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En el presente trabajo, se efectué un estudio in vitro para
determinar el grado de unién del HEPP (un nuevo farmaco con actividad
antiepiléptica) a proteinas plasmaticas. La determinacién del grado de
unién a proteinas se llevd a cabo en un dializador de cinco celdas,
evaluandose la unién tanto a proteinas plasmaticas totales como a
albiimina. Los resultados demostraron que el HEPP se une tinicamente a
alblimina (30.0-39.0%), presenta una constante de afinidad KA= 4 X 103
M-y 0.3028 sitios de unién por molecula de proteina, lo cual indica que el
grado de unién del HEPP a proteinas plasmaticas no es de importancia
farmacolégica.

Asi mismo, se realizd un estudio para determinar si existia
interaccién farmacocinética entre el HEPP y la fenitoina, utilizandose para
ello nueve conejos macho, los cuales fueron divididos al azar de acuerdo a
un diseio de bloques incompleto balanceado. Se tomaron muestras
sanguineas a diferentes tiempos después de la administracién de los
farmacos. El HEPP se cuantificé utilizando un método de CLAR y la
fenitoina se analizd por el método de EMIT. Los parametros
farmacocinéticos de ambos farmacos se determinaron utilizando el paquete
PCNONLIN 4.0.

Los resultados demostraron que el HEPP no altera la farmacocinética
de la fenitoina.

En el caso del HEPP, el Area Bajo la Curva (ABCo—inf), el tiempo de
vida media de eliminaciéon (t%zp) y el tiempo medio de residencia (TMR)
disminuyeron aproximadamente un 56.0% cuando éste se administré
junto con fenitoina. Por otro lado, la depuracion (Cl) aumenté en un
43.9%.

Lo anterior nos sugiere que la fenitoina interacciona con el HEPP,
incrementando el metabolismo de éste, probablemente por la induccién de
las isoformas CYP2C9 y CYP2C10, responsables de la hidroxilacion de
fenitoina en el citocromo P-450.

1 Resumen



Introducciony

objetivos.

El término epilepsia designa en conjunto a un grupo de transtornos
del sistema nervioso central (SNC) que tienen en comun la existencia de
episodios repentinos y transitorios (crisis) de fenémenos anormales de
origen motor (convulsion), sensitivo, auténomo o psiquico.!

Un farmaco antiepiléptico ideal suprimiria todas las crisis sin causar
ningin efecto indeseable. Desgraciadamente, los farmacos usados en la
actualidad en algunos casos no solo no controlan las crisis sino que con
frecuencia producen efectos secundarios que van desde el minimo
deterioro del SNC hasta la muerte por anemia o insuficiencia hepatica. El
médico que trata enfermos epilépticos tiene que seleccionar un farmaco, o
una combinacién de farmacos apropiados para controlar las crisis lo mejor
posible con un nivel aceptable de efectos desfavorables, sin embargo,
generalmente el control completo de las crisis solo se logra en un 50% de
los pacientes, y posiblemente un 25% mas puede mejorar notablemente.!

En 1964 el Dr. Carvajal del IPN sintetizé la primera generacién de
compuestos anticonvulsivantes, de los cuales el HEPP resulté ser el mas

eficaz y menos tdxico utilizando varios modelos experimentales de

—
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epilepsia. El perfil farmacolégico de este farmaco resulté muy interesante,
debido a que resulta efectivo para convulsiones producidas por diferentes
mecanismos, lo cual lo convirti’ en un excelente candidato a la
experimentacion en humanos.2#4

Para que un nuevo farmaco antiepiléptico pueda ser utilizado en la
terapia en humanos, se requiere probar su eficacia y seguridad a partir de
una amplia investigacion experimental, tanto en animales como en
voluntarios sanos. Dentro de los estudios de evaluacién que se realizan a
los nuevos farmacos se encuentran los relacionados a la unién de un
farmaco a las proteinas plasmaticas ya que se sabe que solo el farmaco
libre tiene la capacidad de atravesar membranas y llegar a su sitio de
acciéon o bien, ser eliminado. La determinacion del grado de unién a
proteinas puede ser de gran utilidad para seleccionar los regimenes de
dosificacion éptimos, para monitorear el farmaco utilizando las
concentraciones de farmaco libre o para ajustar las dosis de acuerdo a la
capacidad de unién a proteinas plasmaticas y asi, evitar efectos
secundarios.58

Considerando que el control de un paciente que presenta crisis
convulsivas es fundamental, antes de administrar un nuevo farmaco
antiepiléptico se tiene que disminuir lentamente la dosis del farmaco
original a la vez que se incrementa la del farmaco nuevo, para evitar una
recaida del paciente, lo cual podria ser ocasionado por una interaccién
entre ambos farmacos ya sea, en los procesos de absorcion, distribucién,
metabolismo o excrecién, pudiendo ocasionar efectos secundarios graves
en alginos pacientes o bien, simplemente no alcanzar la concentracién
plasmatica necesaria para lograr su efecto terapéutico. Los estudios de
interaccién entre farmacos resultan por lo tanto, de gran utilidad para

evitar éste tipo de interacciones en donde las consecuencias pueden ser
muy graves.
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Con base en lo anterior, se desarrolld el presente trabajo con los
siguientes objetivos:

% Determinar el grado de union del HEPP, tanto a proteinas plasmaéticas
totales como a albumina bovina, utilizando el método de dialisis al
equilibrio.

#+ Evaluar la posible interaccion farmacocinética entre HEPP y fenitoina en
conejos.

ol
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IX

Generalidades.

2.1. EPILEPSIA.

El término epilepsia designa en conjunto a un grupo de transtornos
del sistema nervioso central (SNC) que tienen en comin la existencia de
episodios repentinos y transitorios (crisis) de fenémenos anormales de
origen motor (convulsién), sensitivo, auténomo o psiquico.!

La frecuencia de la epilepsia es de 3 a 6 por cada 1000 habitantes.
La epilepsia primaria o idiopatica indica los casos en que no es posible
identificar la causa de las crisis. La epilepsia secundaria o sintomatica es
el transtorno en el cual factores como trauma, neoplasia, infeccién,
anomalias del desarrollo, enfermedad cerebrovascular, neurocisticercosis o
diversos estados metabdélicos contribuyen a la etiologia. La deteccién de
factores que contribuyen a la epilepsia secundaria se ha facilitado con el
advenimiento de mejores procedimientos de diagnéstico, como la
tomografia axial computarizada y la resonancia magnética nuclear del
encéfalo.

Con fines de tratamiento farmacoldgico, se clasifican a los pacientes

de acuerdo con el tipo de crisis que experimentan. Una forma de
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clasificarlos se presenta en la tabla 1. Esta forma simplificada de
clasificarlas fue propuesta por la Comision de Clasificacién y terminologia
de la Liga Internacional contra la Epilepsia y estd basada en las
manifestaciones clinicas de los ataques y en el cuadro del
electroencefalograma (EEG). El diagnédstico preciso es escencial porque la

farmacoterapia es selectiva para un determinado tipo de crisis.!?

Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas.

Tipo de crisis Clasificacion

1. Crisis parciales (focales locales) A. Crisis parciales simples.
B. Crisis parciales complejas.
C. Crisis parciales secundariamente
generalizadas.

2. Crisis generalizadas

(convulsivas o no convulsivas) A. Ausencias.
B. Ausencias atipicas.
C. Crisis miocldnicas.
D. Crisis clénicas.
E. Crisis ténicoclénicas (Gran mal)
F. Crisis atdnicas.

Hace casi un siglo se propuso que las crisis eran consecuencia de
descargas ocasionales, repentinas, excesivas, rapidas y locales de
sustancia gris y que una convulsién generalizada se producia cuando el
tejido encefalico normal era invadido por la actividad iniciada en el foco
anormal. Actualmente, por medio del EEG se demuestra que las crisis se
asocian con descargas eléctricas anormales y a veces masivas del encéfalo
y éste método es basico para el diagndstico diferencial moderno de las

epilepsias.!'®
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2.2. D, L-3-HIDROXI-3-ETIL-3-FENILPROPIONAMIDA (HEPP).

2.2.1. Propiedades fisicoquimicas. 2. 3. 10. 11

Descripcion:

Polvo blanco grisaceo, cristalino, con ligero olor caracteristico.

Formula condensada:

C11H15NO,

Formula desarrollada:

Et

C——CHy—CONH2

OH

Figura 1. Estructura del D, L-3-hidroxi-3-etil-3-fenilpropionamida.

Peso molecular:
193.126 g/mol

Solubilidad:
Soluble en etanol, cloroformo, éter y acetonitrilo; ligeramente soluble

en agua.

— —— e—
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Punto de fusion:
90-100°C.

Coeficiente de particion lipido/agua:
Logde P =1.83

Propiedades espectrales:

El espectro de absorcién del infarrojo presenta los siguientes

maximos: 503, 732, 872, 1163, 1365, 1452, 1660, 2936, 3008, 3042,
3150, 3419.

2.2.2. Antecedentes.

El interés en la epilepsia, ya sea a través de la busqueda de sus
causas o de tratamientos eficaces para su control, fomenté6 en 1978 la
creacion de un proyecto de cernimiento de antiepilépticos por parte de los
institutos nacionales de salud (NIH) de EUA, el cual propone pruebas
estandarizadas para unificar los criterios metodolégicos e identificar los
antiepilépticos mas potentes y menos toxicos.

Dentro de este programa, en México se ha sintetizado una serie
homéloga de fenil-alquil-amidas 2 con marcada actividad anticonvulsivante
(IPN, Dr. Guillermo Carbajal) a la que pertenece el compuesto 3-hidroxi-3-
etil-3-fenilpropionamida (HEPP), el cual ha sido evaluado de acuerdo a las
normas propuestas por NIH (EUA) y ha cumplido con las pruebas
preclinicas de eficacia y seguridad. 2.4 12

El HEPP fue elegido por su menor neurotoxicidad y por su amplio
espectro de accién, comparable al del fenobarbital y mayor que el del
valproato. Ademas, a diferencia de otros antiepilépticos ha mostrado un

interesante efecto contra el “sindrome de abstinencia al GABA” (SAG), por
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lo que después de haber realizado los estudios preclinicos actualmente se
encuentra bajo estudios en Fase Clinica I, donde ya se ha caracterizado la
farmacocinética después de dosis nicas, asi como la proporcionalidad de
dosis en voluntarios sanos. 3 4 12-16

De acuerdo a los lineamientos internacionales, los estudios que se
requieren para validar la eficacia y la seguridad de un farmaco candidato a
ser un nuevo antiepiléptico (dentro del cernimiento de compuestos

antiepilépticos), son los siguientes: !5

1.-Deteccion de la actividad anticonvulsionante.
2.-Cuantificacion de actividad anticonvulsiva y neurotoxicidad.
3.-Diferenciacion de la actividad anticonvulsionante.
4.-Evaluacion del potencial antiepiléptico.

5.-Estudios mecanisticos.

Asi mismo, dentro de los estudios de fase preclinica que se realizan a
nuevos farmacos se encuentran las pruebas farmacologicas iniciales en
animales, los estudios de toxicologia (crénica, aguda, subaguda), estudios
sobre la farmacocinética del farmaco en por lo menos dos especies

animales, estudios de interaccion entre farmacos, etc.

2.2.3. Perfil anticonvulsivante y neurotéxico.

Actualmente existe una amplia disponibilidad de modelos
experimentales de epilepsia, por medio de los cuales se puede probar la
actividad anticonvulsivante de los farmacos antiepilépticos. Estos modelos
pueden ir desde los electrochoques supramaximo (ESM) y pentilentétrazol,
hasta los animales con epilepsia congénita, el kindling y el sindrome de

abstinencia al GABA. Asi mismo, se prueba la efectividad del farmaco ante
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un conjunto de convulsiones producidas con compuestos quimicos con
diferente mecanismo de accion como: bicuculina (BIC)que bloquea los
receptores GABA,, 4-amino-piridina (4-AP)que altera los canales de potasio
y calcio, picrotoxina (PIC) que afecta los receptores de cloro asociados al
receptor GABA,, estricnina (EST) que bloquea los receptores de glicina y
tiosemicarbazida (TSC). 15

Para determinar el espectro de accion del HEPP se le realizaron toda
esta serie de estudios, cuyos resultados fueron los siguientes:

Los indices de terapéuticos para varios modelos de convulsiones
(DL50/DES0), determinados en base a los resultados de neurotoxicidad
minima fueron: 0.75, 1.52, 1.76, 3.70 y 3.82 para ESM, TSC, PTZ, BIC, y
4-AP, respectivamente, lo cual permitié considerar al HEPP como un
anticonvulsivante de amplio espectro. 3. 15

De la comparacién de la actividad anticonvulsionante y la toxicidad
aguda del HEPP con otros farmacos de uso clinico, se observaron ciertas
similitudes con el espectro de actividad del acide valpréico, pero en todas
las pruebas se utilizaron dosis menores de HEPP para lograr el mismo
efecto. Aunque para picrotoxina y estricnina, el HEPP solo mostré
proteccion parcial y presentd altos indices de proteccion para 4-AP y para
TSC.

Brailowsky y cols.!” demostraron que la administracién crénica
intracortical (durante 7 dias) del acido y aminobutirico (GABA) presentaba
efectos anticonvulsivantes en determinados modelos y que, al cesar la
infusién, se manifestaba una excitabilidad exacerbada, en forma de
descargas epileptiformes localizadas en el area cortical infundida. A este
fenémeno le llamaron Sindrome de Abstinencia al GABA (SAG). Aquellos
farmacos que presenten propiedades anticonvulsivantes, deben ser
capaces de eliminar o disminuir estas crisis al-ser administrados a los
animales de estudio. E1 HEPP fue disefiado con el propésito de que actuara

como agonista a nivel del receptor del neurotransmisor GABA o bien, que
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modulara su metabolismo. En este modelo, el HEPP logré disminuir la
frecuencia de descarga del foco epiléptico en las primeras horas de su
administracién. La actividad se mantuvo entre 60 y 90 minutos y el efecto
méaximo se logré aproximadamente a los 30 min después de su aplicacion.
Ninguno de los farmacos antiepilépticos de uso comin en la clinica
(fenitoina, barbitaricos, valproato, carbamazepina) modificaron en forma
significativa el patrén convulsivo en este modelo, lo cual lo hace mas
interesante ya que se demostro el efecto GABA-mimético del HEPP.

Los resultados obtenidos de los estudios anteriores indicaron que el
HEPP podria actuar suprimiendo crisis convulsivas generadas por fallas en
el sistema GABAérgico, especificamente a través del receptor GABAa. Asi
mismo, este anticonvulsivante podria actuar contra alteraciones de los
canales de K* y Ca** al bloquear efectivamente las convulsiones inducidas
por 4-AP. 15.16

Las pruebas de neurotoxicidad fueron determinadas utilizando el
modelo experimental “rotarod”. Esta prueba se lleva a cabo exclusivamente
en ratones y para ello éstos son colocados sobre una especie de rodillo de 1
pulgada de diametro y el cual va a rotar a 6 rpm. Un ratén normal debe
mantener el equilibrio durante largos periodos de tiempo, pero un ratén
con deficiencias neurologicas estara inhabilitado para mantener el
equilibrio por mas de un minuto en cada una de tres pruebas. Dentro de
estos estudios farmacologicos se encontré que la dosis toxica 50 (DT50)
evaluada en el rotorod fue de 214 mg/Kg. La dosis letal S0 (DL50) de este
compuesto después de administracién intraperitoneal fue de 767 mg/Kg y
después de administracion oral resulté de 858 mg/Kg.3°

Para las pruebas de toxicidad subcrénica se valoraron los siguientes
parametros: consumo de agua y alimento, peso, quimica sanguinea,
colesterol, histopatologia, fosfatasa alcalina, acido oxaloacético y piravico y
pruebas funcionales renales. En estos estudios no se observaron cambios

significativos a dosis menores de 550 mg/Kg. Las pruebas de fertilidad y
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teratogénesis realizadas durante 12 meses tampoco mostraron diferencias
significativas a los controles a dosis menores de 500 mg/Kg. En pruebas
de genotoxicidad tampoco se observd actividad mutagénica a dosis
menores de 5000 pg de HEPP por placa. 3

Estudios de hepatotoxicidad realizados in vitro mediante cultivo de
hepatocitos mostraron que a partir de 250 mg/L de cultivo, se produjo
acumulacién de triglicéridos y con dosis de 500 mg/L se presentaron

alteraciones morfoldgicas de consideracion. 3 18

2.2.4. Mecanismo de accion.

Dado a que el HEPP fue efectivo contra crisis inducidas por
antagonistas a GABA, se propuso como mecanismo de accién, la
modificacién de receptores GABAérgicos.

Con el método de binding (unién), Chavez y cols.!¢ descartaron la
posible inhibicién de la unién de noradrenalina, espiroperidol y serotonina
a sus receptores especificos por parte del HEPP. Sin embargo, en ese
estudio también se encontré que concentraciones micromolares inhiben la
formacion del complejo ligando-receptor de flunitrazepam y de picrotoxina.
Estos datos sigieren como probable mecanismo de accién para el HEPP
una modificacién del polireceptor GABAa en los sitios correspondientes a
benzodiacepinas y picrotoxina. Chéavez observd que el tratamiento
prolongado de HEPP, produjo cambios importantes en los receptores
GABAa de corteza cerebral que consistieron en disminucién considerable
(30%) del namero de receptores a benzodiacepinas y del canal de cloro,
acompaiiados de un aumento de la constante de afinidad de los receptores
a benzodiacepinas.

En conclusién, el HEPP modifica el receptor GABAs en los sitios

correspondientes a las benzodiazepinas, asi como al canal de cloro.
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2.2.5. Estudios Preclinicos.

Goémez, L y cols.?, realizaron una serie de estudios preclinicos para
determinar los parametros farmacocinéticos del HEPP en 3 diferentes
especies animales, asi como para estimar la biodisponibilidad, determinar
el efecto del tratamiento crénico del HEPP sobre sus patrones de
disposicion y determinar los patrones de acumulaciéon de HEPP.

Al administrar a ratas Wistar una dosis de 50 mg/Kg de HEPP por
via intravenosa, oral e intraperitoneal, encontraron que el HEPP se ajustd
a un modelo bicompartimental y que la biodisponibilidad oral e
intraperitoneal (F) fue de 0.6 y 0.8 respectivamente. 3 12

La estimacién de la linearidad farmacocinética la efectuaron
administrando tres diferentes dosis de HEPP por bolo iv. en perros. El
area bajo la curva de la concentracion plasmaética vs tiempo mostré una
relacion lineal con respecto a la dosis, y en todos los casos la cinética fue
de primer orden. 3 13

Con el fin de obtener informacion sobre la cinética del HEPP después
de dosis multiples y para determinar si la administracién crénica de este
compuesto modifica sus propios patrones de disposicion, los autores
administraron HEPP via i.p. durante cuatro dias a conejos previamente
tratados por bolo iv. Finalmente, un dia después de suspendido el
tratamiento crénico, les fue administrado nuevamente HEPP por bolo i.v.
Al comparar los resultados obtenidos antes y después de la administracion
cronica observaron diferencias significativas en la depuracién y en el area
bajo la curva, pero no en la vida media de la fase de eliminacién, y
proponen que el HEPP podria inducir sus propios patrones de eliminacién,
aunque sugieren que se deberan efectuar otros estudios que permitan
comprobar lo anterior, debido a la gran variabilidad interindividual que se

presento.
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En el estudio en dosis miltiple en conejo, el estado estacionario se
alcanzo a partir de la tercera dosis, aproximadamente 10 horas después de
iniciado el tratamiento con una concentracion minima aproximada de 10
pug/mL y una concentracion méaxima estimada de 50 pg/mL. Tedricamente
las fluctuaciones entre la concentracion maxima y minima fueron del 84%
y el factor de acumulacién en la meseta fue de 0.4, valores que estuvieron
de acuerdo con lo obtenido experimentalmente. De acuerdo a sus
resultados, el farmaco no mostré acumulacion notoria en esta especie y
recomiendan dosis mas altas e intervalos mas cortos para lograr menores
fluctuaciones en el estado estacionario. 3 4 12

Los mismos autores realizaron un estudio de correlacion
farmacocinética-farmacodinamica en ratas !2. Para ello, determinaron la
concentracion del farmaco en suero y cerebro a diferentes tiempos después
de una administracion iv. Asi mismo, en los mismos animales
determinaron el curso temporal del efecto anticonvulsivante utilizando
para ello un modelo de convulsiones generalizadas tdnico-clénicas
inducido por la administracion subcutianea de 85 mg/Kg de
pentilentetrazol (PTZ). Se consideré como indice de proteccién completa la
ausencia de cualquier tipo de manifestacién convulsiva durante los 10
min. Se encontré una relacién directa de la concentracién tanto en suero
como en cerebro con el efecto anticonvulsivante del HEPP. Debido a que la
administracién fue por via intravenosa, las concentraciones de HEPP que
se lograron tanto en sangre como en cerebro fueron lo suficientemente
altas como para mantener el efecto anticonvulsivante durante una hora a
pesar de los grandes cambios en la concentracion. A partir de ese tiempo
observaron una rapida declinacién del efecto relacionado directamente con
la declinacién en las concentraciones del farmaco tanto en cerebro como
en suero. Esta relacion permiti6 modelar el efecto anticonvulsivante de
HEPP en base a las concentraciones en cerebro o en suero. Segin su

modelo efecto-concentracidn, la concentracién minima efectiva (CEmin) en
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suero es de 65 pg/mL. Los autores sin embargo recomiendan, que debido a
las diferencias entre especies en la eliminacion del farmaco es conveniente
realizar estudios que relacionen la farmacocinética-farmacodinamia en

otras especies. 3 12

2.2.6. Estudios clinicos Fase I en voluntarios sanos.

Una vez demostrada la seguridad y eficacia del HEPP, Génzalez-
Esquivel y col.!* iniciaron los estudios clinicos Fase I en voluntarios sanos.
En la primera etapa se caracteriz la farmacocinética del farmaco en dosis
Unica y la proporcionalidad de dosis. Los resultados demostraron que el
farmaco se absorbe rapidamente del tracto gastrointestinal, con una vida
media de absorcion entre 0.6 y 1.8 hrs, alcanzandose la concentracion
maxima promedio entre las 2.0 y las 4.0 hrs. La concentracion maxima
oscilé entre 5 y 9 ug/mlL y la vida media de eliminacién varié entre 10 y 25
hrs. Los estudios de proporcionalidad de dosis, después de administrar
250, 375 y 625 mg demostraron que existia superposicion de datos
plasmaticos respecto a las dosis y que las areas bajo la curva de

concentracion contra tiempo respecto a la dosis (ABC/D), eran semejantes.

2.3. FENITOINA (DIFENILHIDANTOINA). 9. 19

Uno de los objetivos del presente trabajo fue realizar un estudio de
interaccién farmacocinética entre el HEPP y la fenitoina razén por la cual
es importante conocer ciertos aspectos de éste farmaco antiepiléptico de

uso comun.
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La fenitoina es uno de los agentes antiepilépticos mas usados,
efectivo contra todos los tipos de crisis parcial y tonico-clénicos, excepto en

las crisis de ausencia. La estructura de este farmaco se presenta a

O~y
@. NH

Figura 2. Estructura quimica de la fenitoina (DFH)

continuacion:

Un grupo 5-fenil u otro sustituyente aromatico parece ser esencial
para la actividad contra las crisis tonico-clénicas generalizadas clinicas y
para la abolicion del cuadro de crisis maxima por electroshock en los

animales de laboratorio.

2.3.1. Efectos farmacolégicos. 1. 9

La fenitoina ejerce su actividad antiepiléptica sin causar depresion
general del SNC. En dosis téxicas puede producir signos excitatorios y a
niveles letales un tipo de rigidez. Las propiedades mas facilmente
demostrables de la fenitoina son su capacidad para limitar el desarrollo de
la actividad maxima de la crisis y para reducir la difusion del proceso
comicial desde un foco activo. Ambos rasgos tienen indudable relaciéon con

su utilidad clinica. La fenitoina puede inducir la remision total de las crisis
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ténico-clénicas generalizadas y de algunas otras parciales, pero no elimina

totalmente el aura sensitiva ni otros signos prodrémicos.

2.3.2. Propiedades farmacocinéticas. % 9 20, 21

Las caracteristicas farmacocinéticas de fenitoina estdn
marcadamente influenciadas por su limitada solubilidad acuosa y por que
su eliminaciéon es dosis-dependiente. Su inactivacion por el sistema
enzimatico microsomal hepatico se ve suceptiblemente alterado por otros
farmacos.

La fenitoina es un acido débil con un pKa de alrededor de 8.3; su
solubilidad acuosa es muy baja. Después de una inyeccion intramuscular,
el farmaco precipita en el sitio de inyeccion y es absorbido lenta e
impredeciblemente, por lo que este farmaco nunca debe ser administrado
por esta via. !

La absorcion de fenitoina después de una ingestion oral es lenta,
algunas veces variable y ocasionalmente incompleta. Se han encontrado
diferencias significativas en la biodisponibilidad de preparaciones
farmacéuticas orales. La concentracion méaxima en plasma después de una
dosis inica va desde las 3.0 h hasta las 12.0 h. La absorcién lenta durante
la medicacion cronica disminuye las fluctuaciones de la concentraciéon del
farmaco entre dosis. Después de su absorcion, la fenitoina se distribuye
rapidamente en todos los tejidos y las concentraciones en el plasma y en el
encéfalo se igualan a los pocos minutos de la inyeccién intravenosa.

La fenitoina se une ampliamente a proteinas plasmaticas (alrededor
del 90%), principalmente a albimina, con un proceso de unién no
saturable, una constante de asociaciéon KA de 102 a 103 M-! y varios sitios
de union por mol de proteina. 2223 Una fraccién mayor premanece libre en

el neonato, en pacientes con hipoalbuminémia y en pacientes urémicos. La
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fraccién unida a tejidos, incluyendo cerebro, es semejante a la del plasma.
Asi, su volumen aparente de distribucioén es de aproximadamente 0.6 a 0.7
L/Kg, pero es casi 10 veces mayor cuando se calcula en base al farmaco
libre. La concentracién en el liquido cefaloraquideo es igual a la fraccién
libre en plasma.

La fenitoina se elimina casi completamente por transformacién
metabdlica. El 1% de la dosis administrada se excreta inalterada en la
orina por filtracién glomerular y reabsorcion tubular. El principal
metabolito en humanos es el derivado 5-(4-hidroxifenil)-5-fenilhidantoina
(p-HPPH), el cual constituye del 68 al 81% de la fenitoina administrada. El
p-HPPH es inactivo y se excreta inicialmente en la bilis y
subsecuentemente en la orina, en gran parte como glucurénido, por
filtraciéon glomerular y secrecion tubular. Otros metabolitos aparentemente
inactivos incluyen el dihidroxicatecol (1%), su derivado 3-metoxi (2.5%) y
el dihidrodiol (7-11%). Se sugiere que isoformas del citocromo P-450 de la
subfamilia CYP2C y mas especificamente las isoformas CYP2C9 y
CYP2C10, son los responsables de la hidroxilacion de la fenitoina. Sin
embargo, estudios mas recientes en conejo ¢ 5!, han demostrado que el
CYP2C9 contribuye de manera mas significativa a la hidroxilacién de la
fenitoina.

Cuando las concentraciones plasmaticas son menores a 10 pg/mL,
la eliminacién es de primer orden; la vida media plasmatica se encuentra
entre 6 y 24 h. A concentraciones mas altas se presenta una cinética
dosis-dependiente; la vida media plasmatica se incrementa con la

concentracién (dosis), quizas debido a la saturacién de la reaccion de

hidroxilacién. ! 921,24
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2.3.3. Diferencias interespecies en el metabolismo de la fenitoina.

En algunas especies animales se ha detectado una limitacion
determinada genéticamente en la habilidad para metabolizar fenitoina.
Con excepcion del perro y el gato, el principal producto metabélico de la
fenitoina en especies como el mono, ratones, ratas, conejo y el hombre es
el conjugado glucuréonido del p-HPPH. Se encontraron cantidades
significativas del p-HPPH libre en la orina de ratones, ratas y conejos, pero
no asi en la orina de perro, en donde el principal metabolito fue el
conjugado glucurénido del m-HPPH. En el gato, el principal metabolito

encontrado fue el glucurénido de la fenitoina. 1. 9. 21

2.3.4. Toxicidad 9

Los efectos toxicos de la fenitoina dependen de la dosis, de la via de
administraciéon y de la duracion de la exposicion. Cuando se administra
por via intravenosa a velocidad excesiva, los signos téxicos mas notables
son arritmias cardiacas acompanadas o no de hipotensién, o depresién del
SNC. Aunque la toxicidad cardiaca se presenta con mayor frecuencia en
pacientes ancianos y en los que tienen una cardiopatia comprobada,
también puede presentarse en pacientes jovenes y sanos. La sobredosis
por via oral produce generalmente signos imputables al cerebelo y al
sistema vestibular. Los principales efectos téxicos de la medicién cronica
son efectos cerebrovestibulares relacionados con la dosis, pero incluyen
también otros efectos sobre el SNC, como cambios en la conducta, mayor
frecuencia de las crisis, sintomas gastrointestinales, hiperplasia gingival,

osteomalasia y anemia megaloblastica.
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2.3.5. Concentraciones plasmaticas. . % 19

Por lo general se observa buena correlacién entre la concentraciéon
plasmatica total de la fenitoina y el efecto clinico. De éste modo, el control
de las crisis se obtiene generalmente con concentraciones mayores de
10pg/mL, y los efectos toxicos como nistagmo aparecen alrededor de los

20pg/mL. La ataxia se manifiesta con 30 pg/mL y el letargo con 40pg/mL.

2.3.6. Interacciones con otros farmacos. 1 9 21 2527

Se han reportado nimerosas interacciones entre fenitoina y otros
farmacos. La mayoria de éstas interacciones son farmacocinéticas e
involucran procesos de induccién o inhibicion metabélica o interacciéon en
la union a proteinas. El resultado de éstas interacciones afecta los niveles

plasmaticos de la fenitoina o de los otros farmacos.

2.3.6.1. Alteracion de la cinética de la fenitoina por otros farmacos. 7 19-22,
25-30

Existen muchos farmacos que pueden afectar a la fenitoina. Las
determinaciones de los niveles de fenitoina son especialmente tiles
cuando se sospecha alguna interaccién.

El metabolismo de la fenitoina puede verse alterado por uso
concomitante de otros fAirmacos, por ejemplo: ! 7, 19-22, 25-30
1) Los barbituricos aumentan su velocidad de metabolismo.
2) Los anticoagulantes cumarinicos, el disulfiram, el cloramfenicol, la
cimetidina, la fenilbutazona, la isoniacida y el sulfafenazol inhiben su

metabolismo, aumentando las concentraciones séricas del farmaco.
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3) Los antidepresivos triciclicos, a dosis elevadas, pueden precipitar crisis,
por lo cual habra necesidad de un reajuste en la dosis de fenitoina.

El sulfisoxazol, los salicilatos, la fenilbutazona, la tolbutamida y el
valproatc pueden competir por los sitios de uniéon a las proteinas
plasmaticas.

La carbamazepina, la cual puede aumentar el metabolismo de
fenitoina, provoca una disminucién en su concentracién. Asi mismo, la
fenitoina reduce la concentraciéon de carbamazepina. 926

La fenitoina incrementa la depuracion de la teofilina, y las
concentraciones plasmaticas de fenitoina se ven también reducidas
cuando los dos farmacos se administran conjuntamente. Ello puede
deberse al metabolismo acelerado y/o a la absorcién disminuida de la
fenitoina. 1.9.19.31

El fenobarbital aumenta la biotransformacion de la fenitoina por
induccion del sistema enzimatico microsomal hepatico, pero también
puede disminuir su activacién, aparentemente por inhibicién competitiva.
Ademas el fenobarbital puede reducir la absorcion oral de la fenitoina. A la
inversa, la concentracién de fenobarbital se ve incrementada por fenitoina.

El etanol tiene efectos similares a los anteriores sobre la inactivacién
de la fenitoina. !9 19

Estudios recientes han demostrado que el felbamato incrementa la
concentracion de la fenitoina, pudiéndose entonces disminuir la dosis de
ésta de un 10 a 30%, al mismo tiempo la fenitoina provoca una
disminucién en los niveles del felbamato.29. 3¢

El dezimol provoca inhibicion enzimatica de la fenitoina,
aumentando los niveles enzimaticos de ésta, al administrarlos
conjuntamente durante cinco semanas. 25

Otro antiepiléptico que también altera la farmacocinética de la
fenitoina es la nafimidona, ésta y su principal metabolito inhiben

potentemente el metabolismo de la fenitoina. 28
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2.3.6.2. Alteracion en la cinética de alginos farmacos, provocada por

fenitoina. 1, 7, 19-22, 25-31

Asi como muchos farmacos alteran la farmacocinética de la
fenitoina, ésta también modifica la farmacocinética de muchos de ellos.

Una via comun del metabolismo de estos farmacos es la
hidroxilacién aromatica donde la fenitoina es un conocido inductor del

sistema del citocromo P-450. 930

¢ Analgésicos y antipiréticos.

Después de la administracion de fenitoina, el tiempo de vida media
del meperidino disminuye de 6.4 a 4.3 hr y el ABC de su metabolito
primario se incrementa, por lo que es necesario aumentar las dosis de
meperidino cuando éste sea administrado junto con fenitoina. ¢

Los niveles de metadona disminuyen en un 50% en pacientes bajo
terapia con fenitoina. Los pacientes presentan signos y sintomas parecidos
a los que presentaban antes de que se les hubiera administrado la
metadona. En este caso existe una inducciéon en el metabolismo de la
metadona. !.?

La eliminaciéon del acetaminofén y de la antipirina aumenta después

de la administracion de fenitoina debido al incremento de su
biotransformacion. 1.9

¢ Agentes antiasmaticos.
El tiempo de vida media de la teofilina se reduce en un 40% y su

depuracion se incrementa cuando es administrada con dosis de fenitoina
de 300 a 400 mg. 1,931
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¢ Antibi6ticos y antihelminticos.

La fenitoina reduce los niveles de cloranfenicol en los pacientes que
las reciben conjuntamente. .9

La velocidad de eliminacion de la doxiciclina aumenta en pacientes
que recibien también fenitoina. 1.9

Los niveles maximos y el ABC del prazicuantel se reducen durante la
coadministracion con fenitoina, probablemente por un proceso de
induccién metabolica. Se recomiendan dosis de 50 mg/Kg de prazicuantel
para aquéllos pacientes a los cuales se les tienen que administrar ambos
farmacos durante el tratamiento para la neurocisticercosis, para que se
produzcan concentraciones efectivas tanto en plasma como en liquido

cefalorraquideo. 32

¢ Anticoagulantes.

La fenitoina reduce los niveles plasmaticos del dicumarol por lo que
es necesario incrementar la dosis de anticoagulante. Sin embargo, las
dosis de anticoagulantes generalmente se ajustan de acuerdo al tiempo de
protrombina para evitar problemas clinicos, de tal manera que se evitan
los problemas por interaccion. !9 3!

El efecto de la fenitoina sobre la warfarina es variable; en algunos
pacientes, la fenitoina incrementa los efectos del anticoagulante, lo cual
puede ser explicado por un metabolismo estereoselectivo en los racematos
R-S de la warfarina. !.°

¢ Antidiuréticos.
La eficacia de la furosemida disminuye al ser administrada junto con
fenitoina. Existen evidencias de que la fenitoina reduce la absorcién de la

furosemida. 12
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e Farmacos cardiotonicos.

La fenitoina reduce el tiempo de vida media de la quinidina en un
50%, por lo que se requiere aumentar las dosis de quinidina para
mantener los niveles efectivos en plasma. El problema potencial de ésta
situacion es que cuando se suspende la fenitoina, los niveles de quinidina
resultan excesivos, pudiendo traer consecuencias fatales. Lo mismo sucede
con digoxina.

La fenitoina también acelera la velocidad del metabolismo de la
disopiramida, pero en éste caso, el metabolito es farmacologicamente

activo, por lo que no ocurren efectos adversos. 1919

¢ Inmunosupresores.

La fenitoina reduce la concentracion maxima, el ABC, el tiempo de
vida media e incrementa el aclaramiento de la ciclosporina, reduciendo

como consecuencia su eficacia. !9

e Otros farmacos antiepilépticos.

La fenitoina es un potente inductor de la biotransformacién de la
carbamazepina. Las concentraciones plasmaticas de la carbamazepina se
reducen al administrar en conjunto éstos farmacos. 26

La biotransformacion de la primidona se induce por la fenitoina. 2022
También se ha reportado que la fenitoina provoca que los niveles de
fenobarbital de algunos pacientes aumenten, sin embargo, en la mayoria
de los pacientes, los cambios en los niveles plasméticos de fenobarbital no
son significativos y no resulta necesario ajustar las dosis. El mecanismo
que actila en este caso es una inhibicién competitiva. !9

Los niveles plasmaticos de valproato disminuyen en un 50% cuando
éste es administrado junto con fenitoina. Consecuentemente, los niveles
del metabolito hepatotdoxico del valproato aumentan pudiendo presentarse

efectos secundarios que pueden ir desde envenenamiento agudo (nauseas,
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vémito, anorexia, etc.), hasta envenenamiento crénico (perdida de peso,
higado crecido o atréfico, ictericia, etc.), dependiendo de la dosis y la
duracién de la administracion de estos farmacos. !9 31

La fenitoina incrementa los niveles del metabolito
farmacolégicamente activo de la metosuximida (N-desmetilmetosuximida),

durante el tratamiento combinado en pacientes epilépticos. 2

o Farmacos nuevos o farmacos en etapa experimental.

Los niveles de fluorazina disminuyen en aquéllos pacientes que
reciben terapia multiple, incluyendo fenitoina.

El aclaramiento, el tiempo de vida media y los niveles plasmaticos de
la lamotrigina, disminuyen cuando los pacientes reciben comedicacién con
fenitoina, lo cual nos indica que la fenitoina provoca induccion metabélica.
En un estudio dosis tnica, se demostré que la fenitoina disminuye el
tiempo de vida media de la lamotrigina de 24 a 15 hrs cuando éstas se
administran conjuntamente. °

La cinética de la milacemida no se ve alterada significativamente por
la fenitoina. Los niveles de zonizamida se ven disminuidos en los pacientes
que reciben comedicacién con fenitoina. ®

La fenitoina induce el metabolismo del clobazam y en adicién, los
niveles de este compuesto se ven disminuidos en contraste con los de su
metabolito activo (nor-clobazam), los cuales aumentan al administrarlos
conjuntamente. °

El tiempo de vida media de eliminacién del lorecazol se reduce por
induccién de varios farmacos, incluyendo fenitoina. E1 ABC de la tiagabina
se reduce durante la coadministracion con fenitoina y también aumenta el
aclaramiento de la 10-monohidroxicarbamazepina, el metabolito activo de

la oxicarbamazepina. °
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¢ Esteroides.

La fenitoina induce considerablemente el metabolismo de la
dexametasona, su tiempo de vida media de eliminacién se reduce de 3.5 a
1.8 hrs. después de la administracion conjunta de estos farmacos. Los
niveles efectivos de prednisona y prednisolona se reducen en algunos

pacientes, después de la administracién de fenitoina.
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Parte

experimental.

3.1.Método analitico para la cuantificacién de 3-hidroxi-3-etil-fenil
propionamida (HEPP)

3.1.1.Material y equipo.

#Balanza analitica Ohaus, modelo AS200

#Centrifuga Eppendorf, modelo 5416.

%-Agitador Vortrex Thermolyne, modelo 37600.

%¥-Potenciometro Orion, modelo 290A.

#-Agitador horizontal Kline, modelo 225.

%-Cromatégrafo de liquidos Beckman System Gold, equipado con:
Detector UV-Vis, modelo 166
Inyector automatico, modelo 507.
Bomba, modelo 116
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3.1.2.Reactivos.

#+Alblimina bovina (Sigma, lote 119F9300).

#Hidréxido de sodio R.A. (Baker, lote 3722-01).

*Fosfato de potasio monobasico R.A. (Baker, lote 3246-01).

*Metanol R.A (Baker, lote 9093-03)

#Acetonitrilo HPLC (Mallinckrodt, lote 2856KPHY)

#Diclorometano R.A. (Merck, lote 2342645)

#Agua destilada, desionizada y filtrada.

#Plasma humano libre de pirégenos y certificado de pruebas de VDRL,
VIH, factor Rh y grupo sanguineo, donado por el INNN.

3.1.3.Estandares.

+Estandar secundario de 3-hidroxi-3-etil-fenilpropionamida (HEPP),
Armstrong (México).

+Estandar secundario de 2-hidroxi-2-etil-2 fenilacetamida (HEPA),
Armstrong (México).

3.1.4.Soluciones

#Soluciéon de hidréoxido de sodio 2.0M.

Pesar 8.2 g de hidrdoxido de sodio R.A., disolver y aforar a 100 mL
con agua destilada.

28 Seccién experimental



#Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M, pH 8.
Pesar 1.4 g de fosfato de potasio, disolver y aforar a 100 mL con
agua grado HPLC. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 0.8M.

%#-Solucion de hidroxido de sodio 0.8M.

Pesar 3.3 g de hidréxido de sodio R.A., disolver y aforar a 100 mL
con agua destilada.

%#Solucion de albiimina bovina al 0.01%.

Pesar 0.01 g de albimina bovina, disolver y aforar a 100 mL con

agua grado HPLC.

3.1.5. Preparacion de los estandares de referencia

#Solucion estandar de D,L-2-hidroxi-2-etil-2-fenilacetamida
(HEPA:estandar interno) en MeOH.
Pesar 1.0 mg de HEPA, disolver y aforar a 10 mL con metanol HPLC

para obtener una concentracién de 100 pg/mL.

#+Solucion estandar de D,L-3-hidroxi-3-etil-3-fenilpropionamida (HEPP) en
plasma, solucién amortiguadora de fosfatos o albiimina bovina.

Pesar 1.0 mg de HEPP y depositarlo en un matraz volumeétrico de 1
mL, disolver y aforar con metanol HPLC (conc.=1000 pg/n:iL). De la
solucion anterior transferir con micropipeta 200 pL a un matraz
volumétrico de 2.0 mL y aforar al volumen con metanol R.A, plasma o
albimina bovina al 0.01%, segin sea el caso, para obtener una

concentracion final de 100 pg/mL.
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3.1.6.Preparacion de la curva patrén de HEPP.

De la solucion de 100 pg/mL tomar 1 mL y aforar a 2 mL con
metanol R.A, plasma o albimina* (conc.=50 pg/mL), de la soluciéon
anterior tomar 1 mL y aforar a 2 mL con metanol R.A, plasma o albumina*
(conc.=25 ug/mL), de esta solucion tomar 1 mL y aforar a 2 mL con
metanol R.A, plasma o albimina* (conc.=12.5 pg/mL), de la soluciéon
anterior tomar 1 mL y aforar a 2 mL con metanol R.A, plasma o alblimina*
(conc.=6.25 pg/ml), de esta solucion tomar 1 mL y aforar a 2 mL con
metanol R.A, plasma o albimina* (conc.=3.12 ug/mlL), de la solﬁci(m
anterior tomar 1 mL y aforar a 2 mL con metanol R.A, plasma o albiumina*
(conc.=1.56 pg/mlL), de esta solucién tomar 1 mL y aforar a 2 mL con
metanol R.A, plasma o albamina* (conc.=0.78 pg/mlL), de esta ultima
solucién tomar 1 mL y aforar a 2 mL con metanol R.A, plasma o albamina*
para obtener una concentracion final de 0.39 pg/mL.

*Para cada una de las soluciones utilizar albiimina bovina al 0.01%.

3.1.7.Método analitico para la cuantificaciéon de HEPP en plasma y
albumina.

El método analitico utilizado para la cuantificacion de HEPP en
plasma y albimina bovina, fue el reportado por Gomez L y cols. 3

Las muestras bioldgicas de albimina bovina y plasma se prepararon
como a continuacién se especifica: A 0.5 mL de plasma o albimina bovina
al 0.01% se le aiiadieron 50 pL de estandar interno (E.I.) de HEPA (100
pug/mL), 0.5 mL de solucién de hidréxido de sodio 2.0 M, 0.5 mL de sol.
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amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 8 y 5 mL de diclorometano R.A. y se
agité a 80 rpm durante 15 min. Una vez terminado este proceso la muestra
se centrifugd a 1650g durante 15 min. Después de centrifugar se separ6 la
fase organica y se evaporé6 en bafio maria a 40°C bajo corriente de
nitrogeno. La muestra se reconstituyé con 200 pL de fase movil y se
inyectaron 100 uL al cromatégrafo. En la figura 3 se presenta el diagrama

correspondiente a la preparacion de las muestras.

3.1.8.Condiciones cromatograficas.
Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

#Columna de octadecil silano Ci;s de 200 mm de longitud, 4.6 mm de
diametro y tamafio de particula de Su. Spherisorb.

#Fase movil: Acetonitrilo-Agua (25:75 v/v)

+Flujo: 0.8 mL/min.

#Longitud de onda: 219 nm.

+Sensibilidad del detector: 2.0 auf
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&5 mL de plasma J

+

[so uL de HEPA (E.L) (100 ug/mlﬂ

+

[0.5 mL de NaOH 2.0 M)

4

E.S mL de sol. amortiguadora de fosfatos pH 8.0, 0.1 MJ

( 5 mL de diclorometano J

agitar durante 15 min., 80 rpm.

A

(Cent.rifugar a 1650 x g/15 min.

(Separar la fase organica ]

[E\raporar en bafio maria bajo corriente de N2 a 40°a

(Reconstituir con 200 pL de fase mévil e inyectar al cromatégrafo100 uLJ

Figura 3. Diagrama para la cuantificacion de HEPP en muestras
plasmaticas o albimina.
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3.1.9. Validacion del método analitico.

Los parametros seleccionados para la validaciéon del método analitico

fueron los siguientes:

3.1.9.1. Selectividad.

Con el fin de observar si los compuestos endégenos interferian en la
determinacion de HEPP o su estandar interno HEPA, se prepararon, por
duplicado y en forma individual, muestras de plasma blanco (sin farmaco),
asi como muestras conteniendo HEPP, HEPA y fenitoina. Las muestras se

analizaron de acuerdo a lo especificado en la secciéon 3.1.7.

3.1.9.2. Linearidad.

Para determinar si la respuesta (dada por la relacion de alturas
HEPP/HEPA) era lineal, se prepararon 3 curvas patrén en plasma en el
intervalo de concentraciones de 0.78-100pg/mL y 3 curvas en albimina
bovina en el intervalo de concentraciones de 0.39-100ug/mL, de acuerdo a
lo especificado en la seccion 3.1.6. El analisis de las muestras se llevo a
cabo de acuerdo a lo especificado en la seccién 3.1.7. Para cada curva se

determino el coeficiente de correlacion (r), la pendiente (b) y la ordenada al
origen (a).

3.1.9.3. Exactitud.

Se prepar6 por triplicado la curva de HEPP en plasma y en albimina
bovina en el rango de concentraciones antes mencionado, de acuerdo a la

seccion 3.1.6. Al mismo tiempo se prepararon tres curvas estandar en
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metanol a las mismas concentraciones y se determind el rendimiento en la

extraccion a cada concentracion, asi como el coeficiente de variacion.

3.1.9.4. Repetibilidad.

El parametro se evalué en un mismo dia de trabajo, bajo condiciones
idénticas de analista, equipo y laboratorio. Se prepararon 3 curvas patrén
de HEPP en los intervalos de concentraciones antes mencionados, tanto en
plasma como en albiimina bovina, siguiendo el procedimiento descrito en
3.1.6. y se determino el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de

variaciéon porciento de los resultados obtenidos.
3.1.9.5. Reproducibilidad.

Este parametro se evalué en dos dias de trabajo continuos, variando
solo el analista y conservando condiciones de equipo y laboratorio. Se
prepararon 3 curvas patron de HEPP por cada analista, en los intervalos
de concentraciones antes mencionados, tanto en plasma como en
albamina bovina, siguiendo el procedimiento descrito en 3.1.6. Se
determindé la media, desviaciéon estandar y coeficiente de variacién
porciento. Se efectué un analisis de varianza de dos factores (ANADEVA)

con una p = 0.05, para los resultados obtenidos por cada analista.
3.1.9.6. Estabilidad.

La estabilidad del HEPP en plasma, tanto a temperatura ambiente,
refrigeracion y ciclos congelacion-descongelacion, fue reportado
anteriormente® como de 1 semana a temperatura ambiente, 1 semana en
refrigeracion y 1 mes bajo ciclos congelacion-descongelacion, por lo que no

se considero necesario realizar este parametro de nuevo.
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ESTUDIO No. 1

3.2. Unioén de HEPP a proteinas plasmaiticas.

3.2.1. Método analitico para la cuantificacion de proteinas

plasmaticas totales.

El método analitico utilizado para la cuantificacién de proteinas

plasmaticas totales fue el reportado por Guerci y cols.3?

3.2.1.1. Material y Equipo.

#Agitador Vortrex Thermolyne Modelo M37615
+Espectrofotometro Beckman Modelo DU-68.

3.2.1.2. Reactivos.

#Albumina bovina (Sigma, lote 79F9303)

#-Sulfato de cobre R.A. (J.B.Baker, lote E16348)

#Tartrato de sodio y potasio R.A. (J.B. Baker, lote M36186)
%#-Cloruro de sodio R.A. (Mallinckrodt, lote 7581 KEAK)
#Yoduro de potasio R.A. (Mallincrodt, lote 7536 KEBK)
#Hidroxido de sodio R.A. (Mallinckrodt, lote 7708 KEVC)
#Acido clorhidrico R.A. (J.B.Backer, lote F31454)
#Fenoftaleina.
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3.2.1.3. Preparacion de soluciones.

#Soluciéon patrén de proteina.
Pesar 0.07 g de albumina bovina y colocarla en un matraz

volumétrico de 10 mL, agregar 5 mL de agua destilada hasta disolver y
llevar al aforo (conc.= 0.007 g/ml).

»Reactivo de Biuret.

Sulfato de cobre 15¢g
Tartrato de sodio y potasio 6.0g
Yoduro de potasio 10g

Hidroxido de sodio 2.5 N

En un matraz volumétrico de 1000 mL colocar el sulfato de cobre y
el tartrato de sodio y potasio, agregar 500 mL de agua destilada y agitar a
disolucién. Agregar, bajo agitacion constante, 300 mL de hidréxido de
sodio 2.5N previamente titulado y mezclar. Agregar yoduro de potasio y

agitar hasta disolucion. Aforar y conservar en frasco obscuro.
#Solucién salina al 0.85%.

Pesar 8.5 g de cloruro de sodio, colocarlo en un matraz de 1000 mL,
agregar 500 mL de agua destilada, disolver y llevar al aforo.

3.2.1.4. Preparacion de la curva patrén para cuantificar proteinas
plasmaticas.

La preparacién de la curva se resume en la tabla 2.
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Tabla 2. Preparacion de la curva patrén para la
cuantificacién de proteinas plasmaticas totales.

Tubo No. s(;’ls'ssi/lo“’:‘;;l m:ed;r::tixl::t(r; . C:: ;:::::i:n
' g/100ml). | (¢/100 mL)

1 2.0 0 0 (bco)

2 1.7 0.3 2.1

3 1.5 0.5 3.5

4 1.2 0.8 5.6

5 1.0 1.0 7.0

6 0.7 1.3 9.1

7 0.5 1.5 10.5

8 0.0 2.0 14.0

Una vez preparada la curva, a cada tubo se agregaron 8 mL de
reactivo de Biuret y se mezclo en vortex 30 s. Se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 30 min. Las muestras se analizaron

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm.

3.2.1.5. Método analitico.

Se tomaron 0.5 mL de plasma, se colocaron en un tubo y se llevd a
10 mL con solucién salina al 0.85%. De la solucién anterior se tomaron 2
mL, se colocaron en un tubo y se le agregaron 8 mL de reactivo de biuret,
se agitaron en vortex 30 s y se dejaron reposar 30 min a temperatura

ambiente. Las muestras se leyeron en el espectrofotometro en la region del
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visible a una longitud de onda de 540 nm y los resultados se interpolaron
en la curva patrén de la seccion 3.2.1.4. En la figura 4 se presenta el

diagrama correspondiente a la preparacion de las muestras.

(Tomar 0.5 mL de plasma J

(Lievar a 10 mL con S.S.I al 0.85%)

lTomar ‘2 mL l

(Agregar 8 mL de reactivo de Biuret ]

A

itar

Gejar reposar 30 min. a tp. ambiente ]

(Leer a 540 nm J

[Interpolar en curva patron ]

Figura 4. Diagrama de flujo para la cuantificaciéon de proteinas
plasmaticas totales en muestras.

Dado que este método fue validado anteriormente para realizar otro

estudio, los resultados correspondientes a esta validacion se omitiran. 62
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3.2.2. Estudios de union a proteinas “in vitro”.

3.2.2.1. Material y equipo.

»-Aparato dializador Spectrum 5-Cell Equilibrium Dialyzers, modelo
132360, que consta de :
S celdas de teflon.
6 separadores metalicos.
Motor de rotacién.
Base de dializador.
15 tapones para las celdas.
Agujas sin punta.
#Jeringas de 1 mL.
#Membranas Spectra/Por Dialysis No.2, MWCO0:12-14,000, 200 X 200
mm, lote 132686.
#-Bafio de agua Imperial IV
#Termometro.

*+Pinzas para las membranas sin punta.

3.2.2.2. Reactivos.

#Fosfato de potasio monobasico, R.A.(Mallincrodt, lote 7100 KJBR)
#Etanol R.A. (Merck).

*Hidroxido de sodio R.A.(Mallincrodt, lote 7708 KCCK)

*-Agua destilada, desionizada y filtrada.
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3.2.2.3. Preparacion de soluciones.

#+Solucion amortiguadora de fosfatos 0.064 M, pH 7.4.
Pesar 1.74 g de fosfato de potasio, disolver y aforar a 1000 mL con
agua desionizada. Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 0.8 M.

3.2.2.4. Estudios “in vitro”.

3.2.2.4.1. Tiempo de equilibrio.

Para encontrar el tiempo de equilibrio 6ptimo se inyectd, del lado de
la celda con mayor grosor, 1 mL de plasma afiadido de HEPP a una
concentracién 50 pg/mL; del lado de la celda con menor grosor se inyecté
1 mL de sol. amortiguadora de fosfatos 0.064M pH 7.4 y se dejo dializar en
bano de agua a 37°C y 30 rpm. Puesto que el equipo consta de cinco
celdas, en la primera corrida se tomaron muestras a los 5, 10, 20, 30 y 60
min (una muestra por celda). En una segunda corrida se tomaron
muestras a los 90, 120, 180, 240 y 360 min. Las muestras se analizaron

de acuerdo a lo descrito en la seccién 3.1.7.

3.2.2.4.2.Determinacion de la unién del HEPP a la membrana de dialisis.

Para determinar si el HEPP se unia en cierto grado a la membrana,
se inyectaron al dializador muestras de 1 mL de sol. amortiguadora de
fosfatos afiladido de HEPP de concentracion 50 pg/mL y se pusieron a
dializar frente a 1 mL de sol. amortiguadora de fosfatos pH 7.4 blanco,
durante el tiempo de equilibrio determinado en la seccién 3.5.4.1, 37°C y

30 rpm. Las muestras se analizaron segun lo descrito en la secciéon 3.1.7.
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3.2.2.4.3.Integridad de la membrana.

La integridad de la membrana tanto frente a plasma como a
albimina se determind dializando muestras de 1 mL de estos fluidos
contra 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 durante 3.0 h
(tiempo de equilibrio). Al final de la dialisis se determiné si existia proteina
del lado del buffer utilizando el método de Biuret.

3.2.2.4.4.Determinacion del volumen de Shift o volumen desplazado.

Para determinar el volumen desplazado se dializaron muestras de 1
mL tanto de albumina como de plasma frente a 1 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 durante 3.0 h. Al final de la dialisis se
cuantificé la cantidad de proteina del lado del plasma por el método de
Biuret y se comparé con la concentraciéon de proteina encontrada en el
plasma antes de la dialisis (blanco) efectuandose lo mismo en el caso de la

albumina.
3.2.2.4.5.Grado de unién del HEPP a proteinas plasmaticas.

El grado de unién a proteinas plasmaticas se obtuvo dializando 5
muestras de 1 mL de plasma anadido de HEPP de concentraciones 6.125,
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL, frente a 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.4
durante 3 horas. El aparato se mantuvo a 37°C y 30 rpm. Una vez
dializadas las muestras se analizaron ambos compartimientos (tanto la
solucién como el plasma), interpolando la respuesta en curvas hechas en
solucién amortiguadora de fosfatos pH= 7.4 o plasma, utilizando el método
descrito en la seccibn 3.1.7. Este procedimiento se realizé por

quintuplicado.
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3.2.2.4.6.Grado de union de HEPP a albiimina.

Para determinar el grado de unién a albimina se prepararon 5
muestras de albimina a las cuales se les afiadi6 HEPP a concentraciones
de 6.125, 12.5, 25, 50 y 100 ug/mL. De cada una de las muestras se tomé
1 mL y se dializaron frente a 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.4 durante 3
horas, 37°C y 30 rpm. Una vez dializadas las muestras se analizaron
ambos compartimientos (tanto la soluciéon como la albiimina), interpolando
la respuesta en curvas hechas en solucién amortiguadora de fosfatos pH=
7.4 o plasma, utilizando el método descrito en la secciéon 3.1.7. Este
procedimiento se realizé por quintuplicado.

Con los resultados obtenidos se realizaron las siguientes graficas
para obtener la constante de asociaciéon y los sitios de unién: grafica

directa, grafica de la doble reciproca, grafica de Scatchard y grafica tipo
Woolf.

ESTUDIO No. 2.

3.3. Interaccién farmacocinética entre HEPP y fenitoina (DFH).

3.3.1. Farmacos administrados.

#Hidantoina, solucién inyectable (Rudefsa, lote 600743), en las que cada 5
mL contienen 250 mg de fenitoina. A cada conejo le fueron administrados
30 mg/Kg de peso de DFH.

+HEPP en solucién salina isotdnica. Para cada conejo se preparéd una

solucion de concentracion correspondiente a su peso (15 mg/Kg de peso).

42 Seccion experimental



3.3.2. Sujetos de estudio.

Se eligieron como sujetos de estudio a 9 conejos macho raza Nueva
Zelanda con peso de 3.0-5.0 Kg. Los conejos se encontraban en buen
estado de salud y no se les habia administrado ningin otro medicamento
por lo menos 1 mes antes del estudio. Los animales se mantuvieron bajo

ciclos luz-obscuridad de 12 h.

3.3.3. Diserto experimental del estudio.

El disefio experimental utilizado en el estudio fue un disefio de
bloques incompletos balanceado al azar, de tres secuencias y dos periodos,
con niveles de dosificacién preestablecidos y un intervalo de lavado entre
periodos de cuatro semanas. Los conejos fueron asignados aleatoriamente
a cada una de las tres secuencias. La aleatorizaciéon fue balanceada en
grupos de 3 conejos cada uno.

El grupo A en el periodo I, recibié una dosis de 30 mg/Kg de peso de
DFH solucién inyectable (Hidantoina) i.p., cada 12 hrs, durante 5 dias con
el fin de alcanzar el estado estacionario. Durante el segundo periodo el
grupo A recibié el mismo tratamiento con DFH via i.p. pero, en el sexto dia,
inmediatamente después de la 1ltima administracion de DFH, se
administré HEPP via i.v., en una dosis tinica de 15 mg/Kg de peso.

Al grupo B en el periodo I se le administré solucién salina isoténica
via i.p., cada 12 hrs, durante 5 dias. En el sexto dia, después de la tltima
administracion de solucion salina isotonica, se administr6 HEPP via i.v., a
una dosis Unica dé 15 mg/Kg de peso. En el segundo periodo, el grupo B
recibié una dosis de 30 mg/Kg de peso de DFH solucién inyectable i.p.,

cada 12 hrs., durante 5 dias con el fin de alcanzar el estado estacionario.
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El grupo C en el periodo I, recibié una dosis de 30 mg/Kg de peso de
DFH via i.p. y el sexto dia, después de la ultima dosis, se administr6
inmediatamente HEPP via i.v.,en una dosis unica de 15 mg/Kg de peso.
Durante el segundo periodo, se administré solucion salina isoténica via
i.p., cada 12 hrs, durante 5 dias y en el sexto dia, se administré HEPP via

iv., en una dosis iinica de 15 mg/Kg de peso.

El disefio experimental se resume en la tabla 3.

Tabla 3. Disefio de bloques incompleto balanceado utilizado para el

estudio.
PERIODO
SECUENCIA | SUJETO 1 II
3
A 7 DFH L DFH + HEPP
6 A
2 \Y%
B 1 HEPP A DFH
5 D
9 o)
c 4 DFH + HEPP HEPP
8

3.3.4.Horario de toma de muestra.

Las muestras sanguineas se obtuvieron introduciendo un catéter
. corto del No. 22 en la vena marginal de cada conejo y adaptado a este una

llave de 3 vias, a través de la cual se obtuvieron cada una de las muestras.
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En la mafiana del sexto dia, inmediatamente después de la ultima
administracion de DFH (para las secuencias A y C, periodo I y secuencias
Ay B, periodo II), se tomaron 3 mL de sangre de la vena marginal de cada
conejo (considerado como tiempo 0) y se colectaron en tubos conteniendo
EDTA al 7.5%. Posteriormente, el tiempo de muestreo se siguié de acuerdo
a lo indicado en la tabla 4.

Para la secuencia B, periodo I y secuencia C, periodo II la muestra
blanco se tomé inmediatamente después de la iltima administracién de
solucién salina isoténica y posteriormente se siguié el horario presentado
en la tabla 4.

Tabla 4. Tiempo de muestreo para cada fairmaco y para la administracion
conjunta de éstos (volumen colectado: 3 mL).

GRUPO TIEMPOS (h)
0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 8.0,
DFH 12.0 y 24.0

0, 0.083, 0.25, 0.5, 0.75,
1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 8.0 y 10.0
0.0, 0.083, 0.25, 0.5, 0.75,
DFH + HEPP 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 8.0,

10.0, 12.0 y 24.0

HEPP

El plasma fue obtenido por centrifugacion de las muestras a 3000
rpm durante 15 min. y se almacendé en tubos de vidrio limpios y
etiquetados, manteniendolos en congelacién a -5°C para el analisis de
HEPP y a 5°C para el andlisis de DFH.
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3.3.5.Analisis de las muestras.

Los niveles plasmaticos de DFH se determinaron utilizando un
método de inmunoandlisis enzimatico homogénec (EMIT) previamente
validado, usando para ello un kit para analisis de fenitoina (Syva
Company, lote 6B009 UL-H1A). El método es especifico para fenitoina y no
detecta sus metabolitos. 63.64

Los niveles plasmaticos de HEPP se determinaron por el método de

cromatografia liquida de alta resolucioén descrito en la seccién 3.1.7

3.3.6.Andlisis estadistico del estudio de interaccion.

Los parametros farmacocinéticos de area bajo la curva de
concentracion plasmatica de cero al altimo tiempo (ABCo-t) y de cero a
infinito (ABCo—inf), vida media de la fase de eliminacion beta (t1/2p),
tiempo medio de residencia (TMR), concentracién plasmatica al tiempo cero
(Cp®), aclaramiento plasmatico total (Cl), volamen aparente de distribucién
en el estado estacionario (Vdee), voliimen aparente de distribucién de area
(VdB) y volimen aparerente de distribuciéon en el compartimento central
(Vc) para cada conejo se determinaron utilizando el paquete PCNONLIN
4.0.

Los analisis estadisticos empleados fueron las pruebas de analisis de
varianza (ANADEVA) y prueba de t-Student pareada y no pareada,
utilizando para ello los paquetes estadisticos ORIGIN y SIGMA STAT.
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Resultados 'y
discusion de

resultados.

4.1.Validaciéon del método analitico para la cuantificaciéon de HEPP en
plasma y albiimina bovina.

La validacién del método analitico resulta escencial para cualquier
tipo de estudios clinicos, ya que mediante este tipo de pruebas se evaliia si
el método cumple con los propésitos para los cuales fue disefado. Los
criterios para la validacion del método analitico se basaron en las
recomendaciones y lineamientos especificados por diferentes organismos

internacionales 343554 y los resultados obtenidos fueron los siguientes.

4.1.1.Selectividad.

En las figuras 5 y 6 se presentan los cromatogramas obtenidos al
analizar muestras blanco de plasma y albimina bovina, asi como las

muestras plasmaticas y de albumina anadidas con HEPP, estandar interno
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(E.I) y fenitoina. En ellas se puede observar que la albiimina bovina
comercial no presenta ningina interferencia. En el plasma tampoco se
observaron componentes endégénos que interfirieran en la cuantificaciéon
del HEPP o del estandar interno, HEPA. Al utilizar este método, es posible
que la fenitoina no pueda extraerse, ya que no se encontré ningin pico de
interferencia durante el tiempo que duré la corrida, por lo que el método se

considero selectivo.

1.6

9.58 HEPP

6.09 KEPR

I

Blanco de albumina. Albiimina afnadida
A=HEPA (E.L)
B=HEPP

Figura 5. Selectividad del método analitico para la cuantificacion de HEPP
en albumina.
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A=HEPA (E.L)
B=HEPP

Figura 6. Selectividad del método analitico para la cuantificacién de HEPP

en plasma.
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4.1.2.Linearidad.

En la figura 7 se presentan los valores promedio de la relacién de
alturas de las tres curvas preparadas para plasma en el intervalo de
concentraciones de 0.39 a 100 pug/mL de acuerdo a lo descrito en la
seccién 3.1.6., con la cual se encontré la siguiente ecuacion:

y= 0.0561*x + 0.0119 r= 0.9998 r2= 0.9996

En cuanto al promedio de tres curvas preparadas en albiimina en el
intervalo de concentraciones de 0.78 a 100 pg/mL (figura 8), se obtuvo Ia
siguiente ecuacion:

y= 0.0567*x + 0.0263 r= 0.9996 r2 = 0.9992

Con base en los resultados anteriores se consideré que el método
para cuantificar HEPP tanto en plasma como en albimina presenta buena
linealidad en el intervalo de concentraciones estudiado.

Rel. de alt. HEPP/E.I.

T T v T d T

40 .60 80
Concentracion (pg/mL
r=0.9998; b=-0.0119; m=0.0561

Figura 7. Linealidad del método analitico para la cuantificacion del HEPP
en plasma.

T T
0 20
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Rel. de alt. HEPP/E.I.

Y T T T T T T

-
40 , 60 80 100

Concentracion (ug/mL)

| r=0.9996; b=-0.0263; m=0.05665 |

Figura 8. Linealidad del método analitico para la cuantificacién del HEPP
en albuimina.

4.1.3.Exactitud.

La exactitud del método evaluada como el porciento de recobro del
farmaco después del proceso de extraccién comparado con la respuesta
obtenida del sistema (HEPP en metanol sin realizar extraccién) se muestra
en las tablas 5 y 6. El rendimiento promedio de extraccion en plasma fue
del 96.79% y del 97.03% para albumina. El coeficiente de variacion
promedio fue del 4.31% en plasma y del 4.29% en albumina. Los
intervalos de confianza determinados a partir de los resultados obtenidos
fueron los siguientes: 92.09% < X < 101.48% para plasma y 92.34% < X <
101.73% para albtimina.

A partir de los resultados obtenidos el método se consideré exacto.
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Tabla 5. Exactitud del métode analitico para la cuantificacién del HEPP en
plasma (n= 3).

Relacioén de Relacion de alturas % de
Conc. (pg/ml) alturas en MeOH en plasma. extraccién C.V.%

0.3906 0.02172 0.01992 91.71 5.59
0.7813 0.04319 0.03990 92.38 5.23
1.5625 0.08652 0.08276 95.65 4.98
3.125 0.18488 0.17813 96.35 4.74
6.25 0.36565 0.35475 97.02 4.17
12.5 0.67168 0.67531 100.54 3.37
25 1.42955 1.40296 98.14 3.54
50 2.73741 2.70922 98.97 3.69
100 5.61676 5.63519 100.33 3.47

% de extraccion promedio = 96.79%

Tabla 6. Exactitud del método analitico para cuantificar HEPP
en albimina (n=3).

Relacion de Relacion de alturas % de
Conc.(pg/ml) alturas en MeOH. en albamina. extraccion C.v.%

0.7813 0.04319 0.04084 94.56 5.05
1.5625 0.08652 0.08337 96.36 4.96
3.125 0.18488 0.17798 96.27 4.56
6.25 0.36565 0.34382 94.03 4.94
12.5 0.67168 0.66614 99.18 4.17

25 1.42955 1.37688 96.32 3.83

50 2.73741 2.68294 98.01 3.41

100 5.61676 5.70320 101.54 3.37

% de extraccion promedio = 97.03%

4.1.4.Repetibilidad.

En las tablas 7 y 8 se muestran los coeficientes de variacion
obtenidos después de analizar 3 curvas en los intervalos de
concentraciones estudiados, de acuerdo a lo descrito en la seccién 3.1.7.
Se puede observar que ninguno de los coeficientes de variacién fue mayor
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del 10% tanto en albimina bovina como en plasma. El limite de variacion
permitido para considerar repetible un método analitico en fluidos

biologicos es del 15%%%41, por lo que el método se considerd preciso. 34 35, 54

Tabla 7. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacion del HEPP

en plasma.
Conc Rel. de Rel. de Rel. de Rel.de_| pg C.v.
(ng/mL) | alturas 1. | alturas 2 | alturas 3. | alturas X o %

0.3906 | 0.01917 | 0.02009 | 0.02092 | 0.02006 | 0.0009 | 4.37
0.7813 | 0.03833 | 0.04017 | 0.04181 | 0.04010 | 0.0017 | 4.34
1.5625 | 0.08519 | 0.08016 | 0.08203 | 0.08246 | 0.0025 | 3.08
3.125 0.19315 | 0.18118 | 0.17895 | 0.18443 | 0.0076 | 4.14
6.25 0.38095 | 0.36250 | 0.37488 | 0.37278 | 0.0094 | 2.52
12.5 0.65966 | 0.67212 | 0.68469 | 0.67215 | 0.0125 | 1.86
25 1.34731 | 1.41328 | 1.39684 | 1.38581 | 0.0343 | 2.48
50 2.70527 | 2.67713 | 2.73832 | 2.70691 | 0.0306 | 1.13
100 5.41936 | 5.53230 | 5.79479 | 5.58215 | 0.1926 | 3.45

Tabla 8. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacién del

HEPP en albumina.
Conc. Rel. de Rel. de Rel. de Rel.de | g c.v.
(ug/mL) | alturas 1. | alturas 2 | alturas 3. | alturas X o %

0.7813 | 0.03864 | 0.03908 | 0.04192 | 0.03988 | 0.0017 | 4.46
1.5625 | 0.08237 | 0.08169 | 0.08519 | 0.08308 | 0.0018 | 2.23
3.125 0.17448 | 0.17814 | 0.16727 | 0.17330 | 0.0055 | 3.19
6.25 0.34699 | 0.36528 | 0.35657 | 0.35628 | 0.0091 | 2.57
12.5 0.67118 | 0.68606 | 0.65719 | 0.67148 | 0.0144 | 2.15
25 1.43945 | 1.36888 | 1.39609 | 1.40147 | 0.0355 | 2.54
50 2.63705 | 2.73154 | 2.64743 | 2.67201 | 0.0518 | 1.94
100 5.66616 | 5.58694 | 5.75827 | 5.67046 | 0.0857 | 1.51

X = Promedio
4.1.5. Reproducibilidad.

La reproducibilidad se evalué de acuerdo a lo descrito en la secciéon
3.1.9.5. y los resultados se presentan en las tablas 9 y 10.
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Tabla 9. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacién del
HEPP en plasma.

Conc. Relacion de alturas Relacién de alturas
| (pg/mL) Analista 1 Analista 2

[ 0.3906 0.02012 0.02040 0.01887 0.01989 3.3642
D 0.7813 0.03988 0.04047 0.03773 0.03978 3.0307
1 1.5625 0.07869 0.07987 0.08319 0.08299 2.7755
A 3.125 0.15761 0.16871 0.16598 0.17091 3.5114

6.25 0.34064 0.36096 0.37480 0.37231 4.2992

12.5 0.69514 0.69852 0.72363 0.68408 2.3853

1 25 1.43049 1.45167 1.34781 1.40456 3.1869
S0 2.67600 2.78649 2.70603 2.61985 2.5762

100 5.59328 5.67453 5.43090 5.48802 1.9574

0.3906 0.01983 0.01888 0.01942 0.01965 2.1206
D 0.7813 0.03926 0.03796 0.03896 0.03940 1.6706
1 1.5625 0.07994 0.08077 0.08061 0.08088 0.5233
A 3.125 0.17353 0.16114 0.16571 0.16692 3.0669
6.25 0.37810 0.34523 0.36451 0.35950 3.7519

12.5 0.67816 0.66525 0.69898 0.68262 2.0441
2 25 1.36130 1.39926 1.37987 1.41850 1.7743
S0 2.73631 2.72838 2.70611 2.71157 0.5193

100 _5.78299 | 5.64931 5.60239 5.60395 1.5028

Tabla 10. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacion del
HEPP en albumina.

Relacién de alturas Relacién de alturas
Analista 1 Analista 2

0.04084 0.04257 0.03978 0.03940
0.08337 0.08115 0.08299 0.08088
0.17798 0.17384 0.17091 0.16692
0.34382 0.33510 0.37231 0.35950
0.66614 0.64905 0.68408 0.68262
1.37688 1.35476 1.40456 1.41850
2.68294 2.61291 2.61985 2.71157
5.70320 5.57093 5.48802 5.60395
0.03914 0.04081 0.03796 0.04047
0.08572 0.08323 0.08077 0.07987
0.18407 0.17603 0.16114 0.16871
0.35264 0.34372 0.34523 0.36096
0.69111 0.65825 0.66525 0.69852
1.41357 1.36231 1.39926 1.45167
" -2.75333 2.68259 2.72838 2.78649
S5.85445 5.68422 5.64931 5.67453
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Dado que ninguno de los coeficientes de variacion fue mayor del
10% (comparando los resultados de relacion de alturas entre dos analistas
en dos dias diferentes), en el intervale de concentraciones estudiado tanto
para albimina bovina como para plasma, el método analitico se considero
reproducible De igual forma, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las fuentes de variacién de analista o

de dia, al aplicar un analisis de varianza (ANADEVA) con una p<0.05.

De acuerdo a los resultados obtenidos el método resulté ser, lineal
en un intervalo de 0.3906-100 pg/mL, selectivo, exacto, repetible y
reproducible, por lo que se consideré6 adecuado para ser utilizado en la
cuantificacion de HEPP en muestras plasmaticas, asi como para los

estudios de unién a proteinas y de interacciéon farmacocinética.

ESTUDIO No. 1.

4.2, Estudios de unidn a proteinas “in vitro”.

4.2.1. Factores evaluados antes de realizar la unién a proteinas.

Existen algunos factores que influyen directamente en la
determinacion del grado de unién a proteinas al utilizar la técnica de
dialisis al equilibrio, los cuales deben ser evaluados antes de empezar el
estudio y cuya importancia ha sido senalada por varios autores. Los

resultados de la evaluacién de estos factores se presentan a continuacion.

5-8, 36-41
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4.2.1.1. Tiempo de equilibrio.

El tiempo de equilibrio se obtuvo siguiendo los lineamientos
descritos en la seccién 3.2.2.4.1. En la figura 9 se puede observar que la
meseta de la grafica inicia a los 180 min., lo cual indica que el tiempo al
cual el HEPP alcanza el equilibrio es de 3.0 hrs.

En un estudio reportado anteriormente acerca de la uniéon de este
mismo farmaco a proteinas plasmaticas de rata 2, en el cual se utilizé la
misma técnica de dialisis, los autores observaron un tiempo de equilibrio
mayor que el encontrado en este estudio (8 hrs). Lo anterior podria deberse
quizds a que sus condiciones de dialisis (25°C) fueron diferentes a las
nuestras (37°C), ya que generalmente un aumento en la temperatura
ocasiona una disminuciéon en el tiempo de equilibrio dado que la

temperatura es directamente proporcional a la velocidad de difusion. 6 4243

% total de HEPP en buffer
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Figura 9. Determinacion del tiempo de equilibrio del HEPP.
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4.2.1.2. Union del HEPP a la membrana de dialisis.

El grado de union del HEPP a la membrana de dialisis, se obtuvo
siguiendo los lineamientos especificados en la seccion 3.2.2.4.2. y los
resultados se presentan en la tabla 11. En ella se puede observar que el
grado de unién del farmaco a la membrana fue tan bajo, que no influye en
la estimaciéon de la cantidad de farmaco unido y por lo tanto el error

inherente es despreciable. 6. 41, 42, 44,45

Tabla 11. Union del HEPP a la membrana de dialisis a concentracion de
50 pg/mL, 3.0 hrs., 37°C y 30 rpm.

Conc. |Conc. celda 1| Conc. celda | Conc. final celda 1 | % de HEPP
inicial buffer 2 buffer +celda 2 unido a la
_u._lg/_my_ ___(P_g_/ mL) Jgg_/ mL) M mL) membrana

50 25.825 23.430 49.255 1.49

50 25.145 24.025 49.170 1.66

50 25.380 23.725 49.105 1.79

50 25.210 24.08 49.290 1.42

50 25.740 23.470 49.210 1.58

% promedio de HEPP unido a membrana = 1.59%.

4.2.1.3. Integridad de la membrana.

Las membranas de dialisis utilizadas en estos estudios, son muy
fragiles, de tal manera que al manipularlas para colocarlas en el equipo, o
bien durante el estudio, pueden llegar a romperse, lo cual propiciaria que
parte del plasma se mezclara con la solucion amortiguadora, provocando
un error en la determinaci()n. Existen otros casos en los que la albiumina
comercial, ya sea humana o bovina, por su método de purificacion, puede
llegar a fraccionarse, por lo que cada fraccién tendria ahora un peso

molecular menor a 69,000 y dependiendo de la abertura del poro de la
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membrana, algunas de estas fracciones podrian atravesar la membrana
hacia el lado del buffer. 41, 43,45

En este caso, no se encontré proteina del lado de la solucién
amortiguadora después de la dialisis de las muestras, asumiéndose con
ello que la membrana se mantuvo intacta durante el estudio. Asi mismo, la

albimina comercial utilizada no se encontraba fraccionada.

4.2.1.4. Determinacion del volumen de Shift.

No se encontraron diferencias significativas entre la concentracion,
tanto de proteinas plasmaticas totales como de albumina bovina, antes y
después de la dialisis de 3.0 hrs, lo cual indica que no hubo un
desplazamiento de volumen desde el buffer hacia la proteina, que hubiera
resultado en una dilucién de la misma, que es lo que se conoce como
volumen de Shift.

En diversos articulos este factor se ve atenuado al utilizar una
membrana de bajo espesor, con una abertura de poro de bajo peso
molecular y tiempos de equilibrio cortos (menor a 6 hrs). 3840, 45 Todas estas
caracteristicas se cumplieron en este estudio, evitando asi, que este factor
fuera significativo, por lo que no hubo necesidad de realizar correccién
alguna al respecto.

Con base en todo lo anterior se consideré que el método de dialisis al

equilibrio era el adecuado para realizar el estudio.
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4.2.5. Determinacion del grado de union del HEPP a proteinas

plasmaticas.

El HEPP es un farmaco disefiado para su uso en el tratamiento de la
epilepsia, el cual podria ser administrado conjuntamente con otros
farmacos antiepilépticos como carbamazepina, fenitoina o acido valproico.
Estos farmacos tienen un alto grado de unién a proteinas, por lo que al ser
administrados conjuntamente con otro firmaco que también lo presente,
podria ocurrir un desplazamiento de los sitios de unién, aumentando la
fraccion libre en plasma del farmaco desplazado, lo cual podria ocasionar
algun efecto secundario, por lo que se consideré de gran importancia
determinar el grado de unién a proteinas plasmaticas de este nuevo
antiepiléptico. 920, 22

El grado de union a proteinas plasmaticas del HEPP se realiz6 en el
intervalo de concentraciones de 6.25-100 pg/mlL, el cual fue elegido de
acuerdo a las concentraciones plasmaticas de HEPP encontradas en los
estudios de Fase Clinica I. El estudio se llevé a cabo siguiendo los
lineamientos especificados en la seccién 3.2.2.4.5. y los resultados se
muestran en la tabla 12, en la que se puede observar que el porciento de
unién del HEPP a proteinas totales se encuentra entre el 32.6 y el 38.9%

en el intervalo de concentraciones estudiado.



Tabla 12. Union del HEPP a proteinas plasmaticas (3.0 hrs.,

37°Cy 30 rpm).
Conc. Conc. :e f?rt:;eo Conc, c::sirm‘:co Unid
en buffer en a nioén &
Celds no. (lni/cla::) equilibrio e:umbrlo proteinas %.
T | (g/ml) {ig/mb) _
1 6.25 2.37491 3.80278 37.55
2 6.25 2.35875 3.95634 40.39
3 6.25 2.32839 3.79232 38.60
4 6.25 2.34504 3.88243 39.60
5 6.25 2.37267 3.84586 38.28
Promedio 6.25 2.35592 3.85595 38.88
D.S./C.V.% R 0.0105 / 0.8287 | 0.0666 / 1.7279 | 1.1187 / 2.8770
1 12.5 5.11897 8.23394 37.83
2 12.5 5.35159 8.31605 35.65
3 12.5 5.04745 7.91599 36.24
4 12.5 5.09714 8.10459 37.10
5 12.5 4,98215 8.06363 38.21
Promedio 12.5 5.11946 8.12684 37.01
D.S./C.V.% - 0.1400 / 2.7351 | 0.1551 / 1.9084 | 1.0681 / 2.8862
1 25 9.79169 15.11878 35.23
2 25 9.47090 14.80407 36.03
3 25 9.53620 14.83207 35.70
4 25 9.60358 14.96962 35.85
S 25 9.81849 15.13879 35.14
Promedio 25 9.64417 14.97267 35.59
D.S./C.V.% - 0.1545 / 1.6012 | 0.1558 / 1.0408 | 0.3890 / 1.0931
1 S50 19.71466 30.20829 34.73
2 S0 20.41478 30.89983 33.93
3 50 19.58327 29.56629 33.76
4 50 18.83762 29.11765 35.30
S 50 18.92009 28.98887 34.73
Promedio 50 19.49408 29.75619 34.49
D.S./CV.% - 0.6451 / 3.3093 | 0.7976 / 2.6806 | 0.6360 / 1.8439
1 100 40.60779 60.16957 32.51
2 100 41.04774 59.67578 31.22
3 100 39.09306 59.09394 33.85
4 100 39.35376 59.18199 33.50
5 100 40.50190 59.37326 31.78
Promedio 100 40.12085 59.49891 32.57
D.S./C.V.% - 0.8494 / 2.1172 | 0.4336 / 0.7332 ] 1.1128 / 3.4165

D.S. = Desviacién estandar
C.V. % = Coeficiente de variacién porciento.
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En un estudio previo, realizado por Gémez L y cols. > 12 se utilizo
plasma de rata para determinar el grado de unién. Existen reportes en la
literatura que indican que para algunos farmacos, las proteinas
plasmaticas de algunas especies animales ne presentan los mismos sitios
de unién, que los encontrados en humano. 8 % Al comparar los resultados
obtenidos por Gomez L. con los de éste estudio, se encontraron difierencias
significativas entre ellos (19.9%° vs 35.7% en promedio); sin embargo, los
calculos efectuados para determinar el grado de unién en el estudio de
Gomez L? son erroneos y al hacerse el ajuste correspondiente, la diferencia
entre los resultados no es significativa, lo cual indica que para este
farmaco, las proteinas de rata presentan los mismos sitios de unién al
HEPP que las proteinas humanas.

El bajo grado de unién a proteinas totales mostrado por el HEPP, no
es de importancia clinica, sin embargo, con el fin de caracterizar el
comportamiento del HEPP al interaccionar con proteinas especificas, se
decidi6 continuar con el estudio de unién de este farmaco a albimina

sérica bovina.

4.2.6. Determinacion del grado de union a albumina del HEPP.

El grado de unién a albumina del HEPP se obtuvo siguiendo los
lineamientos especificados en la seccién 3.2.2.4.6. En la tabla 13 se
presenta el porcentaje de unién del HEPP a albumina bovina, asi como los
parametros utilizados para obtener la constante de asociacion y el niimero
de sitios de unién por molécula de proteina. En dicha tabla se puede
observar que el rango de unién del HEPP a albumina (30 al 39%) es
semejante al obtenido en proteinas totales, por lo que se puede decir que el

HEPP se une inicamente a esta proteina.
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Tabla 13. Unién del HEPP a albumina, utilizando el método de dialisis al equilibrio.

;:;‘:"""::: xnr:g)  F— o) () unrr::Lo)r) HEPP (TOT) (M) | % UNIDO [HEPP (U) (M) r r/HEPP (F) 1/r 1/ @) W) /r

[ 625 | 241395 1.25E-05 3.85605 2.00E-05 37.40 7.47E-06 0.0129 1030.00 77.6631 | 8.00E+04 | 9.71E-04
6.25 2.44875 1.27E-05 3.88691 2.01E-05 37.00 7.45E-06 0.0128 1012.59 77.8759 | 7.89E+04 | 9.88E-04
6.25 2.37886 1.23E-05 3.90303 2.02E-05 39.05 7.89E-06 0.0136 1104.68 73.4813 | 8.12B+04 | 9.05E-04
6.25 2.54210 1.32E-05 3.97880 2.06E-0S 36.11 7.44E-06 0.0128 974.42 77.9550 | 7.60E+04 | 1.03E-03
6.25 2.38042 1.23E-05 3.81532 1.98E-05 37.61 7.43E-06 0.0128 1039.30 78.0528 | 8.11E+04 | 9.62E-04
Promedio 2.43282 1.26E-05 3.88802 2.01E-05 37.43 7.54E-06 0.0130 1031.31 76.9637 | 7.948+04 | 9.70E-04
12.5 5.07607 2.63E-05 7.97313 4.13E-05 36.34 1.50E-05 0.0259 984.02 38.6592 | 3.80E+04 | 1.02E-03
12.5 5.02794 2.60E-05 7.95048 4.12E-05 36.76 1.51E-05 0.0261 1002.17 38.3221 | 3.84E+04 | 9.98E-04
12.5 5.07138 2.63E-05 8.13866 4.21E-05 37.69 1.59E-05 0.0274 1042.80 36.5138 | 3.81E+04 | 9.59E-04
12.5 5.22411 2.71E-05 8.13375 4.21E-05 35.77 1.51E-05 0.0260 960.28 38.4920 | 3.70E+04 | 1.04E-03
12.5 5.04381 2.61E-05 7.93345 4.11E-05 36.42 1.S0E-05 0.0258 987.77 38.7585 | 3.83E+04 [ 1.01E-03
Promedio 5.08866 2.64E-05 8.02589 4.16E-05 36.60 1.52E-08 0.0262 995.19 38.1305 | 3.79E+04 | 1.00E-03
25 11.75235 | 6.09E-05 18.41116 9.53E-05 36.17 3.45E-05 0.0595 976.89 16.8195 | 1.64E+04 | 1.02E-03

25 12.21832 | 6.33E-05 18.64376 9.65E-05 34.46 3.33E-05 0.0574 906.70 17.4304 | 1.58E+04 | 1.10E-03

25 11.70474 | 6.06E-05 17.88553 9.26E-05 34.56 3.20E-05 0.0552 910.45 18.1203 | 1.65E+04 | 1.10E-03

25 11.93655 | 6.18E-05 18.41256 9.54E-05 35.17 3.35E-05 0.0578 935.41 17.2943 | 1.62E+04 | 1.07B-03

25 11.98676 | 6.21E-05 18.39080 9.52E-05 34.82 3.32E-05 0.0572 921.14 17.4886 | 1.61E+04 | 1.09E-03
Promedio 11.91974 | 6.17E-08 18.34876 9.50E-05 38.04 3.33E-05 0.0574 929.93 17.4207 | 1.62E+04 [ 1.08E-03
50 20.61797 1.07E-04 30.88389 1.60E-04 33.24 5.32E-05 0.0917 858.47 10.9097 | 9.378+03 | 1.16E-03

50 20.27507 1.0SE-04 30.24246 1.57E-04 32.96 5.16E-05 0.0890 847.60 11.2364 | 9.52E+03 | 1.18E-03

50 19.73547 1.02E-04 30.25071 1.57E-04 34.76 5.45E-05 0.0939 918.64 10.6510 | 9.78E+03 | 1.09E-03

50 21.02775 1.09E-04 31.30607 1.62E-04 32.83 5.32E-05 0.0918 842.75 10.8965 | 9.18E+03 | 1.19E-03

50 19.88195 1.03E-04 30.42626 1.46E-04 34.66 4.26E-05 0.0735 713.66 13.6092 | 9.71E+03 | 1.40E-03
Promedio 20.30764 | 1.058-04 30.62188 1.86E-04 33.69 5.10E-08 0.0880 836.38 11.3689 | 9.51E+03 | 1.20E-03
100 40.91136 | 2.12E-04 59.33913° 2.84E-04 31.05 7.21E-05 0.1242 586.36 8.0496 [ 4.72E+03 | 1.71E-03
100 41.42402 | 2.1SE-04 59.18676 2.83E-04 30.01 6.87E-05 0.1184 $51.90 8.4463 | 4.66E+03 | 1.81E-03
100 43.87748 | 2.27E-04 62.68225 3.00E-04 30.00 7.27E-05 0.1253 551.54 7.9793 | 4.40E+03 | 1.81E-03
100 40.65462 | 2.11E-04 60.21455 2.88E-04 32.48 7.76E-05 0.1337 635.25 7.4770 | 4.75E+03 | 1.57E-03
100 40.58801 2.10E-04 58.70595 2.81E-04 30.86 7.07E-05 0.1219 579.91 82039 | 4.76E+03 | 1.72E-03
Promedio 41.49110 | 2.15E-04 60.02573 2.87E-04 30.88 7.23E-05 0.1247 580.44 8.0181 | 4.65E+03 | 1.72E-03

HEPP (F) = Concentracién de farmaco libre
HEPP (U)= Concentracién de fdrmaco unido.

(M) = Concentracién molar

62




Las figuras 10 a la 12 muestran los diferentes métodos graficos,
utilizados para calcular los parametros de union del HEPP a albiimina, los
cuales se encuentran resumidos en la tabla 14. En el apéndice I se
presentan las ventajas y desventajas de los diferentes métodos graficos
utilizados para el calculo de los parametros.

80
60-
m=1/N*Ka=9.3158E-4
“ 404 Ka=3079.30
~
]
20-
N=0.3486
o L 1IN = 2.86876
T v T T T T T T T
0 20000 40000 60000 80000

1/(F)

Figura 10. Grafica de la doble reciproca para la obtencion de la constante
de asociaciéon farmaco-proteina y los sitios de union.
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Figura 11. Grafica de Scatchard para la obtencion de la constante de
asociacion farmaco-proteina y los sitios de unién.
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Figura 12, Grafica tipo Woolf para la obtencién de la constante de
asociacién farmaco-proteina y los sitios de union.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de las graficas de la doble reciproca,

Scatchard y Woolf.
Tipo de Tipos de Constante | Nimero de | Afinidad de
grifico sitios de de afinidad | sitios de | union N*KA
unién KA (M) unién (N) (M-1)
relzi(;)tl)'l:ca 3.08X10° | 0.3486 1073.69
Scatchard 1 3.81 X 103 0.2913 1109.85
Woolf 1 4.23 X 103 0.2685 1135.76

Como se observa en la tabla 14, la grafica de la doble reciproca no
nos puede diferenciar si existe una o mas clases de sitios de unién; sin
embargo, tanto la grafica de Scatchard como la de Woolf, al dar una linea
recta, muestran que el HEPP interacciona con la proteina presentando una
sola clase de sitios de unién.

En la misma tabla se muestran los valores obtenidos para la
constante de asociacion y el nimero de sitios de unién para cada grafica.
Los valores difieren un poco, debido al manejo matematico de los datos,
pero en general, se encontré un valor de Ka dentro del rango de 3 a 4 X
103 M1, La constante de afinidad Ka es una medida de que tan afin es un
farmaco a un sitio de unién especifico y no esta relacionado directamente
con el porcentaje de unién presentado por el farmaco, es decir, un farmaco
que tenga un alto grado de unién a proteinas puede presentar una baja
afinidad a éstas. 23.47 El HEPP por lo tanto, a pesar de presentar un bajo
grado de unién, presenta una afinidad considerable a sus sitios de unién.

El HEPP presenté en promedio 0.3028 sitios de unién por molécula
de proteina. Cuando el valor obtenido es de alrededor de 1, el farmaco
forma un complejo 1:1 con la proteina. Numerosos estudios realizados en
diferentes farmacos han obtenido valores de N menores a 1, sin embargo
ain no se cuenta con una explicacion que permita realizar la

interpretacion de sitios de union fraccionados.
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Un parametro mas representativo de la habilidad de unién del
farmaco a la proteina esta dado por el producto de N*Ka, que en el caso del
HEPP fue en promedio de 1.1 X 103 M, lo cual concuerda con el bajo
grado de unién presentado por éste, comparado con el valor de 105 M!
mostrado por farmacos que se unen en alto grado a las proteinas.

En resumen, el HEPP se une en su totalidad a la albimina en un 30
a 39%, presenta una sola clase de sitios de uniéon, una constante de
asociacion de 4 X 103 M1! y 0.3028 sitios de unién por molécula de
proteina.

El grado de unién del HEPP a proteinas plasmaticas fue bajo, por lo

que no resulta de importancia clinica.

ESTUDIO No. 2

4.3. Interaccién farmacocinética entre el HEPP y la fenitoina (DFH).

En el tratamiento de enfermedades en las que se presentan crisis
convulsivas, es comun la administraciéon conjunta de varios farmacos
antiepilépticos, lo cual incrementa la posibilidad de una interaccién
farmacocinética, ya sea en su absorcién, distribucién, metabolismo o
excrecion, y que podria ocasionar efectos secundarios o simplemente no
alcanzar la concentracion plasmatica suficiente para lograr su efecto
terapéutico. 1.9

Considerando el amplio uso de la fenitoina para el tratamiento de
estas enfermedades, se selecciondé la combinacion de este farmaco con
HEPP con el fin de evaluar una posible interaccién farmacocinética entre
ambos.

Dado que a la fecha no existe informaciéon acerca del metabolismo
del HEPP, se realiz6 una revision acerca del metabolismo de la fenitoina en

diferentes especies, encontrando que solo el conejo metabolizaba de la
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misma manera que el hombre 3.9 4850, por lo cual se selecciond esta especie
animal para realizar el estudio.

Los tiempos de muestreo para HEPP se establecieron tomando como
base los estudios de fase preclinica que Gémez L. y cols. realizaron en
diferentes especies animales (incluyendo conejo) 3 + 12 13 Los tiempos de
muestreo para la fenitoina se establecieron en base a un estudieo
preeliminar.

Los resultados del estudio se dividieron en dos con el propésito de
facilitar el analisis de los mismos: i) influencia del HEPP en la
farmacocinética de la fenitoina, y ii) influencia de la fenitoina en la

farmacocinética del HEPP.

4.3.1. Influencia del HEPP en la farmacocinética de la fenitoina (DFH).

Parte del analisis de resultados se enfoc6 a determinar si la
farmacocinética de la DFH se ve alterada por la administracién conjunta
de HEPP.

Se eligié la dosis de fenitoina con el fin de obtener en el estado
estacionario, concentraciones plasmaticas semejantes a las encontradas
en el intervalo terapéutico de humanos (10-20 pg/mlL).! La muestra
correspondiente al tiempo cero fue la obtenida inmediatamente después de
la ultima administracion de DFH.

En la tabla 15 se encuentran las concentraciones plasmaticas
promedio de los 6 conejos a los cuales se les administr6 DFH sola o
conjuntamente con HEPP. Los datos correspondientes a cada conejo se
encuentran resumidos en el apéndice II.

Se observa que, después de la administracion de ambos
tratamientos, los niveles de DFH presentan una gran variabilidad. El
coeficiente de variaciéon promedio de todos los niveles de concentracién a

los diferentes tiempos de muestreo fue de 30.87%. Esta variabilidad
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interindividual para la fenitoina se encuentra reportada en numerosos
articulos y se debe principalmente a que este farmace presenta una
cinética de eliminacién dosis-dependiente. 1. 92527

Cabe mencionar que los resultados promedio de la concentracién
plasmatica a las 24 hrs corresponden a los obtenidos en 3 conejos, ya que
los tres restantes se encontraban abajo del limite de cuantificacion del
método de EMIT (2.0 pg/mL).

Tabla 15. Valores promedio de concentracién plasmatica de DFH a los
diferentes tiempos de muestreo, después de la administracién de DFH y
DFH + HEPP a conejos.

Concentracién Lp.g/ mL) + d.e.
Tiempo (h)| Tratamiento con DFH Tratamiento con DFH +
- ] HEPP
0.0* 8.2+33 9.3+2.7
1.0 13.4 £ 3.6 13.5+3.2
2.0 15.2+3.3 16.0+2.8
3.0 14.4+4.0 149 +4.2
5.0 11.9+3.5 124 +3.1
8.0 9.5+3.1 9.3+34
12.0 6.6 £2.2 6.2+1.8
24.0 2.5+0.52 2.7+0.22

* El valor corresponde a la muestra tomada inmediatamente después de la
altima administracién de DFH.
a: Promedio de 3 conejos.

En la figura 13 se presentan los perfiles de concentracién plasmatica
de fenitoina obtenidos después de la administracion de ambos
tratamientos (DFH sola y DFH + HEPP). Se puede observar que las curvas
de ambos tratamientos casi se superponen, lo cual hace pensar que el
HEPP no altera la farmacocinética de la fenitoina.

Aun cuando la DFH sigue una farmacocinética dosis-dependiente 24,

con una cinética de eliminacion de Michaelis-Menten, no fue posible
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calcular los parametros de Vm y Km. Por tal motivo, para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre ellos, se
evaluaron estadisticamente los parametros de ABCo—t, ABCo—inf, t1/2 y
TMR.

—O— FENITOINA
—M— FENITOINA + EEPP

CONCENTRACION (ug/mlL)
)
1

.

4.

2]

o

0 5 10 5 20 25
TIEMPO (hrs)

Figura 13. Valores promedio (+ d.e.) de los niveles plasmaticos de DFH en
6 conejos después de la administracion de DFH y DFH+HEPP.
O— DFH; B— DFH + HEPP.

En la tabla 16 se presentan los valores promedio de los parametros
farmacocinéticos obtenidos después de la administracion de los
tratamientos con DFH y DFH + HEPP. En la ultima columna se presenta la
significancia obtenida al realizar el analisis estadistico, después de
aplicarse la prueba de analisis de varianza (ANADEVA) y prueba de t-
Student pareada y no pareada para comparar los tratamientos. Los
resultados obtenidos de estas pruebas se resumen en la tabla 17 y nos
confirman que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos.
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Los tiempos de vida media obtenidos después de la administracién
del tratamiento con DFH y DFH+HEPP, fueron muy semejantes (7.3789 +
1.15 h y 7.6450 * 0.87 h, respectivamente). Estc se corrobord al efectuar
andlisis estadistico, que mostr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de vida media calculados.

Debido a que la DFH sigue una cinética dosis-dependiente 5! 52, no
fue posible comparar los resultados con aquéllos reportados previamente,
ya que no existe ninguno en el cual se haya administrado este farmaco a la
misma dosis y en la misma especie utilizadas en este estudio, sin embargo,
el tiempo de vida media obtenido para ambos tratamientos es muy
parecido al reportado para nifios, después de administrarles una dosis de
15 mg/Kg/dia de DFH (7.6 + 3.5h ¢9),

El tiempo medio de residencia (obtenido por analisis de momentos),
es una funcion de la biodisponibilidad e indica el tiempo durante el cual el
farmaco se mantiene en el organismo. En el estudio, no se encontraron
diferencias significativas para este parametro, al comparar ambos
tratamientos.

Con base a lo anterior, se encontré que el HEPP no altera la

farmacocinética de DFH, al ser administrados conjuntamente.

Tabla 16. Parametros farmacocinéticos promedio * d.e. obtenidos después de la
administracion de DFH y DFH + HEPP en conejos.

Parametro Administracién | Administracion de
farmacocinético de DFH DFH + HEPP
ABCo.t
h/mL) 184.8117 £ 53.96 184.3848 + 43.99
ABCo_inf
- 217.7017 £ 54.49 | 206.9154 £ 49.04 NS
(pg*h/mL)
t‘;’,’ 7.378911.15 7.6450 + 0.87 NS
TMR 10.4473 £ 2.23 10.8624 £ 1.93 NS
(h) _ L

NS = No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

70 Resultados y
discusion de resultados



Tabla 17. Resultados obtenidos al aplicar la prueba de ANADEVA y t de
Student para comparar cada uno de los parametros farmacocinéticos
promedio de cada tratamiento.

Parametro
farmacocinético

0.000226
0.130000
0.203000
0.118000

Fteo (0.01, 1, 10)= 10.04
P=0.01
t teo(0.005, 10)= 3.169

4.3.2. Influencia de la fenitoina (DFH) en la farmacocinética del HEPP.

En la tabla 18 y en la figura 14 se presentan las concentraciones
plasmaticas promedio del HEPP en los 6 conejos, obtenidas después de la
administracién de HEPP solo.

Tabla 18. Valores promedio de concentracion plasmatica de HEPP a los
diferentes tiempos de muestreo, después de la administracién de HEPP
solo a conejos.

Concentracién (pg/mL) + d.e

Tiempo (h! Tratamiento con HEPP solo
0.00 0.0000 £ 0.00
0.08 17.7509 £ 1.10
0.25 14.6854 £ 0.91
0.50 11.7124 £ 0.78
0.75 9.7376 £ 1.40
1.0 8.3862 £ 1.73
1.5 6.8930 £ 1.33
2.0 6.2946 £1.10
3.0 4.8147 £1.00
5.0 2.5775 £ 0.77
8.0 1.3506 + 0.45
10.0 0.7219 £ 0.22

Promedio de 6 conejos.
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Figura 14. Valores promedio (+ d.e.) de los niveles plasmaticos de HEPP en
6 conejos después de la administracién de HEPP solo.

Los niveles plasmaticos obtenidos en este estudio, son semejantes a
los obtenidos en el estudio preclinico realizado por Gémez L. y cols.3, en el
cual se administré6 HEPP a conejos macho, bajo las mismas condiciones.

La variabilidad interindividual promedio que se presenté en los
niveles plasmaticos del HEPP fue del orden del 18.6%, similar incluso al
reportado en otras especies, incluyendo al humano. 4 14

Los datos se ajustaron a un modelo abierto bicompartimental por
medio de una regresién no lineal con el paquete PCNONLIN 4.0. y los
parametros farmacocinéticos promedio obtenidos, se muestran en la tabla

19. Los datos individuales de cada conejo se encuentran en el apendice III.



Tabla 19. Parametros farmacocinéticos promedio + d.e. obtenidos después
de la administracion de HEPP solo en conejos.

Parametro Administracién de
farmacocinético HEPP
ABC ot
(ug*h/mL)
ABC o_inf
(1g*h/mL)
t1/2
(h)
TMR

40.3570 £ 6.22

43.2292 +7.01

2.6833 £ 0.35

3.5341 +0.49

Si se comparan los parametros farmacocinéticos del HEPP obtenidos
en este estudio con los obtenidos por Gémez L. y cols.3, se observa que no
existen diferencias significativas en el ABCoinf (43.2292 + 7.01 pug*h/mL
en este estudio contra 39.80 + 2.23 ug*h/mL obtenida por Gémez); sin
embargo, el t1/2 B difiere en 1.0 h aproximadamente (2.6833 + 0.35 h en
este estudio y 1.71 + 0.07 h para Gémez L). Las mismas diferencias se
encontraron al comparar el TMR, Cl y V¢, Vee y VB. Lo anterior pudo
deberse a que en el estudio realizado por Gémez, solo se tomaron muestras
sanguineas durante 3.0 h, por lo que no fue posible llegar al 10% de la
concentracion maxima, y por lo tanto no fue suficiente para poder hacer
un mejor estimado de la fase de eliminacién.

Por otro lado, los valores promedio de concentracion plasmatica del
HEPP obtenidos en los conejos a los cuales se les administré HEPP
conjuntamente con fenitoina, se muestran en la tabla 20 y en la figura 15,
mientras que la comparaciéon de ambos tratamientos se presenta en la
figura 16, en la que se observa un cambio evidente en el perfil de

concentraciones del HEPP al administrar la combinacién, con respecto al
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perfil del HEPP solo. El cambio en las concentraciones del HEPP después
del tratamiento con HEPP+DFH fue tal, que a las 5.0 hrs. en algunos
conejos ya no fue posible detectar el HEPP en plasma.

Tabla 20. Valores promedio de concentracién plasmatica de HEPP a los
diferentes tiempos de muestreo, después de la administraciéon de

HEPP + DFH a conejos.
Concentracién (pg/mL) t d.e.
Tiempo (h Tratamiento con HEPP + DFH
0.00 0.0000 £ 0.00
0.08 16.7903 £ 0.71
0.25 13.2892 £ 0.83
0.50 10.1108 £ 0.79
0.75 6.5027 £ 0.77
1.0 5.7167 £ 0.77
1.5 4.1820 £0.52
2.0 2.9982 + 0.49
3.0 1.4552 £ 0.35
5.0 0.5165 £ 0.07
8.0 N.D
10.0 N.D

Promedio de 6 conejos para cada tratamiento.
N.D.= No detectable.
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Figura 15. Valores promedio (+ d.e.) de los niveles plasmaticos de HEPP en
6 conejos después de la administraciéon de HEPP + DFH.
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En la tabla 21, se encuentran los parametros farmacocinéticos
obtenidos para el HEPP al ser administrado conjuntamente con DFH, los
cuales muestran diferencias significativas en comparacion con los
mostrados por el HEPP, cuando éste fue administrado solo (tabla 19).

Tabla 21. Parametros farmacocinéticos promedio + d.e. obtenidos después
de la administracién de HEPP + DFH en conejos.

Parametro Administracion de
farmacocinético HEPP + DFH
ABC ot
(ug*h/mL)
ABC o inf

17.5598 + 2.37

18.8056 +2.03
(1g*h/mL)

t1/2 B
(1)
TMR
h

1.0447 £0.07

1.3530 £0.10
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Figura 16. Valores promedio (+ d.e.) de los niveles plasmaticos de HEPP en
6 conejos después de la administracién de HEPP y HEPP + DFH.
@-HEPP; B-HEPP + DFH.
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En la tabla 23 se comparan los parametros farmacocinéticos de
ambos tratamientos y se presentan los resultados obtenidos del analisis
estadistico, después de aplicarse la prueba de ANADEVA y prueba de t-

Student pareada y no pareada. Los resultados del analisis estadistico se
encuentran resumidos en la tabla 24.

Tabla 23. Parametros farmacocinéticos promedio * d.e. obtenidos después
de la administracion de HEPP y HEPP + DFH en conejos.

Parametro Administracion | Administracién
farmacocinético de HEPP de HEPP + DFH

ABC o t
(ng*h/mL)

40.3570 +6.22 17.5598 + 2.37

43.2292 +7.01 18.8056 +2.03 s

2.6833 £0.35 1.0447 £0.07 S

3.5341 +0.49 1.3530 +£0.10

S= existen diferencias significativas entre grupos.

Tabla 24. Resultados obtenidos al aplicar la prueba de ANADEVAy t de
Student para comparar los parametros farmacocinéticos promedio de cada

tratamiento.
Parametro
farmacocinético Fexp

ABCoO-t 70.3 < 0.0001
ABCO-inf 67.1 < 0.0001
tl/2 B < 0.0001
TMR < 0.0001

F teo (0.01, 1, 10)= 10.04

P=0.01

t teo (0.005, 10)= 3.169
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El1 ABCo—t y ABCo—inf de la combinaciéon HEPP-DFH, disminuyé en
promedio un 56.48% y un 56.49% respectivamente con respecto al
control. El analisis estadistico de estos parametros mostré diferencias
altamente significativas entre los grupos (p<0.01).

En el casc de los parametros de t1/2p y TMR, éstos presentaron un
comporfamiento similar al del ABC. Al realizar el analisis estadistico,
utilizando un andlisis de varianza (ANADEVA) y pruebas de t-Student
pareada y no pareada, se encontraron diferencias significativas entre los
grupos a un nivel de probabilidad de p<0.01.

El valor promedio del Cl para el HEPP fue de 0.3537 L/h/Kg el cual
mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto al que se
presentd para el tratamiento con HEPP + DFH (0.8058 L/h/Kg). El
volumen de distribucién del compartimiento central (Vc), el volumen de
distribucion al estado estacionario (Vee) y el volumen de distribucién de B
(VB) no presentaron diferencias significativas al comparar estadisticamente
ambos tratamientos.

De acuerdo a los resultados anteriores, la administracién conjunta
de HEPP y fenitoina podria traer como consecuencia una disminucién
drastica en los niveles plasmaticos del HEPP.

Los resultados obtenidos sugieren una fuerte induccién enzimatica
en el metabolismo del HEPP por parte de la fenitoina. La fenitoina es un
inductor enzimatico, que puede incrementar el metabolismo de los
farmacos. Una via comiin del metabolismo de estos farmacos es la
hidroxilacién aromatica donde la fenitoina es un conocido inductor del
sistema citocromo P-450. En aquellos farmacos en los que provoca una
induccién metabolica, se presenta una disminucién en el ABC y en el t1/2
de eliminacion y consecuentemente un aumento en el aclaramiento del
farmaco. 1:9:26: 31,53 En estudios realizados por Doecke y col. 6! y Veronese
y cols.,, se sugiere que algunas isoformas del citocromo P-450,
especificamente de las subfamilias CYP2C9 y CYP2C10, son las
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responsables de la hidroxilacion de la fenitoina en los microsomas
humanos hepaticos. °

No se han realizado estudios sobre el metabolismo del EEPP, pero
con base en los resultados obtenidos, en los cuales la DFH afect6 de forma
tan notable la cinética del HEPP,.se podria asumir que el HEPP se
metaboliza via citocromo P-45C, quizas en la misma subfamilia genética
sobre la cual la fenitoina actia como inductor enzimatico. Lo anterior
tendria que complementarse con estudios de metabolismo del HEPP y
estudios de interaccion in vitro, donde se investiguen los posibles

mecanismos implicados en la biotransformacion de este farmaco.
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Conclusiones.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se
concluye que:

v El método analitico utilizado para cuantificar el HEPP fue selectivo,
especifico, lineal, exacto, reproducible y repetible en el intervalo de 0.78 a

100 pg/mlL para albimina y de 0.39 a 100 pg/mL para plasma.

v E1 HEPP presenta bajo grado de uniéon a proteinas plasmaticas (32-39%),

por lo que su unién no se considera de importancia clinica.

v El HEPP se une exclusivamente a la albiimina, presenta una sola clase

de sitios de unién y una constante de asociacion de 4 X 103 M-1.
v Al administrar conjuntamente el HEPP con la fenitoina no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos en los parametros

de ABCo—t, ABCo—inf, t1/2 y TMR de la DFH, por lo que el HEPP no
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altera la farmacocinética de la fenitoina cuando se administran
conjuntamente.

v La administracion conjunta de HEPP y fenitoina provocé que los niveles
plasmaticos del HEPP disminuyeran significativamente; asi mismo, los
parametros farmacocinéticos ABCo—t, ABCo—inf, t1/2 y TMR se vieron
disminuidos, mientras que la depuracién aumenté significativamente, lo
cual sugiere una fuerte induccién enzimatica en el metabolismo del HEPP

por parte de la fenitoina.

SUGERENCIAS:

v Es muy probable que en un futuro, estos farmacos sean administrados
conjuntamente para el tratamiento de pacientes que presenten cuadros de
epilepsia, por lo que se recomendaria llevar un control de estos pacientes,

monitoreando los niveles de HEPP en plasma y ajustando las dosis cuando

asi se requiera.

v Considerando que existen otros farmacos antiepilépticos como
fenobarbital, primidona y etosuximida que interactiian con fenitoina por el
mismo mecanismo °?, podria ser posible que éstos interaccionaran en forma
similar con el HEPP.

v Se deben realizar estudios acerca del metabolismo del HEPP asi como
estudios de interaccion in vitro, donde se determine si el metabolismo del

HEPP se lleva a cabo por una subfamilia genética del citocromo P-450.
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APENDICE I.

Métodos graficos utilizados para calcular el numero de sitios de unién por molécula de proteina y las constantes de afinidad por
cada sitio, en el estudio de unién a proteinas. 5. 8, 42, 46, 47, 55-59

Método:

Ecuacién

Grafico:

Ventajas

Desventajas

¢ Directa

rvs (F)

Una grafica de éste tipo
da una curva hiperbdélica,
la cual es caracteristica
de enlaces simples (es
decir, todos los sitios de
enlace son equivalentes y
no interactiian entre si).

Es necesario trabajar en un amplio
rango de concentraciones para
lograr distinguir la hipérbola. La
grafica directa no es muy 1itil en la
determinacion de N y KA, ya que
suele ser dificil determinar el valor
asintético de N a concentraciones
de ligando muy altas.

e Doble reciproca

1/rvs 1/(F)

La constante de afinidad
KA asi como el numero
de sitios de unién N se
pueden obtener
facilmente de la
pendiente y el intercepto
de la recta que se
obtiene.

Este tipo de grafica tiene la
desventaja de que los valores
bajos de 1l/r se dispersan
pobremente, por lo que algiinos
puntos no se pueden utilizar,
ademas no nos distingue entre
una o mas clases de sitios de
union.

e Scatchard

r/(F)vsr

Es la mas sensible para
distinguir cuando estan
presentes dos o mas
clases de sitios de union.

Es necesario trabajar en un
amplio rango de concentraciones
para poder distinguir la curvatura
que se presenta para dos sitios de
union.

e Woolf

(F)/r vs (F)

Este tipo de ecuacién
describe una grafica que
también es lo
suficientemente sensible
como para detectar mas
de una clase de sitio de
union.

Al igual que la de Scatchard, es
necesario trabajar en un rango de
concentraciones amplio.

Donde: [F]=concentracién de farmaco libre; KA=constante de asociacién; N=ntimero de sitios de uniény r =

[PF
[PF]+[P]
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APENDICE II.

Valores individuales de concentracién plasmatica de DFH a los diferentes
tiempos de muestreo para los conejos a los cuales se les administr6 DFH.

Concentracion plasmatica (ug/mL)

Tiempo (h) | Conejo 3 | Conejo 7 | Conejo 6 | Conejo 2 | Conejo 1 | Conejo 5
0.02 5.9 13.7 6.5 4.7 9.3 9.2
1.13 12.2 18.6 11.7 8.3 15.9 13.7
2.05 13.1 20.4 13.4 11.8 17.8 14.5
3.15 11.2 20.6 10.8 11.0 17.0 15.7
5.10 9.4 16.9 8.6 9.2 12.3 15.2
8.22 7.1 13.3 7.1 6.2 10.3 12.9
12.30 5.0 8.9 5.3 3.9 7.2 9.3
24.24 N.C. 3.0 2.1 N.C. 2.3 N.C.

N.C.= No cuantificable.

Valores individuales de concentracion plasmatica de DFH a los diferentes
tiempos de muestreo para los conejos a los cuales se les administré

DFH+HEPP.
Concentracién plasmatica (ug/mL)

Tiempo (h) | Conejo 9 | Conejo 4 | Conejo 8 | Conejo 3 | Conejo 7 | Conejo 6
0.09 13.6 9.2 8.9 7.4 10.8 5.8
1.38 16.7 14.8 9.3 14.3 16.2 9.8
2.19 18.7 15.3 15.7 15.3 19.2 11.6
3.33 14.4 15.8 15.5 13.6 21.5 8.6
5.34 11.5 14.4 12.4 11.3 17.0 8.0
8.34 7.0 11.2 9.9 6.4 14.8 6.4
12.43 3.9 7.6 7.2 5.4 8.2 4.6
24.09 N.C. 2.6 2.9 N.C. 2.5 N.C.
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CONCENTRACION (1 g/mL)
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Perfil de concentracion plasmatica vs tiempo de DFH en los 6 conejos a los
cuales se les administré DFH.

CONCENTRACION (i g/mL)

25

—m-C9S1
—@—C4st
—A- c8s1
—w-C3s2
—@-C782
—4—cC8S2

TIEMPO (h)

Perfil de concentracién plasmatica vs tiempo de DFH en los 6 conejos a los
cuales se les administr6 DFH+HEPP.
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Perfil comparativo de concentracién plasmatica vs tiempo de DFH para el

conejo 3 al cual le fueron administrados ambos tratamientos: ®—DFH;
BE-DFH+HEPP.
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Perfil comparativo de concentracién plasmatica vs tiempo de DFH para el
conejo 7 al cual le fueron administrados ambos tratamientos: ®—DFH;
B-DFH+HEPP.
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Parametros farmacocinéticos individuales de DFH en los 6 conejos a los

cuales se les administré6 DFH.
CoxLejo ABCo-t ABCo-a t% TMR

3 149.7115 268.5995 7.7171 7.0628
7 259.2705 292.4931 7.6744 12.6604
6 145.8635 173.3864 9.0826 12.9204

2 121.4500 130.0930 5.9896 9.0259
1 204.6450 230.0875 '7.6659 11.0433

5 227.9295 244.7735 6.1436 9.9712
PROMEDIO 184.8117 217.7017 7.3789 10.4473

D.S. 53.9635 54.4866 1.1526 2.2392
C.V.% 29.1992 25.0281 15.6205 21.4337

Parametros farmacocinéticos individuales de DFH en los 6 conejos a los
cuales se les administr6 DFH+HEPP.

Conejo ABCo—t ABCo-a t Y TMR
9 161.8555 169.4027 7.5326 7.6787
4 212.5470 240.8097 8.7060 11.3787
8 195.1125 231.5447 7.1223 13.0291
3 160.4990 177.9707 6.6699 10.3280
7 250.0460 274.1076 8.7280 10.2029
6 126.2485 147.6591 7.1113 12.5572
PROMEDIO 184.3848 206.9154 7.6450 10.8624
D.S. 43.9944 49.0437 0.8741 1.9334
C.V.% 23.8601 23.7023 11.4333 17.7989
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APENDICE III.

Valores individuales de concentracion plasmatica de HEPP a los diferentes
tiempos de muestreo para los conejos a los cuales solo se les administré HEPP.

Concentracién plasmatica (p;lmL)

Ti@ﬂt;po Conejo2 | Conejol | ConejoS | Conejo9 | Conejo4 | Conejo 8
0.11 18.8595 18.4381 18.0745 16.2519 16.4788 18.4023
0.27 15.6299 14.3429 15.0738 14.3653 13.1988 15.5016
0.51 12.7764 11.3818 11.8347 11.1494 10.7125 12.4198
0.81 11.5803 9.2291 9.3640 8.2261 8.6845 11.3416
1.02 10.1516 5.3819 8.6647 7.5851 8.7698 9.7639
1.54 7.9706 5.1501 5.4989 7.0196 7.2104 8.5084
2.10 7.3810 4.7948 5.3077 6.2881 6.4045 7.5914
3.03 5.2400 3.9243 3.5927 4.6730 5.0991 6.3589
5.11 1.8021 2.4474 1.9096 2.8084 2.5539 3.9436
8.09 1.0584 1.0373 1.0346 1.2502 1.5358 2.1873
10.14 0.5171 0.7989 0.5229 0.6183 0.7890 1.0850

Valores individuales de concentracion plasmatica de HEPP a los diferentes
tiempos de muestreo para los conejos a los cuales se les administré

HEPP+DFH.
Concentracion plasmitica (pg/mL)

T‘T:;‘” Conejo 9 | Conejo4 | Conejo8 | Conejo3 | Conejo7 | Conejo 6
0.10 16.2400 | 16.3613 | 17.7785 | 17.0101 15.972 17.3796
0.27 12.2036_| 12.5786 | 14.3714 | 13.9537 13.024 13.6040
0.50 10.2889 | 9.1449 | 11.2033 | 10.5676 | 9.2380 | 10.2219
0.85 6.3285 5.8274 7.4685 6.9805 5.4490 6.9622
1.04 5.9879 5.2872 6.8565 5.6781 4.5638 5.9268
1.50 4.2278 3.6530 4.8180 4.3445 3.4913 4.5575
2.04 2.9103 2.6109 3.6756 2.9802 2.3815 3.4309
3.08 1.5239 1.0731 1.8051 1.3253 1.1098 1.8940
5.00 0.4382 N.D. 0.5478 N.D. N.D. 0.5635
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Perfil comparativo de concentracién plasmatica vs tiempo de HEPP para el
conejo 4 al cual le fueron administrados ambos tratamientos: ®—HEPP;
B HEPP + DFH.
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conejo 8 al cual le fueron administrados ambos tratamientos: ®—>HEPP;
H- HEPP + DFH.
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Parametros farmacocinéticos individuales de HEPP en los 6 conejos a los

cuales solo se les administré6 HEPP.

Conejo ABCo-t ABCo~«a t ¥af TMR Cp°

2 40.8337 42.4649 2.1861 2.8833 21.3135

1 34.1743 37.6952 3.0542 3.8739 19.9781

5 34.9738 36.7591 2.3660 3.0512 20.0099

9 39.6776 42.1051 2.7208 3.5043 20.5076

4 40.9318 44.0479 2.7370 3.7367 23.2800

8 51.5507 56.3032 3.0355 4.1553 23.2112

PROMEDIO | 40.3570 43.2292 2.6833 3.5341 21.3834
D.S. 6.2213 7.0134 0.3504 0.4899 1.5213
C.V.% 15.4157 16.2236 13.0572 13.8620 7.1142

Parametros farmacocinéticos individuales de HEPP en los 6 conejos a los

cuales se les administr6 HEPP + DFH.

Conejo ABCo-t ABCo-a t ¥ap TMR Cp°
9 18.8148 19.4815 1.0545 1.3878 19.6895
4 15.0533 16.5964 0.9965 1.2582 18.8208
8 19.5949 20.4655 1.1014 1.3389 22.9871
3 17.0882 18.9842 0.9914 1.3525 21.8913
7 14.5868 16.1523 0.9776 1.2503 18.1005
6 20.2208 21.1533 1.1468 1.5306 19.8558
PROMEDIO | 17.5598 18.8056 1.0447 1.3530 20.2242
D.S. 2.3724 2.0335 0.0684 0.1025 1.8609
C.V.% 13.5104 10.8134 6.5476 7.5719 9.2012
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