad de sustratos enddégenos y exogenos en el

intestino, los tubulos proximales en el rifidn y el cerebro.

La P-gp actia como una bombacon farmacosy toxinasque son transportadosfuera
de los tejidos, los farmacos son bombeados a través de la membrana plasméatica
hacia el fluido intersticial o hacia los fluidos excretores, como la bilis, de este
modo, limitando la absorcion(Figura 1)2.

P-glycoprotein (P-gp)

Extracellular

Membrane

Figura 1 Sistema de acarreador glicoproteina P

Debido a lo mencionado anteriormente, la P-gp debe ser considerada como parte
del efecto de primer paso, ya que trabaja cooperativamente con el citocromo
P450.



Inhibiendo la funcion de P-gp puede resultar en un incremento de la absorciéon de
los farmacos, e inducir la actividad de P-gp puede disminuir la absorcion del

farmaco.

2.1.2. Distribucion de los farmacos

Los farmacos son transportados a su sitio de accion o eliminacién unidos a
proteinas séricas. Mientras el farmaco se encuentra unido a proteinas
plasmaticas, el farmaco no contribuye a la concentracion del gradiente, no puede
ser filtrado por el riidn, en general es farmacolégicamente inerte. El farmaco no

unido a proteinas plasmaticas o libres es farmacolégicamente activo.

Desde el punto de vista de la interaccion, un farmaco con alta afinidad por las
proteinas séricas puede desplazar un farmaco con menos afinidad, de este modo
incrementando la concentracion del farmaco menos afin. Por lo tanto, la fraccion
no unida del farmaco estard mas expuesta para su sitio de accion asi como mas
disponible para su eliminacién. En la practica, la interaccién por desplazamiento

de las proteinas séricas no produce cambios clinicos importantes.

2.1.3. Biotransformaciéon de farmacos

Estudios recientes sugieren que las interacciones mas relevantes clinicamente,
involucran vias metabdlicas. La mayoria de los farmacos son eliminados del
cuerpo, al menos en parte, por reacciones quimicas a productos mas

hidrosolubles, y son excretados por los rifiones o por la bilis.
El metabolismo puede dividirse en dos fases: Fase 1y fase 2.

El metabolismo de fase 1, involucra reacciones de oxidacion, hidrélisis y reduccion
de un farmaco. Estas reacciones incrementan la solubilidad de los farmacos en

agua y con esto facilitan su eliminacion del cuerpo.

Las enzimas que catalizan esta reaccidon son conocidas como citocromo P450
(CYP). EIl citocromo es una proteina compleja, que utiliza oxigeno molecular y
NADPH como fuente de electrones, este sistema cataliza una serie de reacciones

de oxido-reduccion, que resultan en la oxidacion del farmaco.



Existen méas de 50 familias identificadas, pero solo 3 familias (CYP1, CYP2, CYP3)

son responsables del metabolismo de la mayoria de los compuestos.

La familia de los citocromos P3A (CYP 3A5, CYP3A4) es la mas abundante y
clinicamente significativa, es la mas comun y esta implicada en la mayoria de las
interacciones entre farmacos, la presencia de la familia CYP3A en el intestino
delgado resulta en la disminucién de la biodisponibilidad de muchos farmacos.?

El metabolismo de fase 2 involucra reacciones en las que se le adhiere una
molécula adicional al farmaco con la finalidad de crear un compuesto inactivo y
aumentar la solubilidad del farmaco en agua. Las reacciones de la fase 2 incluyen
conjugacion con glutation, glucuronidacién, sulfatacion, acetilacion 'y

metilacion(Figura 2).

Metabolism

Hepatocyte

PH capillary

% R
l\; Phase Il

O~ Glucuronide

R

- r'O
©

Figura 2 Biotransformacién de Farmacos

Tedricamente, dos farmacos que son metabolizados por la misma enzima, pueden
producir una interaccion, los dos farmacos competiran por la misma enzima, por lo
tanto, un farmaco puede ser metabolizado mientras que en el otro farmaco se
reduce el metabolismo, resultando en una mayor concentracion plasmatica del

farmaco no metabolizado?.



2.1.4. Eliminacion del farmaco

Asi como el higado es el 6rgano primario involucrado para la biotransformacion de
farmacos, el riidn es el érgano primario encargado de la excrecion de los

farmacos del cuerpo.

Las alteraciones en la excrecion renal pueden ocurrir por distintos mecanismo,
incluyendo cambios en el pH urinario, competencia por el mismo sistema de

reabsorcion, cambios en la secrecion tubular, o cambios en el flujo sanguineo.

La acidificacion de la orina puede resultar en un incremento en la tasa de
excrecion urinaria de bases débiles, esto debido a que en un ambiente més &cido
se favorece la formacion del farmaco en su forma ionizada, disminuyendo la
cantidad que se reabsorbe, por otro lado, la excrecion de acidos débiles es

favorecida por condiciones alcalinas.

2.2. Diabetes

Como bien se menciond en los parrafos anteriores, existe un interés en conocer
las interacciones entre farmacos, en enfermedades donde se prescriben multiples

farmacos.

El interés de este proyecto se centra en estudiar la interaccidén entre los farmacos
gue se pueden presentar en personas diagnosticadas con diabetes, que es una
enfermedad en la que comUnmente se presentan complicaciones como la
hipertension, por ende, se prescriben varios farmacos como la glibenclamida y

losartan, que se detallaran mas adelante.
Pero ¢ Qué es la diabetes?

La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el cuerpo no puede
producir suficiente insulina o no puede usar la insulina eficazmente.La insulina es
una hormona producida en el pancreas que permite que la glucosa de los
alimentos entre a las células del cuerpo, donde se convierte en la energia
necesaria para que funcionen los musculos y los tejidos. Una persona con

diabetes no absorbe adecuadamente la glucosa, y la glucosa sigue circulando por



la sangre (una afeccion conocida como hiperglucemia), lo cual dafia con el tiempo
los tejidos del cuerpo. Este dafio puede conducir a una discapacidad y a
complicaciones de salud que pueden llegar a ser mortales.Hay dos tipos

principales de diabetes:

* La diabetes tipo 1

* La diabetes tipo 2

2.2.1. Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema
de defensa del cuerpo ataca las células B, productoras de insulina en el pancreas.
Como resultado, el cuerpo ya no puede producir la insulina que necesita. No se
sabe muy bien por qué ocurre esto. La enfermedad puede afectar a personas de
cualquier edad, pero generalmente se presenta en nifios o adultos jovenes. Las
personas con este tipo de diabetes necesitan insulina todos los dias para controlar
los niveles de glucosa en sangre. Sin insulina, una persona con diabetes tipo 1

muere.

2.2.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es el tipo de diabetes mas comun. Por lo general, ocurre en
adultos, pero cada vez méas aparece en nifios y adolescentes. En la diabetes tipo
2, el cuerpo puede producir insulina, pero no en cantidad suficiente o bien el
cuerpo no puede responder a sus efectos, dando lugar a una acumulaciéon de
glucosa en sangre. Muchas personas con diabetes tipo 2 no son conscientes de
su enfermedad durante mucho tiempo, ya que los sintomas pueden tardar afios en
aparecer o ser reconocidos, pero durante este tiempo el cuerpo estd siendo
dafiado por el exceso de glucosa en sangre. Estas personas suelen ser
diagnosticadas sélo cuando las complicaciones de la diabetes ya se han
desarrollado. Aunque todavia no se conocen las causas del desarrollo de la

diabetes tipo 2, hay varios factores de riesgo importantes. Por ejemplo:

* La obesidad



* La mala alimentacion

* La inactividad fisica

* La edad avanzada

* Los antecedentes familiares de diabetes

A diferencia de las personas con diabetes tipo 1, la mayoria de las personas con
diabetes tipo 2 no requieren, por lo general, dosis diarias de insulina para
sobrevivir. Muchas personas pueden controlar su enfermedad a través de una
dieta sana y una mayor actividad fisica, y medicacion oral. Sin embargo, si no son
capaces de regular sus niveles de glucosa en sangre, puede que tengan que
tomar insulina. EI numero de personas con diabetes tipo 2 esta creciendo
rapidamente en todo el mundo. Este aumento esta asociado al desarrollo
econdémico, el envejecimiento de la poblacion, la creciente urbanizacién, los
cambios en la dieta, la poca actividad fisica y los cambios en otros patrones de

estilo de vida.

2.3. Complicaciones de la Diabetes

Las personas con diabetes corren el riesgo de desarrollar una serie de problemas
de salud que pueden provocar la discapacidad o la muerte. Los constantemente
altos niveles de glucosa en sangre pueden conducir a enfermedades graves que
afectan al corazon y a los vasos sanguineos, 0jos, rifiones y nervios. Las personas
con diabetes también tienen un mayor riesgo de desarrollar infecciones. La
diabetes es la principal causa de las enfermedades cardiovasculares, la ceguera,
la insuficiencia renal y la amputacion de miembros inferiores; y a medida que la
prevalencia de la diabetes tipo 2 crece en los paises en vias de desarrollo,
también lo hace el impacto de estas costosas complicaciones tanto en términos
humanos como econdmicos. El mantenimiento de los niveles normales de glucosa
en sangre, la presion arterial y el colesterol puede ayudar a retrasar o prevenir las
complicaciones de la diabetes. Las personas con diabetes requieren un

seguimiento regular de las complicaciones.

La enfermedad cardiovascular es la causa mas comun de muerte y discapacidad

entre las personas con diabetes. Algunas de las enfermedades cardiovasculares
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gue acompafnan a la diabetes son la angina de pecho, el infarto de miocardio
(ataque al corazon), la enfermedad arterial periférica y la insuficiencia cardiaca
congestiva. En las personas con diabetes, la presion arterial alta, el colesterol alto,
la alta glucosa en sangre y otros factores de riesgo contribuyen al aumento del

riesgo de complicaciones cardiovasculares?.

2.4, La diabetes y la hipertension

La tolerancia reducida a la glucosa y la hipertension arterial estan fuertemente
asociadas, ya que, se ha observado que la mayoria de pacientes con diabetes tipo
2, desarrollan nefropatia diabética con glomeruloesclerosis nodular y expansion
mesangial, alterando con esto el sistema renina-angiotensina, que es de gran

importancia en la regulacién de la presion arterial®.

Desde un punto de vista clasico, el sistema renina-angiotensina es considerado un
sistema endocrino donde su metabolito activo, la angiotensina Il (Ang Il) es
producido por la actividad enzimatica a partir del angiotensinébgeno que es de
origen hepatico. En la circulacién sanguinea, la renina (enzima proveniente de las
células yuxtaglomerulares del rifién) convierte el angiotensinégeno circulante en
un decapéptido llamado angiotensina | (Ang 1), la cual es convertida a
angiotensina Il por la enzima convertidora de angiotensina (ACE). La angiotensina
II, es un potente vasoconstictor que incrementa la resistencia vascular periférica y
consecuentemente eleva la presion arterial, asi como también puede causar
resistencia a la insulina por interferencia con la via de asociada al PI3K activada

por la insulina (Figura 3)°.
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Figura 3 Interaccion entre angiotensina Il y el receptor de insulina en células musculares.

Se ha demostrado que el sistema renina-angiotensina esta implicado en la
iniciacién y progresion de este desorden, ya que se ha observado que el sistema
renina-angiotensina estd muy activado en la diabetes con incrementos de Ang Il
en tejidos quelleva al desarrollo de la nefropatia diabética. Se ha demostrado que
el blogueo del sistema renina-angiotensina, reduce los niveles de Ang Il entejido,
con efectos benéficos en la funcion renal y cardiovascular, en estudios clinicos se
ha utilizado inhibidores del sistema renina-angiotensina como antagonistas de
receptores AT1, y estos han reducido significativamente la incidencia de

complicaciones vasculares en pacientes diabéticos.

Con respecto a las acciones preventivas en la diabetes tipo 2, se ha observado
qgue la inhibicibn del sistema renina-angiotensina mejora la sensibilidad a la
insulina, permitiendo una mejor accion de la insulina y a una reduccion de la

dosificacion de la insulina en pacientes diabéticos.

2.5. Farmacos

Los farmacos en los que se centrara este proyecto son glibenclamida y losartan,
debido a que las sulfonilureas, cuya principal representante es la glibenclamida es

un farmaco ampliamente utilizado en el Sector salud en México por su bajo costo®,
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y el losartdn que se ha demostrado ser eficaz en la prevencién y tratamiento de

hipertensién y nefropatias en la diabetes’.

2.5.1. Glibenclamida

La glibenclamida (Figura 4) es un farmaco que pertenece a la familia de las
sulfonilureasde segunda generacion que actua mejorando el control de la glucosa,
actuando tanto en el control de la secrecion de insulina, como en la accién de la
mismas&.

0
A
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0 0 N~ TN
H H

I=

Cl
Figura 4 Estructura quimica de la glibenclamida
En la diabetes tipo 2, existe una resistencia a la insulina, que puede deberse a una
secrecion ineficiente de la insulina por parte de las células  del pancreas, o a la
ineficiente captacion de la glucosa en los tejidos. La glibenclamida actia sobre la
secrecion de la insulina en las células B del pancreas, ya que este farmaco se une
a los canales de potasio dependientes de ATP presentes en la membrana de
estas células, disminuyendo con esto su conductancia y el flujo de potasio,
produciendo una despolarizacion de la membrana, que llevara a un influjo de iones
calcio, la alta concentracion intracelular de calcio disparara la movilizacién de las
vesiculas que contienen insulina en su interior hacia la membrana plasmatica que
culminarda en la secrecién de insulina al exterior de las células B, ayudando con

esto a que la glucosa pueda ingresar al interior de las céluas®.

Esta sulfonilurea se absorbe completamente en el tracto gastrointestinal,
alcanzando su Cmaxde 2 a 4 horas, tiene una alta unién a proteinas plasmaticas
(90%), su biotransformacion se lleva acabo en el higado por CYP3A4 y por el
CYP2C9, teniendo una vida media de 10 horas, eliminandose del cuerpo por orina

y heces.
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Los efectos adversos de la glibenclamida son: puede causar hipoglicemia severa
causando mareos, vision borrosa, nauseas, ademas, vomito, dolor epigastrico,
estrefiimiento y diarrea, sin embargo, el efecto adverso mas severo se encuentra
alargo plazo, ya que se ha obsevado que existe una disminucion en la funcién de
la célula B paralelo al deterioro progresivo del control de la glicemia, lo cual
posteriormente, en estudios realizados en islotes humanos aislados han
encontrando que la glibenclamida indujo en 2.09 y 2.46 veces el aumento en la

apoptosis de la célula p°.

2.5.2. Losartan Potasico

El losartdn potasico (Figura 5) es un antagonista no peptidico que se une
selectivamente con alta afinidad a los receptores AT1, evitando con esto, la
actividad de la angiotensina Il.EI metabolito activo del losartan (E3174) es un
antagonista no competitivo que se une a los receptores AT1 con mayor afinidad
que el losartan, el E3174 es de 15 a 20 veces mas potente al inhibir los efectos de

la angiotensina 11.1°

N
HO N
i1 /N
N"‘N. K+

(I

Figura 5 Estructura quimica del Losartan

Los receptores AT1 son receptores con 7 dominios transmembranales acoplados
a una proteina Gqga. La angiotensina Il se une a los dominios 2 y 3 para activar al
receptor, entonces el receptor sufrird un cambio conformacional que dejara libre a
la proteina Gga, que activara a la proteina fosfolipasa C (PLC), enzima que a su
vez, hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), formandose inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El IP3 actla sobre los receptores especificos

localizados en la membrana del reticulo sarcoplasmico y facilita la liberacién del
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calcio alli almacenado. El resultado final es un aumento de la concentracion
intracelular de calcio, que aumenta el tono arteriovenoso, produciéndose un
aumento en la tension arterial. En la diabetes, este sistema renina-angiotensina se
encuentra muy activado por lo que el losartan y su metabolito (E3174) actian
bloqueando al receptor AT1, evitando que la angiotensina Il se una a este,
evitando la cascada de sefalizacion y produciendo la disminucién de la tension

arterial.

El losartdn se administra por via oral, teniendo una biodisponibilidad de alrededor
del 33% ya que sufre metabolismo de primer paso, al ser un compuesto muy
soluble en agua se absorbe rapidamente alcanzando la Cmax en 1 hora. Tiene una
alta Union a proteinas plasmaticas (98%), la biotransformacion del losartan se lleva
acabo en el higado por el CYP3A4 y el CYP2C9, teniendo una vida media de 2
horas, y su metabolito activo (E3174) de 4 a 6 horas, eliminAndose principalmente

por via renal.1°

2.6. Diabetes en México

Como se puede observar, el problema de la diabetes es un problema creciente y
los costos para la sociedad son altos y van en aumento, de acuerdo con la
Federacion Internacional de Diabetes (FID), en México, en el afio 2013, se
diagnosticaron 8.7 millones de personas con diabetes, siendo el 90% de los casos
del tipo 2 de esta enfermedad, ademas, de las personas que padecen diabetes
tipo 2, el 50% ya ha sido diagnosticada con hipertension arterial.?
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3. Justificacion y Objetivo del Trabajo

3.1. Justificacion

Debido a la alta incidencia de diabetes en México y a que su complicacion mas
comun es la hipertension, es muy probable la prescripcion de glibenclamida y el
losartan, para el control de glucosa en sangre y de la hipertension, sin embargo,
no existe hasta la fecha reporte de la interaccion entre estos dos farmacos, por lo
tanto, el presente proyecto tiene el objetivo de estudiar la posible interaccion
farmacocinética entre estos dos farmacos.

3.2. Hipotesis

Si el losartan interacciona con la farmacocinética de la glibenclamida o viceversa,
entonces se observaria una alteracion en las concentraciones plasmaticas de la

glibenclamida o el losartan en relacion a los respectivos controles.

3.3. Objetivo general

Estudiar la interaccion farmacocinética entre glibenclamida y losartan en ratas.

3.4. Objetivos particulares

a) Desarrollar la metodologia por HPLC para la cuantificacion simultanea de

glibenclamida y losartan en muestras de plasma de rata.

b) Validar el método analitico para la determinacion de glibenclamida y losartan

en plasma de rata.

c) Administrar por via oral glibenclamida sola, losartan solo y la combinacion a

grupos de 6 ratas.
d) Analizar las muestras de plasma para medir glibenclamida y losartan.
e) Construir los modelos farmacocinéticos para los farmacos y la interaccion.

f) Realizar el analisis estadistico con los valores obtenidos.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Estandares

Los estandares de losartan (pureza 0.995 mg/mg) se compraron en los
laboratorios de la FEUM, laglibenclamida, Valsartan (estandar Interno) y el metil-
etil-éter se compraron de Sigma-Aldrich Co. (St Louis, Mo., USA), El Acetonitrilo

utilizado en el proyecto fue grado HPLC.

4.2. Método Bioanalitico

Los métodos analiticos empleados para la determinacidn cuantitativa de farmacos
y sus metabolitos en muestras bioldgicas son la clave en la generacién de datos
confiables y reproducibles que se utilizan en la evaluacidon e interpretaciéon de
hallazgos en biodisponibilidad, bioequivalencia y farmacocinética, por lo cual es
esencial emplear métodos analiticos bien caracterizados y completamente
validados, para la obtencibn de resultados confiables que pueden ser

interpretados satisfactoriamente.?

Para la recuperacién de los farmacos de la matriz biologica (plasma) se establecio
un procedimiento en base a las caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos
previamente mencionadas, obteniendo un método de recuperacion simultdnea de

glibenclamida y losartan.

Con respecto a las condiciones cromatograficaspara la determinacién simultanea
de glibenlamida y losartan se tomaron como base los métodos reportados
porZarghi A, et al.,’® y Emilsson et al.,**, que fueron modificados para obtener la

condiciones éptimas en el laboratorio.

Este método se sometidé a una validacién, para tener la certeza que los datos
obtenidos por este medio son confiables y pueden ser utilizados para

experimentos de farmacocinética.
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4.2.1. Validacion del método Bioanalitico

La validacion de método bioanalitico incluye todos los procedimientos requeridos
para demostrar que un método analitico para la determinacion cuantitativa de la
concentracion del analito(s) en una matriz bioldgica es confiable para la intencién

prevista.'®

Para la validacion de los métodos bioanaliticos se sefiala que se deben de cumplir

con los siguientes puntos:*®

4.2.1.1. Selectividad

En una medicion analitica, donde la concentracion (x) es determinada como
funcién de la respuesta (y), se desea que la matriz biolégica no tenga influencia en
la respuesta (Figura 6). La prueba mas simple es demostrar la falta de respuesta

en un blanco de matriz biolégica.'®

TIME ( min)
Figura 6 Cromatogramas para determinar selecividad

De acuerdo a la NOM-177, para determinar la selectividad se preparé una mezcla
de plasma de 6 ratas y por triplicado se realizd6 el proceso de extraccion, Los
cromatogramas blanco se comparon con los cromatogramas obtenidos del plasma
La respuesta analitica de las interferencias préximas al tiempo de retencién debe
ser menor al 20% para el limite inferior de cuantificacion del analito y del 5% para

el Estandar Interno.

4.2.1.2. Limite Inferior de cuantificacion

El limite asociado con la cuantificacion confiable de los analitos es el Limite inferior
de cuantificacion (LIC), y es definido como la concentracion minima en donde la

cuantificacion de los analitos cae dentro de ciertos niveles de certeza.
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De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013, el LIC se debe determinar con base en el
5% del Cmax reportado para el analito de interés, sin embargo, al requerir una
menor concentracion que el 5% de la Cmax reportada, en el laboratorio se tomo
como LIC el valor minimo de concentracion en el que su % de desviacion al valor

nominal es menor al 20%.17

4.2.1.3. Curva de Calibracion

La linealidad es un parametro muy importante, ya que con la linealidad se tiene la
certeza que la respuesta obtenida es directamente proporcional a la concentracion
del analito, en el intervalo de concentracion a trabajar. La curva de calibraciéon
debe ser construida usando al menos de 5 a 7 valores de concentracion que
abarquen el intervalo de concentracion esperada.

Para la determinacion de la linealidad, se construy6 por triplicado la curva de
calibracion con las siguientes concentraciones: Losartan: 5, 10, 20, 40 80, 160,
320, 640, 1280 ng/ml, Glibenclamida: 5,10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280 ng/ml.
teniendo al valsartan como estandar interno a una concentracion constante de 1
ug/ml, ademas, se procesaron muestras blanco (plasma sin estandar inerno), y

muestra cero (plasma blanco adicionado con El).

Para la preparacién de la curva de calibracién se pes6 por separado 1 mg de cada
uno de los estandares (Losartan, Glibenclamida, Valsartan), de los cuales el
losartan se disolvié en 10 ml de agua purificada (Concentracion= 100ug/ml) de los
cuales se preparo una solucion stock de 10 pg/ml, se tomaron alicuotas de 240 pl
de las soluciones stock de losartan y glibenclamida, las cuales fueron vertidas y
mezcladas en un frasco de 5 ml limpio y seco, se les agreg6 1320 ul de
Acetonitrilo/Agua (1:1), para tener un volumen de 1800 ul, del cual se fueron
realizando diluciones 1:2, 10 veces, para finalizar agregando 100 pl de la solucién
de valsartan (Concentracion 10 pug/ml) a los 10 tubos. Estas concentraciones
fueron agregadas al plasma blanco, para la posterior recuperacion y determinacion

de la concentracion de los analitos.
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La NOM-177-SSA1-2013 establece como criterio de aceptacion que los datos de
concentracion recuperada de la curva de calibracion deben estar dentro del 15%
de la concentracion nominal en cada nivel de concentracion, excepto para el limite

inferior de cuantificacién, ya que puede ser menor o igual al 20%

4.2.1.4. Precision y Exactitud

La precision y exactitud juntas determinan el error de la medicién analitica y es el
primer criterio cuando se juzga la calidad de un método analitico. La exactitud es
generalmente reconocida como la diferencia entre la media de un conjunto de
resultados y el “valor verdadero”, mientras que la precision se refiere a la
variabilidad de las mediciones dentro de un conjunto.La precision se determina
con la repitibilidad y la reproducibilidad; siendo que la repitibilidad se refiere a la
cercania de las mediciones entre muestras sucesivas de la misma muestra, y la
reproducibilidad se describe como la cercania entre los resultados obtenidos con

el mismo método bajo diferentes condiciones.

En el laboratorio, la repetibilidad se analiz6 en un mismo dia por quintuplicado en
las siguientes muestras control: Limite inferior de cuantificacion (LIC) losartan 10
ng/ml, Glibenclamida 20 ng/ml, Muestra control baja (MCB) losartan 30 ng/ml,
Glibenclamida 60 ng/ml), Muestra control media (MCM) losartan 200 ng/ml,
Glibenclamida 200 ng/ml, Muestra control alta losartdn 900 ng/ml, Glibenclamida
900 ng/ml. se calculé la concentracién obtenida para cada nivel interpolando su
respuesta analitica en la curva de calibracién, posteriormente se calcul6 el
coeficiente devariacion (Ecuacién 1). En la reproducibilidad se utilizaron las mismas
concentraciones que para la prueba de repetibilidad, pero en distintas condiciones.
Para dar como aceptada la pruebatanto para la repitibilidad y la reproducibilidad, el
CV% del valor promedio no debe ser mayor que el 15%, excepto para el limite

inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual al 20%:
. . . 4 0—
% Coeficiente de Variaciéon = —* 100
X

Siendo: o la desviacion estandar de los datos, x la media de los datos

Ecuacion 1 Formula de coeficiente de variacion
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La exactitud se evalu6 mediante el porcentaje de desviacion. Con los datos
obtenidos durante la evaluacion de la precisibn, se calcul6 la exactitud
comparando la concentracion obtenida con respecto a la concentracion nominal

mediante la siguiente formula:

~

X—x
% desviacion = —— * 100
X

Siendo: X el valor nominal y x el valor obtenido

Ecuacion 2 Férmula para determinar el % de desviaciéon

4.2.1.5. Estabilidad

En situaciones donde las muestras son almacenadas, se debe asegurar las
condiciones y el perido en donde las concentraciones de los farmacos no son

afectadas.

En el laboratorio, se realiz6 un estudio de estabilidad almacenando muestras
control por triplicado MCB y MCA durante 2 semanas a una temperatura de -20°C.
Posterior a este periodo, se determind la concentracion y se calculdla
concentracion promedio de cada nivel y como criterio de aceptacién cada nivel

debe estar dentro del 15% de la concentracion nominal.1’

4.3. Animales y Administracion

Para el analisis farmacocinético se utilizaron ratas Wistar macho de peso entre
250 y 300 g., que fueron distribuidas en tres grupos como Sse muestra a

continuacion:

Tabla 1 Distribucion de los animales

Numero de animales Farmacos a administrar
6 Glibenclamida dosis (10 mg/kg)*®
6 Losartan dosis (10 mg/kg)?*®
6 Glibenclamida (10 mg/kg) + Losartan (10 mg/kg)
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Los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura y humedad
controladas, los animales tenian libre acceso al agua y al alimento pero 12 horas
antes del inicio del experimento se les restringié el alimento. Cada rata fue
utilizada una sola vez, al término del experimento las ratas fueron sacrificadas
mediante dislocacion cervical. El estudio fue aprobado por el comité de ética para
el uso de animales Protocolo: 060-13, (Cinvestav-IPN, México, D.F.). Los animales
fueron anestesiados con Isofluorano, mediante un equipo proporcionado por el
Bioterio de Cinvestav-IPN (Figura 7), posteriormente, se les coloco un catéter (24G
X0.75”, 0.7 X 19 mm, 25 mL/min) de manera quirurgica en la arteria caudal para la

recoleccion de la muestra sanguinea.

Figura 7 Equipo para anestesiar animales.
Para la  administracion de los farmacos se prepararon soluciones de
glibenclamida, sola, losartan solo y la combinacion. Se pesaron 10 mg de los
farmacos y fueron colocados en 10 ml de una solucion de carboximetil celulosa al
0.5%. Una vez que los animales se recuperaron de la anestesia, se pesaron y se
les administré la cantidad de solucion de acuerdo a su peso por via intragastrica,

de acuerdo al grupo al que pertenecia.

4.4. Estudio Farmacocinético

Las muestras sanguineas se obtuvieron a los tiempos 0 (Muestra control), 0.5, 1,
2, 3, 4, 6, 10, 12 horas posteriores a la administracion, se obtuvieron
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aproximadamente 200 ul de sangre que se colocaron en tubos eppendorf
heparinizados de 1.5 ml., los tubos fueron centrifugados a 2500 r.pm. durante 5
min, para la obtencibn de plasma, obteniéndose 100 ul de plasma que se

colocaron en un congelador a una temperatura de -20°C, hasta su andlisis.

4.4.1. Procesamiento de muestras

A los 100 pul obtenidos de plasma se les adicion6 100 ul del estandar interno
(valsartan 1 ug/ml) y 100 pul de una solucion de HCI 0.01 M., las muestras se
agitaron vigorosamente durante 1 minuto, posteriormente se les adicion6 0.8 ml de
metil terbutil éter y el tubo se colocé en un vortex durante 1 minuto,
consecuentemente, se centrifugaron durante 5 min a 3000 r.p.m., obteniéndose la
fase organica que se recolectd en tubos de vidrio perfectamente limpios y secos,
realizandose este proceso por triplicado. La fase organica se evaporé mediante un
flujo constante de nitrégeno. La muestra se reconstituyo con 100 ul de fase movil

inyectandose 50 ul al cromatdgrafo. (Figura 8)

100 pL Muestra + 100 pl de HCI
0.01 M + 100 pl de EI (Img/ml)

Se agita Vigorosamente durante 1 min.
Se adicionan 0.8 ml de Terbutil-metil-éter
Se agita Vigorosamente durante 1 min.

Se deja reposar 5 min.

- Fase acuosa
Fase Organica

Se adiciona 0.8 ml de Terbutil-metil-éter

Fase Organica o )
Selsgca con Se colecta en tubo Se agita vigorosamente durante 1 min.
nitrogeno limpio y seco
Se deja reposar 5 min.
Se reconstituye con

100 pl de Fase movil Fase Orgénica

Fase acuosa
Se inyectan 50 ml
Se adiciona 0.8 ml de Terbutil-metil-eter

Se agita vigorosamente durante 1 min.

Se deja reposar 5 min. Fase acuosa Desescho

Figura 8 Diagrama de flujo para la recuperacion de farmacos
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4.4.2. Condiciones cromatograficas

Las muestras se inyectaron en un cromatografo Agilent 1120 Compact LC, No
Serie:G4286A con software Agilent EZ Chrom Elite Compact, version 3.3.0B, se
utilizé una columna C18 de 250 x 4.6 mm con un tamafo de particula de 5 um, el
cromatografo tiene acoplado a un detector UV/Vis, la longitud de onda para la
deteccion de los farmacos fue de 225 nm. La fase movil utlizada fue
Acetonitrilo/Buffer de fosfatos 0.01 M pH 3.0/ Nonilamina (46:54:0.015) a un flujo
de 1.5 ml/min. Los tiempos de retencion mostrados por los farmacos fueron los
siguientes: losartan 5.5 + 0.3 min, valsartan 7.9 + 0.2 min, glibenclamida 21.1 + 0.5

min.

4.5. Farmacocinéticay Analisis Estadistico

Con los datos de las concentraciones obtenidas se construyeron las curvas
farmacocinéticas, y posteriormente los parametros farmacocinéticos para losartan
y glibenclamida, la constante de eliminacion (Ke) fue calculada por regresion lineal
dellogaritmo natural de la concentracién con respecto al tiempo de los ultimos

puntos de la curva, tomando la pendiente de la recta, reportando el valor absoluto

de la pendiente. El calculo del area bajo la curva de 0 a infinito (ABC 0-«) se llevo
a cabo mediante dos pasos (ABC 0--=ABCo-t + ABC t-»), el ABCo-tse calculd
mediante el método de trapezoides, y el ABC t-«»se calcul6 mediante la siguiente

formula ABC t--=Cp/Ke, siendo Cp la ultima concentracion del farmaco medida. La

depuracion se calculé Dosis/ABC, reportandose la Depuracion/Biodisponibilidad.
Tanto el tiempo de concentracion maxima (Tmax), como la concentracion maxima

(Cmax) se determinaron directamente de la curva concentracién-tiempo.

Posteriormente, se realizé una prueba de “t” de student tomando como diferencia

significativa un valor p < 0.05.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Validacion del método analitico

Los resultados obtenidos durante la validacidon se muestran a continuacion:

51.1. Selectividad

Las siguientes figuras muestran que no existen interferencias cercanas capaces
de ser confundidas con las respuestas de los analitos, por lo tanto, se puede decir
que existe selectividad para el losartan, el valsartan (El), la glibenclamida en el
método desarrollado.

Glibenclamida
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Figura 9 Cromatograma muestra blanco
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Figura 10 Cromatograma de LIC (Losartan 10 ng/ml, Valsartdn 1 ug/ml, Glibenclamida 20
ng/ml)
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De acuerdo a lo que se observa en laFigura 9 y Figura 10 se puede decir que no
hay interferencias que se translapen con las sefales de interés, ademas, se

cumple la condiciébn de que las interferencias cercanas sean menores del 20%
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para los analitos y menor al 5 % para el Estandar Interno, cumpliéndose con esto
la condicién de especificidad. Si bien para el limite inferior de cuantificacion la
norma establece que debe ser del 5% de la concentracion esperada, de acuerdo
con Takashi Yoshitani’®, se ha reportado una concentracion maxima de
1.1+£0.38ug/ml para losartan, utilizando una dosis de 10 mg/kg, de acuerdo a esto,
el limite inferior de Cuantificacion (LIC) se debe encontrar alrededor de 55 ng/ml,
para la glibenclamida se han reportado concentraciones alrededor de 300 ng/mi?°,
dando un LIC de 15 ng/ml.Sin embargo,en el laboratorio se realizaron diversas
pruebas para verificar que el limite inferior de cuantificacion, cumpla con el criterio
gue especificado en la linealidad, que se encuentre dentro del 20% del porcentaje
de recuperacion y porcentaje de desviacion, dando como resultado un LIC de 10

ng/ml para losartan, y de 20 ng/ml para glibenclamida.

5.1.2. Curva de calibracidon

Para determinar la linealidad del método se prepararon muestras de plasma por
triplicado a los que se les adicion6 una concentraciébn conocida de losartan y
glibenclamida, los resultados obtenidos mediante el analisis cromatogréafico se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2 Resultados de las curvas de calibracién de losartan en plasma.

Curvas Tipo de losartan en plasma
Curva Tipo 1 Curva Tipo 2 Curva Tipo 3

Concentracién | Concentracion Rela’lcién de | Concentracién Rela’lcién de | Concentracion Relecién de

adicionada de | recuperada de Areas recuperada de Areas recuperada de Areas
Losartan losartan (Losartan/El) losartan (Losartan/El) losartan (Losartan/El)

10 11.67 0.022 9.54 0.018 10.23 0.017

20 22.53 0.035 22.16 0.032 17.40 0.025

40 46.02 0.061 44.82 0.057 35.05 0.044

80 89.64 0.111 70.83 0.086 69.95 0.083

160 181.41 0.215 181.14 0.207 145.38 0.167

320 276.35 0.323 275.59 0.311 349.68 0.393

640 707.33 0.812 704.35 0.783 727.21 0.812

1,280 1443.65 1.648 1166.82 1.292 1412.33 1.572
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Tabla 3 Resultados de las curvas de calibracion de glibenclamida en plasma.

Curvas Tipo de Glibenclamida en plasma

Curva Tipo 1 Curva Tipo 2 Curva Tipo 3
Concentracién | Concentracion Relecién de | Concentracién ReI?cién de | Concentracion ReI?cién de
adicionada de | recuperada de Areas recuperada de Areas recuperada de Areas
Glibenclamida | Glibenclamida | (Gliben/El) | Glibenclamida | (Gliben/El) | Glibenclamida | (Gliben/El)
20 18.36 0.018 22.81 0.023 23.25 0.027
40 43.00 0.037 35.33 0.036 45.94 0.051
80 88.64 0.073 69.19 0.069 69.96 0.076
160 150.48 0.122 175.71 0.173 146.56 0.156
320 348.94 0.278 285.09 0.281 355.10 0.373
640 564.74 0.448 715.77 0.703 702.36 0.735
1,280 1100.31 0.870 1433.05 1.406 1379.86 1.441

Las curvas tipo anteriores, dan lugar a gréficas como la que se muestra a

continuacion (Figura 10):
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Dando las ecuaciones de la recta y r?:

Losartan: Y = (0.00112 + 0.00061)x + (0.0063 + 0.0015) y r?= 0.9997

Glibenclamida ¥ = (0.00094 + 0.00013)x + (0.00205 + 0.00103) r>=0.9998

Estas curvas de calibracion obtenidas son aceptadas debido a que el valor

obtenido de r? para ambos farmacos es muy cercano a 1, lo que muestra que hay

una alta relacion entre la concentracion del farmaco y la respuesta obtenida,

dando confiabilidad en el método usado.

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013, para que se cumpla la condicién de

linealidad se debe reportar el % de desviacién y el % de recuperacion, los cuales

se presentan en las siguientes tablas:

Tabla 4 Resultados obtenidos en la linealidad del método.

Losartan
% recuperacion 9% desviacion
Valor . desviacion % . desviacion
. media . media

Nominal estandar recuperacion estandar
10 10.48 1.09 4.77 7.86 7.75
20 20.69 2.86 3.47 12.15 1.19
40 41.96 6.02 4.91 13.16 1.64
80 76.80 11.12 4.00 12.03 0.55
160 169.31 20.72 582 11.91 2.40
320 300.54 42.56 6.08 12.27 2.59
640 712.96 12.43 11.40 11.40 1.94
1,280 1,340.93 151.60 4.76 10.66 1.99

glibenclamida
% recuperacion 9% desviacion
Valor . desviacion % . desviacion
. media . media

Nominal estandar | recuperacion estandar
20 21.47 2.71 5.14 12.84 4.15
40 42.42 5.48 5.29 11.34 3.69
80 75.93 11.01 4.19 12.29 1.37
160 157.58 15.82 1.04 8.06 1.96
320 329.71 38.76 3.30 10.31 1.10
640 660.96 83.60 3.43 11.11 1.19
1280 1304.41 178.74 2.01 11.27 3.18
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Siendo el criterio de aceptacion que tanto el % de desviaciébn, como el % de
recuperacion se encuentre dentro del 15%, a excepcion del LIC que puede llegar a
ser del 20%, se demuestra que bajo las condiciones en las que se realizo la curva
de calibracion se cumple este criterio, dando como aceptado el resultado de
prueba, dando resultados confiables a las concentraciones establecidas.
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5.1.3. Repetibilidad y Reproducibilidad

La siguiente tabla contiene los datos obtenidos enla determinacion de la

repetibilidad.
Tabla 5 Resultados obtenidos en la repetibilidad de losartan y glibenclamida.
Repetibilidad Muestras 1
Area Area AreaEl concentraciéon | concentracidn
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 6982 3722 362614 11.60 22.42
MCB(20y 60 ng/ml) 22722 18647 631594 26.58 67.78
MCM (200 ng/ml) 132668 40789 508524 228.11 187.14
MCA(900 ng/ml) 497059 225839 568690 777.51 933.42
Repetibilidad Muestras 2
Area Area P concentraciéon | concentracion
< . . AreaEl . . ;
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 8968 4812 458741 11.86 22.95
MCB(20y 60 ng/ml) 27451 18327 625479 33.67 67.25
MCM (200 ng/ml) 124879 50562 552147 197.00 213.89
MCA(900 ng/ml) 557841 225523 532147 933.64 996.24
Repetibilidad Muestras 3
Area Area < concentraciéon | concentracién
< . . AreaEl . . ;
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 7696 3763 468741 9.06 17.16
MCB(20y 60 ng/ml) 26896 17457 596345 34.76 67.19
MCM (200 ng/ml) 134787 41965 529874 222.27 184.75
MCA (900 ng/ml) 528213 205841 487859 964.49 991.83
Repetibilidad Muestras 4
Area Area Areal concentraciéon | concentracién
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 7563 4887 479657 8.47 22.24
MCB(20y 60 ng/ml) 23896 12547 587412 30.80 48.55
MCM (200 ng/ml) 124865 44211 498765 218.66 206.99
MCA (900 ng/ml) 536347 196471 501211 953.19 921.34
Repetibilidad Muestras 5
Area Area AreaEl concentraciéon | concentracion
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 9256 3959 498574 10.98 16.95
MCB(20y 60 ng/ml) 20143 13254 445236 34.88 68.35
MCM (200 ng/ml) 125698 43623 569932 191.96 178.49
MCA(900 ng/ml) 544794 175564 512007 947.75 805.72
Repetibilidad losartan Repetibilidad glibenclamida
media desviacion %CV media desviacion %CV
LIC(10 ng/ml) 10.39 1.53 14.77 | LIC(20 ng/ml) 20.35 3.02 14.83
MCB(20 ng/ml) 32.14 3.52 10.94 | MCB(60 ng/ml) 63.82 8.55 13.40
MCM (200 ng/ml) 211.60 16.09 7.60 | MCM(200 ng/ml) 194.25 15.31 7.88
MCA(900 ng/ml) 915.31 77.83 8.50 | MCA(900 ng/ml) 929.71 77.04 8.29
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La siguiente tabla corresponde a los datos correspondientes a la reproducibilidad.

Tabla 6 Resultados obtenidos en la reproducibilidad de losartan y glibenclamida.

Reproducibilidad Muestras 1
Area Area Areakl Concentracién | Concentracién
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10 y 20 ng/ml) 7142 3789 364274 11.91 22.75
MCB(20y 60 ng/ml) 21796 15893 596451 27.09 61.00
MCM 200 ng/ml) 140987 49547 514874 239.70 224.86
MCA(900 ng/ml) 506312 231030 526398 856.18 1031.77
Reproducibilidad Muestras 2
Area Area . Concentracién | Concentracién
. . . AreaEl J . .
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 7596 4765 469878 8.83 22.13
MCB(20y 60 ng/ml) 26547 18721 635458 31.78 67.63
MCM 200 ng/ml) 119521 41210 563214 184.49 170.55
MCA(900 ng/ml) 516321 248796 598652 767.14 976.92
Reproducibilidad Muestras 3
Area Area . Concentracién | Concentracion
. . . AreaEl , . .
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 7546 5163 489654 8.15 23.08
MCB(20y 60 ng/ml) 23164 12548 532487 33.32 53.74
MCM (200 ng/ml) 114872 47874 506398 197.60 220.88
MCA(900 ng/ml) 569874 176547 514896 986.05 805.68
Reproducibilidad Muestras 4
Area Area Areakl Concentracién | Concentracién
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 7962 4312 514563 8.21 17.99
MCB(20y 60 ng/ml) 22698 15147 514878 33.85 67.53
MCM (200 ng/ml) 119520 46621 489648 213.06 222.47
MCA(900 ng/ml) 454852 206980 503285 804.14 966.71
Reproducibilidad Muestras 5
Area Area Areakl Concentracién | Concentracién
Losartan glibenclamida Losartan glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 9635 5531 506932 11.38 23.94
MCB(20y 60 ng/ml) 16561 13569 469574 25.95 66.30
MCM 200 ng/ml) 125365 39840 534178 204.63 173.88
MCA(900 ng/ml) 596147 195687 542230 979.47 848.10
Reproducibilidad losartan Reproducibilidad glibenclamida
media desviacion %CV media desviacion | %CV
LIC(10 ng/ml) 9.70 1.81 18.64 | LIC(20 ng/ml) 21.98 2.33 10.58
MCB(20 ng/ml) 30.40 3.64 11.99 | MCB(60 ng/ml) 63.24 5.96 9.43
MCM (200 ng/ml) 207.90 20.63 9.92 | MCM (200 ng/ml) 202.53 27.73 13.69
MCA(900 ng/ml) 878.60 100.23 11.41 | MCA(900 ng/ml) 925.84 94.84 10.24
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5.1.4. Exactitud

A continuacién se muestran los resultados obtenidos para la exactitud de losartan

y glibenclamida.

Tabla 7 Resultados de Exactitud de gibenclamida y losartan.

Repetibilidad Muestras 1

Reproducibilidad Muestras 1

% desviacion

% desviacion

% desviacion

% desviacion

Losartan Glibenclamida Losartan Glibenclamida
LIC(10 y 20 ng/ml) 15.99 12.11 LIC(10 y 20 ng/ml) 19.14 13.73
MCB(20y 60 ng/ml) 11.40 12.96 MCB(20y 60 ng/ml) 9.70 1.66
MCM (200 ng/ml) 14.05 6.43 MCM 200 ng/ml) 19.85 12.43
MCA(900 ng/ml) 13.61 3.71 MCA(900 ng/ml) 4.87 14.64
Repetibilidad Muestras 2 Reproducibilidad Muestras 2

% desviacion

% desviacion

% desviacion

% desviacion

Losartan Glibenclamida Losartan Glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 18.63 14.76 LIC(10y 20 ng/ml) 11.69 10.66
MCB(20y 60 ng/ml) 12.24 12.08 MCB(20y 60 ng/ml) 5.93 12.71
MCM (200 ng/ml) 1.50 6.95 MCM (200 ng/ml) 7.75 14.72
MCA(900 ng/ml) 3.74 10.69 MCA(900 ng/ml) 14.76 8.55
Repetibilidad Muestras 3 Reproducibilidad Muestras 3

% desviacion

% desviacion

% desviacion

% desviacion

Losartan Glibenclamida Losartan Glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 9.42 14.22 LIC(10y 20 ng/ml) 18.45 15.41
MCB 20y 60 ng/ml) 15.86 11.98 MCB(20y 60 ng/ml) 11.08 10.43
MCM(200 ng/ml) 11.14 7.62 MCM(200 ng/ml) 1.20 10.44
MCA(900 ng/ml) 7.17 10.20 MCA(900 ng/ml) 9.56 10.48
Repetibilidad Muestras 4 Reproducibilidad Muestras 4

% desviacion

% desviacion

% desviacion

% desviacion

Losartan Glibenclamida Losartan Glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 15.26 11.22 LIC(10y 20 ng/ml) 17.89 10.07
MCB(20y 60 ng/ml) 2.66 19.08 MCB(20y 60 ng/ml) 12.82 12.55
MCM(200 ng/ml) 9.33 3.49 MCM(200 ng/ml) 6.53 11.23
MCA(900 ng/ml) 5.91 2.37 MCA(900 ng/ml) 10.65 7.41
Repetibilidad Muestras 5 Reproducibilidad Muestras 5

% desviacion

% desviacion

% desviacion

% desviacion

Losartan Glibenclamida Losartan Glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 9.81 15.25 LIC(10y 20 ng/ml) 13.77 19.72
MCB(20y 60 ng/ml) 16.28 13.92 MCB(20y 60 ng/ml) 13.51 10.50
MCM(200 ng/ml) 4.02 10.75 MCM(200 ng/ml) 2.32 13.06
MCA(900 ng/ml) 5.31 10.48 MCA(900 ng/ml) 8.83 5.77
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Repetibilidad Reproducibilidad
Exactitud Losartan Exactitud Glibenclamida Exactitud Losartan 'Exactltut.i
Glibenclamida
LIC(10y 20 ng/ml) 13.82 | LIC(10y 20 ng/ml) | 13.51 |LIC(10y20ng/ml) | 15.45 | LIC(10y 20 ng/ml) | 13.92
cc 11.69 | MCB(20y 60 ng/ml) 14.00 | MCB(20y60ng/ml) | 10.84 | MCB(20y 60 ng/ml) | 11.55
MCM(200 ng/ml) 8.01 | MCM (200 ng/ml) 7.05 MCM (200 ng/ml) 4,45 | MCM (200 ng/ml) 12.36
MCA (900 ng/ml) 7.15 | MCA(200 ng/ml) 7.49 MCA(900 ng/ml) 10.95 | MICA(900 ng/ml) 8.05
5.1.5. Estabilidad

Finalmente se muestran los resultados obtenidos para la estabalidad.

Tabla 8 Resultados de estabilidad de glibenclamida y losartan.

Estabilidad: 2 semanas a -20°C
Muestras 1
Concentracion | Concentracion | Exactitud Exactitud
Losartan glibenclamida Losartan | Glibenclamida
MCB(20y 60 ng/ml) 26.59 57.01 11.38 4.99
MCA(900 ng/ml) 857.91 972.65 4.68 8.07
Muestras 2
Concentracion | Concentracion | Exactitud Exactitud
Losartan glibenclamida Losartan | Glibenclamida
MCB 20y 60 ng/ml) 33.96 55.49 13.20 7.51
MCA(900 ng/ml) 799.21 953.00 11.20 5.89
Muestras 3
Concentracion | Concentracion | Exactitud Exactitud
Losartan glibenclamida Losartan | Glibenclamida
MCB(20y 60 ng/ml) 3491 66.29 16.38 10.49
MCA(900 ng/ml) 850.52 944.34 5.50 4.93
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De acuerdo con los resultados, para la determinacion de la precision (repetibilidad
y reproducibilidad), se observa que el coeficiente de variacion entre los datos, es
menor al 15%, cumpliendo con esto el criterio de aceptacion establecido por la
NOM-177-SSA1-2013, se puede decir que bajo las condiciones establecidas es

posible reproducir los datos con el método establecido.

Con respecto a la exctitud, el % de desviacion obtenido en las muestras fue menor
al 15% que se establece como criterio de aceptacion, teniendo como resultado
gue las concentraciones obtenidas se desvian una distancia aceptable con

respecto al valor nominal.

Finalmente, la estabilidad a 2 semanas a una temperatura de -20°C, fue aceptable
ya que el % de desviacion encontrado se encuentra dentro del 15%, mostrando
gue la muestra se puede almacenar bajo estas condiciones el tiempo establecido,

sin alterar la concentracion del losartan y glibenclamida.
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5.2. Farmacocinética

Los siguientes datos corresponden a los encontrados en el andlisis de las
muestras de plasma, en las siguientes graficas se muestra la mediatdesviacion

estandar, y se toma como una diferencia significativa un valor de p<0.05.

5.2.1. Curvas Farmacocinéticas

En la Figura 13 se observan los cambios que sufren las concentraciones de
losartan al administrarse en conjunto con la glibenclamida, claramente se observa
que al ser administrado losartan en conjunto con la glibenclamida (linea roja), se
aumenta la concentracion plasmatica, con respecto a su control (linea verde), los
datos obtenidos de la concentracion maxima de losartan solo es de 1272.30+586.5
ng/ml coincidiendo con lo reportado por Takashi Yoshitani et al'°(tabla 12), con
respecto a los datos obtenidos del losartdn combinado, la Cmax alcanzada es de

3508.23+1091.52 ng/ml, aumentando significativamente(valor p= 0.015).

Comparacion de la farmacocinética del losartan solo y en la
interaccion
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Figura 13 Curva farmacocinética losartan.

El losartan al ser un farmaco muy soluble se absorbe rapidamente y eso se
observa en ambos casos, sin embargo, al ser administrado en conjunto con la
glibenclamida aumenta rapidamente la concentracion plasmatica llegando a la
concentracion maxima (Cmax) €n 30 min con respecto a su control (1 hora), esto
puede deberse a que se esta alterando el proceso de absorcion y la

biodisponibilidad, como se mencion6 en la introduccion, uno de los componentes
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mas importantes en la absorcién es la glicoproteina-P, interacciones en esta
proteina acarreadora, pueden llevar a cabo alteraciones en las concentraciones
plasmaticas de los farmacos. Golstein et al.?'reporté en el afio 1999 que la
glibenclamida es capaz de inhibir a la glicoproteina-P, ademas se ha reportado
que tanto el losartdn como la glibenclamida son sustratos de este acarreador??,
por lo tanto, es muy probable que exista interaccion entre el losartan y la
glibenclamida a nivel de la absorcion, explicando con esto el aumento del losartan
al administrarse con la glibenclamida, ya el acarreador al estar inhibido por la
accion de la glibenclamida, no sera capaz de llevar al losartan hacia afuera de la

célula, llevando a un aumento en la concentracion de losartan en sangre.

Con respecto a las concentraciones obtenidas de glibenclamida (Figura 14 Curva
farmacocinética de glibenclamida estas también se ven alteradas al administrarse
con el losartan, observando un aumento de las concentraciones plasmaticas, la
concentracion de la glibenclamida cuando es administrada sola (linea azul)
alcanza una concentracion maxima a las 3 horas, con un valor de 554.9+92.03
ng/ml, estos resultados se encuentran un poco elevados de acuerdo a los
reportados por Ning Li et al'®, la concentraciéon de glibenclamida al estar
combinada con losartdn (linea roja) tiende a aumentar aunque no
significativamente, encontrando una concentracibn maxima de 947.72+443.75

ng/ml (valor p=0.08).
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Figura 14 Curva farmacocinética de glibenclamida
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Estos resultados indican que la glibenclamida es capaz de alterar la concentracion

plasmatica del losartdn de manera significativa, sin embargo, el losartan no altera

de manera significativa la concentracion plasmatica de la glibenclamida.

A continuacion en la tabla 9 se muestran los datos de distintos autores que han

trabajado con losartan y glibenclamida, para poder comparar algunos de los datos

farmacocinéticos en el presente estudio.

Tabla 9 Datos reportados para losartan y glibenclamida en ratas.

Datos reportados Losartan (control)

Autor Yang Si-hyung?3 Yoshitani Takashi'?
ratas usadas Sprague-Dawley macho Wistar Macho
Dosis (mg/kg) 9 10
Cmax(ng/ml) 15.642.2 11104380
Tmax(h) 1+0.55 1.9+0.9

AUC inf (ng.h/ml) 143.1+33.2 14930+4820

Datos reportados Glibenclamida (control)

Autor Ning Li8 Neerati Prasad.?*
ratas usadas Wistar Macho Wistar Macho
Dosis (mg/kg) 10 10

Cmax (ng/ml) 214.0£49.1 12780.0£3390
Tmax(h) 3.0£0.63 4.0%0

AUC 0-t (ng.h/ml) 1568+470 6584019640
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5.2.2. Parametros farmacocinéticos

Con los datos de las concentraciones obtenidas se calcularon las éreas bajo la
curvade 0 a 12 h y de 0 a infinito tanto del losartan como de la glibenclamida. Con
respecto al losartanse observa en las siguientes graficas (Figura 15 y Figura 16) que
el area bajo la curva tanto de 0 a 12 h como de 0 a infinito aumentaron
significativamente, este resultado concuerda con los resultados presentados en la
grafica de concentracion plasmatica-tiempo; el area bajo la curva de 0 a 12 h de
losartan al administrarse solo fue de 4094.01+2479 ng*h/ml y de 0 a infinito fue de
4587.61+2387.32ng*h/ml. Los resultados del area bajo la curva al estar combinado
dio los siguientes resultados: el area bajo la curva de 0 a 12 h. fue de
10152.09+2494.30 ng*h/ml y el area bajo la curva de O a infinito fue de
11976.62+2370.98 ng*h/ml dando un valor p=0.0054 y 0.0013, respectivamente.

Area bajo la curva 4 1,1, losartan
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e~
x
no  6000.00 W Losartan
C
combinado
4000.00
2000.00
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Figura 15 Comparacion de las areas bajo la curva 0-12 h de de losartan solo y combinado
con glibenclamida, valor p= 0.0054.
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Figura 16 Comparacion de las areas bajo la curva 0-inf de losartan solo y combinado con
glibenclamida, valor p= 0.0013.

El aumento del area bajo la curva puede deberse al aumento tan marcado que
hubo durante la absorcion del farmaco, ya que se toma en cuenta que el area bajo
la curva y la biodisponibilidad (F) son directamente proporcionales, siendo que el
total de farmaco absorbido debe ser igual al farmaco eliminado, lo que da lugar a

la siguiente ecuacion:
F * Dosis = Depuracién * Area bajo la curva

Siendo F * Dosis la cantidad de farmaco absorbida y la Depuraciéon * area bajo la

curva la cantidad de farmaco excretada.

La dosis al mantenerse constante durante el experimento (10 mg/kg), y las areas
bajo la curva de losartdn aumentan al administrarse de manera conjunta con
glibenclamida, indican que para mantenerse la igualdad, la biodisponibilidad del

losartan aumenta de manera proporcional al area bajo la curva.

Con respecto a los datos de glibenclamida, el area bajo la curva de 0 a 12 h. fue
de 2090.04+915.79 ng*h/ml y de 0 a infinito de 5969.18+2775.73 ng*h/ml y la
glibenclamida al estar combinada con losartan tuvo los siguientes resultados: area
bajo la curva de 0 a 12 h. fue de 3722.24+1196.01 ng*h/ml y el area bajo la curva
de 0 a infinito fue de 6815.37+2350.83 ng*h/ml (Figura 17 y Figura 18).
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El area bajo la curva de la glibenclamida al estar combinada, tiende a aumentar,
sin embargo, este aumento no es significativo, esta tendencia al aumento en el
area bajo la curva de la glibenclamida no se puede atribuir al efecto del losartan,

pudiendo ser debido a la variabilidad de los animales.

Area bajo la curva 4 1, glibenclamida

10000.00
9000.00
8000.00

7000.00 H glibenclamida

6000.00
sola

5000.00
B glibenclamida

combinada

4000.00

ng*h/mil

3000.00
2000.00
1000.00

0.00

Figura 17 Comparacion de las areas bajo la cuva 0-12 h de glibenclamida sola y
combinado con losartén, valor p= 0.065.

Area bajo la curva .« ... glibenclamida
10000.00
9000.00
8000.00

7000.00 . .
M glibenclamida

6000.00
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5000.00

ng*h/ml

M glibenclamida
combinada

4000.00
3000.00
2000.00
1000.00

0.00

Figura 18 Comparacion de las areas bajo la cuva 0-infinito de glibenclamida sola y
combinado con losartéan, valor p= 0.088.

La depuracién (Cl) es el parametro farmacocinético mas importante debido a que
es el parametro que indica la cantidad de sangre que se encuentra libre de
farmaco por unidad de tiempo.
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Tomando la ecuacién anterior, se puede despejar la depuracion, obteniendo:

Depuracion Dosis

Biodisponibilidad ~ area bajo la curva

Sin embargo, al no conocer el valor de la biodisponibilidad, se reporta el valor
correspondiente a la relacién depuracion/biodisponibilidad (CI/F), por la tanto, al
tener el valor de la dosis y del area bajo la curva, se calculo el valor CI/F, dando
valores para el losartdn solo de 0.0036+0.0024 ml/h/kg, y el valor para el losartan
combinado fue de 0.0010+0.0002 ml/h/kg. (Figura 19), dando un valor p=0.048, lo
gue se traduce en una disminucion significativa de la depuracion/biodisponibilidad
de losartan cuando se encuentra en combinacién con la glibenclamida. Con
respecto a la glibenclamida sola, la CI/F fue de 0.0058+0.0044 ml/h/kg, y los
valores para glibenclamida combinada fue de 0.0020+0.0009 ml/h/kg (Figura 20)

observandose una tendencia a disminuir, aunque este cambio no es significativo.

Depuracidn/Biodisponibilidad (CI/F)

losartan
0.0070
0.0060
0.0050 Losartan solo
o0
£ 0.0040
<
< 0.0030 M Losartan
00020 * combinado

0.0000
Figura 19 Comparacion de la depuracién de losartan solo y combinado con la
glibenclamida, valor p= 0.04

41



Depuracién/Biodisponibilidad (Cl/F)
glibenclamida

0.0120

0.0100

0.0080 M glibenclamida

sola
0.0060

h/ml/kg

M glibenclamida

0.0040 .
combinada

0.0020

0.0000

Figura 20 Comparacién de la depuracion de glibenclamida sola y combinado con losartan,
valor p= 0.088

La depuracion depende de 2 variables: del flujo sanguineo que pasa por el 6rgano
y de la extraccion del farmaco que exista en el 6rgano, esto puede reflejarse con la

siguiente ecuacion:

Q(CA - CB)

D P
epuracion CA

Siendo Q el flujo sanguineo, CA la concentracion de farmaco en el lado arterial y

CB la concentracién del lado venoso.

El losartdn es un farmaco hipotensor que pudiera modificar el flujo sanguineo que
llega al érgano, sin embargo, al usar ratas sanas, su sistema tiene la capacidad de
regular esta disminucién de presion arterial que provoca el losartan, por otro lado
este farmaco es considerado de alta extraccion, es decir, que la concentracién que
sale del érgano metabolizador es mucho menor que la concentracion que entra, la
depuracion pudo haber disminuido por una interaccion en este nivel, siendo
posible que tanto el losartan como la glibenclamida compitan por los citocromos,
disminuyendo la depuracion del losartan. Por lo tanto, se puede decir que en el
caso del losartan, el valor de CI/F disminuy0 significativamente por un aumento en
el valor de la biodisponibilidad, y posiblemente por una disminucion del valor de la

depuracion por la competencia por los citocromos entre los farmacos.
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Con respecto a la constante de eliminacion, esta no se vio afectada en ambos
casos, tanto para el losartan como para la glibenclamida (Figura 21 y Figura 22), por

lo que los farmacos se eliminan al mismo ritmo en ambas condiciones.

Ke Losartan
0.40
035
030
M losartan solo
0.25

0.20

h—l

W Losartan
combiando

0.05

0.00

Figura 21 Comparacién de las constantes de eliminacion de losartan solo y combinado
con la glibenclamda, valor p=0.76

Ke Glibenclamida

0.50
0.45
0.40

035 M glibenclamida

0.30
solo

0.25

h—l

B glibenclamida
combinado

0.20
0.15
0.10
0.05

0.00

Figura 22 Comparacion de las constante de eliminacion de glibenclamida sola 'y
combinado con losartan, valor p= 0.49

Por lo tanto, se puede decir que los parametros farmacocinéticos que se vieron
afectados significativamente, se debié a una interaccién a nivel de la absorcion, ya
gue se vio alterada la biodisponibilidad del losartan por accién de la glibenclamida,
y posiblemente por la competencia que existe entre los farmacos por los

citocromos P450.
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6. Conclusiones

e EIl método establecido en el laboratorio para la determinacion conjunta de
glibenclamida y losartan en plasma de rata, cumplié con los criterios que
establece la normatividad vigente, siendo capaz de dar datos confiables

bajo las condiones establecidas.

e Tanto la Cmax como la Tmax del losartan se vieron alterados por la accion

de la glibenclamida.

e El area bajo la curva del losartdn aumenté significativamente por accion de

la glibenclamida.

e La depuracién/biodisponibilidad del losartan disminuy6 significativamente

por la accién de la glibenclamida.

e La farmacocinética de la glibenclamida no fue afectada por el losartan.
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