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INTRODUCCION

El objetivo de éste trdgbajo es realizar una
recopilacién bibliogrdafica sobre la glibenclamida, una sul-
fonilurea de administracién oral con accién hipoglucemian~
te, Indicada para el tratamiento de la diabetes de los adu]l
tos, denominada leve. Este padecimientto se inicia después
de los 40 afios de edad y se caracterizalporque puede contro
larse Gnicamente con la dieta y los reqierimientos de insu-
lina no pasan de 30 unidades internacfopales diarias.

También estd indicada er elvdiabético adyl -
to qﬁe no se ha podido controlar con otros farmacos, en pa-
cientes recién diagnosticados sin tendencia a la cetosis vy
en pacientes en lés cuales los tratamientos con otros hipo-~
glucemiantes orales han fracasado.

Esta sulfonilurea tiene yna accidn beta cl-
totrdpica. informes realizados por investigadores clini--
cos que han tratado pacientes con glibenclamida, indican --
que €ste fdrmaco tiene el mismo campo general de aplicabilji
dad que las otras sulfonilureas, pero con mayores ventajas.
Estas ventajas son: (a) su gran actividad,

en base de peso por peso, mayor que otros compuestos de &s

ta clase; (b) accién mds prolongada que 1y tolbutamida; --



{c) baJa frecuencia de efectos colaterales de naturaleza a-
lérgica u otros y {d) su seguridad. Es por esto que tiene-
un amplio uso en las Instituciones de Seguridad Social dei-

Sector PGblico.

’Por éstas razones consideramos importante -
~reallzar el presente estudio ya que respecto a éste tema es
poca la informacidn que se encuentra en los libros de con -
sulté, principalmente en lo que se refiere a la parte quimj
ca del compuesto, como serfa lo relacionado con sus prople-

dades fisicoquimicas, sintesis, métodos analiticos.

El conocer estos aspectos puede ser de gran
utilldad en 1a elaboracién de los preparados farmacéuticos-
de—la glibenclamida y para efectuar e! control adecuado de
ellos, asl como para lograr la optimizacién de los regime -
nes farmacoterapéuticos de éste compuesto a través de estu-

dios biofarmacéuticos y farmacocinéticos.
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GENERALIDADES

La utilidad de sustancias activas que adml-
nistradas por via oral pudieran modelcar favorablemente el
metabolismo de los hidratos de carbono en la diabetes (agen
tes hipoglucemiantes orales), es evidente especialmente en
una enfermedad crénica, como lo es aquella que requlere del
empleo frecuente de [nyecclones de insulina. Por eso repre
‘senta uh gran prégreso la intreduccidn de éstos agentes hi-
poglucemiantes orales, de los cuales existen dos clases - de
acuerdo a su estructura: las biguanidas y las sdlfonllureas.

‘ s

Aunque las investigaciones.referentes a cler
tas sulfonamidas sobre el efecto de disminuir la glucosa en-
sangre aparecieron en 1530 en Argentina y en 1941 en italia,
dos hechos tardfos’surgieron prominentemente: Va) el rédpido-
reconocimiento por Loubatieres, (1) del modo de accidn, sig-
nificancia y posibiltidades terapéutlcaS de dichas sustancias,
al surglir el descubrimiento de Janbon y colaboradores en =~--
1942 (1) de que cliertos derivados-de.sulfonamldas ejercen --
una accidn hipogl&cémica; b) la demostracién por Franke Y -
Fuchs en 1955 de que paclentes selecclionados con diabetes de
aparicién en la madurez, pueden ser tratados exltosamqnte -~
con sulfonilureas. Desde entonces, miles de compuestos han
s ldo slntetfzados y probados con el propdsito de descubrir -

el compuesto ideal. De un nimero pequefio de compuestos que



han parecido prometer lo suficiente para sujetarse a un ex-
perimento clinico, la mayoria han sido descartados porque -
presentan toxicidad inexplicable o porque no ofrecen venta-
jas significativas sobre medicamentos ya existentes en el -

mercado.

Las sulfonilureas constituyen los compues -

tos mds empleados en el tratamiento de la diabetes, y son -

en realldad sulfonamidas modificadas, siendo las principa

les:

1) La Carbutamida, que deriva de la sulfanila-

- .

-

mida por sistitucién del hidrégeno del grupo amida por un -

radical derivado de la urea (tabla 1)

2) La tolbutamida, en )a que se ha sustitufdo-
el grupo amino de ta anterior por un grupo metilo, por lo -
que ya ho se trata de una sulfanifamida. Esta sustancia se

usa como tal y como sal s6dica hidrosoluble para preparados

inyeétables. (tabla )

3) La cloropropamida, en la que es reemplazado
aquel grupo metilo por cloro y el radical alquilo unido a -

la urea es el propilo.



4) La gliciclamida, derivada de la tolbutamida
por reemplazo del radical alquilo unido al nitrégeno de la-

urea por un radical alicfclico, el ciclohexilo. (tabla 1)

5) La acetohexamida, que deriva de la anterior

por sustitucién del grupo metilo por acetilo. (tabla I)

6) La glibenclamida o gliburida en que el radi
cal acetilo del compuesto anterior estd reemplazado por un-

radical acilaminoaquileo . (tabla 1)

7 La glipizida, en que el citado radical con-
tiene en lugar del anillo bencénico como en el compuesto an
terior, el heterociclo pirazina, con un metilo en !a posi -

cién 5. (tabla 1).

8) La glibornurida, derivado de la gliciclami-
da por reemplazo del anillo aliclclico de ciclohexilo por -

otro anillo, el hidroxibornilo. (tabia i)

La estructura esencial de las sulfonilureas
para la accidn hipoglucemiante es justamente ese grupo qui-
mico {(tabla I): sin embargo el agregar el anillo bencénico,
unido al radical sulfona, aumenta la actividad de dichos --
compuestos. £n ese sentido, si en la acetohexamida, con su

radical ciclohexilo, a nivel del nitrégeno urelco, se reem-



AGENTES HIPOGLUCEMIANTES SINTETICOS (1)

POTENCIA
CLASE |GRUPO | FARMACO ESTRUCTURA QUIMICA HIPOALY-
CEPUANTE,
SLLFONR O QA
M P S
ESTRUCTURA FUNDAMENTAL SO, NH~ €O - NH -
SULFONILUREA
CARBUTAMIDA ‘
HaN -@- IS FAIL DAY - CHy» CHp' CHy *CHy T1e)
AMINA
1oLBUTAMIDA. -NH - saL sobica
CH, [ ¢ J ~CHy  CHg BHy e CHy 100
MET‘LOQ “NNa= @astnen
SOLFO
= |CLORPAOFAMIDA. al _Q_ ~CHy* CHy CHy 400
NIL- CLORD
UREAS. [(HEICAMPA ey > ) 100
FARMA
Ccos ACETOMEKAMIDA.
CHy- €O -O 200
HieO- ACETILO
GLUCE- GUIBENCLAMIDA
MIAN = o oLaURDA. | GO" NH-CHz- CHy Q_ <D 20000
TES OCH,
{
SINTE- ¢
TICAS. GLIPIZIDA. Ny, CO-NH- cuz-cu_,o— -—O 10000
o ;I
Bl N
AGEN- e ey
TES . HC
GLIBORNURDA. CHy O— 4000
HIPO-
GLUCF UMD A RAFICAL UREICD
M{AN- FENFORMINA,
TES Q—CKL-CHL—NH—&—NH-B: ~NHy - Hel 1000
ORALES. NH K
BIGUA | BUFORMINA: CHy-CHL-CHy - CHL-NH-GNH- € = NHy - Hel 500
NH N
NIDAS CH
RMINA., '3
METFO \N-(f-uu-c-w,_»uq 100
/| ]
CHy NH O NH

Tabla 1




plaza el grupo acetilo unido al anillo bencénico, que estid -
vez unido a la sulifona, por un radical acilaminoalquilo, au-
menta la actividad hipoglucemiante, la cual se incrementa =-=-
ain mas por la adicidn de un anillo bencénico y todavia mas~-
si se Introduce un atomo de cloro y un metoxilo sobre ese ]
timo anillo, dando lugar al compuesto de mayor activigdad co-

nocido, la glibenclamida.

ta glibenclamida es efectliva a dosis bajas,~
por lo que la dosis de administracién es pequefa, observando
se que presenta una actividad considerablemente mayor que =--
- sus congéneres tanto en animales como en investigacidn ¢lini
ca en humanos, cinco miligramos de glibenclamlaa equl;alen -
en actividad @ 1 gramo de glicodiazina, a 250 miligramos de-

cloropropamida, a 250 miligramos de tolzamida y 500 miligra~

mos de acetohexamida..

No hay duda pues que en base a beso, la gii=
benclamida tiene una gran actividad, mis que otras sustan ==
cias sintéticas relacionadas. Estudios clfnicos Indican que
el Intervalo de dosis efectiva es de 2.5 a 30 miligramos dliga
rios con la mayorfa de los pacientes respondiendo satisfacto
rlamente a dosis de 5 a 20 miligramos diarfamente. Esto con
trasta marcadamente con el Intervalo de la dosis efectiva pa
ra la tolbutamida que es de 500 a 2000 mg. Esto es una ven-
taja ya que se ha postulado que exlste menos probabilidad de

una respuesta alérgica cuando se ingiere una pequeia cantl -

-7 - .



dad del fdrmaco. Ademds en general se ha observado que la =
frecuencia de efectos colaterales es menor con glibenclamida

que con otras sulfonilureas.

El mecanismo de accidn de la glibenclamida -
es resumiblemente el mismo que el de otras sulfonilureas y -
se ha postulado como la estimulacién de la liberacidn de in-
sulina preformada, de las células beta, en los islotes de --
Langerhans, Sin embargo hubo especulacliones hacia alguna ac
cidén dnica del compuesto para explicar su incremento deaactl

vidad. (1) .
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PROPIEDADES FISICAS Y FISICOQUIMICAS

SINONIMOS

Glibenclamida, glibenciclamida, HB 419, adiab,
diabeta, daonil, auglucédn, maninil, lisaglucdn, glidiabet, eu-

clamfn y hemi-daonil. (5)

-

NOMBRES QUIMICOS

5-cloro-N- [2- [h- [ [Bciclohexilamino) carbo-
nil ] amino Jsuifonll:] fenil] em] -2-metoxibenzamida {5)

1- [[}- [2-(5-cloro-o-anisamido) eti]:]fenilj]

sulfonil }-3-ciclohexilurea. (5).

N~ [h- [ﬁ-(Z-metoxi-5-clorobenzoilamino) eti(]

bencensulfonil ]-Nz-ciclohexilurea. {5)

N- [bL(p-(Z-metoxi—5clorobenzamido)etil)benzo-

sulfonil_]-Nﬁ ciclohexilurea., (5)

I-[fr-[2-(5-cloro-2-metoxibenzamido)eti!] ben

censulfonil] -3= ciclohexilurea. (5)



FORMULA DESARROLLADA

cl

@-CO-NH-CHZ‘-CHZ-@-SOZ-NH-CO-NH-O

OCH
3

PESO MOLECULAR

hok.o0 (2)

DESCRIPCION

Polvo cristalino, blanco o casi blanco, ino-
doro o casi inodoro, insfpido. En presencla de dlcalis da -

lugar a sales. (2,3).

PUNTO DE FUSION

La glibenclamida funde entre 172°C y 174°C-
(4,5).

-t'o-



COMPORTAMIENTO FISICOQUIMICO

La glibenclamida es un dcido débil y la deter
minacién de su constante de disociacidn en agua es practica -
mente imposible de realizar por mediciones de pH o titulacio-

nes potenciométricas, dada la solubilidad de la sustancia.

El pKa de la glibenclamida, es de 6.340.1 en
contrado por titulacién potenciométrica en mezclas de disol-

ventes metanol/agua.

SOLUBILIDAD

La glibenclamida es practicamente insoluble-
en agua y éter, soluble 1 : 330 partes de etanol (96%), 1 :-
36 partes de cloroformo y 1 : 250 partes de metanol. Soluble
en soluciones de hidréxidos alcalinos y en dimetilformamida,

(3)

COEFICIENTE DE REPARTO

Dentro de los‘estudios realizados para deter
minar las propiedades fisicoquimicas de }a glibenclamida es-
tdn los que se llevaron a cabo por Hajdd, Koheler, Schmidt vy

Spingler (4) para determinar el coeficiente de reparto y la-



constante de acidez de esta sustancia, En la determinacidén =
se utilizé éter como fase organica y como fase acuosa gliben
clamida sddica de pH=2.4 a 10.4 en solucidén amortiguadora de

Britton-Robinson.

Después de cada extraccidn se obtuvieron las
lecturas de absorbancia a 273 nm, evaporando la fase etérea-
y reconstituyéndola con solucién de hidréxido de sodio 0.01N

y la fase acuosa se diluye con esta misma solucidn,

Se encontrdé que el coeficiente de reparto es

de 65 + 10 y el pKa de 6.3.

La dependencia del coeficlente de reparto --

con respecto al pH se muestra en la figura 1.
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Sholtan (4) estudié la unidn de la glibencla
mida a proteinas por medio de un equilibrio de didlisis. En
una cdmara de diflisis se colocaron de 40 a 200 microgramos-
de glibenclamida/mililitro de suero de caballo. Se dlalliza
ron contra amortiguador de fosfatos (1/15 M, pH 7.2) durante
una noche a temperatura ambiente. La determinacién de sue-
ro en el amortiguador se hizo colorimétricamente. En la figu

ra 2 se muestran los resultados obtenidos.

Se obtiene la' siguiente ifgualdad:

Log € = 1.13 log € ., .+ 1.22 + 0.06

ligado libr

En las pruebas realizadas por Heptener (4)
se traba]Jé con glibenclamida marcada con IsStopo radiactivo

y con suero de diversas especies en muy bajas concentracio-

nes:

SUERO lﬁTERVALO DE CONCENTRACION ECUACION

Perro 0.1 - 10 pg/ml ’ 1.ZIogC]Ibre+2.23
Conejo 0.05 - 10 ug/ml 1"'°gcllbre+2"8
Rata 0.05 = 10 pg/ml l.llogcllbre+2.35
Hombre 0.05 - 10 pg/ml I.ISIOQCl‘bre+2.“5

La porcidn de glibenclamida no ligada a pro--
tefnas en porcentaje de la concentracidn total se muestra en

la figura 3.

- 14 -
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PORCION NO LIGADA DE GLIBENCLAMIDA VS
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(4)
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DATOS ESPECTROSCOPICOS

ESPECTRO DE ABSORCION

El espectro de absorciéon fué determinado por
Hajén, Kohler, Schmidt y Spingler (4). Usaron un espectrofo-
tometro Beckman DK2. Emplearon soluciones de glibenclamida
de concentracién de 1.5 a 10mg/100mi de metanol. Los méxi-
mos de absorcién se localizarén a 227 nm {Log = 4.47) a 273m
(Log = 3.20) y a 298nm Log = 3.53. Se caracteriza por la --
aparicién He un plco pequefio entre Jas dos bandas principa -
les a 273 nm. E] espectro es aditivo de los dos espectros -
croméferos independientes del sistema. El mdximo localizado-
a 273 nm corresponde a la primera parte identlficada de la -

molécula en tanto que a 227 nm se detecta la segunda parte.

ESPECTRO DE ABSORCION IR

El espectro de absorcién IR se determind en-
un espectrofotémetro IR Perkin Elmer (de rejilla 225 con com
primidos de bromﬁro de potasio) La sensibilidad es suficlen

te para las pruebas de identificaci6én y pureza.

Se encuentran dos bandas medianamente fuertes

1

a 3313 cm y 3363 cm-1 que se asignan a los grupos amino,

- 16 -
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Otra banda medianamente fuerte aparece en el
intervalo de vibracién de las valencias C-H(2925 en™ ). Uno- -
de los picos afiliados, aunque débil a 2843 cm-' parece ser=
caracterfstico del resto ciclohexilo. Aparece también una -
banda fuerte a 1715 cm-] que se asigna a las vibraciones del

carbonilo procedente del resto benzoilo. (4)

-‘]8-
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ENSAYOS DE PUREZA

PERDIDA AL SECADOD

-

La glibenclamida cuando se seca a 105°C no -

debe perder mis de 1% de su peso.
HUMEDAD
La humedad determinada por el método de Karl

Fisher no debe ser mayor de 0.5%. (3)

CENIZAS SULFATADAS

La glibenclamida no debe tener mis del 0.1%

de cenizas sulfatadas. (3)

METALES PESADOS

Los metales pesados determinados en 1.5 gra
mos de muestras seglin el método de la Farmocopea Britdnica-

no deben encontrarse en cantidad mayor a 2 ppm de Pb. (3)

- 20 -



SUSTANCIAS RELACIONADAS

[

La determinacidn de las sustancias relaciona
das con la glibenclamida se efectia por el método de cromato
grafia en capa delgada. Se utilizan placas de silica gel GF
254 y como eluyente croroformo-ciclohexano - etanol (96%)- -

dcido acético glacial (45 : 45 : 5. : 5),

Las sustancias relacfonadas con glibenclami-~
da son:
4~ [2-(5-cloro-2-mctoxibenzamido)N etil] bencensul fonamida, -

producto Intermediario de sus sintesis y N-4- [2-(5-cloro-2-

metoxibenzamido)etil ] bencensul fonil-N-metilcarbamato de et}

lo. (3)

- 21 -
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SINTESIS DE LA GLIBENCLAMIDA

Al hacer una revisidén del desarrollo histéri
co sobre el uso de l'a glibenclamida en la terapia hipoglice-

miante, se encontrd lo siguiente:

El conocimiento de las sulfonilureas como an
tidiabéticos orales, comienza con la introduccidén de la car-
butamida y la tolbutamida por Boehringer Mannheim y Farbwer-
ke Hoechst en 1956. Esto causd investigaciones extensas en
el mundo sobre la quimica y la farmacologfa de esta clase de

compuestos.

Una vez que se encontré la posible variabil]
dad de Z y RH en la férmula I, sin pérdida de la actividad -
hipoglucémica, se sintetizaron gran nimero de sustancias te-

rapéuticamente activas.

z-@—soz-nn-co—nn-u’ Férmula I

Algunos aflos antes, estos mismos investigado
res descubrieron un tipo de sulfonilurea que tenfa una alta-
actividad para bajar el nivel de glucosa en sangre. Esto se-
pudo observar con la insercidon de una cadena alquilica entre
ciertos grupos Z y el nidcleo bencénico, incrementando la ac-

tividad (férmula 11),



Z-alquil-<;3}SOZ-NH-C0-NH-R' Férmula 11

El mejor efecto hipoglucémico se observa si-

Z estd en la posicién & (férmuta 1). El grupo Z puede ser:
, R
-0H -0CO00R -C-NT
2] ' R
I.’
-CO-R =NH-CO~-R 0

Especialmente fué favorable la investigacidn

sobre acilaminoalquilbencensulfonilureas (Férmula 11}

R-CO-NH-ALQUIL——<::>PSOZ-NH-CO-NH-R' Férmula 111

Algunos compuestos de esta serie en donde --
R = -CH3 fueron descritos por Momose, Shogi (1961) (5). En -
conexidn con las correspondientes aminoalquilbencensulfonil-
ureas libres, Boyono compara la N-acetilaminaetilbencensul -
fonilt-N'-etijlurea, asi como los correspondientes propil y bu
til derivados y la N-acetil-aminoetiI-bencénsulfonil-N'butiL

urea, con carbutamida encontrandola menos activa.

Durante extensas investigaclones, se sintet]
26 un considerable ndmero de acil-aminoalquil-bencensulfoni-
lureas con desconocida pero alta actividad para.bajar el ni-

vel de glucosa en sangre., Estas son fdaciles de obtener,

-23_



Generalmente pueden ser sintetizadas hacien=-
do reaccionar aminoalquil-bencen-sulfonamidas con derivados-
activados de acidos, los resultados son acil-aminoalquil-ben
censulfonamidas que junto con isoci{anatos dan las sulfonilu-

reas, pero pueden utilizarse otros métodos,

La mayorfa de los compuestos preparados pre-
sentan la férmula general:

R-CO-N-Y-Fenil-Soz-NH-CO-NH-R' Férmula [V

Donde:

R-CO0 = Radical de un dcido orgdnico

NH-R'= Radical amino derivado de un gran ndmero de radi-
cales alifdticos, cicloalifaticos, policiclicos y
arilalifaticos,.

R! = H, radical alifdtico o radical aromdtico

Y = Cadena hidrocarbonada conteniendo de | a 4 &tomos
de carbono.

La férmula general estd dada para un gran nd

mero de compuestos.

burante el desarrollo de estos compuestos, -
se encontraron también relaciones importantes entre su €5 =~

tructura quimica y su actividad farmacolégica.

-



As{ por ejemplo compuestos que contienen co~
mo R' el radical ciclohexilo, tienen un buen efecto hipoglu-
cémico y haciendo variaciones adicionales de R' y Y se llega
a la conclusién de que los compuestos més interesantes desde

el punto de vista farmacolégico estan dados por la férmula -

v

R-CO-NH-CHZ-CHZ-QSOZ-NH-CO-NWO Férmula ¥

Casi todos los compuestos derivados de esta-
estructura bajan el nivel de glucosa en sangre en conejos, =

mucho mds que tolbutamida o carbutamida,

Las propiedades de las acilaminoalquil-ben==
censulfonilureas dependen especialmente de la naturaleza del
componente acilo R-C0; el cual ha sido modificado sistemdti-
camente., .Entre las posibilidades de R como grupo alifético,
aromdtico, arilal ifitico y heterociclico, las benzoamiddet!l-

"

bencen~-sulfonilureas nos dan las series mas interesantes.

El compuesto:

@-co-nu—cuz-CHZO-GOZ—NH—CO-NH-O

mostré sorprendentemente una actividad mayor que la tolbuta-
mida en mds de 100 veces. Esta fué la clave para futuras in-

vestigaciones,
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La modificacidén del grupo benzamido por in -
troduccién de sustituyente en el anillo aromdtico, trajo nue
vos éxitos. Asi, la introduccién de un grupo orto metoxi da-
varios compuestos con los cuales el efecto de bajar el nivel
de glucosa en sangre se inicia con dosis muy bajas. Estoi se
extendid también considerablemente a algunas sulfonilureas -

que tenflan cloro como sustituyente en la posicién 3.

@—CO-NH-(CHZ)ZOSOZ-NH-CO-NHO
cl

o SRR, S

" )-co-NH-(cH,), 50, -NH=CO-NH

La actividad méxima fué investigada por com-
binacién de ambos principios, dando como resultado la N-4-(o
-(5-cloro-2-metoxi-benzamido)etil)-bencensulfonil-N'-ciclohe
xilurea, que es la glibenclamida, motivo de nuestro estudio.

(5)

Ci
D—CO-NH- (CHZ)Z—OSOZ-NH-CO-NHO

oCH
3

En la industria farmacéutica se usan actual-
mente por lo menos 4 métodos para sintetizar sulfonilureas.-

En todos éstos la (nica sustancia en comin es la sulfonamida:
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Una sintesis general para estos compuestos -

es la siguiente:

l__,______________) LI
1) R‘SOZNH2 + CLCOR R1502NHC00R

R,SO,NHCOOR' + H_NR, -~ R, SO NHCNHR2

1772 22 1772 a
0
D s S ¢ ;
1) RISOZNHZ + KNCO _ R1502NH3NH;<
0

‘R]SOZNHCNH2'+ HZNRZ —_— RISOZNH%NHRZ

i
Q 0 .

111) R]SOZNHZ + OCNR, «——————r R SO, NHCHNHR

2 1772 N 2
0
———ey
1v) R‘SOZNH2 + SCNR2 R‘SOZNHf\NHR2
. B S
HEPTANO
R1502NHCNHR2 > R]SOZNHCNHR2
i \
S 0

{15)
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A continuacidén se cita una de las sTntesis =
més usadas para la obtencién de la glibenclamida, la cual in

volucra ¢ pasos.

Las principales sustancias que intervienen -
en estos pasos son: acido 2-metoxi-benzoico, 2-fenil-ectilami

.na e [socianato de ciclohexilo.

Como se puede ver en la siguiente figura, la
molécula de sulfonilurea se origina hasta el Gltimo paso, --
por la reaccién entre la sulfonamida vy el isocianato de ci =

clohexilo,



ct
-COO0H

0CH
CHy

Ac.S-cloro 2 Metoxlbcqzolco

ci
-COC|

0CH

Cloruro de 5 cloro-2ietori-benzoilo

CI2
A.- C O0H >
t - BuCt
0CH
3
Ac.2 Metoxi-benzoico
cl
SOCI2
B.- -COOH 5
0CH
3
c!

- _é"$
c. COCI + H,NHCH,

etil

{’ >
1 - -
COLHCH2 CH2

OCH

N

H-{2-fenil eti!) 5 cloro 2 metoxi benzamida

OCH
3
) 2 fenil
C
. ]
cl
D.- CO.-I‘ICHZ‘Cﬂz'@
GCH
3

cl

y e

ils]

HZso,CH

2

A
Cacl, 9-5 7
xS

NATH, € ‘
KaCH, 124<:>}602c|
'3

Cloruro de o-{S5-cloro, 2 metoxibenzanido N etil)
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cl

NHQOH
CONHCHZ"CH2 502 Cl
NH
3
0
CH3
]
CONHCHZCH2 SOZNH2
OCH3
p- [N(S cloro 2 metoxi bencil) amino etH:] -
cl bencensul fonamida
CONHCHZCH2 SOZNH2 +0=¢C=N
Isocianato de
0CH, Ciclohexilo
C1
(CH3)2C0
——— CONHCH,CH SO,NHCONH
NaOH,0-2° 272 2
CH
3

1- [ll-[:2-(5-cloro-2-metoxlbenzamido) etil] bencensulfonil]-}

~ciclohexilurea.

(Glibenclamida) ¥6)
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Es importante mencionar que para llevar a ca
bo la sintesis de la glibenclamida descrita anteriormente se

utilizan sustancias que son faciles de conseguir.

El uso de las sulfonilureas para controlar -

la diabetes significa un gran avance para evitar el uso de -
la in;ulina, aunque esta sigue siendo de gran importancia pa
ra controlar el nivel de glucosa en sangre cuando el pacien-

te no se puede controlar con otros medicamentos.

El desarrollo de nuevas sulfonilureas ha si-
do muy rdpido v por su efectividad se piensa que en el futu-
ro, la diabetes se podrd tratar con productos totalmente sin
téticos, de los cuales los mds importantes, por el momento -
son las sulfonilureas y de éstas la que ha mostrado mayores-

ventajas para su uso es la glibenclamida. .



CAPITULO V

METODOS ANALITICOS



METODOS DE ANALISIS

De acuerdo a las caracterfisticas estructura-
les de la glibenclamida, se han desarrollado diferentes ti--
pos de métodos analiticos, muchos de ellos aplicados en estg'
dios farmacoldgicos y clinicos, para determinar la concentra
cion de esta sustancia en flufdos bioldgicos {svero, orina,-

etc.) asT como en sus preparados farmacéuticos.

De éstos métodos analiticos se han recopila-~
do en este trabajo los mds importantes y algunos de ellos, -

por considerarlo de interés, se citan en forma detallada.

!

METODOS POR TITULACION ACIDO - BASE

Estos métodos se basan en las propiedades ~--
dclidas de la glibenclamida. Pueden a su vez dividirse en vo
lumétricos directos y en potenciométricos y es factible 1le-

var a cabo ambos .tipos de métodos en medios acuoso y no acuo

SO.

METODOS VOLUMETRICOS DIRECTOS

Como se menclond anteriormente €stos métodos -

se basan en las propiedades aclidas de la glibenctlamida.
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1) Tlitulacién con NaOH 0.1 N

Se disuelve la muestra en etanol (96%) ca - -
liente previamente neutralizado, Se titula con NaOH 0.1 N
.usando solucidén de fenoftaleina como indicador y protegien=
do la mezcla de la exposicidn al diéxido de carbono atmosfé

rico. (5)

2) Titulacidén en medio no acuoso con Metdxido de Litio
0.1 N. &

La glibenclamida se disuelve en tetrametiluy
rea p}eviamente neutralizada. La solucidn se titula con me
téxido de Litio 0.1 ﬁ. Durante el curso de la titulacion -
el extremo de la burcta se mantiene sumergido en ta solu --
cién. Se puede utilizar como indicador azo-violeta al 0.2%
en tolueno. Esta titulacién también puede efectuarse poten

ciométricamente como se explicard mds adelante.(5)

-

METODOS POTENCIOMETRICOS

En la determinacidn potenciométrica de gli-
benclamida se aprovechan también las caracteristicas dcidas

de la molécula y asi podemos citar los siguientes métodos:



1) Titulacidn potenciométrica con NaOH 0.1 N

Se selecciona preferentemente una combi
nacién de electrodos de vidrio-calomel, utilizando mezcla de

'piridlna-agua como disolvente y como titulante NaOH 0.1N (4)

2) Titulacion potenciométrica en medio no acuoso con Me-

téxido de Litio 0.1 N.

Al desarrollar éste método segidn citan-
los investigadores, se utillzd un potencidémetro Pye pH-mv-me
tter, equiéado con una combinacién de electrodo vidrio-~calo-
mel (Pye 401 E-07). EI puente de la solucidn”salina en el -
electrodo se reemplaza por una solucién saturada de KCI .en -
metanol. E}l electrodo modificado se sumerge toda la noche -

en tetrametilurea antes de su uso,

E] farmaco se disuelve en tetrametily =
rea previamente neutralizada. La solucidén.se titula poten =

ciométricamente con metéxido de litio 0,1 N. (k)

HETODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Basandose en las propiedades espectrofotomé-

tricas en la regién U.V. de la glibenclamida, ésta sustancia
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puede determinarse empleando esta técnica. La glibenclamida
tiene 3 miximos de absorcidn, y son a 227, 273 vy 298 nm. Es-
ta técnica resulta adecuada empleando soluciones de baja con
centracidn que sigan la ley de Beer. Los coeficientes de -

extinsidn de Csta sustancia son 0.650 0.505 y 0.547 a 227, -

273 vy 298 nm respectivamente.

1) Determinacion espectrofotométrica de glibenclamida en

suero.,

La fuerte absorcidén de la glibenclamida
en la regidn UV del espectro hace posible su determinacidén -
cuantitativa en suero. €Estos trabajos fueron desarrollados-

por Hadjd, Kohler, Schmidt y Spingier. (%)

La determinacién se realizé en solucidn
acuosa alcalina a 227nm. Las muestras de suero se diluyeron
con solygidn de NaOH 0.01 N y como blanco se empled la misma
solucién alcalina. Se encontré que la cantidad minima detec

table en estas condiciones fué de 0.2 pg/ml,

El suero se prepard mezcldndolo con a -
mortiguador de fosfatos 0.66 M (pH 6.2) y agitando con aceta
to de etilo. E] extracto residual se concentré a sequedad.-

Se recuperd con acetato de etilo para determinar el coefi -~
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ciente de extincidn en un espectrofotémetro Beckman DB a 293

nm y usando celdas de cuarzo de 20 mm. La figura 6 muestra-
. .

la extincidén observada para concentraciones de glibenclamida

-suero. En la figura se encuentran también los resultados -

anilogos de diversos experimentos (n=3) corridos en solucién

acuosa.

Estas pruebas muestran un rendimiento -
cuantitativo de hasta 10 ug/ml en suero. Los valores obteni-

dos en suero informan un 77% del total.
Con ayuda de éste método es posible de¢

terminar concentraciones de glibenclamida en suero, desde 2

hasta 20 ug/ml. (4)

2) Determinacién espectrofotométrica de glibenclamida en

mezcla de etanol -hexano

Este método espectrofaotométrico consiste
en disolver 10 mg de glibenclamida previamente secada a 100°C
durante una hora, en 60 mililitros de alcohol etflico grado -
eépectro,y aforar a 200 mililitros con hexano puro. Comparar
con una solucidn estidndar de glibenclamida a la misma concen-

tracién y leer a 227 nm. (4)
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METODOS COLORIMETRICOS

Los métodos colorimétricos estan basa -
dos en la formacidn de sustancias con propiedades cromogéni-
cas adecuadas para efectuar su‘cuantificacidn. midiendo el -
grgdo de absorcidn ée energia radiante por dichas sustanclas
a una Jlongitud de onda particular. Para lograr esto se efec
tdan reacciones quimicas (cuando un especimen no posee pro -
piedades adecuadas) por med{o.de las cuales la sustancla pue

de convertirse e una especie absorbente.

Un ejemplo de esto es la formacién de -

complejos organomet4licos, (8)

En el caso de la glibenclamida se pue--
den formar complejos coloridos en presencla de algunos reac-
tivos como azul de bromotimol y otros, los cuales presentan=

absorcién en la regién visible del espectro,

1) Determinacién . colorimétrica de gllbenclamida con dini-

trofluoobenceno.

La giibenctamida se puede determinar --
por el método propuesto por Spingler (4) para toibutamida en

orina y suero. La determinacién en suero no es sencilla y -
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las dificultades pueden resolverse haciendo un tragamiento -
previo, aclidulandec la muestra con acido tricoroacético al --
10%, se centrifuga y del sobrenadante se extrae con éter la-
glibenclamida del suero. Una alfcuota de la fase etérea se-
evapora a sequedad y el residuo se recupera con acetato de a
milo, se adiciona dinitrofluorobenceno al 0.1% en acetato de
amilo y se calienta en bafo de aceite a 150°C, se enfrfa ra-

pidamente y se lee contra acetato de amilo puro a 380 nm.

2) Determinacién colorimétrica de glibenclamida con a -

zul de bromotimol.

La glibenclamida en tabletas puede ser-
determinada colorimééricamente tratando la muestra pulveriza
da con cioroformo para disolver la glibenclamida, pasar el -
extracto cloroférmico a un embudo de separacidn, agitar con
amortiguador de citrato-fosfato pH 5.6 conteniendo azul de -
bromotimol y medir la absorbancia del complejd formado en la

capa clogsoférmica, a 414 pm,

Aplicdndose éste método para la determi
nacién de glibenciamida en tabletas conteniendo 5 miligramos
del fdrmaco, se observé que la absorbancia fué lineal para -
10~100 microgramos de glibenciamida por mililitro.. La recu-
peracion fué del 100%, y la desviacidn estandar fué de 0.02-

0.06. (8)



METODOS FLUOROMETRICOS.,

Cuando una solucién de ciertas sustan -
cias se irradia con luz ultravioleta, se puede produbfr fluo
.rescencia, es decir, se produce la emisién inmédiata de lui-
(del orden de 10-8 segundos) por una molécula después de ha-
ber absorbido radiacién. La radiacién emitida tiene longity
des de onda caracteristicas de las moléculas que han absorb|
do 'a luz y no solamente de la longitud de onda del rayo de-

luz incidente. (7)

Esta propiedad la presenta la glibencla

)

mida.

‘Método fluorométrico para la determinac{én de gliben-

clamida.

La glibenclamida muestra una débil fiug
rescencia propia {excitacidén méxima a. 244 nm y 308 am; mixi-
ma fluorescencia a 350 nm). Las determinaciones cuantitatj
vas se logran en . aparatos de alta sensibilidad como el Per -
kin Elmer Hitachl. En disoluciones etanélicas se obtienen -

lecturas de concentraciones hasta de 0.05 pg/ml,

Un método fluorométrico aplicado para -

la determinacién de la glibenclamida en suero, consiste en -



mezclar éste con HC] 0,IN, agitar con cloroformo, centrifu -
gar, tomar una alicuota de la fase cloroférmica, agéegar Na-
OH 0.1 N y centrifugar nuevamente. Una vez terminada la cen
trifugacidn se procede a la cuantificacién de .glibencliamida-

en la fase acuosa. {determinando la fluorescencia 350 nm). =

(4)

METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia es una técnica de sepa
racidn en la que los componentes de la muestra se distribu -
yen entre dos fases, una llamada fase estacionaria, y la o -
tra eluyente, para cromatograffa en colqmna en papel y en ca
pa delgada o fase mévil para cromatografia de gases o liqui-

da de alta resolucién.

E! desplazamiento de 1a fase mbévil se -
manifiesta en yna migracién diferencial de los componentes =

de la muestra.

En el caso de glibenclamida ésta técni-
ca es aplicable en sus diferentes tipos como se verd a contl

nuaclién (9)



1) Lromatografla en capa delgada para la determinacién

de glibenclamida.

En la determinacién de glibenclamida -~
‘por cromatograffia en capa delgada se trabaja con placas de -

sflica gel GP 254, -

Se usan como eluyentes los siguientes -

sistemas:

) Acetato de butilo-~isopropanol-~agua amonTaco (30;50;~
15;5).
Rf = 0.70

1y .’ Cloroformo=-acido acéftco- metanol (95:135). Rf=0,32-
(4)

2) Cromatograffa de gases para la determinacién de gli-

benclamida en plasma.

En el método descrito por Daniele Cas--
toldi y Odoardo Tofaneti, se utilizé un cromatbégrafo de ga -
ses Hewlett Pakard, equipado con un detector de captura de ~

63

electrones de NI y una columna de vidrio de 1.8 metros por
3 mm de didmetro interno, empacada con 0V-17 sobre Chrom ~--

GAW-DMCS de 80 a 100 mallas. (9)
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Las temperaturas de la columna, inyector
i. vy detector fueron de 250°C. Se usé como gas acarreador 5%
de metano en argén a una velocidad de flujo de 100 m}/min. La:
evaluacidén cuantitativa fué efectuada con integrador HP 3380-
A usando tolbutamida como estdndar interno. |

La glibenclamidé se admlnist}é oralimente
a una dosis de 5 mg a 5 a&dultos voluntarios sanos en ayuno --
por 12 horas al tiempo de la administracidn. Las muestras de
plasma se céntrifugaron y se mantuvieron a -20°C hasta el and

lisis.

A muestras de 1 ml de plasma se adiciond
una alfcuota adecuada de estdndar interno (100 mg de tolbuta-
mida en 10 ml de acetqna) se acidificaron con 0.3 ml de &cido
fosférico 0.2 M y se aglitaron con 8 ml de cloroformo. La mez
cla se centrifu§6, la fase orgdnica se separd y se secd adi -
cionando sulfato de sodio anhidro, después se evapord en una
corriente de nitrégeno. ,El residuo se reconstituys con 80 ml
de acetato de amilo y 20 ml de 2,4 dinitrofluorobenceno al --
0.05% v/v en acetato de amilo, La solucidn obtenida se man =
tiene a 130°C por una hora en baho de aceite, después se en =

fria.

La cantidad minima detectable en éstas =

condiciones resulté ser de 5 ng. La técnica descrita es espe
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cffica para glibenclamida y no muestra interferencia de sus
metabolitos, principalmente !a b-hidroxiglibenclamida, la -
cual puede ser determinada cuantitativamente usando el mis
mo procedimiento utilizando para glibenclamida, modificando
las condiciones cromatogrdficas (temperatura de la columna,
inyector y de tector; 300°C, 5% de metano en argdn como gas

i
acarreador a una ' velocidad de flujo de 100 ml/min).

El % de extraccién de glibenclamida y -
tolbutamida en las condiciones del método son del 95 y 88% -
respectivamente. Estos valores se encontraron empleando pla
cebos adicionados de cantidades conocidas de ambas sustan -~
cias, es deéir se emplearon muestras de plasma de pacientes-
no tratados con los medicamentos., También se hizo una curva
de calibracidén con soluciones de glibenclamida en concentra-

ciones de 5 a 400 ng/ml de plasma.

La lineal idad del método fué verificada
para cantidades entre 10 y 100 ng por muestra. Segdn infor-
man Jos autores de la cantidad mfnima detectable es de 100 -

pcg (9°)

3) Cromatograffa de Liquidos de alta resolucidn para la

determinacién de glibenclamida en tabletas.

Wiltliam F. Beyer, (10) desarrollé un mé

todo para cuantificar glibenclamida por cromatograffa de I7-
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quidos de alta resolucidn, en donde utiliza como estdndar in
terno testosterona en concentracién de 0.125 mg/ml disuelta-

en una mezcla de etanol: metano, 95:5.

Durante el desarrollo de ésta técnica-
se uéé un cromatdgrafo de liquidos de alta.resoluéién marca
Dupont, modelo 820, y una columna de acero inoxidable de 100
cm de longitud vy 2.1 mm de didmetro interno empacada con un
polfmero hidrocarbonado {propileno-etilenc al 1% sobfe un so

porte Dubont HCP) .

. Las condiciones de operacién fueron las

sigulentes:

Fase mévil: borato de sodlo 0.01 M con

27.5% de metanol y un‘pH de 9.2.

Velocidad de flujo: 0.25 mi/min y a una

presidon de 500 psig.

Vollmen de inyeccidn: 1t pul.
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PROCED IMIENTC

Las tabletas se homegeneizan hasta obte
ner un polvo fino, se peso una cantidad de polvo equivalente
a 5 mg de glibenclamida y se transfiere a un frasco dmpula -
que contlene 20 m} de estdndar interno, se cierra hermética-
mente y se agita vigorozamente durante 30 minutos, se centrji
fuga y se inyecta en el cromafSQrafo 1 ul del sobrenadante.-
El estdndar contiene 0.5 mg/ml de glibenclamida y 0.25 mg/ml

de testosterona.

El tiempo de retencidén de la glibencla-

mida es de 8.5 minutos y 12.4 minutos el de la testosterona.

£l método resultd ser lineal en un in -
tervalo de 0.2 a 1.8 pg. La recuperacidén del compuesto uti-
lizando placebos adicionados resultd cuantitativa (100.7%) vy

la desviacion estdndar relativa del ensayo fué de 1.81%.(10)

Ademds de estos métodos Wade J, y D, ==
Scott desarroliaron un método cromatogrdfico de ITquidos de
alta resolucidn para la determinacidn ripida de glibenclami-

da intacta en suero de perro. (11)

También Wahline y Melander A. (12) desa

rrollaron un método por cromatografia de ITquidos de alta re
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solucién para la determinacidn de glibenclamida en plasma.

4

RADIOINMUNOENSAYO DE GLIBENCLAHIDA

Un método de radioinmunoensayo sensible,

especifico y simple fué desarrollado también para la determi
bnacién de glibenclamida. El antisuero para glibencliamida es
obtenido de conejos inmunizados con un antigeno preparado =--
por la conjugacidn de la sal de diazonio de'N-(p-amino-benzg
midoetil)~bencen~sulfoni-N' ciclohexilurea a albimina de sue
ro bovino a través de la diazocopulacién. La glibenciamida~
marcada con H3 es usada como un trazador. Para separar la
glibenclamida marcada unida y libre en la mezcla de reaccién

se usd carbdn recubierto con Dextrdn,

El radioinmunoensayo es cabaz de detec-
tar cantidades hasta de 25 pcg de glibenclamida directamente
en plasma sin necesidad de extraccién., El antisuero usado =
para el ensayo fué altamente especifico y no reacciond con

los principales metabolitos conocidos de la glibenclamida.

(13, 14)

.[47..



Como se puede observar se han desarro -
llado numeroscs métodos para la determinacién de glibenclami
da en flufdos biolégicos que son importantes tanto para los
estudlos farmacolégicos como paré la adecuada vigilancia te-
rapeltica de paclentes tratados con éste fdrmaco, dado el ti

po de actividad que presenta.



CAPLTULO VI

FARMACOLOG! A



FARMACOLOG I A

En este capitulo se incluirdn los aspec

tos farmacoldgicos mas importantes de la glibenclamida.

Como se dijo anteriormente un aconteci-
miento importante en el tratamlento de la diabetes, fué la -
Introduccién de agentes hipoglucemiantes eficaces de adminis

tracidn oral.

En 1930 Rufz y colaboradores encontra -
ron que ciertas sulfonamidas modificadas tenfan un efecto hi

poglucemiante.

Posteriormente Janbon y colaboradores -
en 1942, en el curso de estudios clfnicos sobre el tratamien
to de la fiebre tifoidea descubrieron que una sulfonamida --
(p~aminobencensulfaminoisopropiltiadiazol) provocaba hipoglu
cemia. En 1950 Loubatiers, colaborador de Janbon, descubrid
que éste compuesto no tenfa efecto hipoglucemiante en el ani
mal compfetamente pancreatomizado y sugirié que la accidn de
la sulfonamiga era el resultado de la estimulacién del pén -
creas para secfetar insulina. La aplicacidn practica de es-

tos importantes hallazgos no fué aprovechada hasta que Fran-

ke y Fuchs observaran que el agente antibacteriano carbutami
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da, usado para el tratamiento de enfermedades infecciosas, -

bajaba el nivel de glucosa en sangre, y asi demostraron la

I=

tilldad de la carbutamida en el tratamiento de la diabetes.
Poco tiempo después, en 1956 la Eompa -
fita farmacéutlca Hoechst, sintetizé la tolbutaﬁida, sustan =
c¢ia que no tenfa accidén antibacteriana, de menor toxicidad -
que la carbutamida y que pronto logré aceptacidn para el tra
tamiento de ciertos pacientes diabéticos. Asi comenzé a sur
gir la primera generacidn de sulfonilureas, entre las que se

encuentran:

a) Cloropropamida, sintetizada en 1957.

b) Acetoxamida, sintetizada en 13963.
c) Tolzamida, sintetizada en 1966,

Buscando compuestos de menor toxicidad-
y.de mayor actividad que los anteriores, fué como se empeza-
ron @ sintetizar las sulfonilureas de la segunda generacién,
entre Tas que se encuentran, glipzida, glibornuride, glica;i
da, glibutamida, glifumida y glibenclamida, siendo &ésta Glti

ma una de las mas activas y de menor toxicidad. (17).
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MECANI SMO DE ACCI ON

Para entender el mecanismo de accidén de

ta glibenclamida, es necesario conocer la manera como es se-

cretada la insulina.

La insulina estd formada por dos cadg -
nas de aminodcidos unidas por puentes dlsulfuro. Aunque se
admiti6 que las cadenas A y B -se sintetizaban por separado vy
luego se unfan en las células B de los Islotes pancredticos,
Steiner y col., (18) y Chance y col., (19), demostraron que =--
las células B forman insulina a partir de un precursor de ca
dena (nica denominado pro-insulina (20). La insullna puede-
existir como monémero, dimero, o hexdmero, formado por tres-

2+

dimeros. Dos §tomos de Zn se coordinan en el hexdmero, =--

que e5 la forma como la insulina se almacena en las células~
B

La proinsulina es sintetizada en los e-
lementos pollirribSsomicos asociados con membranas del retfcu
lo endoplésmico rugoso de las células B del pincreas. La -~
proinsuliné primero es transfgrida a las cisternas del reti-
culo, después por medio de los elementos de transicidn (ves[
culas) al aparato de Golgi, donde se concentra en los grénu-

los Inmaduros. Aquf comienza la conversidén de prolnsulina a
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'
insulina, finalmente los granulos de almacenamiento que con-
tienen proinsulina e insulina hacen protrusién desde el apa-
rato de Golgl, y se completa la conversidn enzimatica de pro
insulina a insulina, mids péptido C. Los grdnulos pdéden que-
dar almacenados, o ser destrdfdos por los lisosomas, o libe-

rados por emiocitosis (18, 21, 22).

En el hombre la glucosa es el dnico nu-
triente que estimula la biosintesis y secrecidn de Insulina-
en concentraciones fisioldgicas; €sta accién ha sido amplia-
mente estudiada y existen datos demostrativos en el ;entido~

de que es la propia molécula de la hexosa la que resulta se-

cretagoga. (21)

La glucosa parece ejercer un doble pa -
pel, actda como secretagoga por interaccidén con un glucore -
ceptor de la membrana cetular y, claro estd, sirve como fuen
te de energia de las células P.

El hecho de que los agonistas P adrenér
gicos estimulen la secrecidn de insulina suglere que.el AMPc
media la respuesta. También se sabe que el glucagén aumenta
el AMPc en los Isjotes y estimula la secrecién de insulina,~-

(23, 24, 25, L4),
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No estd claro cual sea el papel exacto-

deI'AMPc, pero guarda relacidn con la necesidad de Ca2+. Los

agentes insulinotrépicos sélo actdan en presencia de Ca2+ ex
tracelular y facilitan su flujo. EI AMPC y el Ca2+ activan-
el sistema microtibuios-microfilamentos (fig. 7) que Inter -
vienen en la migracidn emiocitosis de los‘grénulos que con -
tienen insulina. El contenido de insulina del pdncreas es -

paralelo al grado de granulacién de las células B, (26, 27,-

28, 29).

Los individub; con diabetes de aparicién
en la madurez tienen c&lulas B funclonales, como 1o muestra -

la presencia en plasma de insulina y péptido C. (30)

Sin embargo, existe un retraso en la se-
crecidn inicial de insulina cuando es estimylado por glucosa,
inciuso en las formas més tempranas de la enfermedad. El tras
torno de la funcidn de las células B también lo demuestra el
hecho de que se secreta menos fnsulina con ‘una concenfraclén-
determinada de glucosa, en Ios‘diabétlcos y en los que tienen
la enfermedad latente. El defecto puede estar en los glucore

ceptores de la membrana de tas células B. {31, 32, 33)

-

El mecanismo de accién insulinotrépica -
de la glibenclamida hasta 1a fecha no es bien conocido, en lo

que concuerdan los diferentes autores, es en el hecho de que



DEPQOSITOS DEL APARATD
DE GOLG

EMIOCITOSIS -
Y SUS 3 TIEM-
POS.
(DESPRENDIMIENTO,
DIVISION Y LIBE-
RACION).

FIG. 7 ACTIVACION DEL SISTEMA MICROTUBULOS-MICROFILAMENTOS
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la glibenctamida se fija en 1a membrana plasmitica (34, 35,-

" 36).

Existen dos hipdtesis acerca del meca -

nismo de accidn de la glibenclamida:

a) Auymenta el nivel de AMPc dentro de las células

P v por consiguiente se estimula la secrecidn de insulina.

.

b) Actida sobre los lisosomas y libera la amiloglu
cosidasa. Esta enzima hidrollza el glucégeno de las células
p vy eleva el nivel de glucosa intracelular, y por lo tanto -
habrfd una activacidn de los glucoreceptores y dard origen a-
la estimulaci6n de la secrecidn de insulina, debido a que me
jora la sensibilidad de los glucoreceptores de las células B

a la glucosa extracelular. (fig. 8)

Lundquist (37, 38), apoya la segunda hi
pdtesis, ya que una serle de experimentos realizados in vivo,
mostraron una activacidén de los lisasomas y una liberacién -
de la amiloglucosidasa, observando también un aumento en la
actividad de ésta enzima minutos después de la inyeccidn in-
}ravenosa de glibenclamida y observégdose un aumento de los~-

niveles plasmdticos de insulina.
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Cualquier hipdtesis que apoye un mejo==
ramiento en la sensibilidad de los giucoreceptores de las cg
tulas p por efecto de la glibenclamida, éxp\icarfa los resu]
tados obtenidos por Malassie (39), quién observd que la gli-
benclamida presenta una accidén insulinotr6pica, la cual es -
funcidn de la glucosa extracelular (fig. 9). Esto explica -
que la secrecién de insulina, bajo la accién de la glibencla

mida se incremente con la glicemia.

Agf el mecanismo de accién de la gl{bég
clamida, queda en elkterreﬁo déila investigaclién, lo que sT-
se sabe a ciencia cierta es qqé provoca la desgranulacién de
las células P de los islotes de Langerhans, con lo'cual pro-
duce un aumento en la cantidad y velocidad de secrecién de -
la insulina, Esta evldencia.se ha basado en una variedad de
estudios experimentaleﬁ y‘cifnlcos, que en forma inequlvoca-

permiten aseverar &sta clonclusién {(40-75).
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ACCIONTERAPEUTI CA

Existen numerosos y extensos estudios -
sobre la accién terapéutica de la glibenclamida, pero para -
el propésito de nuestro trabajo, resultarfa Imprdctico des -
cribirlos, por lo que sélo daremos a conocer las conclusio -

nes de los estudios de mayor interés.

Con base a los estudios reallzados.por-
los diferentes grupos experimentales, se puede concluir que
!; glibenclapida es un potente agentes hipoglucemiante, ca -
pdz de bajar los niveles de glucosa sanguinea en Individuos-

'adultos sanos y en pacientes con diabetes de aparicién en la

madurez. (76-84).

Christ y col. (85) afirman que las con-
centraciones maximas en plasma se alcanzan a las cuatro'ho -
ras y las determinaciones rpalizada; 24 horas después, mues=-
tran que los niveles plasmdticos de la gl!benclahlda disminu
yen en mds de un -95% de los detectados a las cuatro horas, =
No obstante, se demuestra que el efecto hipoglucémico del --
farmaco persiste eﬁ_los individuos adultos estudiados, 15 ho
ras después &e una dosis Inicial de 5 mg de glibenciamida. -

Esto se demostrd con la determinacidn de la glucosa sanguf-

nea en individuos que se encontraban en ayunas y fué signifl
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cativamente mas baja que los valores obtenidos en los indivl
duos control.

En todas las pruebas realizadas después
de 15 horas de la administracidén del firmaco a los pacientes
diabéticos, se conflirmé la-accién hipoglucemiante de la gli-

benclamida durante éste perfodo.

Otros autores diflereﬁ‘en el tiempo de-
duracidén del efecto. Diferentes informes sobre el empleo de
la glibenclamida en la investigacidn clinica en humanos, de-
muestran que ésta sulfonilurea es un hipoglucemiante efecti-
vo que puede ejercer su efecto durante 24 horas, después de

una dosis oral dnlca en el desayuno, o después de la comida-

de mayor aporte calérico.

Existe una relacién directa en la dosis
efecto y se sabe que con doslis exageradas se puede provocar-
.hfpoglucemia'marcada. Por lo que, los enfermos deben ser --
controlados en forma estrecha desde el punto de vista de su
glicemia. La mejor forma de encontrar la dosis de sostén de
la glibenclamida, es iniciar el tratamiento con dosis reduci
das y aumentar §stas progresivamente hasta que se demuestre-
que la glucosuria desaparece o es minima. Debe hacerse hin-
tapié, sin embargo, que cuando el fdrmaco se administra inil-

cidndose el tratamiento en grandes dosis, o que la dosis dia
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ria se aumenta rdpidamente, el riesgo de hipoglucemia es con

siderable en individuos ancianos. ¢

0'sullivan (86), recomienda que la admji
nistracién del medicamento se inicie‘a dosis de 5 mg diarios
y cuando el enfermo se encuentre hospltalizaao, ésta puede -
ser aumentada a razbén de 2.5 mg al dfa, pero en pacientes ex
ternos, la dosis debe aumentarse con incrementos semanales -
de 5 mg, hasta que el diabético sea contrelado llegando a do
sis mdximas de 20 mg al dia. Sin embargo, al iniciar (a te-
rapia a base de 2.5 mg al dfa y sl con la dosis inicial no -
se obtuvieran los resultados éptimos, tres o cuatro dias des
pués se aumenta la dosls a razén de 2.5 mg. Este esquema es
el més agonsejable, es posible aumentar la dosis progresiva-
mente hasta 15 mg al dfa. Cantidades mayores habftualmente-
no reportan beneficio efectivo. Cuando seladministra ésta -
Gitima dosis, es preferible fraccionarla en dos tomas des =--

pués de las comidas de mayor aporte caldrico del dfa.

REGIMENES DE._ADMINISTRACION

a) Para los diab&ticos que no responden favorable
mente sélo al régimen dietético y en el caso de cambio de ==

tratamiento en diabéticos compensados con otros hipogluce -~
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miantes orales que acusan intolerancia (el cambio se efectia

de un dTa para otro}:

Infciar con media tableta dlaria (2.5 -
mg). SI la dosis inicial no resulta.satlsfactoria es necesa
rio aumentar la dosis diaria con otra medla tableta, y asT -

sucesivamente hasta obtener el control d&ptimo.

Los casos de diabetes incipiente pueden

controlarse con media tableta diaria.

La mayorfa de los pacientes requieren -
de una dosis de 1 a 3 tabletas dlarias (5 - 15 mg). .Se reco

mfenda que cuando haya que administrarse mis de 10 mg al dfa,

la ingesta se haga en dos tomas.

b) » Diabéticos que no responden con otros hipoglu-
cemiantes orales (fracasos-pfimarios y/o sqcundarios). El -

camblio se efectda de un dia para otro,

El tratamiento se Iiniclari con una ta -
bleta diarfa. Segin la respuesta obtenida y en caso necesa-~
rlo, la dosis.podr8. ser aumentada en forma gradual, de media

tableta en media taBleta.
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Generalmente la dosls mdxima diaria es
de tres tabletas. Cuando se hace uso de esta dosis, es con-
veniente administrarla en dos tomas. Se ha comprobado que-
muchos pacientes pueden ser tratados satisfactoriamente con-
la glibenclamida, aunque no se hayan podido controlar adecua
damenfe y durante un tiempo prolongado ,con otras sulfonilurg
as. .

c) Cambio’ ' de insulina a glibenclamlda. Phra.aqugl
ltos enfermos adu[tos con necesidades de Insulina menores a
bo U.I1. y breve duracién de la enfermedad, el cambib puede e

fectuarse de la siguiente manera:

) 1) Suspender el tratamiento previo.
p

) Se administrard una tableta de glibenclamida -

al dfa, preferentemente por la mafana.

Se controlard la situacidn metabdlica vy
segun la necesidad se aumentard la dosis a dos y hasta tres-

tabletas al dTa, de media tableta en media tableta.
En todos los casos, cada aumento en Jla

dosis debe ser determinada previa prueba de glucemia y glu-

cosuria,
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Los informes de Da?idson y otros aut6 -
res (51, 76, 77, 78), consideran que la glibenclamida es un-
potente agente hipoglucemiante tanto en individuos normales-
como en pacientes con diabetes de aparicidn en la madurez. =
La tolerancia clinica al medicamento es muy satisfactoria vy
el control de los niveles sanguineos de glucosa se logra réd-
pidamente . VLos efectos secundarios en un grupo de pacien-=
tes tratados durante siete meses, fueron minimos y desprecia
bles, no obstante que algunos de ellos recibleron dosis has-=

ta de 30 a 40 mg al dfa.

La actividad de ésta sulfonilurea se de
muestra porlel hecho de que puede Tograrse un control satis-
factorio en diabetes de aparicidn en la madurez con dosis --
tan reducidas como 2.5 mg al -dfa, en comparacién con 500 mg-
de cloropropamida 6 100 mg de tolbutamida. (76, 87, 88, 89).

Cuando los pacientes cambiaron el trata
miento de otras sulfonilureas a glibencl;m;da, la mejorfa en
el control de su diabetes fué evidente, no obstante, que Tas
primeras estaban administradas a.dosis mdximas. Como es de-
esperarse, la glibenclamida no puede ser un medicamento sus~-
titutivo de la insulina, por lo que, los pacientes que sélo-

logran el control con 1a hormona, deberd&n permanecer con su

tratamiento,
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En los individuos diabéticos, los nive=~
les elevados de insulina plasmatica encontrados tres horas -
después de la administracidon de la glibenclamida, fueron i -
guales a3 los encontrados 24 horas después de su administra -
cién. Es esta uniformidad de su efecto lo que da diferen---
cias cualitativas y cuantitativas en relaci6én a las otras --

sulfonilureas.

La investigacidén a largo plazo (54), --
por perfodos de un afio, confirman que la glibenclamida es un
potente estimulante de la secrecidn de insulina en diabéti -
cos adultos, y su efecto estimuiante se mantiene aln en pe -

rfodos de ocho meses, sin necesidad de aumentar la dosis.

En resumen, la glibenclamida administra
da por vfia oral tiene un efecto hipoglucemiante en el hombre
docientas veces mayor que la tolbutamida en igualdad de do -

sis.

El efecto hipoglucemiante se manifiesta
més efectivo durante las dos primeras horas después de su ad
ministracién, pero se mantiene hasta las ocho horas con muy
ligera variacién, inclusive puede prolongarse por mas de do-

ce horas,
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La vida media bioléglca del f&rmaco ha

sido calculada entre cinco y siete Horas, por lo que no ---
"

existen problemas de acumulacidn en el organismo. La admi-:
nistracidn prolongada de la glibenclamida durante dos afos,
demuestra que es posible lograr respuestas excelentes y don
trol‘satiéfactorio en el 68% de los casos tratados, compen=-
sacién suficiente en el 14%, insuficiente en el 8% y fraca-
so en un 10%.* Desde otro.punto de vista, la toleranclia se

considerd excelente durante 24 meses en el 96% de los casos

tratados. (90, 91)

Existen varios informes con respecto a
que la gfibenclamida produce un Incremento en el glucSgeno-
hepitico y que la glucosa en sangre es incorporada como gliy

c6geno hepdtico. (52, 93)

Con una baja concentracidn de gliben =
clamida, se demostrd una inhibiclén_della [Ipélisls en las~-
céiulas grasas ai;ladas:' En voluntarios sanos, después de
la administraci6n oral de 5 mg de glibenclamida, se encon -
tré un descenso en la concentraci6n de Scidos grasos libres.

(94, 95)

Por un perfTodo de tres a sels meses =--
los niveles de colesterol descendieron en un promedio de --

56.5 mg/100 m! en 25 de 30 paclientes diabéticos, mientras -
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los niveles iniciales estuvieron por arriba de 240 mg/100m}
Los niveles de triglicéridos descendieron de un promedio de
126 mg/100 ml a 63 mg/100 mi, en un grupo de 90 pacientes «

con diabetes controlada., (96-101)
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ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS

Se han realizado también numerosos es=
tudios sobre la absorcidén, distribucidn, metabolismo vy ex =
crecién de 1a glibenclamida, de los cuales mencionaremos al

S gunos.

ABSORCION

Christ y col, {85), encontraron que =~-
después de la administracién de 5 mg de glibenclamida-a ~--
sefs voluntarios sanos, aproximadamente 81545% de la dosis~

fué ibsorbida.

Los niveles mdximos en sangre, 0.0AH -
pg/ml, fueron encontrados dos horas después de la adminis -
traéién. y se mantiene su efecto por lapsos de 8 - 12 horas
sin necesidad de repetir la dosis, en la mayorfa de los ca-
sos, hasta las proximas 24 horas. ,

En otro estudio realizado por Kellner-
y col. {102}, hsando el férmaco con un tamano pequefio de --
particula y administrando 5 mg de éste, }a concentracibn ==
mds alta fué detectada a las dos horas con un valor de =--~-

0.084 ug/ml.
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Las concentraciones a diferentes tiem-
pos las mostramos en la tabla 1, en éste estudio se demos =
tré que la absorcidn de la glibenclamida es virtualmente -=

completa.

‘ _ Experiﬁentos realizados en ratas, cone
jos y perros han mostrado fw.xe la concentracién de glibencla
mida comienza a ser constante después de dosis miltiples vy .

no se encontrdé evidencia de acumulacidn.

DISTRIBUCION

Después de la administracién létraveng’
sa de la glibenclamida marcada con carbono.catdrce,‘a rato-
nes, se tomaron radlograffég.de todo e!;cuefpo del ratén 'y
ocho horés después se revel6 und acumulacién de radiactivi-
dad Bn el pqréqufﬁa del hfgado ;,en eivlntgftlno. En Srga-
nos tales como hip6fisis, gl&ndula tiroides Y gléndula adre
nal no seJQetecté radiactividad. (103, tO4)

Haptner y col., (106) determinaron el -
volimen aparente de distribucién para la glibenclamida, el

‘cual fué del 52% de peso corporal.,

- 69 -



La glibenclamida se une a las protefnas
plasmidticas en un 99%. Con una concentracién de 10 ug/m] de-
gl ibenclamida en el suero humano, sélo puede encontrarse el

0.5% de glibenclamida libre.

METABOLISMO

La glibenclamida es metabolizada por hi
droxilacién en el C3 y Cu del anillo ciclohexflico, asT nos
da los compuestos 3 c¢is y 4 trans hidroxilados. (105)

Se identificaron también los metaboli -
tos 2-metoxf—5-cIorobenzamida y N=(h-carboxi-benzensulfonil)
N-ciclohexilurea. Estos estudios fueron realizados en cone-
jos, perros y ratas, después de la administracidn intraveno-
sa de la glibenclamida, y se encontraron dichos metabolitos-

en bilis, heces y orina en todos los animales. (106)

En el hombre la glibenclamida adminis -
trada por via oral es absorbida en el intestino. EI princi-
pal metabolito fué identificado también como un compuesto hi
droxilado. Muestras de suero tomadas a las 4,6 y 8 horas -~
después de la administracién oral de la glibenclamida, mues-

tran a las 8 horas un Incremento por arriba del 27% en la --
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concentracidn del 4 trans hidroxi metabolito. Se observd -
que los metabol itos son eliminados tan rapidamente como ' se:
'forman'y no tienen efecto hipoglucemiante significativo. =~

(85, 107, 108, 109)

. EXCRECION

En el hombré después.de la administra-
cién de la gllbenclamida, ellzzz’se excreta por la oripa' y

el 37% en las heces a las 24 horas. (110)

~ .. 'En otro estudio se determindé que el'--
35% se excreta en los primeros cinco dfas, 72% en las heces

y 23% €én la orina.

?u‘La gllbgncl#mfda_se:excreta en la orl-
na cnxforma del 4 trans h(droxl metaboiito: E! férﬁaco- no
_transfbrmado (542) se excreta sdlo“ppr las heces,.pero nd -
por la orjﬁa.' o .

' \.
' ‘ "€l tiempo d§ yldq medla:e5>d§_8.5 hé -
ras {85) o : »



TOX 1 CILDATD

Por lo que se refiere a estudios de ~--
toxicidad y efectos secundarios, se tienen también mdltiples
informes de trabajos realizados, de los cuales citaremos al-

gunos.

La administracidn prolongada por perfo-
dos de siete meses a dos aifios, ha mostrado una tolerancia -~
magnifica del medicamento en mds del 96% de los pacientes --

que la han recibido.

Las pruebas de funcidn hepdtica, urea -
sangufnea y biometrfas hemdticas, fueron normales, después -
de siete meses de tratamiento, no se observé cambio importan
te en el peso corporal. En una de las casufsticas clinicas-~
revisadas, solamente se reportaron dos pacientes, uno con --
diarrea y el otro con erupcidn cutdnea. Durante el perfiodo-
de tiempo que se observd la toxicidad a largo plazo de la --
glibenciamida, no existidé ningln caso con evidencia de hipo-
tiroidismo; la captacidn de yodo ligado a protefna sérlica, -
no mostrd cambios significativos, no se registraron niveles-

por debajo de los limites aceptados como normales.

Se ha reportado el caso de hipoglucemia

severa, en pacientes dlabéticos, pero en la mayorfa de los -
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casos se trataba de pacientes ancianos, que fueron sometidos

a un tratamiento con dosis elevadas. (86)

No se han encontrado informes de acumu-~

lacién después de dosis repetidas de glibenclamida.

Mizukami y col. (111) informa que la --

LD-S0 en rata fuéd de 31750 mg/Kg y de 5900 mg/Kg, en ratdn.

Otros autores también han citado el va-

lor de la LDSO alrededor de esas dosis (112, 113)
También se han reallzado estudios dis -

morfolégicos, de los cuales citaremos uno.

Se administraron dosis orales por arri-
ba de los 2000 ﬁg/Kg diarios a grupos de 20 rétones hemb;as-
de 4 a 13 dias de embarazo, y a grupos de 18 ratas hembras -~
de 6 a 15 dfas de embarazo. Segin Jas conclusiones del estu-
dio,_no existié diferencia en el nimero de fetos vivos o ===
muertos, tampoco se observaron en los productos efectos en.-
el pggo, altura, estructura osea o distribucidn del sexo, en
" tre los pfoductos de los animales tratados y los del grupo -
control. En.conclusién no existieron evidencias de efectos -
dismorfolégicos por el tratamiento con glibenclamida. (111 ,

114, 115).
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Existen también datos de esfudios en -
conejos, a los que se tes administraron 350 mg/Kg de gliben
clamida diariamente, pero no se informa evidencia de efec -

tos di§moffoléglcos por parte de la glibenclamida,

EFECTOS COLATERALES

Son poco frecueﬁtes y habitualmente de

relativa Importancia, pero pueden presentarse casos de rash

.

cutdneo y prurlto, intolerancia géstrica, néuseag, ano}exia_
y fenémenos de sensibilidad.
<

Se han observado algunos casos de trom
bocltopenia y leucopenia, aunque son habitualimente transito
rlgf y sin significacién clinica, pero solamente se han pre
sen;ado con una terapia muy prolongada. (116, 117)

Existe potenciacién de sy efecto con -
los tuberculoststicos, como la etlonamida y con fenilbutazo
na o derivados cumarinicos. Tamblén se pre;enta intoleran-

cia con el alcohol.

Su asocjacidén con otras sulfonilureas~-

y biguanidas tambied puede potenciar su efecto. (117}
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CONCLUSIONES

Después de estudiar la bibliografia in
clufda en éste trabajo y las consideraciones mencionadas en
relacién con la glibenclamida, se pueden hacer las sigulien-

tes conclusiones.

1.~ La glibenclamida estd indicada en la diabetes de apa
ricién en la madurez y es el farmaco de primera elegc

cidn para el tratamiento de éste tipo de diabetes.

2,- Su mecanismo de accidn hasta la fecha ho es bién co-
nocido, lo que si se sabe a ciencia cierta, es que =~
provoca la desgranulacion de las células b de los i§
lotes de Langerhans y por lo tanto existe un aumento
en la cantidad y velocidad de secrecidn de la insulj
na.

3.- Su superioridad con refacién a la tolbutamida y otros

hipoglucemiantes orales se basa en:

a) Su relacidn estructura-actividad. EI radical a
cilamino 'alquilo aumenta su actlvidad hipogluce
miante, la cual! se acrecienta aln mas por la a-
diclén del anillo bencénico; sustitufdo en la -
posicién 2 por un grupo metoxilo y en la posi -

cién 5 por un &tomo de cloro.
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b)

c)

a)

. e)

)

g)

h)

La concentracion mixima en el plasma se alcanza

a las dos horas.

Puede ejercer su efecto 24 horas después de una
dosis oral (nica, en el desayuno o después de -

la comida de mayor aporte caldrico.
Su toxicidad y efectos colaterales son minimos.

La tolerancia clinica al medicamento es muy sa-
tisfactoria y el control de los niveles sanguf-

neos de ‘glucosa se logra rdpidamente.

Se puede lograr un control satisfactorio de la-'-
diabetes con dosis ran reducidas como 2.5 mg al
dTa, en comparacién con 500 mg de cloropropami-
da 6 100 mg de tolbutamida. |
Cuando los pacientes cambiaron su tratamiento -
con otras sulfonilureas a glibenclamida, la me-
JorTa en el control de su diabetes fué evidente,
no obstante que las primeras estaban administra

das a dosis miximas.

Su uniformidad de efecto
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i) Su efecto se mantiene adn en periodos de ocho -
meses, Sin necesidad de incrementar la dosis de

sostén.

1) Su absorcidén es virtualmente completa y no exis

te evidencia de acumulacién.

k) Es posible usar la glibenclamida como un susti-
tuto de la insulina, en aquellos pacientes en -
los cuales los requerimientos de insulina no -~

sean mayores de 40 U. 1.

No obstante la baja toxicidad y efectos colaterales-
de la glibenclamida, el médico debe tener especial ~
cuidado al prescribir éste medicamento y no generali
zar el esquema terapéutico, sino que éste debe ser -
especffico para cada persona, ya que el riesgo de hi
poglucemia severa es considerable sobre todo en pa -
cientes ancianos especialmente cuando el tratamiento
se inicia administrando grandes dosls del farmaco. -~
Por esta razén los enfermos deben ser controlados en
forma estrecha desde el punto de vista de su glice -

mia. La mejor forma de encontrar la dosis de sostén

de Ja glibenclamida, es iniciando el tratamiento con



dosis reducidas y aumentar estas progresivamente, -~
hasta que se demuestre que la glucosuria desaparece~

o es minima.

5.- Se cuenta con una amplia gama de métodos analfticos-
para la determinacidn de la glibenclamida como mate-
ria- prima y en la forma farmacéutica que se presenta,
qué van desde una simp}e titulacién volumétrica, hai
ta el andlisls por cromatograffa 1iquida de alta re-
solucidn, del tal forma qu§ los laboratorios farma-
céuticos podrén utilizar el método que mejor se adap
te a suys necesidades ; recursos, para evaluar la ca-

lidad de los med{camentos que fabrican.

6. - Se h§n desarrollado también numérosos métodos bara'-
la determinacidn de la glibencamida en flufdos‘bio -
lsgicos, que se'consideran de gran utilidad para los

‘Estudios biofarmacéuticos, los cuales servirdn a su

vez para lograr la optimizacién de los esquemas de

doslficacidn que se disehen para este fdrmaco, lo~

gréﬁdose as{ una teraplia méas racionallpara cada pa-

ciente.
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No'obstante que la glibenclamida es uno de los farma
cos de primera eleccién para el tratamiento de Jla ~-
diabetes de aparicidn en la madurez y estd inclufda-
dentro del cuadro bisico de medicamentos del! Sector-
Salud, su prescripcién en estas instituciones en com
paracién con tolbutamida es menor, debido a que la -
glibenclamida es mds cara, ya que el proceso para su

sfntesis es mids costoso.

Dadas las ventajas que tigﬁe la glibenclamida con -~
respeéto a otros hipoglucemiantes orales ; su gran a
ceptacién cifnica, en ﬁéxico existe un laboratorio -
que t!ene'dentro de sus proyectos una sintesls menos

costosa para’ésta sulfonilurea.
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