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RESUMEN

La ketamina es un anestésico intravenoso, que ha sido utilizado a dosis bajas para el manejo
del dolor cronico, el tratamiento de la depresion, demencia y crisis convulsivas refractarias
entre otras patologias. La via oral, es la via de administracion preferida por los clinicos,
para el empleo de dosis subanestésicas. Sin embargo no existe una presentacién comercial

disponible para el uso oral de ketamina.

El objetivo del presente trabajo fue la sintesis y caracterizacion fisicoquimica de un sistema
polimérico de gelatina tipo B, para liberacién controlada de ketamina oral, asi como el

analisis de su cinética de liberacion, en un modelo in vitro.

Se logré sintetizar un potencial excipiente para la administracion oral de 50 mg ketamina,
utilizando un polimero de gelatina tipo B entrecruzado con glutaraldehido. Las
caracteristicas de su cinética de liberacion de primer orden en un modelo in vitro,
mostraron que el sistema puede ser una opcién viable y reproducible para ser utilizado
como un sistema de liberacion controlada de ketamina oral, al liberar en promedio 50% del

farmaco en 40 min.

Aunque el potencial sistema de liberacion controlada de ketamina via oral disefiado, es
reproducible y factible para su produccion en serie, requiere de su estudio en modelos

bioldgicos para ser utilizado en el campo clinico.



SUMMARY

Ketamine is an intravenous anesthetic, which has been used at low doses for the
management of chronic pain, the treatment of depression, dementia and seizures refractory
among other pathologies. The oral route is the route of administration preferred by
clinicians, for the use of subanesthetic doses. However, there is no commercial presentation

available for oral use of ketamine.

The objective of this work was the synthesis and physicochemical characterization of a
polymeric system of gelatin type B, for controlled release of oral ketamine, as well as the

analysis of its release kinetics, in an in vitro model.

It was possible to synthesize a potential excipient for oral administration of 50 mg
ketamine, using a type B gelatin polymer crosslinked with glutaraldehyde. The
characteristics of its first order release kinetics in an in vitro model showed that the system
can be a viable and reproducible option to be used as a controlled oral ketamine release

system, by releasing on average 50% of the drug in 40 min.

Although the potential orally controlled ketamine controlled release system is reproducible
and feasible for mass production, it requires its study in biological models to be used in the

clinical field.



1. ANTECEDENTES
1.1. Ketamina

1.1.1. Generalidades de la ketamina

La ketamina es un farmaco derivado de la fenciclidina, fue sintetizado para su uso como
anestésico disociativo desde 1965%. Desde ese entonces, se comercializa como una
solucion inyectable acida (pH 3.5 — 5.5) que contiene de cloruro de sodio y cloruro de
benzalconio como conservadores. La presentacion comercial contiene una mezcla racémica
de sus enantiémeros épticos: R(+) y S (-). El enantiomero S (-), es 3 a 4 veces mas potente

que su enantidmero dextrégiro y se desnaturaliza a una temperatura de 93° C®.

Aunque posterior a su comercializacion, la ketamina fue ampliamente utilizada en el campo
de la anestesia, el advenimiento de otros farmacos con menos efectos secundarios y el
empleo de la ketamina como droga de abuso®, han mermado su utilizacion. Actualmente
se le han encontrado efectos terapéuticos en el tratamiento del dolor agudo, el dolor crénico

y algunos trastornos neurolégicos™® que se describiran mas adelante.

1.1.2. Farmacodinamia de la ketamina.

El nombre quimico de la ketamina es: clorhidrato de 2-(o-clorofenilo)-2-(metilamino)
ciclohexanona®, tiene un peso molecular de 238g/mol, un pKa de 7.5, parcialmente

hidrosoluble y altamente liposoluble®.



El principal mecanismo de accion de la ketamina, involucra su interaccion farmacoldgica
con receptores localizados en membranas neuronales del sistema nervioso central,
denominados receptores N-metil de aspartato (NMDA). Estos receptores, son complejos
proteicos tetraméricos, compuestos por dos subunidades NR1 y 2 subunidades NR2, que en
conjunto forman un canal i6nico”). La activacion y apertura de este canal, permite la
entrada de calcio y sodio a la neurona y facilita la salida de potasio al espacio
extracelular®. En un estado de reposo, el dominio extracelular del receptor NMDA se
encuentra ocupado por ion magnesio (Mg?*); cambios en el potencial de membrana
neuronal, disminuyen la afinidad del Mg?* por el receptor, hasta lograr su disociacion del
mismo®. Asi se logra que el dominio extracelular, esté disponible para su unién simultanea
de los ligandos glutamato y glicina, los cuales son co-agonistas y se lleva acabo entonces su

activacion y apertura®19,

El mecanismo de accién mejor conocido de la ketamina es el bloqueo no competitivo del
receptor NMDA®. Por lo tanto, la ketamina bloquea las funciones excitadoras del receptor
NMDA en sistema nervioso central (SNC), modificando una serie de procesos fisiol6gicos
que incluyen el procesamiento de la memoria, el aprendizaje, el estado animico, la
percepcién del dolor, el desarrollo de plasticidad neural, e incluso, el inicio y
mantenimiento de fendémenos de sensibilizacion central asociados a un dafio o inflamacion

de tejidos periféricos®®, entre otros.

Caracteristicamente, el blogueo de receptores NMDA por la ketamina produce un estado
anestésico disociativo. Este efecto clinico se puede explicar en parte, a que el blogueo

NMDA es altamente selectivo e intenso en regiones especificas del SNC como el



hipocampo, talamo y sistema limbico®?. La actividad epileptiforme derivada del bloqueo
del receptor NMDA en éstas &reas, sugiere que pudiera existir una desincronizacion
sindptica en areas emocionales, cuya consecuencia, es el estado anestésico disociativo de la
ketamina, un estado mental que Domino describe, después de observar sujetos bajo efectos
de la ketamina, quienes no se encuentran dormidos, ni anestesiados, sino mas bien
disociados de su entorno®. Por otro lado, Kayama describe que la actividad
electroconvulsiva registrada en el electroencefalograma (EEG) de pacientes anestesiados
con ketamina, sugiere que la pérdida de la conciencia es semejante a la que experimentan
los pacientes con epilepsia de tipo pequefio mal, pues el trazo electroencefalogréfico es
muy similar en ambos casos®®. Sin embargo un solo mecanismo de accion resulta

insuficiente para explicar los efectos psicotrépicos de la ketamina.

Otro mecanismo de accion de la ketamina, implica un agonismo parcial de receptores
opioides tipo W, justificando en parte la sensacion placentera, la analgesia y el efecto
sedante de este farmaco. De forma sincrénica, se ha demostrado que la ketamina actla
como un agonista de receptores opioides tipo o, los cuales estan vinculados a la aparicién
de alucinaciones, actividad electroconvulsiva, disminucion y desensibilizacion del dolor
cronico!®. Otros mecanismos descritos por Sleigh et al. incluyen interacciones no bien
dilucidadas de la ketamina con receptores y neurotransmisores presentes en el sistema
SNC. Destaca la modulacion de receptores NMDA no dependientes de glutamato, mejor
conocidos como receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5metilisoxazol-4-acido propidnico,
por sus siglas en ingles), una modulacién del sistema colinérgico, el aumento de la
liberacion de noradrenalina y dopamina, el bloqueo de canales de Ca?* tipo L y la

modulacion en la liberacion de 6xido nitrico (ON) y glutamato®®).



Otras interacciones de la ketamina a nivel genético neuronal, son la disminucion de la
sensacion dolorosa en modelos de dolor neuropatico. El mecanismo descrito es la supresion
de la expresion temprana de los genes: zif / 268, c-fos, junB, fosB, c-jun, junD, cuya
activacion esta relacionada con lesiones por fuerzas mecanicas en tejido nervioso. Estos
genes se expresan ante la influencia de neurotransmisores liberados en tejido neural,
después de una lesion traumatica. Uno de los neurotransmisores implicados es el glutamato.
La ketamina bloquea la entrada de glutamato a la neurona y modula la expresion de los

genes zif / 268, c-fos, junB, fosB, c-jun, junD, modulando asi el dolor neuropatico™.

Por otro lado, las lesiones traumaticas o degenerativas del SNC, pueden provocar un tipo de
fibrosis Ilamada cicatriz glial. Esta fibrosis neuronal, se produce por activacion de los
astrocitos, los cuales son activados por la liberacion de la proteina &cida fibrilar glial
(PAFG) después de una lesion nerviosa. La cicatriz glial, inhibe la regeneracion axonal y
protege a la neurona frente a la llegada de células inflamatorias y agentes infecciosos®®. La
ketamina limita la activacion astrocitica y microglial en situaciones de trauma y
enfermedades neurodegenerativas, a través de un decremento en la expresion de la proteina
4cida fibrilar glial (PAFG)*®, Con base en lo anterior, la ketamina ha sido utilizada como

adyuvante en el manejo de trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer®),

Se sugiere que la ketamina tiene cierto efecto antiinflamatorio a nivel periférico y puede
disminuir la respuesta inflamatoria sistémica en pacientes con sepsis. Durante una
infeccion, tisularmente se induce una disminucién en la actividad de la adenililciclasa,

produciendo un decremento del adenosin monofosfato ciclico (CAMP), esto conduce a un



aumento en la sintesis y liberacién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) e
interferon gamma (IFN-gamma). EL IFN-gamma y el TNF-alfa son citocinas
proinflamatorias asociadas a alteraciones deletéreas en la homeostasis. El decremento del
CAMP en tejidos dependientes del sistema beta-adrenérgico, tiene como efecto una caida
del gasto cardiaco y el compromiso secundario de las funciones dependientes de la
perfusion tisular en pacientes con sepsis. La ketamina atenda el decremento del cCAMP,
disminuyendo el deterioro en la funcionalidad de la adenililciclasa, limita la caida del gasto
cardiaco y la frena la respuesta inflamatoria sistémica mediada por TNF-alfa y IFN-gamma.
Estos hallazgos parecen alentadores en este contexto, pero los mecanismos

antiinflamatorios de la ketamina atin no se conocen con precision®.

Hasta este punto se puede resumir que la ketamina tiene varios mecanismos de accion
centrales y periféricos que se conducen de forma sincronica e interactiian conjuntamente;
originando una amplia gama de efectos clinicos benéficos y adversos en el ser humano,

siendo dificil aislar estos efectos por separado de cada mecanismo de accion.

1.1.3. Farmacocinética de la ketamina

Ya que la ketamina es un anestésico intravenoso, la via de administracion mas utilizada es
la intravenosa (1V), seguida de la via oral (VO) e intramuscular (IM) y menos frecuentes
son las vias nasal (NS), subcutanea (SC), sublingual (SL), transrectal (TR), entre otras®”).
Las caracteristicas particulares de cada via, se ajustan en gran parte, al objetivo terapéutico
y la preferencia del profesional en salud, aprovechando las diferencias en el perfil

farmacocinético de la ketamina de acuerdo a la via de administracion utilizada. Si se desea



un rapido inicio y una corta duracion del efecto clinico, se preferird la via IV. En el caso
contrario, si administramos ketamina por via oral, el tiempo necesario para que se presente
el efecto biologico sera mayor, pero también la duracion del mismo. El primer escenario, se
puede ejemplificar clasicamente con el uso de la ketamina como anestésico general y el
segundo, en el contexto de la ketamina como adyuvante en el tratamiento del dolor cronico,

depresién y adicciones.

Por lo anterior, los parametros farmacocinéticos de la ketamina, son los correspondientes a
la via 1V, descritos a partir de la administracion de un bolo intravenoso de 1-2 mg/kg de
peso corporal®”. La alta liposolubilidad y distribucion en el SNC de la ketamina, determina
su rapido inicio de efecto, y una corta vida media o de 2 a 4 min, debido una répida
distribucion de la ketamina a tejidos bien perfundidos(. EI término de su efecto, oscila en
alrededor de 10 minutos posteriores a su administracion en el torrente sanguineo®”. Este
comportamiento farmacocinético se corresponde con un modelo de distribucion

bicompartimental, ya que el farmaco no se acumula en tejidos escasamente perfundidos(”.

Siguiendo el modelo bicompartimental de distribucion de la ketamina, se describe una
media B de 2 a 4 h, un volumen de distribucion en estado estable de 160-550 L/70 kgm,
una vida media de distribucion de 24 s, una vida media de redistribucion de 4.7 min, un
volumen de distribucién Vd = 3.1 L/kg, tiempo medio de distribucion (t1/2) de 11 — 16 min
y una escasa unién a proteinas (12%), esto Gltimo, garantiza una alta fraccion libre del

farmaco en plasma®?.



La ketamina tiene un metabolismo hepético, a través de un proceso de N-desmetilacion,
mediante el sistema del citocromo P450. Una disminucion del flujo sanguineo hepético o la
presencia de cirrosis hepatica, disminuyen el metabolismo de la ketamina e incrementa su
biodisponibilidad, cuando se administra por via oral. Los metabolitos derivados de la
biotransformacién de ketamina son la norketamina (80 % de la ketamina es transformada a
norketamina), la 4-hidroxi-ketamina y la 6-hidroxi-ketamina(”). De estos, la norketamina, es
una forma activa de la ketamina, pero tres a cinco veces menos potente®®. La norketamina
es hidroxilada y conjugada hasta volverse hidrosoluble e inactiva. EI compuesto
hidrosoluble resultante, es excretado junto con el resto de metabolitos via renal. El
aclaramiento descrito es de 12 — 17 ml/kg/min y un tiempo medio (t1/2) de eliminacion de

2.17 ha",

Cabe hacer mencion que la ketamina ha sido administrada en infusion intravenosa continua,
para el mantenimiento del estado anestésico en el contexto quirdrgico y la sedacion
prolongada en unidades de cuidados intensivos. Algunos modelos tedrico-matematicos,
pueden ser utilizados para predecir el comportamiento de la ketamina en infusion continua
intravenosa. El simulador Rugloop, es el ejemplo de una herramienta digital de gran
utilidad cuando se precisa del mantenimiento del efecto bioldgico de la ketamina por largos
periodos de tiempo. Rugloop, adopta un modelo matematico que permite calcular la vida
media sensible al contexto (tiempo necesario para la disminucion del 50% de la
concentracion plasmatica de un farmaco, posterior a la suspension de una infusion

continua), la concentracion plasmatica tedrica y otros marcadores farmacocinéticos®®).
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La administracion parenteral de la ketamina, generalmente es utilizada en contextos fuera
de la anestesia, cuando no se dispone de un acceso venoso periférico o se pretende su
administracion en dosis Unica. Después de una dosis IM de ketamina, esta sufre un
metabolismo de primer paso, que le confiere biodisponibilidad del 93%. El inicio de efecto
se alcanza a los 5 minutos, la vida media de la fraccion activa es de 1 a 3 h y la duracion del

efecto clinico es en promedio 2 h(19),

La via oral es frecuentemente utilizada en el tratamiento del dolor crénico con ketamina.
Sin embargo, la biodisponibilidad es solo del 20% por esta via, el tiempo de inicio de
accion oscila en los 30 min y la duracién de su efecto es de 4 a 12 h. El retraso en el inicio
del efecto en comparacion con la via IV, estd determinado por la lenta absorcion del
farmaco en el tracto gastrointestinal. El principal metabolito activo, posterior al
metabolismo de primer paso en esta via, es la norketamina 7. La biodisponibilidad de la

ketamina por via sublingual es del 30% y por via intranasal del 45%19),

1.1.4. Efectos clinicos y bioldgicos de la ketamina.

Clasicamente se han descrito los efectos clinicos de la ketamina sobre el SNC, sin embargo
como se describira a continuacion, la susceptibilidad de cada sujeto y la dosis administrada,

puede dar lugar a distintos efectos bioldgicos en el organismo.

La ketamina produce un blogueo de la conduccidn nerviosa por ketamina, mediante un
antagonismo de receptores NMDA. El principal efecto psicotrdpico descrito es la anestesia

disociativa, un estado caracterizado por un fendmeno de catalepsia, catatonia, analgesia y
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amnesia, sin pérdida de la conciencia, lo que diferencia a la ketamina de otros anestésicos
clasicos™®. De forma sincronica, este farmaco produce un patrén epileptiforme en éareas del
sistema limbico®. Un sistema neuronal relacionado con las emociones, cambios en la
personalidad y la conducta. Esta asociacion puede explicar la presencia de suefios vividos,
alucinaciones, experiencias psicodélicas, distorsion de la realidad, euforia, percepciones

auditivas, visuales y tactiles alteradas e intensificadas 9.

Las experiencias psicodélicas, misticas, “extracorpdreas” y de “fusion con el entorno” que
produce la ketamina a dosis bajas (sub-anestésicas), pueden ser encuadradas en un modelo
similar a la esquizofrenia, pero inducida farmacoldgicamente®. Aunque este estado
psicodélico es deletéreo en muchos pacientes, usuarios de drogas de abuso, consumen

ketamina a dosis subanestésicas para buscar dichos efectos 29,

La ketamina impide en cierta medida la actividad del glutamato y glicina (ambos
neurotransmisores despolarizantes) a nivel cortical, derivado del blogueo del receptor
NMDA. Sin embargo los efectos del bloqueo de receptores NMDA, depende del sitio
donde se lleve a cabo, en la corteza cerebral. Mientras en el sistema limbico, el bloqueo del
receptor mencionado produce alucinaciones, en la corteza cerebral tiene un efecto
anticonvulsivo. Actualmente la ketamina es utilizada para el tratamiento de estado

epilépticos refractarios a otros medicamentos de primera linea®.

Por otro lado, ketamina inhibe la recaptacion neuronal de catecolaminas en el SNC,
conduciendo a un estado hiperadrenérgico cerebral®?. El incremento de catecolaminas,

eleva el consumo metabolico de oxigeno cerebral, produce vasodilatacion y un aumento en
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el flujo sanguineo encefalico®”. Observaciones iniciales, afirmaban que la ketamina
aumentaba la presién intracraneal (PIC), situacidon que limito por un tiempo el uso de este
farmaco en patologias que cursaban con algin grado de hipertension intracraneal @2,
Posteriormente dos revisiones sistematicas publicadas por Cohen et al. y Loflin et al.
respectivamente, concluyeron que posterior a la evaluacién de ensayos clinicos controlados,
no se encontré un aumento significativo de la presion intracraneal con el uso de ketamina
en comparacion con la administracion de opioides en sujetos sanos?42), Un anélisis mas a
fondo de la evidencia disponible, pudo concluir que la ketamina puede aumentar o
disminuir el flujo sanguineo cerebral en algunos pacientes, pero la presion de perfusion
cerebral no se ve afectada significativamente. Por otro lado, no hay reportes de dalo
neuroldgico secundario a hipertension intracraneal por ketamina, salvo en aquellos sujetos
con antecedente de hidrocefalia. Resuelta la controversia, solo la hidrocefalia, se considera

una contraindicacion para el uso de ketamina®®.

Clasicamente se ha descrito que los principales efectos de la ketamina sobre el sistema
cardiovascular son el aumento de la presion arterial y la frecuencia cardiaca. EI mecanismo,
es un bloqueo parcial de la recaptura de catecolaminas. Entonces las catecolaminas
aumentan el cronotropismo y las resistencias vasculares periféricas. Sin embargo, el
aumento catecolaminérgico, no afecta el inotropismo. Paraddjicamente el inotropismo
cardiaco se ve disminuido con la administracion de ketamina. Este efecto se explica, por un
blogueo directo de la ketamina sobre canales de calcio tipo L, voltaje-dependientes®®). Los
cambios hemodinamicos, también son dependientes de la dosis utilizada, con dosis
anestésicas, se presenta una hipertension arterial transitoria y un aumento del consumo

metabolico de oxigeno en el miocardio. Sin embargo, el estado hipertensivo transitorio, no
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es constante en todos los pacientes ?”. En cambio con dosis subanestésicas de ketamina,
existe un aumento discreto de la frecuencia cardiaca, y la presion arterial es eleve, sin llegar

a cifras de hipertension®,

Aunque se pudiera hipotetizar que la vasculatura pulmonar pudiera responder al efecto
adrenérgico provocado por la ketamina, un ensayo clinico demostré que no hay cambios
significativos en la presion arterial pulmonar media y las resistencias vasculares
pulmonares con el uso de ketamina®). Asi que en la actualidad, se recomienda el uso de
ketamina como un farmaco seguro y eficaz para la induccion anestésica en pacientes con

hipertension arterial, especialmente en el paciente pediatrico®®39,

Otros efectos conocidos de la ketamina sobre el sistema respiratorio es el aumento de las
secreciones y la capacidad para relajar el musculo liso bronquial, aunque son efectos
antagonicos, el primero parece ser el de mayor consideracién, pues el aumento en las
secreciones respiratorias, puede inducir la presencia de crisis asmaticas en la poblacion
pediatrica®”. Entonces, se recomienda la administracion concomitante de anticolinérgicos
con funcion antisialogoga, en pacientes con hiperreactividad bronquial o asma®®. Ademas
de estos dos efectos, la ketamina tiene escasos efectos en el sistema respiratorio en
pacientes sanos. Posterior a la administracion del farmaco en bolo IV, pueden existir
periodos de apnea intermitente, intercalados con periodos de taquipnea. A pesar de estos,
no hay cambios en la presion arterial de CO2, ni en la vasoconstriccion pulmonar
hipoxica®, por lo que resulta conveniente su utilizacion para la induccion anestésica y la
sedacion en procedimientos que requieren la ventilacion espontanea, una importante

diferencia con otros inductores anestésicos que pueden producir apnea con facilidad.
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Los efectos de la ketamina en el aparto genitourinario, se relacionan con su ingesta oral, por
largos periodos de tiempo. Se sugiere que la irritacion directa del epitelio urinario por la
ketamina o sus metabolitos, pueden causar cistitis intersticial, aumento de la actividad del
musculo detrusor, reflujo vesicoureteral, hidronefrosis®Y y existen casos infrecuentes de

efectos secundarios graves como necrosis papilar y falla renal irreversible@93D,

Una interaccion de la ketamina a destacar, su accién agonista sobre receptores opioides,
que en parte, es causante del efecto analgésico de farmaco y en contraparte, esta
fuertemente asociada con la presencia de mareo, nausea, vision borrosa y cefalea®”. La
nausea y vomito son los sintomas gastrointestinales mas frecuentes asociados al uso de
ketamina®. La interaccion de la ketamina con receptores opioides, la liberacion de
acetilcolina en el tracto gastrointestinal y la inhibicion de sistemas dopaminérgicos en el

sistema nervioso central, son los mecanismos fisiopatoldgicos conocidos al respecto®.

Se reportan casos aislados de hepatotoxicidad con el uso crénico de ketamina, la cual esta
asociada a un aumento progresivo de la peroxidacion lipidica y la formacion de radicales
libres en el hepatocito®. Aunque infrecuente, la de dilatacion de la vesicula y via biliar
son otros efectos secundarios graves de la ketamina. La fisiopatologia parece involucrare

una relajacion del musculo liso biliar por el bloqueo directo del receptor NMDA®Y,

Finalmente, algunas investigaciones basicas indican que la ketamina regula la expresion y
liberacion de citocinas proinflamatorias, lo que le confiere ciertos efectos antiinflamatorios

y analgésicos®. La propuesta, involucra la modulacion la actividad del factor de necrosis
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tumoral o y las interleucinas-1f y 6, mediante la inhibicion del ARN mensajero de
macrdfagos activados por lipopolisacaridos®®. En el caso particular del trauma cerebral, se
describe una posible modulacion del factor nuclear K y de receptores tipo toll, que limitan
el aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, la activacion de células
endoteliales y por tanto, la migracién de células inflamatorias, tras lesiones cerebrales
hemorrégicas. Asi los resultados de estudios de experimentacion basica parecen alentar la
posibilidad de los efectos antiinflamatorios de la ketamina, incluso por su influencia directa
en la cascada del 4cido araquidonico®, aunque no hay estudios al respecto que muestren un

efecto clinicamente significativo.

1.1.5. Uso clinicos de la ketamina.

Aunque la ketamina se ha utilizado en distintas areas de la medicina en humanos y
animales, con base en resultados de estudios de experimentacion bésica, los efectos
benéficos clinicamente significativos de este farmaco, se encuentran limitados en muchos
casos Y rebasados por otros farmacos de primera eleccién en otros. Aunque la ketamina ha
mostrado cierto grado de eficacia y seguridad en el tratamiento de distintas patologias, la
Food And Drug Administration (FDA por sus siglas en inglés) solo aprueba el uso de este

farmaco para la induccidn y mantenimiento anestésico en humanos.

Se iniciara con la descripcidn breve del uso de la ketamina en la anestesia; en este contexto,
la via de administracion preferida es la intravenosa. La ketamina IV, tiene un rapido efecto
terapéutico, la anestesia disociativa, amnesia y analgesia obtenidas, permiten la realizacion

de procedimientos quirdrgicos menores, sin la necesidad de la asociacion con otro
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anestésico. Los efectos clinicos conocidos, son dosis-dependientes, dichos efectos solo se
observan cuando la concentracion plasmatica (Cp) supera 0.1 pg/ml. El primer efecto
clinico observado es la analgesia, cuando la Cp oscila entre 0.1 y 0.35 pg/ml.
Posteriormente la anestesia disociativa se observa cuando la Cp se mantiene entre 0.35 y
0.4 pg/ml. Aunque los efectos secundarios pueden presentarse con dosis minimas de
ketamina, de acuerdo a la susceptibilidad de cada sujeto, la Cp mayor a 0.5 pg/ml, esta
asociada con manifestaciones de delirio postoperatorio, taquicardia, hipertension arterial,
secreciones bronquiales, etc.!®. De manera independiente a la dosis administrada, el
aumento de las secreciones bronquiales posterior a la administracion de ketamina, requiere
de su tratamiento con farmacos adicionales, para garantizar una permeabilidad de las vias

respiratorias en el paciente en estado anestésico®.

La mayoria de los farmacos utilizados para la induccion anestésica, provocan hipotension
de distintos grados. La ketamina es un farmaco de eleccion para la induccién anestésica en
pacientes con algin compromiso cardiovascular que genere hipotension®®, dada la

estabilidad hemodinamica que ofrece después de su administracion IV®,

Un efecto benéfico de la ketamina cuando se utiliza en el contexto anestésico, es que el
mantenimiento de dosis subanestésicas de entre 0.2 a 0.5 mg/kg/h, a través de una infusion
continua IV, disminuye el dolor, la nausea y el vomito que pueden presentarse después de

una cirugia®”-3),

Se propone que la administracion de ketamina IV previo a una cirugia, disminuye procesos

inflamatorios cerebrales que culminan en apoptosis neuronal y microtrombosis de la
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vasculatura enceféalica. La traduccion clinica, es una disminucion del riesgo de disfuncion
cognitiva postoperatoria, en pacientes con ausencia de alteraciones cognitivas conocidas®?.
Por lo anterior, la ketamina también es una alternativa para la sedo-analgesia en pacientes
con trauma cerebral, en quienes resulta particularmente conveniente, un farmaco con
escasos efectos hemodinamicos y sobre la presion intracraneal “%. En contraparte, los
efectos psicotrdpicos (alucinaciones vividas desagradables), hace imprescindible la

administracion concomitante de benzodiacepinas para antagonizar estos efectos®.

El efecto analgésico de la ketamina, derivado de los multiples mecanismos de accion
descritos, han extendido el uso del farmaco, como un medicamento para el tratamiento de
dolor crénico refractario a otras terapias. Este efecto se presenta con mayor consistencia en
aquel dolor crénico derivado de alteraciones en las vias nociceptivas, mejor conocido como
dolor neuropatico. Algunos modelos de dolor neuropético bien descritos, son la neuropatia
diabética dolorosa, el dolor asociado a herpes, el sindrome doloroso regional complejo vy el
dolor en miembro fantasma®Y. Estos sindromes dolorosos, se caracterizan entre muchas
cosas, por una activacion anormal de receptores NMDA, que conllevan un fenémeno de
sensibilizacion de las sinapsis neuronales. Asi se perpetla la sensacion dolorosa, hasta
originar sintomas como la alodinia, hiperalgesia y disestesias. Estos sintomas son
caracteristicas del dolor neuropatico, siendo especialmente dificiles de tratar con

analgésicos comunes?).

La administracion de ketamina via oral para el control del dolor cronico, ha tenido un
creciente interés en los ultimos afios. Esta via es caracterizada por su baja

biodisponibilidad, debido a su metabolismo de primer paso y por la formacion de
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norketamina como metabolito activo. Las dosis de inicio oscilan entre los 10 a 25 mg cada
6 a 8 h y se incrementan de forma progresiva hasta 50 a 100 mg cada 8 h344, La dosis
méaxima descrita es de 200 mg cada 6 h“?. La posologia utilizada, se titula con base en la
eficacia analgésica obtenida y la presencia de efectos adversos, pues no existe una dosis

estandarizada para el manejo del dolor neuropatico.

A pesar de que no se dispone de una presentacion en capsulas, tabletas o un medio que
facilite la administracion oral de ketamina, la literatura describe preparados realizados
empiricamente con jarabes de glucosa, que mantienen el farmaco estable por algunos dias y
que han servido para evaluar el efecto analgésico en algunos modelos de dolor
neuropatico®. En contra parte, la incidencia de hasta un 50% de efectos secundarios
(alucinaciones, nausea y mareo) limitan el apego terapéutico con esta via de
administracion®®. Aunque otra via de administracion utilizada en el dolor crénico, fue la
transcutanea, se reveld que su efectividad no fue superior al placebo™?. La administracion
via intravenosa en dosis bajas (0.25 mg/kg) es una alternativa a este problema. Sin embargo
se tiene el inconveniente de precisar de una via venosa periférica constante, un problema

que no pude ser resuelto con facilidad®®.

Ademas del empleo de la ketamina en la anestesia y el tratamiento del dolor neuropético, el
bloqueo del receptor NMDA por este farmaco, ha mostrado ser una alternativa en el manejo
de estados epilépticos de mas de 24 h de duracién, cuando no remiten con el uso de
benzodiacepinas, barbitlricos o propofol®®. Con la ventaja adicional, de una mejor

estabilidad hemodinamica en comparacion con otros farmacos“549),
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Finalmente, el uso de ketamina principalmente via oral en sujetos con trastornos
psiquiatricos parece prometedor. En personas con ansiedad generalizada, la administracion
de ketamina a dosis bajas y de forma semanal, mejora los sintomas cuando existe
resistencia a otras terapéuticas. EI mecanismo de accioén no se conoce con precision®?,
Existen algunos estudios que sugieren que la ketamina mejora los sintomas en sujetos con
sindrome depresivo mayor®® y Alzheimer®, sin embargo se requieren mas ensayos
clinicos, con un mejor disefio metodolégico para poder evidenciar el verdadero efecto de la

ketamina en estos escenarios@”48),

1.1.6. Inconvenientes del uso de la ketamina.

Posterior a la comercializacion de la ketamina, usuarios de droga de abuso estuvieron
rapidamente interesados por un farmaco que provoca alucinaciones y experiencias
psicodélicas®'?, que no causa depresion respiratoria® y de facil acceso, asi el uso de la
ketamina como droga de abuso®?, es uno de los principales inconvenientes de su libre

distribucién.

Sin embargo, la presencia de dichas experiencias psicodélicas, resultan poco toleradas y
desagradables, cuando la ketamina se utiliza con fines terapéuticos®®). Un punto a destacar,
es que los efectos psicotropicos secundarios, la nausea y el vomito en conjunto son
sintomas deletéreos que se presentan con mayor frecuencia cuando se emplea la via IV en
comparacion con la via oral@ 4349, De ahi que se prefiera el empleo de la via oral cuando

se pretenda administrar ketamina por largos periodos de tiempo y con fines no anestésicos.
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Por otro lado la administracion concomitante de benzodiacepinas y ketamina en el contexto
del manejo anestésico y en cuidados intensivos, reduce la incidencia de efectos
psicotropicos desagradables®. Situacion que no puede ser evitada en su totalidad, cuando
se usa la ketamina en contextos diferentes, como el dolor neuropético o la depresion@"4344),

motivo por el cual existe una falta de apego al tratamiento en muchos casos.

Otro inconveniente, es que no existe una presentacion comercial de ketamina, para el uso
del farmaco por via oral. La literatura refiere que existen pocos estudios que han logrado la
sintesis de formulaciones especificas para esta via, pero ninguna ha logrado su
comercializacion®®®®, Ademas, no se tienen dosis claramente establecidas cuando al
ketamina se utiliza para el tratamiento de patologias fuera de su uso como anestésico, lo
cual puede ser un inconveniente al momento de prescribir a un paciente, con un mayor

riesgo de producir sobre o infra dosificaciones?”4144),

Finalmente, cabe destacar que la ketamina es utilizada para el tratamiento del dolor crénico,
crisis convulsivas, depresion y algunas otras patologias, cuando farmacos de primera linea
no muestran eficacia clinica y dificilmente puede ser considerada como un farmaco de

primera linea terapéutica14347:5D),
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1.2.  Sistemas de liberacion controlada.

1.2.1. Generalidades de los sistemas de liberacién controlada.

En la industria farmacéutica, se define como liberacién controlada de un farmaco, a aquel
suministro mesurado de un compuesto, para alcanzar un nivel terapéutico efectivo en
respuesta al tiempo y al estimulo®?. El objetivo principal, es mantener una concentracion

plasmatica determinada, a través del control de la liberacion un farmaco en el cuerpo®.

Desde el lanzamiento del primer sistema de liberacion controlada (SLC) para
dextroanfetamina por Smith Klein & French en 195264 se han disefiado multiples
prototipos orales y transdérmicos, cuyo objetivo era obtener un patrén de cinética de
liberacion de un farmaco de orden cero®35®, Asi, se evita que los farmacos se absorban
rapidamente hasta la circulacion sistémica. Permitiendo una tedrica liberacion constante del
medicamento y por tanto, el mantenimiento de las concentraciones plasmaticas del mismo,
dentro de su rango terapéutico. El resultado final es una liberacion controlada que evita

infra o sobredosificaciones®>9),

Aungue en modelos in vitro, se logré obtener una cinética de liberacion de orden cero con
sistemas de liberacion controlada de primera generacion (sistemas sintetizados de 1950 a
1980)®457, Estudios subsecuentes en seres humanos, mostraron que las concentraciones
plasmaticas de un farmaco administrado via oral en un excipiente de liberacion controlada,
no se comportaban de acuerdo al mismo modelo®?. La razon, es que distintos factores
propios de la anatomia del tracto digestivo, imposibilitan una absorcion uniforme de un

farmaco a lo largo de los intestinos. El paso de un farmaco a través de las vellosidades
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intestinales decrece conforme transita del intestino delgado al intestino grueso, de igual
manera lo hace su concentracion plasmatica®**4%), E| entendimiento de esta situacion, dio
lugar al desarrollo de SLC de segunda generacion (disefiados entre 1981 y 2010), que
incluyen excipientes con una cinética de liberacion de primer orden, liberacion
autorregulada, depositos biodegradables, liberacion geno-dirigida entre otros®”. Cuyo
objetivo fue la adaptacion de distintas tecnologias para obtener el mejor perfil
farmacocinético de un farmaco para una patologia especifica®®. Finalmente, a partir del
2011 a la fecha, se han generado SLC de tercera generacion que incluyen sistemas de
liberacion modulada de péptidos y proteinas, sistemas de cinética de respuesta rapida y

algunos otros que responden sensible y especificamente a un estimulo determinado®?.

En forma general, los SLC pueden ser divididos en dos grandes grupos, de acuerdo al
sistema de liberacion empleado: los sistemas de liberacion controlados por matriz y los
sistemas de liberacion controlados por reservorio® %), En su gran mayoria, los SLC
comparten o combinan uno de los siguientes mecanismo de liberacion del farmaco que

contiene: difusion, disolucion, hinchazén o bombeo osmético®®).

1.2.2. Sistemas de liberacion controlada por matriz: gelatina tipo B.

El nombre de gelatina realmente se refiere a una familia de moléculas de proteinas solubles
en agua, de tipo estructural similar, que estan relacionadas en estructura con la proteina de
colageno de la cual se deriva: la gelatina. La gelatina es una proteina purificada que se
obtiene del colageno de animales (incluyendo pescados y aves) mediante hidrdlisis parcial

alcalina, hidrolisis acida, hidrolisis enzimatica o hidrolisis térmica®®%. Contiene un gran
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namero de aminoacidos tales como la alanina, glicina, prolina, 4-hidroxiprolina, etc., su
estructura tipica se define como: -Ala-Gly-Pro-Arg-GlyGlu-4Hyp-Gly-Pro. El peso
molecular de la gelatina es de 15.000 a 250.000 g/mol, es soluble en agua, acido acético y
en la mayoria de los disolventes orgéanicos. Debido a su naturaleza programable,
biodegradable y reabsorbible, las gelatinas son excelentes candidatas para el desarrollo de

biomateriales utilizados para aplicaciones farmacéuticas y médicas®.

La mezcla heterogénea de péptidos que componen la gelatina, se obtiene de la destruccion
de los enlaces de las cadenas polipeptidicas que conforman el colageno. Existen dos tipos
de gelatinas, de acuerdo a la técnica que se utilice para la degradacion del colageno®89, La
técnica que implica un tratamiento &cido del tejido, origina la gelatina tipo A, en la cual, los
grupos amida del polimero se ven poco afectadas. Por otro lado, el tratamiento alcalino,
produce una conversion de los residuos de aspargina y glutamina a aspartato y glutamato en

los grupos amida, produciendo la gelatina tipo B (GTB)®,

Durante la produccion de gelatinas tipo B, las modificaciones en la concentracion utilizada,
la temperatura y la adicion de entrecruzadores y otros adyuvantes, influyen de manera
importante en las propiedades finales del producto, permitiendo hasta cierto punto, obtener

una gelatina con las caracteristicas requeridas por el investigador®®69,

La gelatina tipo B (GTB), es considerado un sistema de liberacion controlada tipo
monolitico, que funciona a través de un principio de disolucion®?. La incorporacion de un
farmaco a un sistema monolitico de GTB, permite que los depositos del medicamento se

encuentren dispersos a lo largo de las fibras de GTB, que conforman la matriz polimérica.
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Asi, la disolucion de la matriz polimérica resultado de su contacto con liquidos y fuerzas
mecénicas, permite la liberacion del farmaco inmerso en la red de fibras que la conforman.
Por ello, la solubilidad del polimero es la variable clave para el control de la liberacion
farmacoldgica, guardando una relacion directamente proporcional disolucion de la

matriz/liberacion farmacoldgica®269),

Los sistemas monoliticos de GTB, tienen la ventaja de liberar fa&rmacos de alto peso
molecular, pero tienen la desventaja de presentar dificultades para obtener perfiles de
cinética de liberacion de orden cero®?®?, dado que la superficie de disolucion del sistema,

no es constante durante dicho proceso.

La cinética de liberacion de orden cero, se caracteriza por una velocidad constante de
liberacion de un farmaco de su excipiente®”. La GTB, puede entrecruzarse por medios
fisicos o quimicos para mejorar sus caracteristicas mecénicas para disminuir su solubilidad
y la velocidad de su degradacion en un medio acuoso®®. Asi, el entrecruzamiento de la
gelatina, modificard la velocidad de liberacion de un farmaco contenido en su matriz

polimérica.

Actualmente el entrecruzamiento de gelatina puede hacerse por medios fisicos, a través de
técnicas como el tratamiento deshidro-termal, la radiacion ultravioleta®® y el tratamiento
con energia de microondas®). O bien, por medios quimicos con la adicion de

glutaraldehido®®®), formaldehido, gluceraldehido y carbodiimida entre otros®®.
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Aunque el entrecruzamiento por medios fisicos, evita adicionar compuestos a la gelatina
que pueden ser tdéxicos para el organismo, es dificil controlar el grado de
entrecruzamiento®). Los compuestos utilizados para el entrecruzamiento quimico, incluyen
aldehidos (formaldehido, glutaraldehido, gluceraldehidos), poliepoxidos e isocianatos,

siendo el glutaraldehido el mas utilizado®®.

El glutaraldehido interacciona con los grupos funcionales de proteinas y carbohidratos,
mejorando sus propiedades de traccion®®. Cuando el glutaraldehido se incorpora a la
estructura de una matriz polimérica de gelatina, une los grupos amina libres de lisina e
hidroxilisina o bien, los residuos de acido carboxilico libre de acido glutdmico y aspartico
de las moléculas de proteina®®. El resultado final es una molécula més estable y resistente
a los procesos de disolucion, aunque modifica en cierta medida la estructura quimica de

proteina original®®.

En resumen, la gelatina es un compuesto polimérico con caracteristicas reoldgicas
modificables, que ha sido utilizado como excipiente para la administracion oral y parenteral
de medicamentos en el contexto de sistemas de liberacion controlada con buenos resultados
dado su buen perfil de seguridad®>5"%860) Hay antecedentes del empleo de GTB para la
sintesis de sistemas monoliticos de liberacion controlada de farmacos®”, el
encapsulamiento, recubrimiento y disefio de tabletas con buenos resultados en el campo

clinico(869),
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Aungue la ketamina es un anestésico endovenoso, es administrado por via oral, para el
manejo refractario de algunos tipos de dolor cronico®*®) ansiedad generalizada®”,
depresion®?, entre otras patologias que involucran al sistema nervioso central®. Haciendo
énfasis en que no es un farmaco de primera linea, pero que resulta Util cuando terapéuticas

de primera linea no han sido eficaces.

Uno de los principales problemas del uso de la ketamina oral, es la alta incidencia de
efectos indeseables. Los efectos adversos, estan tedricamente relacionados con altas
concentraciones de norketamina en el plasma, dichos efectos limitan el apego terapéutico

en una proporcion considerable de pacientes®44.

No existe una presentacion comercializable de ketamina via oral. La literatura medica, hace
referencia a algunos prototipos de excipientes para ketamina oral, basados en gel agar®°79,
y gelatina tipo B con glicerol®®. Sin embargo, dichos prototipos funcionaron como
sistemas de liberacion inmediata y no existe el antecedente de un sistema de liberacién

controlada.

Un sistema de liberacion controlada de ketamina oral, podria disminuir la incidencia de
efectos secundarios, al modificar la velocidad de liberacion del farmaco de su excipiente y

por tanto su absorcion. La velocidad de liberacion de un medicamento de su excipiente, es
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una variable determinante para mantener las concentraciones de un farmaco, dentro de su

ventana terapéutica.

Las caracteristicas y propiedades de la gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido,
podria ser una opcidn factible para limitar la absorcion rapida de ketamina oral y por tanto

disminuir sus los efectos secundarios.

Siguiendo los pardmetros farmacocinéticos descritos para la ketamina oral, seria necesario
disefiar un sistema de liberacion controlada, que retrasara el tiempo en el que se registra el
pico maximo de la concentracion de norketamina en el plasma, que corresponde a 30 min(®.
Ademas, el sistema debiera contener entre 25 y 50 mg de ketamina, que son el promedio de

las dosis iniciadas de ketamina via oral descritas en la literatura344,

Finalmente, no existe un excipiente para liberacion controlada de ketamina oral descrito en

la literatura. Derivado de lo anterior, se formula la siguiente pregunta de investigacion:

¢El sistema polimérico de gelatina tipo B, ser4 un excipiente con las caracteristicas
fisicoquimicas para la liberacion controlada de al menos el 50% de la ketamina contenido,

durante al menos 40 min?
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3. HIPOTESIS.

Hipotesis nula Ho:
El sistema polimérico de gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, no es un
excipiente con las caracteristicas fisicoquimicas para la liberacion de al menos el 50% de

ketamina durante al menos 40 min.

Hipotesis alterna Hi:
El sistema polimérico de gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, es un excipiente
con las caracteristicas fisicoquimicas para la liberacion de al menos el 50% de ketamina

durante al menos 40 min.
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4. OBJETIVOS

General:
Disefiar un excipiente polimérico de gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, con
las caracteristicas fisicoquimicas para la liberacion de al menos el 50% de ketamina durante

40 min, en un medio in vitro

Especificos:

Medir la liberacion el porcentaje de liberacion de la ketamina del excipiente polimérico de
gelatina tipo B en un medio in vitro.

Medir el tiempo en el que se libera al menos el 50% de ketamina del excipiente polimérico
de gelatina tipo B en un medio in vitro.

Describir la cinética de liberacion de ketamina del sistema polimérico de gelatina tipo B en

un medio in vitro.
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5. JUSTIFICACION

La administracion de ketamina oral para el manejo de padecimientos crénicos, ha sido
preferida por los profesionales de la salud, pues la incidencia de efectos secundarios es
menor en comparacion con otras vias de administracion®’4344)  Existen dos factores
principales que explican la menor incidencia de efectos secundarios, el primero es el
metabolismo de primer paso de la ketamina a norketamina, un compuesto 3 a 4 veces
menos potente que la ketamina® y el segundo, es que existe un retraso de un promedio de
30 min para alcanzar las concentraciones plasmaticas pico del farmaco o su metabolito”.
Un sistema de liberacién controlada que aumentara el tiempo de liberacion del farmaco de
su excipiente en mas de 40 min, podria prolongar el tiempo en el que se alcanzaran
concentraciones plasmaéticas pico de ketamina o norketamina y por tanto disminuir la

incidencia de efectos secundarios y mejorar el apego terapéutico.

La gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, puede ser una alternativa factible para
Su uso como excipiente para liberacion controlada de ketamina, dadas su caracteristicas
reolégicas modificables, su biocompatibilidad y sus antecedentes de uso en la industria

alimentaria, farmacéutica y de laboratorio.

Aunque existen reportes de la existencia de excipientes para ketamina oral“>%%79 ninguno
de estos funciona como un sistema de liberacion controlada. Seria novedoso el
entrecruzamiento de GTB con glutaraldehido para la sintesis de un excipiente, que no solo
resuelva el problema de la falta de un excipiente para ketamina oral en el mercado, sino

ademas, puede mejorar el perfil de seguridad farmacoldgica de la ketamina.
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El disefio y produccion de un sistema polimérico de gelatina B entrecruzado con
glutaraldehido para la liberacion controlada de ketamina, tendria un costo
significativamente menor en comparacion con otros sistemas disefiados para el mismo fin

(sistemas osmoticos, mecanicos, etc.).

Los resultados de una nueva metodologia para la sintesis de un sistema polimérico de
gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, para la liberacion controlada de ketamina
oral, pudieran contribuir al conocimiento cientifico disponible y pudieran ser la base para

futuros experimentos en la misma linea de investigacion.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Disefio de Estudio

Estudio experimental bésico.

6.2.  Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

No aplica
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6.3. Procedimientos

El presente trabajo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica e investigacion del
Centro de Investigacion en Ciencias Médicas (CICMED), de la Universidad Autonoma del
Estado de México, con el Registro 2018/12, lo que permitid la realizacion de dicho trabajo
en cuatro etapas:

1. Sintesis de un sistema polimérico de gelatina tipo B

2. Adicion de ketamina al sistema polimérico de gelatina tipo B

3. Construccion de una curva de calibracion de ketamina

4. Estudio de la cinética de liberacién de ketamina en un modelo in vitro

6.3.1. Sintesis del sistema polimérico de gelatina tipo B

La materia prima para la elaboracion del sistema de liberacion controlada, fue un polimero
de gelatina tipo B (PGB), comercializado con el nombre: Gelatin Powder®, de laboratorios
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania. El objetivo fue obtener una matriz en estado
semisolido, que mantuviera su estabilidad fisica ante un proceso de incubacion a 36.5° C
por 30 min, para garantizar su estabilidad al contacto con la temperatura de las mucosas del
tracto gastrointestinal y permitir la disolucion de la matriz, solo hasta su llegada a la

mucosa gastrica por un mecanismo de disolucion.

El primer paso fue pesar 50, 40, 30, 5, 4, 3, 0.5, 0.4, 0.3 mg del PGB (soluto), en una
balanza analitica (BOECO BBL310) previamente calibrada. Posteriormente se calentaron

50 ml de agua desionizada (solvente) en vasos de precipitados, a temperaturas de 60, 50,
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40, 30 y 20° C en un calentador-agitador (Lab Companion HP-3100), la temperatura fue

medida mediante un termoémetro de mercurio.

Se colocaron las distintas cantidades de PGB en tubos eppendorf de forma individual. Se
tomaron muestras de 1 ml de agua desionizada con ayuda de una micropipeta manual 1 —
100 pl (Accumax PRO) y se vertieron en los tubos eppendorf con GTB. Finalmente se
agregaron 40 pl de glutaraldehido al 1% como entrecruzador, con ayuda de una
micropipeta manual. Los tres componentes fueron mezclas y homogenizadas de acuerdo a

lo descrito en la tabla 1.

Tabla 1. Cantidades de gelatina tipo B y temperaturas del agua desionizada utilizadas

para sintetizar el sistema polimérico, entrecruzado con 40 pl de glutaraldehido al 1%

Mezcla?
Gelatina tipo B (mg)
Temperatura
()
60 50 40 30 5 4 3 0.5 0.4 0.3
50 50 40 30 5 4 3 0.5 0.4 0.3
40 50 40 30 5 4 3 0.5 0.4 0.3
30 50 40 30 5 4 3 0.5 0.4 0.3
20 50 40 30 5 4 3 0.5 0.4 0.3

(Y3}

#Mezcla: Los componentes: “x” mg de gelatina tipo B + 1 ml de agua desionizada a “y
temperatura + 40 pl de glutaraldehido al 1%, fueron colocados en tubos eppendorf de forma
individual, para su posterior mezcla y homogenizacion

Una vez que los tubos eppendorf contuvieron “x” mg de gelatina tipo B + 1 ml de agua

desionizada a “y” temperatura + 40 pl de glutaraldehido al 1%, fueron colocados en
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gradillas y sometidos un proceso de congelamiento a 0° C durante 24 h. Las muestras que
lograron un estado liquido semisolido fueron incubadas a 36.5° C, mediante técnica de
bafio maria. Cada uno de los procedimientos se realiz6 por triplicado para garantizar su

reproducibilidad.

Solamente los tubos eppendorf con 50 mg de PGB + 1ml de agua desionizada a 50° C de
temperatura + 40 pl de glutaraldehido al 1%, lograron un completa homogenizacion y
mantuvieron su estado semisolido después del proceso de congelamiento e incubacion en

esta etapa.

6.3.2. Adicion de ketamina al sistema polimérico

En objetivo de esta etapa, fue sustituir el diluyente utilizado en la etapa anterior (agua
desionizada) por 50 mg de ketamina. La presentacion comercial utilizada fue Ketalar® de
laboratorios PISA, la cual es una solucion acuosa inyectable, con una concentracion de 50
mg/ml. Este farmaco se desnaturaliza a 96° C®, por lo que se garantiza su estabilidad al ser

calentada a una temperatura maxima de 60° C, como lo requiere la presente metodologia.

Se procedid a repetir la metodologia de la etapa anterior, mezclando 50 mg de ketamina (1
ml) previamente calentada a 50° C con 50 mg de PGB y 40 pl de glutaraldehido al 1%. El

procedimiento se realizé por triplicado para garantizar su reproducibilidad.
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6.3.3. Construcciéon de una curva de calibracion de ketamina

Una vez obtenido el potencial sistema de liberacion controlada de ketamina, utilizando
PGB entrecruzado con glutaraldehido en la etapa anterior, se requiere conocer la cantidad
de ketamina, que dicho sistema libera en un medio in vitro, que simule las principales
caracteristicas de la mucosa gastrica. EI método para conocer la cantidad de ketamina

liberada, fue la construccién de una curva de calibracion de ketamina.

La curva de calibracion es un procedimiento analitico que consiste en la representacion
grafica de una sefial que se mide en funcidn de la concentracion de un analito. Este método
compara una propiedad del analito con la de estandares de concentracion conocida del
mismo analito™. En este caso se construyd una curva de calibracion por
nanoespectrofotometria y la propiedad del analito (ketamina) utilizada, fue su espectro
maximo de absorcion ultravioleta, la cual oscila en una longitud de onda entre 250 y 350
nm{2, Conociendo la concentracion de la presentacion de la ketamina (50 mg/ml) y su
absorbancia méaxima: longitud de onda de 280nm Se siguié un modelo de regresion lineal

determinado por la ecuaciony = mx + b.

Para la construccion de la curva de calibracion de ketamina, se realizaron 5 diluciones de 1
ml de ketamina (presentacion comercial original con una concentracion de 50 mg/ml), con
un volumen especifico de solucion diluyente (SD), para obtener 5 alicuotas a
concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 mg/ml. La SD, simul6 las principales condiciones de la
mucosa gastrica: un medio himedo, con un pH de 2.5 y una temperatura de 36.5° C, ya que

posteriormente, la cinética de liberacion del potencial sistema de liberacion controlada de
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ketamina, sera descrito en términos de simulacion de la mucosa géstrica. Por lo tanto, los
componentes utilizados para conformarla (SD), fueron: una solucion salina amortiguada
por fosfatos (PBS por sus siglas en inglés: phosphate buffered saline) de laboratorios PBS;
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania, ajustando su pH hasta 2.5 con la adicion de acido
clorhidrico (HCL) de laboratorios J.T. Backer. EI pH de la SD, fue medido con un
potenciometro Oliva laqua F-71 y la SD fue calentada en un calentador-agitador (Lab

Companion HP-3100), la temperatura fue medida mediante un termémetro de mercurio

Una vez obtenidas las alicuotas de ketamina, se tomaron muestras por triplicado de 6ul de
cada alicuota y de un control (utilizando como control SD) con ayuda de una micropipeta
manual, a los 40, 80, 160, 320 y 1440 min de su preparacion y se determind la absorbancia
de cada muestra por nano-espectrofotometria (Nanofotémetro Implen p-360), a una
longitud de onda de 280nm (méxima absorcion de ketamina), de acuerdo a lo descrito en la

tabla 2.

La toma de muestras a los distintos tiempos se hizo con el objetivo de demostrar que la
ketamina contenida en un medio acido no sufre un proceso de degradacion que pudiera
afectar la cantidad de farmaco disponible y viable, después de su contacto con la mucosa

intestinal y sus secreciones acidas.

Con los valores de absorbancia obtenidos por nano-especrofotometria, se determind la
ecuacion de la pendiente de la curva, que permitiera la adecuada determinacion de la

cantidad de ketamina contenida en una muestra.
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Tabla 2. Concentraciones de ketamina en cada alicuota y tiempo de medicién de

absorbancia por nano-espectrofotometria a 280 nm.

Tiempo de medicion
de absorbancia Concentracion de ketamina en alicuota (mg/ml)

(min)
40 2 4 6 8 10 Control?
80 2 4 6 8 10 Control
160 2 4 6 8 10 Control
320 2 4 6 8 10 Control

1440 2 4 6 8 10 Control

4Control: El control tuvo las mismas caracteristicas que la solucion diluyente (SD):
solucion salina amortiguada por fosfatos, con un pH ajustado a 2.5 con la adicion de cido
clorhidrico.

6.3.4. Estudio de la cinética de liberacion de ketamina en un modelo in vitro.

El objetivo de esta etapa, fue describir la cinética de liberacion de ketamina del sistema
polimérico, en un medio in vitro que simulara las principales condiciones de la mucosa
gastrica: un medio humedo con un pH de 2.5 y una temperatura de 36.5° C. Para obtener el

medio in vitro, se siguié la misma metodologia descrita para preparar la SD.

Una vez preparado el medio in vitro (MIV) en recipientes de vidrio con tapa, el prototipo

del sistema polimérico de gelatina tipo B entrecruzado con glutaraldehido para liberacion
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controlada de ketamina (SPK) sintetizado en la segunda etapa de la metodologia, fue
colocado en el medio in vitro (MIV). Esperando que bajo un principio de disolucién, el

SPK, permitiera la liberacion controlada de ketamina contenida en su estructura.

Una vez colocado el SPK en el MIV, se obtuvieron muestras seriadas de 6 ul de la
disolucion SPK/MIV con ayuda de una micropipeta manual, a los tiempos 0, 30, 60, 90 y
120 min, para su anélisis por nano-espectrofotometria, calibrada a una longitud de onda de
280 nm. El valor de absorbancia obtenido, se sustituyé en la ecuacién de la pendiente de la
curva obtenida en la tercera etapa de la presente metodologia, para determinar la
concentracion de ketamina presente en la disolucion SPK/MK. Posterior a la toma de cada
muestra seriada de 6 pl de la disoluciébn SPK/MIV, se deseché todo el MIV del
experimento y se repuso totalmente. De esta forma, se garantizé que la nueva medicion
seriada de la disolucion SPK/MIV, sélo reflejara la cantidad de ketamina liberada en el
tiempo de medicion determinado, para poder describir la cinética de liberacion de ketamina

del SPK en el MIV.
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6.4. Variables de Estudio

Variable Independiente.
Nombre: Concentracion de ketamina en la red polimérica de gelatina tipo B
entrecruzada con glutaraldehido
Definicion tedrica: cantidad de soluto que hay en una masa o volumen determinado
de solucion o solvente.
Definicion operacional: concentracion de ketamina en mg, por cada gramo de
gelatina
Tipo de variable: cuantitativa, continua

Nivel de medicion: razon

Variables Dependientes
Nombre: Porcentaje de liberacion del ketamina
Definicion tedrica: medida de la ccinética de liberacion de un farmaco, contenido
dentro de una matriz polimérica de gelatina tipo B, expresada en porcentaje.
Definicion operacional: porcentaje de liberacion de ketamina de la matriz
polimérica de GTB, medida por de Espectrofotometria de UV-Vis.
Tipo de variable: cuantitativa, continua

Nivel de medicion: razén
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Nombre: Tiempo de liberacion de ketamina

Definicion tedrica: minutos necesarios para la liberacion del 50% de ketamina de la
matriz polimérica de gelatina B

Definicion operacional: tiempo en minutos, necesario para para la liberacion del
50% de ketamina de la matriz polimérica de gelatina B

Tipo de variable: cuantitativa, continua

Nivel de medicién: razén

Variables Intervinientes

Nombre: Concentracion de soluto

Definicidn tedrica: cantidad de soluto en miligramos por cada mililitro de solvente
Definicion operacional: cantidad de gelatina tipo B expresada en miligramos, por
cada mililitro de solvente (agua desionizada o ketamina)

Tipo de variable: cuantitativa, continua

Nivel de medicion: razon

Nombre: Temperatura del solvente

Definicion tedrica: grado de nivel térmico de un cuerpo

Definicion operacional: nivel térmico del soluto (agua desionizada o ketamina)
expresada en grados centigrados

Tipo de variable: cuantitativa, continua

Nivel de medicion: razén
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6.5. Implicaciones Bioéticas

El presente estudio se considera una investigacion sin riesgo, de acuerdo con el Articulo 17
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién Cientifica, donde se considera
como una investigacion sin riesgo, aquellos estudios en los que se emplean técnicas y
métodos de investigacion sin ninguna intervencién o modificacion intencionada en las

variables fisioldgicas, psicologicas y sociales en individuos, debido a su caracter in vitro.

Sin embargo se intenté minimizar el impacto ambiental utilizando materiales desechables el
mayor nimero de veces posible siempre y cuando, esta medida no afectara la precision o

exactitud de los experimentos.

Se siguieron las normas de para el manejo, tratamiento y minimizacion de residuos
generados en laboratorio del CICMED y la Norma oficial mexicana NOM-007-SSA3-2011,

para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos.
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6.6. Recoleccién de datos

Se realiz6 una recoleccidn de datos crudos de las variables de la investigacion y con ellos se

construyeron tablas para su analisis.

Los instrumentos de medicion fueron previamente calibrados antes de su utilizacion,
cuando asi lo requirié la metodologia. La magnitud de las variables de estudio, se expreso
de acuerdo al Sistema Internacional de Unidades (SI), las variables medidas se presentan en

el siguiente cuadro:

Variables medidas, unidades e instrumentos de medicion

Variable medida Unidad de medida Instrumento de Medicién
Balanza analitica
Peso Gramo (gr)
(BOECO BBL310)
Temperatura Grado Centigrado (° C) Termdmetro mercurial
Absorbancia Nandmetros (nm) Nanofotometro Implen p-360
Tiempo Minuto (min) Crondmetro genérico
Potenciémetro
Grado de acidez Potencial de hidrogeniones (pH)
Oliva laqua F-71
Micropipeta manual 1 — 100 pl
Volumen Mililitro (ml)
(Accumax PRO)
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La reproducibilidad de las mediciones se garantiz6 con mediciones por triplicado de los
procedimientos realizados, ademas el investigador fue capacitado para el manejo de los
instrumentos de medicidn y se realizd una estandarizacion de las técnicas para obtener las

mediciones, previo a la realizacion de los procedimientos de la metodologia.
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6.7. Analisis Estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva, calculando media, desviacion estandar y porcentajes para
variables cuantitativas del estudio. Se obtuvo una ecuacion para la recta y = mx + b,
utilizando un andlisis de regresion lineal con ayuda del programa estadistico Excel (Office

360®, Microsoft 2019). Los resultados se presentan en tablas y graficos para su analisis.
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Liberacién controlada de ketamina via oral
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7.1.3. Resumen

Antecedentes. La ketamina es un anestésico intravenoso. En dosis subanestésicas, es Util
para el manejo del dolor crénico, depresion, demencia y crisis convulsivas refractarias,
entre otras patologias. Aunque se prefiere la administracion via oral para el empleo de dosis
subanestésicas, no existe una presentacion comercial disponible para esta via. La gelatina
tipo B, es un biopolimero derivado de tejidos animales, que ha sido utilizado en la industria
farmacéutica, para la elaboracién de excipientes enterales y parenterales. Siendo un

potencial sistema de liberacion controlada de ketamina via oral.

El objetivo del presente trabajo fue sintetizar un sistema polimérico de gelatina tipo B, para
liberacion controlada de ketamina oral y el analisis de su cinética de liberacion, en un

modelo in vitro.

Métodos. Se realizd6 un estudio de experimentacion basica. Se utilizaron distintas
concentraciones de un polimero de gelatina tipo B, diluido en agua desionizada a distintas
temperaturas y se adicion6 glutaraldehido para lograr enlaces covalentes entre las fibras del
polimero, hasta obtener una mezcla que resultara en una matriz estable, posterior a un
proceso de incubacién a 36.5° C. Como paso siguiente, se sustituyd el agua desionizada por
ketamina (50 mg), para obtener una matriz de gelatina tipo B, que contuviera dicho farmaco
en su estructura. La matriz de gelatina tipo B con ketamina resultante, se colocd en un
medio in vitro (medio acuoso que simuld las principales caracteristicas de la mucosa
estomacal: pH de 2.5 y una temperatura de 36.5° C) que permitiera su disolucién. La

cantidad de ketamina liberada de la matriz polimérica a los 10, 20, 40, 80, 160, 320 y 1440
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min, se determind indirectamente, mediante la cuantificacién de su absorbancia por nano-

espectrofotometria y se hizo un anélisis de su cinética de liberacion.

Resultados. Se sintetizd un sistema para liberacion controlada de ketamina utilizando 50
mg de gelatina tipo B, 50 mg de ketamina (1 ml) y 40ul de glutaraldehido al 1%. El estudio
de su cinética de liberacién en un modelo in vitro, mostré que el 50% del farmaco se liberd
de la matriz de gelatina tipo B en alrededor de 40 min, siguiendo una cinética de liberacion

de orden cero.

Conclusiones. De acuerdo con los resultados del estudio de la cinética de liberacion en un
modelo in vitro, el sistema polimérico de gelatina tipo B sintetizado en este estudio, es un
potencial excipiente para la liberacién controlada de ketamina via oral, Sin embargo, el
prototipo sintetizado, requiere ser estudiado en modelos bioldgicos, para ser utilizado en el

campo clinico.
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7.1.4. Abstract

Background. Ketamine is an intravenous anesthetic. In subanesthetic doses it is useful to
handle chronic pain, depression, dementia and refractive convulsive crisis; among other
pathologies. Even oral administration is preferable for subanesthetic doses; there is no
commercial presentation available for this kind of intake. Type B gelatin is a biopolymer
that comes from animal tissues which has been used in pharmaceutical industry to develop
enteral and parenteral excipients, thus, becoming a potential system for controlled release

of ketamine orally.

The purpose of the present study was to synthetize a polymeric system of type B gelatin for
controlled release of ketamine orally and to analyze its release kinetics using an in vitro
model.

Methods. A basic experimental study was performed. Different concentrations of a type B
gelatin polymer were used, diluted in deionized water at different temperatures, adding
glutaraldehyde to get covalent bonds among polymer fibers, until obtaining a mixture with
a steady-state matrix, after an incubation process at 36.5° C. Afterwards, deionized water
was replaced by ketamine (50 mg), in order to obtain a type B gelatin matrix containing
such drug in its structure. This product was then placed in an in vitro medium (aqueous
medium resembling main features of stomach mucosa: pH 2.5 and temperature of 36.5° C),
allowing its dilution. Ketamine released to the polymeric matrix at 10, 20, 40, 80, 160, 320
y 1440 min, was determined indirectly by quantification of its absorbance by nano-

spectrophotometry, finally, its release kinetics was evaluated.
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Results. A system of controlled release of ketamine was achieved, using 50 mg of type B
gelatin, 50 mg of ketamine (1ml) and 40 pl of glutaraldehyde 1%. Release kinetics study in
vitro revealed that 50% of the drug was released from type B gelatin in about 40min,

following a zero order release kinetics.

Conclusions. In agreement to the results obtained from the release kinetics in an in vitro
model, the polymeric system of type B gelatin synthetized in the present study is a potential
excipient for the controlled release of oral ketamine. However, this prototype requires

research in biological models in order to be used in clinical field.
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7.1.5. Introduccién

La ketamina es un derivado de las fenciclidinas, que inicialmente fue utilizado como
anestésico intravenoso®. Su principal mecanismo de accion, es el bloqueo de receptores N-
metil de aspartato (NMDA)®??. Sin embargo, se han descubierto interacciones de la
ketamina con receptores opioides, aminérgicos, colinérgicos, etc, que contribuyen a la

aparicion de sus efectos clinicos?,

Actualmente, se ha documentado que la ketamina administrada en dosis subanestésicas, es
eficaz como tratamiento de segunda linea para algunos modelos de dolor crénico*t4373-76),
status epilepticus“®, depresion®”, ansiedad generalizada™”, demencia y otras alteraciones
del sistema nervioso®. Los profesionales de la salud, prefieren la utilizacion de ketamina
por via oral, cuando se requieren dosis subanestésicas por largos periodos@”444, La razon

principal, es que la frecuencia de efectos secundarios es menor@74344),

Aunque existe el antecedente de algunas formulaciones para la administracion oral de
ketamina en estudios experimentales®®%%79 no existe una presentacion comercial
disponible en el mercado para este fin“*4®, De forma alternativa, los médicos clinicos han
empleado ketamina en solucion inyectable diluida en agua o liquidos claros, para su

posterior administracion oral%4Y,

La gelatina tipo B (GTB), es un biopolimero obtenido de colageno de origen animal, a
través de un método de tratamiento alcalino®®7),  Sus caracteristicas de

biocompatibilidad, biodegradabilidad, bajo costo y propiedades reoldgicas modificables,
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permiten que la gelatina sea ampliamente utilizada en la industria alimentaria y

farmacéutica®”-59,

La GTB ha sido empleada como excipiente para el recubrimiento y encapsulamiento de
farmacos, la produccion de tabletas®®) y la sintesis de sistemas matriciales para la
liberacion controlada de medicamentos®”®), La incorporacion de un farmaco a una matriz
polimérica de GTB, es considerado un sistema de liberacion controlada (SLC) monolitico,
que funciona mediante un principio de disolucion®?™. El contacto del SLC con fluidos
corporales, provoca una disolucién del mismo y sincrénicamente, una liberacion gradual
del medicamento contenido en su estructura matricial®2°5%), E| objetivo principal de los

SLC, es evitar concentraciones plasmaticas elevadas y disminuir efectos adversos®%4,

No existen antecedentes del uso de GBT, como excipiente para la liberacion controlada de
ketamina via oral. El objetivo principal de este estudio, fue la sintesis de un sistema
polimérico de GTB, para liberacion controlada de 50 mg ketamina. El objetivo secundario
fue describir la cinética de liberacion de la ketamina en un modelo in vitro. Hipotetizando,

que un sistema polimérico de GTB, funciona como un SLC de ketamina.
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7.1.6. Métodos

El estudio fue aprobado para su realizacion, por el comité de Etica e Investigacion de la

institucion (Registro 2018/12). Su ejecucion se dividio en cuatro etapas.

Etapa 1. Sintesis del Sistema Polimérico de Gelatina Tipo B.

El objetivo en esta etapa, fue obtener una matriz en estado semisolido (potencial
excipiente), que mantuviera su estado fisico estable, después de un proceso de incubacion a
36.5° C por 30 minutos. Garantizando asi, la estabilidad de la matriz, al estar en contacto
con tejidos a temperatura corporal y permitir que la liberacion del medicamento contenido
en su interior, sea solo consecuencia de su disolucidn en las secreciones gastrointestinales.

La materia prima para la elaboracion del SLC, fue un polimero de GTB, (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania). Se disolvieron 50, 40, 30, 5, 4, 3, 0.5, 0.4, 0.3 mg de GTB en un
mililitro de agua desionizada (solvente). El agua desionizada fue calentada a 60, 50, 40, 30
y 20° C, previo a realizar la mezcla con el soluto (GTB). Finalmente se agregaron 40l de
glutaraldehido al 1% como entrecruzador, para mejorar la estabilidad de la matriz(64). Las
mezclas correspondientes fueron homogenizadas, congeladas a 0° C durante 24h y
posteriormente incubadas a 36.5° C, por 30 minutos a bafio maria. Cada uno de los
procedimientos se realizo por triplicado para garantizar su reproducibilidad, buscando la
mezcla adecuada de los componentes, hasta obtener una matriz de GTB estable (potencial

SLC), después del proceso de incubacién descrito.
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Etapa 2. Incorporacion de Ketamina al Sistema Polimérico de Gelatina Tipo B

Una vez conocida la concentracion y temperatura de los componentes que permitieran
obtener la matriz polimérica estable en paso anterior, el objetivo de esta etapa, fue sustituir
el diluyente (agua desionizada) por 1 ml (50 mg) de ketamina (Ketalar; PiSA Farmacéutica,
México) en solucion. Este farmaco se desnaturaliza a 96° C, por lo que se garantiza su
estabilidad al ser calentada, como lo requiere la presente metodologia. El procedimiento se
realiz6 por triplicado para garantizar su reproducibilidad, siguiendo la metodologia de la

etapa anterior.

Etapa 3. Construccion de la Curva de Calibracion de Ketamina.

El método para conocer la cantidad de ketamina liberada del SPK en el medio in vitro
(MIV) en la dltima etapa, fue la construccion de una curva de calibracion de ketamina. Para
lo anterior, se realizaron 5 diluciones de 1 ml de ketamina, (la cual se comercializa a una
concentracion de 50 mg/ml), con un volumen especifico de solucién diluyente (SD), para

obtener 5 alicuotas a concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 mg/ml.

La SD, simuld las principales condiciones de la mucosa géstrica: un medio himedo, con un
pH de 2.5 y una temperatura de 36.5° C. Los componentes utilizados para conformar esta
solucion, fueron una solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) (PBS; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania), ajustando su pH hasta 2.5 con la adicion de acido clorhidrico (HCL)

(J.T. Backer). El pH fue medido con un potenciometro Oliva laqua F-71.
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Una vez obtenidas las alicuotas de ketamina, se tomaron muestras por triplicado de 6ul de
cada alicuota y de un control (utilizando como control SD), a los 40, 80, 160, 320 y 1440
min de su preparacion y se determind la absorbancia de cada muestra por nano-
espectrofotometria (Nanofotémetro Implen p-360), a una longitud de onda de 280nm
(méxima absorcion de ketamina). Finalmente, se calcularon promedios y los valores se
utilizaron para obtener la ecuacion de la pendiente de la curva, que permitiera la adecuada
determinacion de la cantidad de ketamina contenida en una muestra, después de ser analizar

su absorbancia por nano-espectrofotometria.

Etapa 4. Estudio de la Cinética de Liberacién de Ketamina en un Modelo In Vitro.

Posterior a la obtencion del sistema polimérico de gelatina tipo B con ketamina (SPK) y la
curva de calibracion, el objetivo de esta etapa, fue describir la cinética de liberacion de
ketamina del sistema polimérico en un medio in vitro (MIV). EI MIV utilizado, tuvo las
mismas caracteristicas de la SD empleada para la construccion de la curva de calibracion.

El SPK se colocd en el MIV y bajo un principio de disolucion, el SPK, permitié la
liberacion contralada de ketamina contenida en su estructura. Se obtuvieron muestras
seriadas de 6 pl del producto de la disolucion del SPK en el M1V, a los 10, 20, 40, 80, 160,
320 y 1440 min. Se midi6 la absorbancia de cada muestra por espectrofotometria (280nm),
para determinar la cantidad de ketamina liberada. La metodologia de esta etapa se realizo
por duplicado. Finalmente se describié la cinética de liberacion de ketamina del SPK en el
modelo in vitro, relacionando los valores de absorbancia obtenidos en esta etapa, con los

correspondientes a la concentracion de ketamina determinados en la curva de calibracion.
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Anélisis estadistico. Se utilizo estadistica descriptiva bésica, para el andlisis cuantitativo de
las variables del estudio. Para la construccion de la curva de calibracion y el calculo de la
ecuacion de la pendiente de la recta, se utiliz6 un modelo de regresion lineal simple y el
calculo del coeficiente de correlacion R. Los céalculos se hicieron con el paquete estadistico

Excel (Office 360®, Microsoft 2019).



61

7.1.7. Resultados

Finalizada la etapa de sintesis del sistema polimérico de GTB, se obtuvo una muestra
estable posterior a su incubacion a 36.5° C por 30 min. Los componentes de la matriz
estable fueron 50 mg de GTB, 1 ml de agua desionizada a 50° C y 40 pul de glutaraldehido
al 1%. Siendo posible sustituir el agua desionizada por 1 ml de ketamina (50mg) en la

segunda etapa del estudio experimental.

En la tercera etapa se construyé una curva de calibracion, con base en los valores de
absorbancia obtenidos para las distintas concentraciones de ketamina, analizadas en

diferentes tiempos, como se muestra en la Tabla 1.

La ecuacion de la pendiente obtenida fue: y = 0.1333x + 0.0057, con un coeficiente de
correlacion R = 0.998, comprobando la linealidad de los valores. Despejando la variable
“x” de la ecuacion, obtenemos que x = (y — 0.0057)/0.1133, donde “x”, es la concentracion
de ketamina, mientras “y” es la absorbancia obtenida por analisis espectrofotométrico de

una muestra.

Con base en la ecuacidn anterior, se pudo conocer la cantidad de ketamina liberada del SPK
en el MIV. El andlisis por espectrofotometria de cada muestra tomada a los tiempos 10, 20,
40, 80, 160, 320 y 1440 min, en la Gltima etapa del estudio, mostro que el SPK libera en
promedio el 50% del farmaco (25 mg) en los primeros 40 min (Tabla 2), siguiendo una

cinética de liberacion de primer orden (Figura 1). No obstante, el SPK no libera el 100%
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del farmaco en su interior, manteniendo el 27.73% (13.86 mg) de ketamina dentro de la

matriz de GTB a las 24h como se muestra en la Figura 2.
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7.1.8. Discusién

La gelatina tipo B, se ha utilizado como excipiente para la administracion de farmacos via
oral, Chong et al. reportan el uso de una formulacién oral/sublingual sintetizada con GTB
con glicerol y 25 mg de ketamina, en el manejo de pacientes con dolor neuropatico. Sin
embargo la formulacion se disolvio rapidamente al entrar en contacto con las mucosas,
funcionando como un sistema de liberacion inmediata. Yanagihara et al. describen el uso de
una tableta sublingual de ketamina y Kaneuchi et al. proponen una formulacién oral basada
en gel de agar. Ambos excipientes funcionaron como sistemas de liberacion inmediata de

una dosis promedio de 50 mg de ketamina.

La adicion de glutaraldehido a la matriz de GTB en el presente estudio, permite la presencia
de enlaces covalentes entre las redes del polimero, que aumentan la resistencia del sistema
al proceso de disolucion®®, permitiendo que la cinética de la liberacion farmacoldgica del
SPK, se comportara como un SLC. La cinética de liberacion de orden cero del SPK en el
medio in vitro, aunque no es perfecta, apoyO la hipdtesis inicial, que propone el
funcionamiento del SPK como un sistema de liberacion controlada de 50 mg de ketamina.
La principal ventaja tedrica de prolongar el tiempo necesario para la liberacion del farmaco,
es que se retrasa la absorcion de todo el medicamento contenido en un excipiente, evitando
concentraciones plasmaticas elevadas de ketamina y norketamina (principal metabolito de
la ketamina despues de su metabolismo de primer paso) y por tanto, la presencia de efectos

secundarios.
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Aunque no existe una dosis bien establecida de ketamina oral, se recomienda iniciar con
promedio de 0.5 mg/kg/dosis“® cada 8 a 12 h e ir aumentando la dosis de acuerdo a las
necesidades y tolerabilidad del paciente®3#4), reportandose dosis de hasta 200 mg/6 h*4, El
prototipo para liberacion controlada de ketamina oral sintetizado, libera un promedio de 36
mg de ketamina en 24 h, ajustandose a la dosis inicial recomendada en un paciente de 70
kg. Resaltando que el SLC sintetizado, libera ketamina mas lentamente en el tiempo, en
comparacion con otros sistemas de ketamina oral“®5%79 e hipotéticamente puede mejorar la

tolerabilidad del farmaco.

La metodologia descrita es facilmente reproducible y las materias primas empleadas, son de
bajo costo, biocompatibles y ampliamente utilizadas en la industria farmacéutica. Asi el
sistema para liberacion controlada de ketamina oral propuesto, puede ser una opcién
factible para su produccion en serie a bajo costo. Ademas, la modificacion de las
concentraciones utilizadas de cada uno de sus componentes, pueden ajustarse a las
necesidades de escenarios clinicos particulares y modificar la cinética de liberacion de un

farmaco.

La principal limitacién del prototipo, es que solo se ha probado en un modelo in vitro, el
cual semejé las caracteristicas de la mucosa estomacal, pero es necesario probar el
prototipo sintetizado en un modelo in vivo, pues existen otras variables como los
movimientos peristalticos y el cambio de las caracteristicas de la mucosa a largo del tracto
gastrointestinal, que pueden jugar un papel importante en la farmacocinética de liberacion

del excipiente.
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7.1.9. Conclusién

De acuerdo con los resultados del estudio de la cinética de liberacion en un modelo in vitro,
el sistema polimérico de gelatina tipo B sintetizado en este estudio, es un potencial
excipiente para la liberacion controlada de ketamina via oral. Los componentes del SLC
son de bajo costo, la metodologia es reproducible y factible. Sin embargo, se requiere
estudiar el prototipo sintetizado en modelos biolégicos, antes de poder utilizarlo en seres

humanos.
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7.1.11. Tablas.

Tabla 1. Mediciones de las Absorbancias de Ketamina Contenidas en el Medio In

Vitro?
Tiempo de medicion
Ketamina 40 min 80 min 160 min 320 min 1440 min
2 mg/dl 0.224 0.209 0.226 0.228 0.226
4 mg/dl 0.462 0.448 0.466 0.465 0.453
6 mg/dl 0.669 0.689 0.707 0.67 0.708
8 mg/dl 0.935 0.929 0.939 0.948 0.978
10 mg/dl 1.117 1.078 1.127 1114 1.126
Control® 0 0 0 0 0

2 Los valores se muestran como el promedio de las absorbancias de tres muestras de 6 pl de
una solucion con distintas concentraciones de ketamina, contenidas en el medio in vitro, en
los distintos tiempos de medicion. Las mediciones fueron realizadas con un
nanoespectrofotdmetro calibrado a 280 nm (méaxima absorbancia de la ketamina).

b Control: Se utilizd solucion diluyente como un control (solucién salina amortiguada por

fosfatos, ajustando su pH hasta 2.5 con &cido clorhidrico y a temperatura de 36.5° C).
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Tabla 2. Cinética de Liberacion del Prototipo de Liberacién Controlada de

Ketamina
Tiempo de Ketamina Ketamina % Ketamina % Ketamina
medicion liberada (mg)? liberada liberadaP® liberada
acumulada (mg) acumulado
10 min 13.55+2.13 13.55 27.10 + 4.26 27.10
20 min 7.96 +1.09 21.51 15.92 +2.18 43.02
40 min 6.75+0.55 28.25 13.49+1.10 56.51
80 min 4.01+0.51 32.26 8.01+1.02 64.52
160 min 3.06 + 0.68 35.32 6.12 +1.36 70.64
320 min 0.75+0.95 36.08 1.51+1.89 72.15
1440 min 0.06 + 0.02 36.14 0.12 +0.05 72.27

& Ketamina liberada (mg): Cantidad de ketamina liberada en mg, del prototipo del sistema
de liberacién controlada de ketamina en distintos tiempos.

b 96 Ketamina liberada: Porcentaje de ketamina liberada del prototipo del sistema de
liberacion controlada de ketamina en distintos tiempos, considerando 50 mg de ketamina

como el 100%
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7.1.12. Figuras

Figura 1. Cinética de Liberacion del Prototipo de Liberacién Controlada de Ketamina
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Figura 2. Porcentaje Acumulado de Ketamina Liberada del Prototipo de Liberacion
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8. CONCLUSIONES GENERALES

8.1. Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos, se comprueba la hipotesis alterna: El sistema
polimérico de gelatina tipo B entrecruzada con glutaraldehido, es un excipiente con las
caracteristicas fisicoquimicas para la liberacion de al menos el 50% de ketamina durante 40

min, en un modelo in vitro.

Las concentraciones de ketamina en una disolucion del SPK/MIV en el tiempo,
determinadas indirectamente por nano-espectrometria y de acuerdo con la ecuacion para la
pendiente de una recta: y = 0.1333x + 0.0057, obtenida por un método de construccion de
una curva de calibracion para ketamina, muestran que el excipiente sintetizado, presenta
una cinética de liberacion farmacoldgica de orden cero, aunque no es perfecta. Como se ha
sefialado en el marco teorico, es dificil obtener una cinética de orden cero, con sistemas

monoliticos.

El excipiente para liberacion controlada de ketamina libera en promedio 28.25 mg de
ketamina en los primeros 40 min, lo que corresponde al 56.51% del total del farmaco
contenido (50 mg). Dicho excipiente fue sintetizado con 50 mg de gelatina tipo B + 50 mg

(1 ml) de ketamina a 50° C + 40 pl de glutaraldehido al 1%.

El sistema de liberacion controlada de ketamina, mantuvo su estabilidad posterior a un
proceso de incubacion por 24 h a una temperatura de 36.5° C y con un pH de 2.5, infiriendo
que el mecanismo de disolucion del SPK en el MIV fue el principal responsable de la

liberacion del farmaco.
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Se requiere estudiar el excipiente sintetizado en modelos in vivo para corroborar estos
resultados y confirmar o refutar la hipdtesis que plantea una potencial disminucion de
efectos secundarios con el uso de este sistema de liberacion controlada de ketamina oral, en

seres humanos.
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8.2. Limitaciones

La principal limitacion del presente estudio, fue que el prototipo solo se prob6 en un medio
in vitro. Sin embargo, la simulacion de las tres principales caracteristicas de la mucosa
géstrica, en las que estaria el prototipo después de su administracion oral, puede ofrecer una
buena aproximacion del comportamiento del SPK en seres humanos. Cabe resaltar, que la
experimentacion utilizando un MIV &cido, no produjo cambios aparentes en la estabilidad
de la molécula de ketamina, al menos en forma teérica; pues las mediciones de la
absorbancia no cambiaron significativamente, incluso transcurridas 24 h de haber

depositado el SPK en el MIV.

Chong et al. plantean la necesidad de probar la estabilidad fisica de los prototipos para
ketamina oral, en condiciones ambientales de almacenamiento que pudieran dafar la
estructura del excipiente. Aunque en el presente estudio no se realizaron pruebas al
respecto, el prototipo sintetizado fue sometido a un proceso de incubacion de 36.5° C, sin
presentar alteraciones en su estructura fisica macroscopica, pudiendo inferir, que cuenta
con cierta capacidad para mantener su estabilidad a temperaturas ambientales
considerablemente altas, si se mantuviera en almacenamiento. Sin embargo se requiere de

una metodologia especificamente disefiada para abordar este topico de manera objetiva.
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8.3. Recomendaciones

Se sugiere interpretar y extrapolar los resultados a seres humanos con precaucion, dado que
el presente estudio fue realizado en un modelo in vitro y requiere probar su seguridad y

eficacia en modelos in vivo.

Seria conveniente realizar estudios en la misma linea de investigacion, buscando mejorias
en la cinética de liberacion del excipiente sintetizado, a través de la modificacion de otras

variables o de las caracteristicas fisicas de sus componentes.

A pesar de que la ketamina no es un farmaco de primera linea para el tratamiento de
patologias que involucran alteraciones del sistema nervioso central, sigue siendo una
opcion terapéutica, muchas veces limitada por sus efectos secundarios. Por lo tanto, es
justificable continuar investigando alternativas para limitar la presencia de efectos
deletéreos de la ketamina, mediante modificaciones en sus pardmetros farmacocinéticos a

través de sistemas de liberacion controlada o modificada.
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