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RESUMEN

1. RESUMEN.

Un estudio de biodisponibilidad nos permite evaluar el comportamiento farmacocinético
del principio activo de un medicamento en el organismo, determinando la fraccion que se
absorbe a la circulacién general después de su administracion y el tiempo que requiere
para hacerlo. Al realizar el estudio en diferentes poblaciones se han encontrado
diferencias significativas debidas principalmente a la variabilidad genética existente entre
razas, por lo que la dosis terapéutica puede ser efectiva para unas e inefectiva para otras,

de ahi la conveniencia de llevar a cabo dicho estudio de manera regional.

La necesidad de medicamentos de calidad a costos accesibles para la poblacién, se ha
convertido en un aspecto prioritario en el sistema de salud en México; por tal motivo una
de las estrategias implementadas por la Secretaria de Salud es el programa de
Medicamentos Genéricos Intercambiables que intenta dar una solucién en esta materia a
través de los estudios de biodisponibilidad comparativa o “bioequivalencia”, lo cual tiene
una doble connotacion, ya que nos permite ademas conocer las caracteristicas

farmacocinéticas de los farmacos evaluados en la poblacion mexicana.

Son pocas las enfermedades que interesan a la mayoria de los paises debido al
impacto econémico, social y de seguridad que éstas representan, una de ellas es el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) que corresponde al estadio final de la
infeccién causada por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y que afecta a los

paises sin importar su nivel de desarrollo.

En la actualidad no se ha encontrado una cura a pesar de los esfuerzos por erradicar la
enfermedad, por lo que el tratamiento se ha enfocado al control de la infeccion, para lo
cual se utilizan farmacos llamados antirretrovirales, que actlan a diferentes niveles del

ciclo de replicacién del virus impidiendo su proliferacion.



RESUMEN

La Zalcitabina es un farmaco utilizado por su actividad antirretroviral, pertenece al
grupo de los Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Analogos de Nucleésidos (ITRAN).
La importancia de este trabajo de tesis radica en la obtencion de un método analitico
validado para cuantificar Zalcitabina en plasma y poder aplicarlo en un estudio de

biodisponibilidad en la poblacion mexicana.

Debido a las propiedades farmacocinéticas de Zalcitabina y su distribucion en el
organismo, el plasma sanguineo resulta la matriz biolégica ideal para su cuantificacién,
sin embargo, la sensibilidad requerida para tal efecto no se alcanza por métodos
cromatograficos de deteccion convencionales, por lo que la Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién Acoplada a un detector de Masas resulta ser la opcion mas viable para

cumplir con estos fines.

Se desarroll6 y validé una metodologia bajo éste sistema de deteccion regida por la
legislacién mexicana vigente: “Norma oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998”", mediante
un método de extraccion en fase sdlida, utilizando una columna X-Terra MS Cyg (5 um,
250 x 4.6 mm.), el método resultd lineal, preciso y exacto en el rango de 0.5 — 50 ng/mL,

estableciendo como limite de deteccion 0.1 ng/mL.

Una vez que se obtuvo una metodologia confiable, el estudio se propuso para
muestras provenientes de voluntarios sanos mexicanos, a los que se les administré una
dosis de 1.5 mg de Zalcitabina y se les tomaron muestras plasmaticas a diferentes
intervalos de tiempo durante 10 horas en tubos con heparina como anticoagulante. Estas
se almacenaron a -70 ° C y fueron procesadas conforme al método analitico previamente

validado.

Los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias significativas con los
parametros farmacocinéticos reportados en la literatura, por lo que en este caso la raza no

es una variable que modifique la biodisponibilidad del farmaco.
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2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La pandemia méas grande de la historia se atribuye al Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH), responsable del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), cuyas
manifestaciones, vias de transmision, crecimiento gradual y progresivo, atentan contra la
seguridad de las naciones independientemente de su nivel de desarrollo . Las Gltimas
cifras al respecto ratifican el impacto de esta enfermedad, situandola dentro de las cuatro
causas principales de mortalidad en el mundo . Los programas para prevenir la
proliferacion e incidencia de la enfermedad han sido insuficientes, aunados a una
deficiente infraestructura en materia de salud, que provocan, por tanto, un panorama no
muy alentador en las medidas de erradicacion de la enfermedad. Debido a esta situacion
y a la inexistencia de una cura, el tratamiento de las personas infectadas es
preponderantemente de tipo farmacolégico, con la finalidad de prolongar y elevar su nivel
de vida. En este contexto, los paises pobres y subdesarrollados son los menos
favorecidos debido a los costos de los medicamentos implementados en la terapéutica,
nuestro pais en donde la enfermedad ocupa la décimo sexta causa de muerte ¥ no es la
excepcion, pese al compromiso por parte de las autoridades en materia de salud, los

costos se mantienen en un nivel poco accesible para la poblacion.

Los compuestos mas utilizados en los esquemas de tratamiento en cualquiera de sus
fases, son los llamados Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Anélogos de Nucledtidos
(ITRAN). La Zalcitabina (ddC) forma parte de este grupo de compuestos que en
combinacion de dos o0 mas dentro de este mismo grupo, presentan efectos sinergistas
apropiados segun la etapa de tratamiento “'Un estudio de biodisponibilidad de Zalcitabina
en poblacion mexicana haciendo uso de una metodologia analitica validada y con la
sensibilidad necesaria, representa ademas de una herramienta de conocimiento, un
apoyo para futuras aplicaciones en lo que a estudios de bioequivalencia se refiere,
contribuyendo asi en la blsqueda de alternativas de calidad y bajo costo, para la

terapéutica farmacoldgica en enfermedades como el SIDA.



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Atendiendo a esta problematica global el presente trabajo de tesis tiene como objetivos

generales:

1. Desarrollar y Validar un Método Analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion acoplada a un detector de Masas (CLAR-MS) para cuantificar Zalcitabina en

plasma.

2. Aplicar dicho Método Analitico en un ensayo de biodisponibilidad en poblacién

mexicana.
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3. GENERALIDADES.

3.1. Caracteristicas del virus.®**

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia de los retrovirus,
que se caracterizan por tener un genoma de ARN de cadena sencilla y propagarse a
través de un intermediario intracelular (provirus) compuesto por ADN de doble cadena.
Pertenece a la subfamilia de los lentivirus, constituida por retrovirus que producen
infecciones crénicas de evolucion lenta, se subdivide en VIH-1 y VIH-2 agentes etioldgicos
del SIDA distribuidos en todo el mundo y oriente de Africa respectivamente, por lo que de
manera indistinta al referirnos al VIH como agente causal del SIDA asumiremos que se
trata del tipo VIH-1.

El VIH tiene forma esférica, con diametro alrededor de los 100nm, lo conforman dos
cadenas idénticas de ARN (con una longitud aproximada de 9.2 Kb) empaquetadas en un
nucleo de proteinas viricas y rodeadas por una envoltura de fosfolipidos en forma de
bicapa lipidica procedente de la célula huésped en donde ha infectado y proteinas de

membrana codificadas por el virus.

Figura 1. Micrografia electrénica de particulas virales.

Derecha. Particulas virales maduras con capacidad infectiva. Izquierda. Brote viral emergiendo de célula
huésped.



GENERALIDADES

Figura 2. Estructura del virién del VIH.

E. Envoltura formada por una bicapa de lipidos derivada de la membrana de la célula hospedera. gp120.
Glicoproteina mayor de superficie con peso molecular de 120 000 daltones. gp120. Forma soluble de la
gp120. gp4l. Glicoproteina transmembranal con peso molecular de 41 000 daltones. HLA. Antigeno de
histocompatibilidad derivado de la membrana de la célula hospedera. NC. Subunidades de la nucleocapside
viral formada por la proteina viral con peso de 17 000 daltones. RT. Moléculas de la enzima transcriptasa
inversa viral. ARN + p24. ARN gendmico viral rodeado de multiples copias de la proteina mayor del centro
viral que pesa 24 000 daltones. ARN + p7. ARN gendmico viral cubierto por moléculas de la proteina menor

del centro viral con peso de 7 000 daltones.
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3.2. Laexpresion de los genes y la replicacion del virus.?'%*

La conformacion genética del VIH es relativamente sencilla, pero con la capacidad
suficiente para llevar a cabo su regulacion y expresion, que aunado a su alta capacidad
para mutar, potencializa la virulencia y dificulta los esfuerzos en la obtencién de una cura

en funcion a sus determinantes antigénicos.

El genoma viral esta delimitado por repeticiones terminales largas (RTL) en los extremos

que regulan la integracion del virus en el genoma de la célula huésped (figura 3).

Las secuencias gag codifican proteinas estructurales nucleares, las env codifican las
glucoproteinas gp 120 y gp41 de la envoltura, necesarias para la infecciéon de la célula, las
secuencias pol codifican la transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa del virus, todas
ellas esenciales para su replicaciéon. Ademas de estos genes tipicos de los retrovirus, el

VIH posee otros genes reguladores, tat, rev, vif, nef, vpr y vpu (ver tabla 1)

rev

LTR ' LTR

Figura 3. Genes reguladores del VIH.

Los genes situados a lo largo del genoma lineal se representan como bloques de colores diferentes.
Ciertos genes utilizan algunas de las mismas secuencias que otros, como demuestra la superposicion de los
bloques, pero la ARN polimerasa de la célula huésped los lee de manera diferenciada. De igual forma los
genes tat y rev son genes cuyas secuencias de codificacion estan separadas en el genoma y que requieren el

procesamiento del ARN para producir un ARN mensajero funcional.
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Tabla 1.Genes reguladores del VIH y su funcion.

Genes Producto del gen/funcién
Antigeno grupo . .. .
Gag » Proteinas del centro de la nucleocapside y de la matriz.
especifico
Pol Polimerasa Transcriptasa reversa, proteasa y enzimas integrasa.
Glucoproteinas de la cubierta virica, gp120; gp41 que intervienen en
Env Envoltura la unién con CD4 vy el receptor de quimiocinas CCR5 y la fusién a la
membrana.
Tat Transactivador Regulador positivo de transcripcion.
R Regulador de la Favorece la salida del ARN virico no procesado o incompletamente
ev expresion viral procesado.
Vif Infectividad viral Incrementa la infectividad de la particula virica
; ) Transportador de DNA al nucleo. Aumenta la produccion del virién.
vpr Proteina R viral . .
Detencion del ciclo celular en G2.
] ) Degradacion de promotores intracelulares de CD4 y del virus desde
vpu Proteina U viral ) ] . .
la membrana celular, Potencia la liberacion del virus.
Factor de regulacion Aumenta la replicacién viral in vivo e in vitro. Decrementa la
nef

negativa

expresion de CD4 y CPH clase | y Il
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3.3. Ciclo de vida del VIH .21

Su ciclo de vida pueden citarse en una serie de eventos que se presentan a continuacion,
cabe sefalar que el disefio de farmacos para el tratamiento de la infeccion tiene como
objetivo, interferir en dichos eventos, deteniendo la continuidad del ciclo y por tanto

disminuyendo la carga viral.

1. Uniény fusion: El virus se une a través de las subunidades gp 120 a la célula diana
por medio de una molécula CD4, lo que significa una modificacion en su
configuracion para facilitar la unién secundaria de gp 120 a un correceptor de la
familia de los receptores de quimiocinas (CCR5 o CXCR4) [ver figura 4]. Los cuales
son comunes en la superficie de la célula hospedera, la unién con el correceptor
provoca cambios conformacionales en gp 41 en la que queda expuesta una region
hidréfoba, denominada péptido de fusion, que se inserta a la membrana celular y

permite asi que la membrana del virus se fusione con la de la célula diana.

genoma de
ARN viral

transcriptas:
reversa

membrana celular Figura 4. La particula viral se une a CD4 y

Cilopiasie correceptor en lacélulaT
= '
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2. Infeccion: Tras la absorcion del virus prosigue la fusidon de las membranas virica y
celular, lo que permite la internalizacion de los componentes del nucleo virico (ver
figura 5).

Figura 5. Fusion del virus con la

. membrana celular e internalizacién del
Nucleo

material genético.

3. Transcripcion Reversa: Las cadenas simples del ARN viral son convertidas en

cadenas dobles de ADN por la enzima transcriptasa reversa (ver figura 6).

DNA viral

By

Figura 6. La transcriptasa reversa copia el

genoma ARN viral en una doble cadena
de ADN.

DNA cromosomal

10
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4. Integracion: EI ADN viral se combina con el ADN celular por la accion de la

integrasa (ver figura 7).

/

e

’w—_—

Provirus

Figura 7. EI ADN viral entra en el nlcleo y

se integra al ADN de la célula hospedera.

5. Transcripcion y traduccion: Las sefales que en condiciones normales activan a
células huésped estimulan la transcripcién de los genes. Se lleva a cabo la sintesis
de proteinas del VIH (proteinas del core, proteinas de envoltura, enzimas y

proteinas esenciales par la replicacion) [ver figura 8].

Figura 8. La activacion de las células T

inducen la transcripcion del virus

11
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6. Ensamble: Los grupos de cadenas de proteinas virales se agrupan.

7. Brote y Liberacion: Un virus inmaduro sale de la célula, el cual expresa las
proteinas gp 120 y gp 41 en la superficie celular, llevando con el parte de la

membrana celular.

8. Maduracion: La enzima proteasa corta las cadenas de proteina del VIH en

proteinas individuales que se combinan para formar un nuevo virus funcional.

Figura 9. Transcripcion de genes, traduccién y formacién de nuevas particulas virales.

Los transcritos de ARN son multiplicados permitiendo la traduccion de los genes tat y rev.
Tat amplifica la transcripcion del ARN viral, Rev incrementa el transporte del ARN viral al
citoplasma. Las ultimas proteinas Gag, Pol y Env son traducidas y ensambladas dentro

de las particulas virales las cuales brotan de la célula.

12
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3.4. Vias de transmision.'**8

Segun estudios publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las causas

oficiales de transmisién son las siguientes:

>N =

Contacto sexual no protegido con una persona afectada por el VIH.

Transfusion de sangre contaminada y sus componentes.

Uso de agujas y otros instrumentos punzo cortantes contaminados.

De una madre infectada a su hijo, durante el periodo perinatal por via
transplacentaria, contacto con sangre o secreciones en el canal del parto, o a
través de la leche materna.

Trasplante de 6rganos y tejidos contaminados.

3.4.1. Grupos de riesgo.

1) Alto riesgo

Los grupos de individuos que presentan una mayor probabilidad de adquirir la infeccion

son aquellos que:

Realizan practicas sexuales de alto riesgo en los que se encuentran: hombres y
mujeres que tienen varios companeros sexuales independientemente de su
preferencia sexual.

Utilizan drogas via intravenosa y comparten agujas o jeringas contaminadas.
Hemofilicos y transfundidos entre los afios de 1980 y 1987 (en México).

Personas ftransfundidas después de 1987 (en México) con sangre o
hemoderivados que no hayan sido sometidos a prueba de VIH.

Hijos nacidos de mujeres ya infectadas con VIH/SIDA.

13
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2) Riesgo Laboral

= Personal de salud que presenta cortaduras y se expone a salpicaduras de sangre
0 secreciones.
= Personas que tengan puncién con agujas potencialmente contaminadas por

sangre, como las usadas en acupuntura y tatuajes.

3.5. Evolucién de la infeccién y la enfermedad .3t 151718

El curso de la infeccion puede identificarse mediante “estadios”, los cuales estan
directamente relacionados con la deplecién de células T CD4 (ver figura 10), produccién
de anticuerpos contra proteinas de la envoltura y de la nucleocapside (p24), presencia del

virus en plasma y la produccién de Linfocitos T Citoxicos (LTC) especificos (ver figura 11)

Primoinfeccién. Ocurre cuando el virus ingresa al individuo por medio de las vias antes
citadas. Dependiendo de la via de entrada del virus, las primeras células infectadas
pueden ser linfocitos TCD4+ y monocitos de la sangre o linfocitos TCD4+ y macréfagos

de las mucosas.

Infeccion aguda o primaria. Algunos dias después de la primera exposicion (2-6
semanas) se detecta una replicacion abundante en los ganglios linfaticos que provocan
una viremia con cantidades elevadas de particulas viricas en la sangre del paciente,
acompanada de un sindrome agudo de signos y sintomas inespecificos tipicos de

muchas enfermedades viricas, por ejemplo la de un cuadro gripal de resolucion rapida.

Seroconversion. La viremia permite la diseminacién, momento en el cual el sistema
adaptativo inmunitario controla parcialmente la infeccion y produccién del virus,
disminuyendo la viremia hasta niveles muy bajos pero detectables, aproximadamente 12
semanas después de la exposicion inicial, y evolucionando como una infeccion progresiva
en los tejidos linfaticos periféricos. En este estadio, la evidencia es la produccion de

anticuerpos y el diagnostico clinico se dictamina como seropositividad.

14
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Periodo de latencia o asintomatica. Es un estadio posterior a la seroconversiéon con
una duracion promedio de 10 anos, tiempo en el que el sistema inmunitario erradica la
mayoria de las infecciones causadas por microorganismo oportunistas por lo que las
manifestaciones clinicas son escasas o0 nulas. Sin embargo existe un descenso

progresivo del recuento de linfocitos T CD4+ en sangre.

Al comienzo de la enfermedad el organismo es capaz de de mantener la produccién de
linfocitos TCD4 +, de tal modo que los linfocitos se forman casi con la misma rapidez con

que se destruyen.

Fase clinica o sintomética. Ocurre cuando se pierde el equilibrio antes descrito y la
destruccién de los linfocitos TCD4+ en los tejidos linfaticos progresa de forma constante
experimentando de la misma manera una disminucion de linfocitos TCD4 + circulantes, lo
que provoca una fase progresiva cronica de la enfermedad por el VIH en la cual aumenta
la susceptibilidad del paciente a otras infecciones, en la cual la respuesta inmunitaria
puede estimular la produccién de VIH y destruccién de tejidos linfaticos lo que acelerar la
disminucién de los linfocitos TCD4, los intentos del sistema inmunitario por erradicar otros

microorganismos lo conducen a su propia destruccion.

SIDA. Comprende el estadio final de la enfermedad, ocurre cuando el recuento de
linfocitos TCD4 es inferior a 200 células / yL*. Las manifestaciones clinicas se presentan
como inflamacién de varios grupos de ganglios linfaticos (linfadenopatia), acompafada de
la pérdida de peso, diarrea persistente y posteriormente, la presencia de una o varias
infecciones causadas por agentes oportunistas (cuyos agentes etiolégicos serian
inofensivos en condiciones normales de salud) o la reactivacion de antiguas infecciones
latentes como la tuberculosis o el herpes, se pueden presentar tumores malignos como el
sarcoma de Kaposi o ciertos linfomas, y manifestaciones neurodegenerativas que
terminan en demencia. Estas manifestaciones clinicas son las causas principales del

fallecimiento del paciente.

* El recuento total de linfocitos: Oscila entre los 1,000-4,800 células/ pL de las cuales 50-60% de las células en sangre son
Linfocitos T CD4+ por lo que el valor normal medio se encuentra la rededor de las 1080células/pL.
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Infeccién Seroconversion Muerte

V Deplecion de células T CD4

Celulas T CD4

-1
M 1000 CD4* PBL

500
200
0 T 7/
2-6 Semanas Promedio ~10 afios
Enfermedad parecida . " Fase
aun resfriado Fase Asintomatica Sintomatica SIDA
|I5€I-BD% de casos )

Figura 10. Deplecién de células T CD4 y estadios de la infeccion.

Deplecion de células T CD4 durante los estadios de la infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana, la
aparicion del SIDA se presenta cuando la cuenta de linfocitos se encuentran por debajo de las 200 células /
uL. El recuento de linfocitos T CD4 después de la infeccidon encuentra una relacion directa con los diferentes

estadios.

Respuesta inmune frente al VIH

Anticuerpos contra la Env del VIH

LTC VIH-especifico

Anticuerpos contra VIH p24

Virus infeccioso en plasma

0-1

4-8semanas 2-12 Afios 2-3 Ados Afios

Figura 11. Respuesta inmune frente al VIH.

Respuesta inmune frente al VIH, los mayores niveles del virus en sangre ocurren dentro de las primeras 8
semanas posteriores a la primoinfeccion, decrece de forma considerable durante el estadio asintomatico y
reaparece de forma progresiva hacia los estadios clinicos y SIDA, la produccién de anticuerpos y LTC alcanza

su maximo nivel después de 8 semanas posteriores a la primoinfeccion.
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3.6. Pruebas diagnostico y deteccion de personas infectadas por el
virus."'*1®

La deteccion del paciente portador del VIH, se realiza mediante las siguientes pruebas:

Pruebas de tamizaje: Tienen la finalidad de detectar la presencia de anticuerpos (anti-

VIH) en suero o plasma, mediante:

¢ Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA).

¢ Aglutinacién pasiva.

Los resultados deben interpretarse de acuerdo a la historia clinica del paciente y pruebas
auxiliares de laboratorio como Biometria Hematica (BH), Quimica Sanguinea (QS),
Examen General de Orina (EGO), carga viral para VIH, cuenta de células T CD4+ y

subpoblaciones, serologia para hepatitis B, C y toxoplasma, VDRL entre otras.

Pruebas especificas: Determinan la presencia del virus o algun componente, mediante:

¢ Cultivo de virus.

¢ Deteccién de antigeno viral.

¢ Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)**, para determinar el
ARN viral o ADN proviral.

** A pesar de las técnicas con las que se cuentan para su deteccién existe un problema para detectar a un donador con
VIH en el periodo entre la primoinfeccion y la formacion de anticuerpos. Estos individuos solo pueden ser detectados
mediante PCR. La importancia de la técnica radica en la deteccion de éste tipo de pacientes, que representan uno de los
grupos transmisores mas importantes, pues como se dijo anteriormente existe un estadio en que la infeccién es de forma

silenciosa o asintomatica.
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Pruebas suplementarias: Tienen la finalidad de confirmar la presencia de anticuerpos

contra el VIH en el suero o plasma, mediante:

¢ Inmunoelectrotransferencia (Prueba de Westem blot).
¢ Inmunofluorescencia.

¢ Radioinmunoprecipitaciéon (RIPA)

Interpretacion de resultados de las pruebas diagnostico.

1. Se considera persona infectada o seropositiva, a aquella que presenta dos
resultados de pruebas de tamizaje y una suplementaria positivas, incluyendo

pacientes asintomaticos que niegan factores de riesgo.

2. Una persona se considera no infectada cuando:

= Soélo una de las pruebas de tamizaje realizadas resulta positiva.
= Tiene dos resultados de pruebas de tamizaje positivas, pero las

pruebas suplementarias son negativas.

3. En el caso de presentar dos resultados de pruebas de tamizaje positivos, pero la
prueba suplementaria es indeterminada, debe considerarse como posiblemente
infectado y asi se debe informar, recomendandose repetir el diagnostico de
laboratorio (pruebas de tamizaje y suplementaria) tres meses después. Si persiste
el Western blot indeterminado y la persona se mantiene asintomatica a los 12

meses, se considerara como NO infectada.
4. En casos de nifios menores de 18 meses, no se consideran infectados al
presentar las pruebas de ELISA y Western blot positivas, ya que este resultado

puede atribuirse a la presencia de anticuerpos maternos.

En estos casos, habra de realizarse las pruebas de cultivo viral, antigeno viral o

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con resultado positivo.
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3.7. Manejo de lainformaci6on.**®

El SIDA es una enfermedad sujeta a vigilancia epidemildgica, por lo que es de caracter
obligatorio la notificacion inmediata a la autoridad sanitaria mas cercana, misma que debe
realizarse por el personal de salud involucrado (médico tratante o personal de salud de
laboratorios publicos o privados y bancos de sangre), en formatos aprobados y referidos
en las disposiciones aplicables para la Vigilancia Epidemiolégica en el Sistema Nacional
de Salud, asimismo; se utilizan en la notificacién del infectado asintomatico y, caso de
SIDA, independientemente de los utilizados por cada institucién. El estado de
confidencialidad durante las pruebas, entrega de resultados y registros debe ser

estrictamente obligatorio.

El objetivo de la notificacion del caso es contar con la informacion necesaria para
establecer las medidas, de prevencién y control de enfermedades transmisibles, asi como

proteger al afectado contra dafnos a su honorabilidad y dignidad.

3.8. Tratamiento farmacolégico de la infeccion .®'141¢%°

Una vez diagnosticada la infeccion, los medicamentos contra el VIH (llamados también
antirretrovirales) son usados para controlar la reproduccion del virus y detener el progreso

de la enfermedad.

Los medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration de los Estados

Unidos de Norte América (FDA) son clasificados en 4 grupos:
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I. Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Analogos de Nucledsidos (ITRAN).

Estos farmacos actuan sobre la enzima transcriptasa reversa alterando su funcién, dicha
enzima es necesaria para que el virus convierta su material genético de ARN a ADN que

posteriormente se insertara al ADN celular.

Los ITRAN necesitan ser fosforilados para luego interactuar con un sustrato en el sitio de
unién de la enzima y cuando es incorporado, entonces termina la elongacion de la cadena
de ADN.

Dentro de este grupo encontramos los siguientes medicamentos con los principios activos

aprobados por la FDA:

»  Zidovudina (ZDV, AZT , Retrovir®, GlaxoSmithKline)

» Didanosina (ddl, Videx®, Bristol — Myers Squibb); Barr Laboratories (forma
genérica)

= Zalcitabina (ddC, Hivid®, Roche )

» Estavudina (d4T, Zerit®, Bristol — Myers Squibb )

*» Lamivudina (3TC, Epivir®, GlaxoSmithKline )

» Zidovudina/Lamivudina (AZT + 3TC , Combivir® , GlaxoSmithKline)

» Abacavir (1592U89, Ziagen®, GlaxoSmithKline)

» Zidovudina/Lamivudina/Abacavir (AZT + 3TC + Abacavir, Trizivir®
GlaxoSmithKline)

=  Tenofovir (TDF, bis-poc PMPA, Viread®, Gilead Sciences)

= Emtricitabina (FTC, Emtriva™ Gilead Sciences)

» Abacavir/lamivudina (Ziagen + 3TC, Epzicom™ , GlaxoSmithKline)

= Tenofovir /emtricitabina (Viread + Emtrivia, Truvada™ , Gilead Sciences)
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II. Inhibidores de la Transcriptasa Reversa No Analogos de Nucledsidos (ITRNN).

Los ITRNNs en comparacion con los ITRAN no necesitan conversion metabdlica y
bloquean directamente la reaccion con la transcriptasa reversa, por una interaccion

especifica con el sitio de uniéon "sin sustrato” de la transcriptasa reversa del virus.

Entre los medicamentos y sus principios activos avalados ante la FDA se encuentran:

= Nevirapina (NVP,BI-RG-578, Viramune®, Boehringer Ingleheim)
» Delavirdina (DLV, Rescriptor®, Pfizer/Agouron)

» Efavirenz (EFV,DMP-266, Sustiva®, Bristol-Myers Squibb)

lll. Inhibidores de la Proteasa (IP).

Estos medicamentos actuan sobre la enzima proteasa, bloqueando el procesamiento de
las proteinas precusoras del virus a proteinas maduras de la capside y del nucleo virico.
No se realiza el corte de las cadenas largas de proteinas y enzimas en trozos mas cortos
que el virus que necesita para reproducirse en nuevas copias de si mismo. Aunque las
cadenas largas de proteinas no hayan sido cortadas correctamente, las nuevas copias del
VIH aun se construyen y continian empujando a través de la membrana de la célula
infectada. Pero estas nuevas copias del VIH son "defectuosas" (ya que no han sido

formadas completamente, por lo tanto no pueden continuar la infeccién a otras células).

Dentro de este grupo encontramos los siguientes medicamentos aprobados por la FDA:

e Saquinavir (SQV, Invirase® , Roche)

e Ritonavir (RTV, Norvir®, Abbott)

e Indinavir (IDV, Crixivan®, Merck)

e Nelfinavir (NFV, Viracept®,Pfizer/Agouron)

e Amprenavir (APV, 141W94, Agenerase®, Glaxo Smith Kline)
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e Lopinavir (LPV, ABT-378/r, Kaletra®, Abbott)

e Atazanavir (ATV, BMS-232632, Reyataz®,Bristol-Myers Squibb)

e Fosamprenavir (FPV. GW433908, 908, Lexiva™, Glaxo Smith Kline)
e Tipranavir (PNU140690, Aptivus®, Boehringer Ingelheim)

e Darunavir (TMC114, Prezista™, Tibotec)

IV. Inhibidores de la fusion y de la unioén.

Estos bloquean la etapa en que el virus se une a una ceélula para infectarla. Un inhibidor

de fusion ha sido aprobado:

e Enfuvirtida (T-20,Fuzeon®, Trimeris y Roche)

3.8.1. Consideraciones preeliminares.

Para iniciar con el tratamiento antirretroviral, es necesario considerar los siguientes

factores:
1) Manifestaciones clinicas.

2) Deseo y compromiso de la persona que vive con el VIH/SIDA de iniciar y mantener por

tiempo indefinido el tratamiento.
3) Grado de inmunodeficiencia existente, determinado por la cuenta de CD4.

4) Riesgo de progresion de la enfermedad, que se observa con la determinacién de la

carga viral en plasma.
5) Beneficios y riesgos potenciales de los farmacos con el uso a largo plazo.

Se debe iniciar el tratamiento profilactico de las infecciones oportunistas, en aquellos

pacientes con una cuenta de células CD4 iguales o menores de 200 células/ul.
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3.8.2. Objetivo de la terapia antirretroviral.

Reducir la carga viral*** hasta un nivel no detectable (empleando técnicas moleculares
actuales menos de 50 copias/ml), y mejorar la inmunidad mediante el aumento en la
cuenta de células CD4+ (reconstitucién inmune) o al menos mantener las cifras de CD4
estables, ambos durante el mayor tiempo posible, con el fin de mejorar las expectativas y

calidad de vida de los pacientes.

La terapia farmacoldgica ideal cumple con los siguientes aspectos (los cuales deben ser

procurados preferentemente al inicio de la misma):

¢+ Potente: Basado en estudios clinicos en donde el porcentaje de respuesta
sea elevada.

¢ Bien Tolerado: Pocos efectos colaterales a corto y largo plazo.

¢ Simple de Administrar: Esquema con un numero bajo de dosis por dia, que
se administre una o dos veces como maximo al dia y no presente
restricciones alimenticias de ningun tipo.

¢ Sin interacciones medicamentosas 0 que no sean clinicamente
significativas.

¢ Que permita preservar opciones futuras en caso de falla.

+ Con elevada barrera genética para el desarrollo de resistencia.

+ Sin efectos teratogénicos.

¢ Accesible desde el punto de vista econdmico.

ok

*
Carga viral: Corresponde al porcentaje de células blanco (células hospederas) que contienen informacion viral (como

provirus o como ARN viral), pero sin importar si dicha informacién viral esta siendo utilizada para producir nuevas particulas
virales infectantes o solamente corresponde a una infeccion latente en la cual no se expresa la informacion viral presente en

la célula hospedera.
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Los esquemas de tratamiento en pacientes mexicanos se encuentran sujetos a
lineamientos establecidos por la Secretaria de Salud a través de la "Guia para la Atencion
Médica de Pacientes con Infeccién por VIH/SIDA en Consulta Externa y Hospitales" *".En
dichos esquemas se indican los medicamentos apropiados de acuerdo a la historia clinica

y evolucién de la infeccién.

La aparicion de resistencia por parte del virus, debido a la monoterapia (administracion de
un solo tipo de farmaco), ha orientado a la terapéutica hoy en dia a la combinacién de dos
0 mas antirretrovirales. Esta nueva metodologia recibe el nombre de TARGE (Tratamiento
Antirretrovirico de Gran Eficacia) o TAAE (Tratamiento Antirretroviral de Alta Eficacia) y
provee una importante disminuciéon de ARN virico presente en el plasma. El TARGE
combina tres 0 mas medicamentos contra el VIH en un régimen diario (ejemplos, ver tabla
2), retrasando la progresion clinica, morbilidad y mortalidad de los pacientes infectados,

asi como la disminucién de costos en la atencidon médica.

Para determinar la resistencia existen pruebas genotipicas y fenotipicas que permiten
detectar la resistencia a cada farmaco, permitiendo de esta manera la disposicién de un

método complementario el cual ayuda a tomar cambios en el tratamiento.
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Tabla 2.Combinaciones de farmacos antirretrovirales para comenzar el tratamiento.

ITRAN TERCER FARMACO

Combinaciones posibles

Estavudina + didanosina Abacavir
Estavudina+ lamivudina Efavirenz
Didanosina +lamivudina Indinavir
Zidovudina + didanosina Nelfinavir
Zidovudina+ lamivudina Nevirapina
Zidovudina + Zalcitabina Ritonavir

Ritonavir + amprenavir
Ritonavir + indinavir
Ritonavir + lopinavir

Ritonavir + saquinavir

NO se recomienda

Estaviduna + zidovudina Saquinavir -CGD
Zalcitabina + estavudina
Zalcitabina + didanosina

Zalcitabina + lamivudina

Nota: Los farmacos y combinaciones listados en esta

tabla siguen un orden alfabético y no de preferencia.

Una mas de las opciones de tratamiento es el desarrollo de una vacuna efectiva contra el
VIH, desafortunadamente las esperanzas de tener una vacuna o cura definitiva a corto
plazo es minima, los investigadores estiman 25 afios para que esto suceda, la causa
principal es la velocidad con la que el virus muta en los genes responsables de las
principales determinantes antigénicas como gp120 y gp41, dando por resultado

anticuerpos poco efectivos no protectores.
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3.9. Epidemiologia del SIDA. #**

El SIDA como ultimo estadio de la infeccion es el mas devastador y el que de manera
directa es objeto de estadistica para las instituciones gubernamentales en materia de
salud, pues es hasta la aparicion de las manifestaciones clinicas cuando el paciente se
percata de la infeccion y se convierte en un indicador indirecto pero muy superficial de la

proliferacion de la enfermedad.
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3.9.1. El SIDA en el mundo, América Latinay el Caribe S/' &’\/C —
4 y

A finales del 2005, ONUSIDA estimé que a nivel mundial existen 40.3 millones de
personas que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), de los cuales 38
millones eran adultos, 17.5 millones mujeres, y 2.3 millones menores de 15 afos. Estos
valores involucran a los 4.9 millones de personas que contrajeron el VIH en el 2005 y que

cobré la vida de 3.1 millones durante el mismo afo.

Tabla 3.Personas infectadas por edad y género durante el 2005.

GRUPO EDAD CANTIDAD (MILLONES)
Total 40.3 (36,7 —45.3)
Personas que vivian con el VIH Adultos 38 (34.5-42.6)
en 2005 Menores de 15 afios 2.3 (2.1-2.8)
Total 49 (4.3-6.6)
Nuevas infecciones por el VIH Adultos 42 (36-58)
en 2005
Menores de 15 afos 0.7 (0.63-0.82)
Total 3.1 (2.8-3.6)
Defunciones causadas por el SIDA en 2005 Adultos 26 (2.3-2.9)

Menores de 15 afos 0.57 (0.51 - 0.67)

Fuente: ONUSIDA/OMS 2005
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A pesar de los avances generados en el area de la terapia antirretroviral en América
Latina el numero de infecciones por VIH llegé a la cifra de de 1.8 millones de casos mismo
afo en el que se reportaron 66 000 defunciones debidas a la enfermedad y siendo
reportados 200000 nuevos casos de infeccion. Cabe hacer resaltar que Brasil es el que
tiene mas de una tercera parte de los 1.8 millones de personas que viven hasta el

momento con el virus del VIH.

Tabla 4.Estadistica del SIDA en América Latina, afios 2003 y 2005.

Adultos y Mujeres que Nuevos casos Defunciones
nifos que vivian con el de infeccién por | Prevalencia de adultos y
Afio vivian con el VI el VIH en del VIH en nifios a causa
VIH (millones) adultos y nifios | adultos (%) del SIDA
(millones) (millones) (millones)
1.8 0.58 0.2 0.6 0.066
2005 (1.4-24) (0.42-0.77) (0.13 -0.36) (0.5-0.8) (0.052-0.086)
16 0.51 0.17 0.6 o 0260-89077)
2003 (1.2-2.1) (0.37-0.68) (0.12-0.31) (0.4-0.8) ' ’

Fuente: ONUSIDA/OMS 2005

3.9.2. El SIDA en México.

México ocupa el tercer lugar en el continente americano por lo que la enfermedad se ha
convertido en un problema prioritario de salud publica al igual que en otros paises, debido
al impacto social y econdmico, ya que éste repercute en la seguridad nacional. La
epidemia se concentra en la poblacion de entre 15-44 afios que representan el 78.8% de
los casos de SIDA diagnosticados (tabla 6), de los cuales el 83.2 % son hombres (tabla
5).
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Tabla 5.Casos de SIDA por sexo.
(31 de diciembre del 2005)

Sexo NUmero Porcentaje (%)
Hombres 85,307 83.2
Mujeres 17,268 16.8

Total 102,575 100

Tabla 6.Casos de SIDA por edad.
(31 de diciembre del 2005)

Edad NUmero Porcentaje
< 15 afios 2,495 24
15-44 afos 79,984 78.8
45 afios 0 mas 19,083 18.8
Se desconoce 1,013 (1.0)
Total 102,575 100

Fuente: Registro Nacional de Casos de SIDA. Nota: La categoria “Se desconoce” se excluy6 del calculo de los
porcentajes, sin embargo, dicha cifra se muestra entre paréntesis para conocer su magnitud.

Los datos estadisticos del 2005 muestran que en México la via de transmision mas
frecuente es la sexual, misma que ha sido la causante del 92.1% de los casos
acumulados de SIDA en México, de los cuales 47.3% corresponden a hombres

homosexuales (HHS) y el 44.8% a heterosexuales.

El 5.3% se originaron por via sanguinea, de los cuales 3.5% corresponden a transfusion
sanguinea, 0.7% estan asociados al consumo de drogas inyectables, 0.6% a donadores,
0.4% a hemofilicos, y menos del 0.1% a la categoria exposicidon ocupacional. La
transmision perinatal representa el 2.3% del total de casos; y la categoria combinada de
hombres que tienen sexo con otros hombres y usuarios de drogas inyectables (HHS/UDI)
el 0.3%. En uno de cada tres casos (37.9%) se desconoce el factor de riesgo asociado
(tabla 7).
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Tabla 7. Categorias de transmision.

(31 de diciembre del 2005)

Categorias Porcentaje (%)
Sexual 92.1
HHS 47.3
Heterosexual 44.8
Sanguinea 5.3
Transfusién sanguinea 3.5
Hemofilico 04
Donador 0.6
Drogas .V 0.7
Exposicién ocupacional <0.1
Perinatal 2.3
Otras (Homo —-Drogas) 0.3
Se desconoce (37.9)

Fuente: Registro Nacional de Casos de SIDA .Nota: La categoria “Se desconoce”
se excluy6 del calculo de los porcentajes, sin embargo, dicha cifra se muestra

entre paréntesis para conocer su magnitud.

En México ha disminuido la mortalidad por SIDA como resultado del crecimiento en la
cobertura del tratamiento ARV, anteriormente las instituciones de seguridad social (IMSS
e ISSSTE) proporcionaban este tipo de medicamentos a los pacientes con SIDA de todo
el pais. Posteriormente la Secretaria de Salud inicié la cobertura de la poblacion no
asegurada, ofreciendo tratamiento ARV gratuito a todos los menores de 18 afios vy

mujeres embarazadas que lo necesitaran, asi como a varones adultos no asegurados.

Actualmente las instituciones que ofrecen atencion a los pacientes son; SSA, IMSS,
ISSSTE, privadas y otras, de las cuales la secretaria de salud (SSA) es la institucién que

ha notificado el 55.9 % del total de casos (ver tabla 8).
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Tabla 8.Casos de SIDA por institucion notificante.

31 de diciembre del 2005

Institucién | Namero | Porcentaje (%)
SSA 57,317 55.9
IMSS 32,485 31.7

ISSSTE 5,559 5.4
OTRAS 6,447 6.3

PRIVADO 767 0.7

Total 102,575 100.0

GENERALIDADES

Fuente: Registro Nacional de Casos de SIDA.

Gracias a la atencion médica que brindan las instituciones publicas se ha incrementado el
acceso al tratamiento (180,000 personas), se estima que 4,382 casos fueron registrados
oportunamente (ver tabla 9), las personas que viven actualmente con el VIH/SIDA reciben
tratamiento antirretroviral gratuito incrementando de manera significativa su calidad de

vida.

Tabla 9. Casos de SIDA y personas viviendo con VIH (PVVIH).
31 de diciembre del 2005

Casos de SIDA notificados 102,575
PVVIH 180,000
Casos de SIDA registrados en el 2005 8,720
Casos de SIDA registrados oportunamente en el 2005 4,382

La epidemia en México se encuentra concentrada en grupos de poblacién bien definidos,
por lo que se requieren estrategias focalizadas a aquellos grupos con practicas de riesgo

y mayor vulnerabilidad.
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La promocién de la salud sexual, el auto cuidado y la prevencién, siguen siendo las
formas mas eficaces para evitar la transmisién del VIH/SIDA, de aqui la importancia de

fortalecer su prevencién, deteccion y tratamiento oportunos.

Las estadisticas por entidad federativa se muestran a continuacion (ver tabla 10y 11)

Tabla 10.Casos acumulados de SIDA por entidad federativa.
(31 de diciembre del 2005)

Lugar Entida_d Casos
Federativa Acumulados

1 Distrito federal 20,113
2 México 10,787
3 Veracruz 9,159
4 Jalisco 8,830
5 Puebla 5,000
6 Baja California 4,785
7 Guerrero 3,703
8 Chiapas 3,249
9 Oaxaca 3,087
10 Michoacan 2,815
11 Nuevo Leodn 2,733
12 Guanajuato 2,531
13 Yucatan 2,486
14 Chihuahua 2,410
15 Morelos 2,353
16 Tamaulipas 2,251
17 Sinaloa 1,656
18 Sonora 1,517
19 Tabasco 1,400
20 Coahuila 1,361
21 Quintana Roo 1,323
22 Nayarit 1,177
23 San Luis Potosi 1,150
24 Hidalgo 1,028
25 Durango 879
26 Querétaro 871
27 Tlaxcala 724
28 Campeche 696
29 Aguascalientes 572
30 Colima 553
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Lugar Entidad Casos
Federativa Acumulados
31 Zacatecas 533
32 Baja California Sur 500
Extranjeros 310
Se desconoce 53
Nacional 102,575

Notas: Ordenado por casos acumulados.
Fuentes: DGE. Registro Nacional de Casos de SIDA.
Datos al 31 de diciembre del 2005. Secretaria de Salud.
CONAPO. Proyecciones de poblacién por sexo, grupos de
edad y entidad federativa 2000-2010. Version 2002.
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Tabla 11.Incidencia acumulada de casos de SIDA por entidad Federativa.
(31 de Diciembre de 2005)

Lugar | Entidad federativa Incidencia acumulada
1 Distrito Federal 228.2
2 Baja California 162.3
3 Yucatan 137.5
4 Morelos 137.0
5 Jalisco 129.6
6 Veracruz 125.5
7 Quintana Roo 121.2
8 Nayarit 118.0
9 Guerrero 113.6
10 Baja California S 99.5
11 Puebla 90.3
12 Colima 90.1
13 Campeche 89.7
14 Oaxaca 83.1
15 Chiapas 73.6
16 México 73.5
17 Tamaulipas 71.1
18 Chihuahua 70.2
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Lugar | Entidad federativa Incidencia acumulada
19 Tabasco 67.6
20 Tlaxcala 67.5
21 Michoacan 66.6
22 Nuevo Ledn 64.4
23 Sonora 61.0
24 Sinaloa 59.8
25 Durango 56.5
26 Aguascalientes 54.8
27 Querétaro 54.4
28 Coahuila 53.5
29 Guanajuato 50.0
30 San Luis Potosi 47.7
31 Hidalgo 43.0
32 Zacatecas 37.6
Extranjeros -
Se desconoce -
Nacional 96.0

Notas: Ordenado por tasa de incidencia acumuladas
* Tasa por 100000 habitantes.

** La tasa nacional acumulada no incluye a los extranjeros y a la categoria se desconoce.

Fuentes: DGE Registro Nacional de Casos de SIDA. Datos al 31 de Diciembre de 2005.
Secretaria de Salud. CONAPO. Proyecciones de poblacién por sexo.
Grupos de edad y entidad federativa 2000 — 2010 versién 2002.
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3.10. Medidas de prevencién.'**

Deben estar orientadas a toda la poblacién, haciendo énfasis en los grupos clasificados

como de mayor riesgo.

Los encargados de difundir la informacién seran los érganos competentes apoyandose en

los siguientes aspectos:

a) Educacion para la salud:

Desarrollando modelos educativos orientados a adoptar conductas preventivas para
disminuir el riesgo de infeccidén, mismos que seran transmitidos a la poblacién previa

capacitacion de personal docente y de salud.

b) Promocién de la salud:

Informando a la poblacion la magnitud y trascendencia de la infeccion como de la
enfermedad, haciendo notar el problema de salud publica que representa, la importancia
de adoptar medidas preventivas y conductas responsables, con énfasis en los grupos

vulnerables, especialmente los adolescentes.

c¢) Participacion social.

Sensibilizar a la poblacidon para que permita el desarrollo de acciones preventivas y de
control, para que con la ayuda de personal de salud, maestros, padres de familia,
organizaciones, y otros grupos de la comunidad, colaboren en actividades educativas y de

promaocion.
Una vez revisados los aspectos generales de la infeccion que involucran al VIH, su

constitucion, evolucion y epidemiologia, se describira al farmaco Zalcitabina el cual solo o

en combinacion representa una opcion mas en el tratamiento de ésta enfermedad.
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3.11. Zalcitabina.'®'***?°

3.11.1. Propiedades fisicoquimicas.
o0 Estructura quimica:

HO@

o Nombre quimico: 4-amino-1-3-D-2',3'-dideoxiribofuranosil-2-(1H)-pirimidona
0 Sinénimos: 2',3'-dideoxicitidina (ddC)

o DCI: Zalcitabina

o0 Formula condensada: CgH13N3O5

0 Peso Molecular: 211.22 g/mol

0 Solubilidad en agua: 76.4 mg/mL.

o pKa: 4.2

0 Punto de fusion: 215-217°C

o Maximos UV: en HCI 0.1N 280 nm; en NaOH 0.1N 270 nm

3.11.2. Propiedades farmacoldgicas.

La Zalcitabina es un agente antirretroviral. Es un analogo nucledsido sintético del
nucledsido natural 2’-deoxicitidina en el que el grupo 3’-hidroxil es reemplazado por
hidrégeno. En las células, la Zalcitabina se convierte en su metabolito activo, la

dideoxicitidina -5’-trifosfato (ddCTP) mediante enzimas celulares.

La dideoxicitidina-5’-trifosfato actia como un sustrato alternativo del trifosfato de
deoxicitidina (dCTP) para la retrotranscriptasa del VIH e inhibe la replicacién in vitro del

VIH por inhibicion competitiva de la sintesis del ADN viral debido a la terminacion
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prematura de la cadena. En cultivos celulares, la Zalcitabina ha demostrado actuar
sinérgicamente con diversos agentes anti-VIH, en particular con la zidovudina y el

interferdn alfa, en su capacidad inhibitoria de la replicacion del VIH.
3.11.3. Farmacocinética.

Después de la administracion oral de Zalcitabina a pacientes infectados con VIH, se
observé una biodisponibilidad >80%. La velocidad de absorcién después de la
administracion de una dosis oral unica de 1.5 mg (n=20), disminuyd con la administracién
concomitante de alimentos. Esto resulté en una reduccién del 39% en la concentracion
plasmatica maxima del farmaco (Cyax) de 25.2 ng/mL a 15.5 ng/mL, y en un incremento en
la Tmax de 0.8 horas en condiciones de ayuno a 1.6 horas cuando el farmaco se
administré con alimentos, en estas condiciones, el grado de absorcion (ABC) disminuyé
en un 14%, de 72 ng-hr/mL a 62 ng-hr/mL.

3.11.4. Distribucién en Adultos.

La Zalcitabina presenta un bajo grado de unién a proteinas plasmatica (4%).En estado
estable el volumen de distribucion después de la administracion IV de una dosis de 1.5
mg de Zalcitabina es en promedio 0.534 (+0.127) L/kg. La Zalcitabina se detecta en
liquido cefalorraquideo, demostrando asi la penetracién del farmaco a través de la barrera

hematoencefalica. Sin embargo, la relevancia clinica de este hecho no ha sido evaluada

3.11.5. Metabolismo y Eliminacion en Adultos.

La Zalcitabina es fosforilada intracelularmente a trifosfato de Zalcitabina, el substrato
activo para la transcriptasa reversa del VIH. Las concentraciones del trifosfato de
Zalcitabina son muy bajas para su cuantificacion después de la administracion de dosis

terapéuticas en humanos.

La Zalcitabina no sufre metabolismo hepatico en grado significativo. EI metabolito primario
de la Zalcitabina que ha sido identificado tanto en orina como en heces es la
dideoxiuridina (ddU), que corresponde a menos del 15% de una dosis oral.

Aproximadamente un 10% de una dosis oral marcada aparece en las heces en forma
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inalterada. La excrecion renal es la via primaria de eliminacion del farmaco y corresponde
a aproximadamente un 80% de las dosis IV y del 60% de las dosis administradas por via
oral. La vida media de eliminacién de la Zalcitabina es de aproximadamente 2 horas, con

un rango de 1 a 3 horas.

En pacientes con insuficiencia renal la eliminacién se ve retardada, asi pacientes con

depuracion de creatinina <55 mL/min la vida media puede ser hasta 8.5 horas.

3.11.6. Contraindicaciones y precauciones.

Hipersensibilidad a la Zalcitabina o a cualquier componente de la formulacion.

Se debera administrar con precaucion en pacientes con antecedentes de pancreatitis,
alcoholismo, alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico, pacientes con
nutricion parenteral, insuficiencia renal, hiperfosfatemia y pacientes con neuropatia

periférica.
3.11.7. Efectos secundarios.
> 10%: Sistema Nervioso Central: Fiebre (5-17%), malestar general (2-13%).
Neuromusculares y esqueléticos: Neuropatia periférica (28%).

1-10%: Sistema Nervioso Central: Cefalea (2%), mareo (1%), fatiga (4%),

convulsiones (1.3%).
Dermatolégicos: Rash (2-11%) prurito (2-5%).

Endocrinos y metabdlicos: Hipoglicemia (2-6%), hiponatremia (4%),

hiperglicemia (1-6%).

Gastrointestinales: Nausea (3%), disfagia (1-4%), anrorexia (4%) dolor
abdominal (3-8%), vomito (1-3%), diarrea (1-10%), pérdida de peso, Ulceras

orales (3-7%), incremento de la amilasa (3-8%).
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Hematoldgicos: anemia (después de 2-4 semanas de tratamiento),

granulocitopenia (después de 6-8 semanas de tratamiento).

Hepaticos: Pruebas de funcionamiento hepatico alteradas (9%),

hiperbilirrubinemia (2-5%).
Neuromusculares y esqueléticos: Mialgias (1-6-%).
Respiratorios: faringitis (2%), tos (6%), rinorrea (4%).

<1% Anafilaxia, constipacion, falla hepatica, hepatitis, hipocalcemia, ictericia,

acidosis lactica, pancreatitis, redistribucion de grasa corporal, sincope.

3.11.8. Interacciones medicamentosas.

Incremento del efecto/toxicidad: La anfotericina, el foscarnet y los aminoglucésidos
pueden incrementar el riesgo de neuropatia periférica al interferir con la eliminacion renal
de Zalcitabina. Otros farmacos asociados a neuropatia periférica como cloranfenicol,
cisplatino, dapsona, disulfiram, etionamida, hidralazina, iodoquinol, isoniazida,
metronidazol, nitrofurantoina, fenitoina, ribavirina y vincristina pueden aumentar el riesgo

de dicha condicion.

El uso concomitante de Zalcitabina con didanosina no es recomendable. El riesgo de
acidosis lactica puede incrementarse con el uso concomitante de adefovir, didanosian,

lamivudina, estavudina y zidovudina.

Disminucién del efecto: La fosforilacion de Zalcitabina disminuye con la administracion
concomitante de doxorubicina y lamivudina. Los antiacidos que contienen magnesio y
aluminio y la metoclopramida disminuyen la absorcién y por lo tanto el efecto de la

Zalcitabina.
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3.12. Validacion de métodos analiticos.®*°

Las pruebas y procedimientos para la validacion de métodos analiticos se encuentran
estipuladas en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, la importancia de esta
norma radica en el establecimiento de criterios y parametros para los estudios de

biodisponibilidad y bioequivalencia.
Las definiciones utilizadas en validacion son las siguientes:

Validacidn, Evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el

propdsito para el que fue disenado;

Para llevar a cabo la validacion, una vez establecidas las condiciones analiticas como la
matriz bioldgica en la que se encuentra el analito, es necesario incluir como minimo los

parametros que se describen a continuacion:

Exactitud; Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracién del compuesto en la

muestra.

Limite de deteccidon. Minima concentracion de un compuesto en una muestra el cual
puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones de

operacion establecidas.

Limite de cuantificacion. Concentracibn mas baja del compuesto que puede

cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el método.

Precisién; Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea

del producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.
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Repetibilidad; Precisién de un método analitico que expresa la variacion dentro de un
mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en las

mismas condiciones.

Reproducibilidad intralaboratorio; Precision de un método analitico que expresa la
variacién obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo, columnas

o analistas.

Muestras control; Muestras de concentracion conocida que se cuantifican durante la
corrida analitica para corroborar la validez del método, estas debe estar comprendidas en

el rango de concentraciones de la curva de calibracion pero no formar parte de ella.

Rango; Intervalo definido de un método analitico, se puede caracterizar por uno 0 mas
intervalos constituidos al menos por cinco concentraciones distintas cada uno sin incluir
las muestras blanco, siempre y cuando contengan puntos intermedios en comun e

incluyan el limite de cuantificacién y concentracion maxima del rango.

Recuperacion absoluta; Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los

compuestos por analizar en la muestra biologica.

Selectividad; Capacidad de un método analitico para cuantificar exacta vy
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran

estar presentes en la muestra.

Sustancia de referencia; Sustancia de uniformidad reconocida destinada a utilizarse en
comprobaciones analiticas, fisicas, quimicas o microbioldgicas en el transcurso de las

cuales sus propiedades se comparan con las sustancias en evaluacion.

Tolerancia; Capacidad de un método analitico para obtener resultados precisos y exactos
ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de trabajo

y que proporciona una indicacion de su confiabilidad durante el uso normal.

Estabilidad de la muestra, Propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus

caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.
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3.13. Articulos reportados para analisis de Zalcitabina.*"*

Bezy Vincent y colaboradores " reportaron un analisis simultaneo de siete nucleésidos
antirretrovirales entre los que se encontraban Zalcitabina (ddC), estavudina (d4T) y
zidovudina (AZT) utilizando CLAR. Los farmacos se extrajeron de plasma de rata,
mediante extraccion en fase sélida en cartuchos Oasis® HLB (3 mL,60 mg) con ayuda de
un sistema manifold acoplado a una bomba de vacio. Los cartuchos fueron
acondicionados con 3 mL de metanol seguido de 3 mL de agua, la muestra plasmatica
(200 pL) se paso por el cartucho aplicando un vacio de 5 mm Hg, después fue lavado con
1 mL de agua. Los nucleédsidos anti—HIV retenidos fueron eluidos con 1.5 mL de metanol,
posteriormente se evaporé hasta sequedad bajo atmésfera de nitrogeno a 40°C. El
residuo remanente fue reconstituido en 100uL de agua inyectando 20 uL en el sistema
cromatografico. La separacion se llevd a cabo en una columna Atlantis ™ dC,s con
solucion amortiguadora de acido acético- hidroxilamina (fuerza iénica 5 mM, pH 7) —
acetonitrilo aplicando un gradiente de elucion. La curva de calibracion resulto lineal en el
rango de concentraciones plasmaticas 30-10 000 ng/mL. El coeficiente de correlacion ( r?)
fue de 0.992 obtenido mediante regresidon por minimos cuadrados y el limite de

cuantificacion entre el rango de concentracion de 30—90 ng/mL.

Hemant K.Jajoo y colaboradores 2 por medio de analisis termospray en cromatografia de
liquidos acoplado a un detector de masas, cuantificaron Zalcitabina en muestras
plasmaticas de humanos en el que un isétopo analogo de ddC (['°N,, ?H,] ddC) fue
utilizado como estandar interno. A 1 mL de plasma se le adicionaron 5 ng de estandar
interno, los farmacos fueron extraidos por una separacion en fase sélida (SPE) con
cartuchos supelclean (LC — 18 , 3 mL), los cuales fueron acondicionados con 2mL de
metanol seguido de 2 mL de agua, la muestra plasmatica fue lavada con 2 mL de
metanol-agua (20/80 v/v),el eluente fue evaporado a sequedad y el residuo fue
resuspendido en 50 uL de metanol-agua (10:90 v/v), de los cuales 25 uL fueron
analizados por termospray LC —MS, la curva de calibracién fue lineal en el rango de 0.25

— 20 ng / mL, estableciendo como limite de deteccién 50 pg en columna.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental se llevé a cabo en dos etapas:

1. Desarrollo y validacion del método analitico.

2. Aplicacién del método en el analisis de muestras plasmaticas provenientes de

voluntarios sanos en un estudio de biodisponibilidad en poblacion mexicana.

4.1. Material, equipos e instrumentos.

Material

Matraces volumétricos calibrados: 10, 20, 100 y 1000 mL.

Pipetas volumétricas: 1y 2 mL.

Puntas para pipeta repetidora.

Membranas de filtracion de nylon, de 0.45 um y 47 mm de diametro.
Viales para automuestreador 2777.

Tubos de vidrio de 13 x 100 mm.

Tubos Axigen de 2 mL.

Cartuchos Bond Elut 1mL y HLB 1mL

Perillas de succion.

Vasos de precipitados de polipropileno: 100, 250 y 1000 mL.
Frascos de vidrio y polipropileno con tapa rosca de: 50, 250, 1000 y 2000 mL.
Guantes.

Gradillas.

Equipos e instrumentos.
Cromatoégrafo que consta de:
Bomba binaria 1525u de Waters.

Automuestreador 2777 con modulo refrigerante.

Detector de masas Micromass ZQ.
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Horno para columnas TSM Waters.

Columna Zorbax C134.6 x 50 mm 1.8 um.

Columna Zorbax agilent SB C45 4.6x 50 mm 1.8 um.
Columna X —Terra MS C45 250 x 4.6 mm 5 pm.
Columna Simmetry 0.44 C45 3.5um 4.6 x 75 mm.
Balanza analitica marca Ohaus EP214C.

Agitador vortex marca Thermolyne, Maxi Mix II.
Ultracongelador marca REVCO ULT2186-5-A36.
Sistema de purificacién de agua Barnstead.
Centrifuga Centra CL5.

Pipeta repetidora electrénica Eppendorf, Repeater plus.
Pipeta repetidora manual Eppendorf.

Pipeta de volumen variable 10-100 yL Eppendorf, Research.

Pipeta de volumen variable 100 — 1000 uL Eppendorf, Research.

Sistema de extraccion solido-liquido Manifold Waters.
Bano de agua Lab-Line.
Potenciémetro Oakton, pH 1000.

Sistema de procesamiento de datos MassLynx.

4.2. Reactivos y sustancias de referencia.

Reactivos

Acetato de amonio, Merck.

Acetonitrilo, J.T. Baker.

Acido formico, Merck.

Agua desionizada, grado CLAR.

Fosfato dibasico de sodio heptahidratado J.T. Baker.
Hidréxido de amonio J.T. Baker.

Metanol grado cromatografico, J.T, Baker.

PARTE EXPERIMENAL

Plasma humano proveniente de sujetos sanos, acompafnada de la documentacién que

ampare su bioseguridad.
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Sustancias de referencia.

Zidovudina. Estandar de referencia secundario. Proveedor Arlex de México lote:
GZ1C1140022. Potencia 99.5%
Zalcitabina. Estandar primario, USP, potencia 100%, lote F

Estavudina. Estandar secundario, Arlex de México, potencia 99.47%, lote ST0291104

Como se menciond en la pagina 41 se han reportado metodologias para la cuantificacién
de Zalcitabina, sin embargo presentan en mayor o menor grado limitantes e
inconvenientes. Hemant K. Jajoo empled un isétopo analogo como estandar interno, al
que en nuestro pais no se tiene un facil acceso debido a la inexistencia de laboratorios
encargados al marcaje de este tipo de compuestos y a su adquisicion costosa. En el
articulo de Vincent Bezy, la metodologia no es especifica para Zalcitabina, se realizaron
gradientes de elucion, se utilizé un detector UV y por tanto rangos de cuantificacion muy

altos en comparacion a los requeridos en nuestro estudio

4.3. Desarrollo del método analitico.

Las principales variables consideradas en el desarrollo del método analitico fueron:
condiciones del detector, condiciones cromatograficas y método de extraccion de las

muestras plasmaticas.

4.3.1. Condiciones del detector y eleccion del estandar interno.

Las condiciones Optimas de deteccion para Zalcitabina y un posible Estandar Interno (El)
Zidovudina ¢ Estavudina, se determinaron mediante un ajuste de parametros (tuning).
Para tal efecto, se prepararon soluciones estandar de las sustancias antes citadas a
concentraciones de 1 pg/mL en agua con las cuales se buscaron las relaciones
masa/carga (m/z) en donde una vez ajustadas las condiciones del detector se obtuvo el

mejor nivel de respuesta para Zalcitabina y para el estandar interno.
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4.3.2. Condiciones cromatograficas.

Una vez encontradas las condiciones de deteccidn, se buscaron las condiciones

cromatograficas que permitieran la adecuada separacién e identificacion de los analitos.
Los parametros cromatograficos estudiados fueron:

a) Fase movil.
En la eleccidon de la fase movil es necesario considerar los componentes, proporcién y pH
ya que estos factores determinan la solubilidad y afinidad que el analito presenta hacia la
fase estacionaria en funcion a sus propiedades fisicoquimicas (ej. pKa, polaridad)
Las fases estudiadas fueron mezclas a diferentes proporciones de ACN: AcONH,4, ACN:
NH,OH, MeOH: AcONH4 ACN: Ac. Formico 0.1%, MeOH: Ac. Formico 0.1% (todos sales
y disolventes recomendados para espectrometria de masas).

b) Fase estacionaria.
La fase estacionaria en CLAR esta constituida por columnas y al igual que la fase mdvil,
desempena un papel importante en cromatografia, ya que la competencia entre ambas

nos permite establecer las condiciones 6ptimas de analisis.

Se probaron las siguientes columnas cromatograficas: Zorbax C4g4.6 x 50 mm 1.8 pm,
Zorbax Agilent, X Terra MS C4g, Simmetry 0.44 C45 3.5 pum 4.6 x 75 mm.

c) Volumen de inyeccion y velocidad de flujo
Tanto el volumen de inyeccion (10-20 uL) como la velocidad del flujo (0.4-0.6 mL/min)

fueron seleccionadas tomando en cuenta las caracteristicas de la sefial producida en el

cromatograma.
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Los parametros considerados en la eleccién de las mejores condiciones cromatograficas
fueron:

Eficiencia de la columna en la separacion de los compuestos.

Seguimiento de la presion.

Tiempo de retencion de los compuestos (tiempo de corrida breve).
Sensibilidad.

Resolucion entre picos.

Ancho del pico.

< * ® & & oo o

Simetria de los picos.

Se probaron diferentes concentraciones del farmaco de interés en solucién, a fin de
corroborar que la sefal producida era causada en efecto por éste ultimo, y no por los

componentes de la matriz biolégica en la que se encontraba (ruido).

4.3.3. Método de extraccion.

Basandonos en la revisién bibliografica de métodos de extraccion de compuestos que

pertenecen a los analogos de base ®" y a la Zalcitabina como tal &2

, S€ propuso un
método de extraccion en fase sélida mismo que debe ser Util para el estandar interno

seleccionado y que se describe en el siguiente diagrama:
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) Variables sujetas a
experimentacion.

A 1 mL de muestra plasmatica afadir " . ] B
Estandar Interno L. ___ > Posibles Estandar Interno:
g Estavudina, Zidovudina
(Concentracion final 1pg/mL) L )
4 Volumenes de MeOH, A
v seguidos de solucion
Activacion ~ [----motomooomooom oo > amortiguadora
de fosfato de sodio dibasico
\_ 0.01M pH=6.8 y.7.0 )
A 4
Paso de la muestra plasmatica por el Cartucho:
Cartucho __________________ » Bond Elut 1mL
HLB 1mL

Volumenes de solucion
y amortiguadora

Lavado  [----"c---cmomommmmmsmooooos > de fosfato de sodio
dibasico 0.01M pH=7.0
\ J
r N
A Varios volumenes de
(=1 [Te7Te] o IR > metanol grado CLAR
\ Y,

A 4

Evaporar 40°C + 5 bajo corriente de
aire hasta sequedad

/ Fase de reconstitucion. \

Fase Proporcion
A MeOH:H,O variable
Reconstituir, agitar y transferir a MeOH 100
microviales [ TTTTTTTTTOC » H,0 100

Volumen de reconstitucion: 100 y

(00 uL. J

Volumen de Inyeccion: }

A
Inyectar al sistema cromatografico | ________________
5-20 pL.

El método de extraccion seleccionado fue aquel en el que se obtuvo la muestra libre de

impurezas para la cuantificacion de Zalcitabina y del estandar interno.
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4.4. Validacion del método.

El método analitico fue validado de acuerdo a los parametros establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en lo referente a la validacion de métodos

analiticos para el analisis quimico de muestras biolégicas en pruebas de bioequivalencia.

4.4.1. Preparacion de soluciones.

Solucion de acetato de amonio 10 mM pH 6.5

Se pesaron 0.79 g de acetato de amonio se transfirieron a un matraz volumétrico de 1 L
se disolvidé con agua grado CLAR y se llevd a volumen con el mismo disolvente. Esta
solucién tiene un pH aproximado de 6.5, de no ser asi, se ajustd el pH con la solucion

adecuada.

Soluciéon amortiguadora de fosfato dibasico de sodio 0.01 M pH 7.0.
Se pesaron 2.68 g de fosfato dibasico de sodio heptahidratado, se transfirieron a un
matraz volumétrico de 1 L, se disolvié con agua CLAR y llevé a volumen con el mismo
disolvente. Ajustar el pH a 7.0 con &cido fosforico concentrado.

Solucién de referencia de Zalcitabina, 100 ug/mL.
Se peso con exactitud el equivalente a 10 mg de sustancia referencia de Zalcitabina y
transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvieron con agua grado
cromatografico y llevé a volumen con el mismo disolvente.

Solucién de referencia de Zalcitabina, 10 pg/mL.
Utilizando pipeta volumétrica, se transfirio 1 mL de la solucién de 100 ug/mL de

Zalcitabina a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevé a volumen con agua grado

cromatogréfico.
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Solucion de referencia de Zalcitabina, 1000 ng/mL.

Utilizando pipeta volumétrica, se transfirid 1 mL de la solucién de 10 ug/mL de Zalcitabina

a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con agua grado cromatografico.
Solucion de referencia de Zalcitabina, 100 ng/mL.
Utilizando pipeta volumétrica, se transfirieron 2 mL de la solucién de 1000 ng/mL de
Zalcitabina a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevd a volumen con agua grado
cromatogréfico.
Solucién de referencia de Zalcitabina, 10 ng/mL.
Utilizando pipeta volumétrica, se transfirieron 2 mL de la solucién de 100 ng/mL de
Zalcitabina a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevé a volumen con agua grado
cromatogréfico.
Solucién de referencia de Estavudina (E.l.), 100 ug/mL.
Se pesd con exactitud el equivalente10 mg de sustancia referencia de Estavudina y
transfirid a un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvié con agua grado cromatografico y
llevé a volumen con el mismo disolvente.
Solucién de referencia de Estavudina, 20 pg/mL.
Utilizando pipeta volumétrica, se transfirieron 2 mL de la solucién de 100 mg/mL de

Estavudina a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevdé a volumen con agua grado

cromatogréafico.
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Solucion para evaluar la adecuabilidad del sistema.

Se transfirieron 2.5 mL de la solucién de referencia de Zalcitabina de 1000 ng/mL y 1mL
de la solucion de Estavudina 100 pg/mL a un matraz volumétrico de 20 mL, se llevo a
volumen con agua CLAR. Esta solucion contiene 125 ng/mL de Zalcitabina y 5 pg/mL de

EstavudinaG.

Fase movil

Las soluciones ocupadas como fase mévil fueron grado cromatografico, la mezcla de
proporcion variable se filtr6 a través de una membrana de nylon de 0.45 micras de

didmetro y se desgasificd por 15 min.

4.4.2. Preparacion de la curva de calibraciéon y puntos control en
plasma.

Se prepararon cada uno de los puntos de la curva patrén y los controles (ver tabla 12)
utilizando pipeta repetidora electronica Eppendorf para tomar las alicuotas

correspondientes.
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Tabla 1.Preparacion de curva de calibracion y puntos control en plasma.

PARTE EXPERIMENAL

Solucién de Solucion de Solucion de Concentracion
referencia de referencia de referencia de Volumen final Zalcitabina
Zalcitabina Zalcitabina Zalcitabina de agua (L) (ng/mL)
10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL gua
(pL) (pL) (uL)
10 40 0.1**
30 20 0.3**
50 - 0.5**
10 40 1*
20 30 2
50 - 5
10 40 10
20 30 20
25 25 25*
35 15 35
40 10 40*
50 - 50

*Puntos control de calidad bajo, medio y alto.
** Puntos para determinar el limite de cuantificacion y limite de deteccion.

Se depositaron las alicuotas anteriores (50 uL de volumen final) en tubos Axigen de 2 mL,

se afiadieron 950 mL de plasma a cada tubo y se agitaron en vortex durante 30 segundos.

4.4.3. Preparacion de los puntos control en agua (sistema).

Se prepararon cada uno de las puntos (ver tabla 13) utilizando pipeta repetidora

electrénica Eppendorf para tomar las alicuotas correspondientes y depositarlas en tubos

Axigen de 2 mL.
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Tabla 2. Preparacién de puntos control en agua.

Solucion de | Solucion de | Solucién de Agua Concentracion | Concentracion
Zalcitabina Zalcitabina Estavudina grado final de equivalente en
(1000 ng/mL) | (100 ng/mL) (20 pg/mL) CLAR Zalcitabina plasma
(L) (L) (nL) (L) (ng/mL) (ng/mL)
- 50 250 700 5 1
125 - 250 625 125 25
200 - 250 550 200 40

4.4.4. Adecuabilidad del sistema.

Con el fin de evaluar la adecuabilidad del sistema cromatografico y de llevar un monitoreo
de la columna cromatografica, se preparé una solucién de 125 ng/mL de Zalcitabina y

5 pg/mL de Estavudina en agua, dicha solucién se dividié en alicuotas de 1 mL y se
almacenaron en congelacion a —70°C. Previo a cada corrida analitica, se descongel6 una
de las alicuotas y se realizaron minimo 6 inyecciones consecutivas de 10 pL, mismas que
fueron procesadas de acuerdo al método de integracion empleado para cuantificar las

muestras plasmaticas

El sistema se considerdé adecuado si cumplia con cada uno de los parametros:

= Repetibilidad (area de pico y/o relacion de areas) con un C.V. <10 %

= Repetibilidad (tiempo de retencién) con un C.V. <2.0 %

4.4.5. Linealidad.

Se prepararon tres curvas de calibracion a partir de pesadas independientes, se
procesaron mediante el método de extraccién establecido, se analizaron y se considerd
que el método cumplia con este parametro, si al realizar el ajuste, en cada una de ellas se
obtenia un r > 0.99 y la desviacidn porcentual de la concentracion recuperada

interpolada) con respecto a la nominal (adicionada) era menor o igual al 15% en todos los
(interp p g
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puntos que constituyen la curva de calibracion, a excepcién del limite de cuantificacién

cuya desviacién no debia ser mayor al 20%.

4.4.6. Precision del método

4.4.6.1. Repetibilidad.

A partir de una solucién de referencia se proceso y cuantificd por quintuplicado, muestras
plasmaticas de Zalcitabina de 1, 25 y 40 ng/mL, estas muestras no pertenecen a la curva,
pero se encuentran dentro del intervalo de concentraciones establecido. Con los
resultados obtenidos se determind el promedio, desviacidon estandar y coeficiente de
variacion de la concentracion recuperada para las 5 determinaciones de cada nivel. El

coeficiente de variacion no debia ser mayor al 15%.

4.4.6.2. Reproducibilidad

a) Reproducibilidad del método

Se evalud la reproducibilidad entre dias durante tres dias empleando cada dia una
solucion de referencia preparada recientemente, a partir de la curva de calibracién de
Zalcitabina en plasma y los puntos de control de calidad (1, 25 y 40 ng/mL) por

quintuplicado, se procesé y cuantificé mediante el método establecido.
Se calculd el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los puntos de

control de calidad (concentracidon recuperada), para cada dia. El coeficiente de variaciéon

global no debe ser mayor al 15% en cada nivel de concentracion.
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b) Reproducibilidad entre analistas.

Analista 1.

Se prepararon por quintuplicado, concentraciones de 1, 25 y 30 ng/mL de Zalcitabina en
plasma, se cuantificaron mediante el método establecido, este proceso se realizé durante

tres dias.

Analista 2

Se prepararon por quintuplicado, concentraciones de 1, 25 y 30 ng/mL de Zalcitabina en
plasma, se cuantificaron mediante el método establecido, este proceso se realizé durante

tres dias.

Se evalué la reproducibilidad del método y exactitud interdia correspondiente a cada
analista y entre los analistas determinando el promedio, desviacion estandar y coeficiente
de variacion de los puntos de control de calidad (concentracion recuperada), para cada
dia. El coeficiente de variacién global no debe ser mayor al 15% en cada nivel de

concentracion.

4.4.7. Exactitud del método

Se evalué tomando en cuenta el valor promedio en cada nivel de concentraciéon de las
determinaciones realizadas para evaluar repetibilidad y reproducibilidad de los puntos

control éstos deben estar dentro del +15% de su valor nominal correspondiente.

El valor se determiné haciendo uso de la siguiente ecuacion:

\ Concentraciéon nominal - Concentracion Recuperada \
Concentracion nominal

Desv Abs % = 100 x
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4.4.8. Recobro

Se prepard y proceso por quintuplicado los puntos de control de calidad de Zalcitabina en
plasma (1, 25 y 40 ng/mL) y se compararon sus respuestas cromatograficas (area de
pico) promedio obtenidas, contra las respuestas obtenidas en muestras de los analitos en
solucién a las mismas concentraciones, pero que no fueron sometidas al proceso de

extraccion.

El recobro no necesariamente debe ser del 100%, pero debe ser constante y suficiente

para poder cuantificar el nivel mas bajo de concentracion de la curva de calibracion.

En el caso del recobro del estandar interno (E.l), éste se debe determinar haciendo uso
de los valores obtenidos en las muestras plasmaticas para la evaluacién de la precision

(15 en total) y compararlos con respecto a los obtenidos en solucién respectivamente.

Para la zalcitabina y el estandar interno los valores promedio individuales no deben

desviarse del promedio total en mas del 15%.

4.4.9. Limite de cuantificacion y Limite de deteccion

Se prepararon por quintuplicado, muestras de Zalcitabina en plasma a las
concentraciones de 0.1, 0.3 y 0.5 ng/mL, las cuales fueron procesadas e inyectadas en el

sistema cromatografico correspondiente

El Limite de Cuantificacion (LC) es la concentracién mas baja del rango de trabajo cuyo
valor promedio no se desvia mas del +20% del valor nominal (concentracién adicionada),
con un CV < 20%; mientras que el Limite de Deteccion (LD) es la concentracion a la cual
la sefal del compuesto por analizar en la matriz biolégica se distingue del nivel de ruido
(aproximadamente tres veces mayor) y el CV de la concentracién recuperada (precision)

y/o la desviacion absoluta por ciento (exactitud) son mayores al 20%.
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4.4.10. Selectividad.

La selectividad del método fue determinada, analizando muestras de plasma provenientes
de 6 voluntarios sanos diferentes (de forma individual y en mezcla) y muestras de plasma
conteniendo farmacos de uso comun, como acido salicilico (300 pg/mL), paracetamol
(20pg/mL), naproxeno (100 pg/mL), Zidovudina (un farmaco que se administra en
conjunto con Zalcitabina (2000 ng/mL) y el anticoagulante (Heparina 143 unidades USP),
evaluando el método contra posibles interferencias en los tiempos de retencion de

Zalcitabina y el E.I.

4.4.11. Estabilidad

Esta prueba se llevé a cabo con el fin de determinar las condiciones de temperatura y
tiempo, en las que el compuesto de interés (Zalcitabina) permanecio estable en la matriz
biolégica y en solucion, durante su manejo, almacenamiento y procesamiento, al evaluar

la respuesta (concentracidon) del compuesto en la matriz bioldgica.

a) Ciclos de congelacion-descongelacion, temperatura ambiente,

refrigeracion y estabilidad a largo plazo (congelacion a -70°C).

Se evalud el efecto de los cambios de temperatura sobre la estabilidad del farmaco,
registrando los cambios en la concentracion plasmatica de Zalcitabina después de su
exposicion a tres ciclos de congelacién/descongelacion (dejando las muestras un periodo
minimo de 12 horas a -70°C entre cada ciclo), asi como su estabilidad en plasma bajo
condiciones de congelaciéon a -70°C (estabilidad a largo plazo), temperatura ambiente y
refrigeracion, la cual se documenté de manera que por lo menos se cubriera el tiempo en

el cual las muestras extraidas de los voluntarios permanecieron bajo éstas condiciones.

Para ello, se prepararon tres series de muestras de control de calidad conteniendo
Zalcitabina a las siguientes concentraciones: 1, 25 y 40 ng/mL, procesandolas de acuerdo
al método de extraccion establecido, almacenandolas y analizandolas de acuerdo a la
tabla 14.
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Concentracién Cantidad de muestras
Muestra | Condiciones de almacenamiento Dia de analisis
(ng/mL) a preparar
1
1 2 3
3
1 . .
. . Inmediatamente después de su
25 2 Tiempo cero o inicial y 3
preparacion
3
1
40 2 3
3
1
1 2 9
3
1 , -
Tres ciclos congelacion-
25 2 24,48y 72 horas 9
3 descongelacion a —70°C
1
40 2 9
3
1
1 2 3
3
! L | ( lacié 30 di
argo plazo (congelaciéon a — ias
25 2 gop 9 3
70°C)
3
1
40 2 3
3
1
1 2 12
3
1
Temperatura ambiente y
25 2 . y 24 y 48 horas 12
3 refrigeracion
1
40 2 12
3
Total muestras 1 ng/mL 27
Total muestras 25 ng/mL 27
Total muestras 40 ng/mL 27
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Los valores de concentracion interpolada promedio obtenidos de las determinaciones en
cada nivel de concentracion, deben cumplir con el limite de +15% del valor original
(tiempo cero) para considerar que son estables bajo esas condiciones durante

determinado tiempo.

b) Estabilidad de la muestra procesada en refrigeraciéon a 10°C.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada en refrigeracion, se prepararon
por triplicado las muestras de control de calidad de Zalcitabina en plasma (nivel bajo
medio y alto), las cuales se sometieron al procedimiento de extraccion establecido y se
inyectaron al sistema cromatografico (tiempo cero). Las muestras se almacenaron en el
automuestreador y se inyectaron de nuevo a las 24, 48 y 72 horas después de su

preparacion.

Para que el compuesto de interés se considere estable a la condicidén evaluada, los
resultados de concentracién interpolada promedio obtenidos para cada nivel de

concentracion deben estar dentro del +15% del valor promedio obtenido al tiempo cero.

4.4.12. Tolerancia

Durante la corrida experimental es necesario considerar variaciones de tipo sistematico
producto de la propia experimentacién mismas que podrian afectar en poca o en gran

medida la confiabilidad de los resultados, por tal motivo se evalu6 el impacto de:

1. Cambio en el pH de la fase movil.

Se prepararon por triplicado, muestras de Zalcitabina en plasma a las concentraciones de
1, 25 y 40 ng/mL. Se evalué la tolerancia del método modificando el pH de la mezcla de la
fase movil en + 0.5. El coeficiente de variacidon y desviaciéon absoluta con respecto a la
concentracion nominal debe ser menor o igual al 15% en todas las concentraciones

evaluadas.
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2. Volumen parcial de muestra (concentraciéon por encima de la curva de

calibracién).

Se preparoé por triplicado una muestra del analito en plasma a una concentracion de 80
ng/mL, se tomaron 500 pL de ésta ultima y se completd el volumen a 1000 uL con mezcla
de plasma, se aplicé el proceso de extraccidon y posteriormente se determind la
concentracién del analito en las mismas. La concentracion interpolada y multiplicada por
un factor de dilucion de 2 no debe desviarse mas del 15% con respecto al valor nominal

con un C.V menor o igual al 15%.

3. Volumen parcial de muestra (concentracion dentro de la curva de

calibracion).

Se preparé por triplicado una muestra del analito en plasma, a una concentracion de 25
ng/mL se tomaron 500 pL de ésta ultima y se completd el volumen a 1000 pL con mezcla
de plasma, se aplico el proceso de extraccidbn y posteriormente se determiné la
concentraciéon del analito en las mismas. La concentracion interpolada y multiplicada por
un factor de dilucion de 2 no debe desviarse mas del 15% respecto al valor nominal con

un C.V menor o igual al 15%.

4. Tolerancia con muestras hemolizadas y lipémicas.
Se prepararon por triplicado muestras plasmaticas hemolizadas y lipémicas de Zalcitabina
de 1, 25 y 40 ng/mL. La concentracion recuperada debe mostrar un C.V. menor o igual al

15% y la desviacion absoluta con respecto a la concentracién nominal no debe ser mayor
al 15%.
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4.5. Etapa clinica

Se llevd a cabo de acuerdo a los lineamientos sefalados en la Ley General de Salud y en

el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud.

4.5.1. Criterios de inclusion.

La participacién de los sujetos en el estudio de Zalcitabina fue de manera Voluntaria.

Se incluyeron solamente voluntarios sanos, de entre 18 y 40 afios de edad.

¢ El indice de masa corporal de los sujetos fue para los voluntarios sanos del sexo

masculino entre 19 y 30 y para el sexo femenino entre 18.5 y 29 segun Quetelet.

¢ Los limites de variacion permitidos dentro de la normalidad en la visita de
seleccion fueron: tension arterial (sentado) de 90 a 130 mm Hg la sistélica y de 60 a 90
mm Hg la diastolica, frecuencia cardiaca entre 55 y 100 latidos por minuto y frecuencia

respiratoria entre 14 y 20 respiraciones por minuto.

¢ El estado de salud de los voluntarios, se determiné por medio de la historia clinica

y pruebas de laboratorio y gabinete.

Los examenes de laboratorio y gabinete que se efectuaron para la inclusion de los sujetos

al estudio fueron:

1.

Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos blancos con

diferencial y cuenta de plaquetas.

2.

Quimica sanguinea de 24 elementos
Marcadores para hepatitis By C.
Deteccién de VIH.

Examen general de orina.

60



PARTE EXPERIMENAL

6. Prueba de embarazo al inicio del estudio.

7. Prueba de abuso de drogas al inicio del estudio.

8. Determinacién de niveles de glucosa plasmatica al inicio del estudio.
9. Electrocardiograma.

Los limites de variacidn permitidos dentro de la normalidad para los valores de laboratorio
fueron de +/- 10% del intervalo de lo normal, a menos que a criterio de la coordinacion
médica la desviacion no fuese clinicamente significativa. Se anotaron estos valores en el

expediente clinico del voluntario y se documento la decision de incluir al sujeto.

4.5.2. Criterios de exclusion de voluntarios

¢ Sujetos a los que se les encontré alguna alteracién en sus constantes vitales

registradas en la seleccién de voluntarios.
¢+ Voluntarios que no cumplieron con los criterios de inclusiéon propuestos.

¢ Voluntarios con antecedentes de padecimientos cardiovasculares, renales,
hepaticos, musculares, metabdlicos, gastrointestinales incluyendo estrefiimiento,
neuroldgicos, enddcrinos, hematopoyéticos o cualquier tipo de anemia, asma,
enfermedad mental u otras anormalidades organicas. Asi como aquellos que

presentaron traumatismo muscular dentro de los 21 dias previos al estudio.

¢ Voluntarios que requirieron de cualquier medicamento durante el curso del estudio,

aparte de Zalcitabina.

¢ Voluntarios con antecedentes de dispepsia, gastritis, esofagitis, ulcera duodenal o

gastrica.

¢ Voluntarios que estuvieron expuestos a medicamentos conocidos como inductores
0 inhibidores enzimaticos hepaticos o que tomaron medicamentos potencialmente

téxicos dentro de los 30 dias previos al inicio del estudio.
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¢ Voluntarios que recibieron cualquier medicamento, durante 14 dias o 5 vidas

medias (cualquiera que sea mas largo) previos al inicio del estudio.

¢ Voluntarios que fueron hospitalizados por cualquier problema durante los cuatro

meses previos al inicio del estudio.

¢ Sujetos que recibieron farmacos en investigacion dentro de los 60 dias previos al

estudio.

¢ Sujetos alérgicos a cualquier antibiético y/o a los analgésicos antiinflamatorios no

esteroideos.

¢ Sujetos que ingirieron alcohol o bebidas que contenian xantinas (café, té, cocoa,
chocolate, mate, refrescos de cola), alimentos asados al carbén. jugo de toronja dentro
de las 72 horas previas al inicio del periodo de hospitalizacion, o sujetos que fumaron

tabaco dentro de las 72 horas previas al inicio del estudio.

¢ Sujetos que donaron o perdieron 450 mL o mas de sangre dentro de los 60 dias

previos al inicio del estudio.
¢ Sujetos con antecedentes de abuso de drogas y alcoholismo
¢ Voluntarias que resultaron positivas a la prueba cualitativa de embarazo.

¢ Voluntarios que presentaron concentraciones de glucosa = 120mg/dL

4.5.3. Retiro de voluntarios del estudio.

Los sujetos fueron retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en opinién del

investigador por razones médicas (eventos adversos), estos sujetos no fueron

reemplazados. Cualquier sujeto pudo en cualquier momento, dejar de participar en el

estudio si asi lo requeria.
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Todos los datos y muestras para biodisponibilidad, si las habia, de los voluntarios que
fueron retirados fueron enviados a la valoracién analitica y se anexo la razén del porqué

se retiraron del estudio.

4.5.4. Cronologia del estudio.

Los voluntarios del estudio fueron informados con relaciéon al protocolo de estudio, se
aclararon sus dudas y se emitié su consentimiento en forma escrita. El estado de salud de
los voluntarios se determind mediante historia clinica, examen fisico, electrocardiograma y

pruebas de laboratorio.

Los voluntarios sanos fueron admitidos en IFaB, siendo hospitalizados entre las 6:00 y
6:30 horas del dia indicado. Permanecieron internados alrededor de 12 horas y recibieron
desayuno y comida. Una vez ingresados se les asigndé su lugar dentro del estudio, se
verific6 su adecuado estado de hidratacion, signos vitales y se realizé la prueba de
embarazo, de abuso de drogas, se determiné el nivel de glucosa plasmatica.
Posteriormente los voluntarios fueron canalizados mediante un catéter en alguna de las

venas del brazo y se tomod la muestra correspondiente al tiempo 0.

Se inici6 el tratamiento administrando por via oral dos comprimidos de Zalcitabina de
0.750 mg (HIVID, Hecho en Estados Unidos por Hoffmann-La Roche Inc. para su

distribucion en México por Productos Roche, S.A. de C.V.),

El medicamento se ingiri6 después de por lo menos 10 horas de ayuno y cuatro horas

antes del desayuno con 250 mL de agua.

El medicamento se administrd a todos los voluntarios el dia del estudio en grupos de dos

a seis, dejando un tiempo de 3 a 10 minutos entre cada grupo.

Se tomaron muestras de sangre de 7 mL, con el sistema vacutainer en tubos estériles que
contenian heparina como anticoagulante. Inmediatamente después las muestras se
centrifugaron a 4500 r.p.m. durante 5 minutos. El plasma asi obtenido, se transfirié a un

criotubo debidamente etiquetado.
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Las muestras se obtuvieron con una frecuencia temporal a los 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75, y
90 minutos y 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 10 horas después de la administracion. Las muestras blanco

de cada voluntario se obtuvieron antes de la administraciéon del medicamento.

La tolerancia para la toma de muestras fue de + 1 minuto. La sangre se centrifugd para
obtener el plasma que se mantuvo a -70 °C hasta su entrega al area Analitica. Se efectud
registro de signos vitales a los 30, y 90 minutos y a las 3, 8 y 10 horas después de la
administracion del farmaco, estas tomas pudieron variar en £ 5 minutos de lo establecido
o dejar de tomarse ante cualquier eventualidad directamente relacionada con el estado de

salud del voluntario.

La dosificacion y muestras de sangre entre los sujetos, se mantuvo de manera que los
tiempos para estas actividades fuesen los mismos. La hora exacta en la que se tomé la
muestra se registrd con las iniciales de la persona que la realizé y la forma de Reporte de

Caso correspondiente.
Los voluntarios desayunaron cuatro horas después de la administracion del medicamento.
4.5.5. Eventos adversos.

Todos los signos y sintomas de eventos adversos que ocurrieron durante el estudio se
registraron en detalle en las formas de registro de eventos adversos correspondientes del
sitio de Investigacion Clinica. Cualquier reaccion inusual o severa fue reportada dentro de

las primeras 24 horas a las autoridades correspondientes.
En todo momento la seguridad de los sujetos fue el factor prioritario, en caso de

reacciones adversas estas se atendieron sin importar que no se tomase la muestra

correspondiente.
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4.5.6. Aplicacion del método analitico para cuantificar Zalcitabina en
plasma.

Se recibieron 639 muestras para su procesamiento correspondiente.

El analisis de muestras se llevé a cabo utilizando el método de cromatografia de alta
resolucion acoplado a un detector de masas previamente validado. En cada corrida se
analizaron las muestras correspondientes a cinco voluntarios (80 muestras por cada

corrida analitica)

Durante todas las corridas analiticas se evalu6 la adecuabilidad del sistema mediante
inyecciones consecutivas de una solucién conteniendo Zalcitabina y Estavudina (E.l.) a
concentraciones de 125 ng/mL y 5 ug/mL respectivamente, el coeficiente de variacion no
debe ser mayor al 10% para el area (y/o relacién de areas) y para el tiempo de retencién
un CV% < 5.0.

Adicionalmente cada dia de analisis se comprobd que no existieran interferencias con el
pico de interés de la solucidn con la que se eluyen las muestras (blanco de reactivos), ni

con la matriz biolégica utilizada (blanco de plasma).

Las muestras del estudio se analizaron junto con una curva de calibracién y 6 muestras
de control de calidad (1, 25, 40 ng/ mL por duplicado), para evaluar la validez de la corrida
analitica, colocando las muestras de control de calidad siguiendo el esquema control bajo-

medio-alto intercaladas cada 16 muestras de voluntarios.

Los resultados de las muestras de voluntarios fueron generados por el paquete

computacional Mass Lynx®

65



5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1. Desarrollo del método analitico.

El equipo utilizado durante el desarrollo, validacién y analisis de muestras se describe a

continuacion.

Tabla 1.Equipo cromatogréfico.

Caracteristicas.

Cromatégrafo

refrigerante.

Bomba binaria 1525 de Waters.

Automuestreador 2777 con modulo

Detector

Masas Micromass ZQ.

Horno

TSM Waters.

5.1.1. Condiciones del detector y eleccion del estandar interno.

Las condiciones optimas del detector para la cuantificacion de Zalcitabina se muestran en

la tabla 16.
Tabla 2.Condiciones del detector.

Parametro Valor Parametro Valor
Electrospray Positivo Desolvation Gas Flow 700
Capillary (kv) 0.54 LM1 Resolution 9
Cone (v) 26 HM1 Resolution 11
Extractor 1 lon energy 0.6
RF Lens 0.5 Multiplier 750
Source Temp 140 Zalcitabina (m/z) 111.99
Desolvation Temp 400 Estavudina (m/z) 126.96
Cone Gas Flow 6
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Se eligid a estavudina como estandar interno ya que de las dos posibles moléculas
(estavudina y zidovudina) ésta presentd relaciones masa carga (m/z) con niveles de
respuesta 6ptimos para su cuantificacion mismas que no interfirieron en la cuantificacion
de Zalcitabina, presenté un tiempo de retencién adecuado (8-9 minutos) y permitid, por

tanto que el método analitico resultara selectivo para ambos farmacos.

5.1.2. Condiciones cromatogréficas.

Los criterios establecidos en la eleccion de las mejores condiciones cromatograficas
fueron:

+ Eficiencia de la columna en la separacién de los compuestos.

¢ Seguimiento de la presién.

¢ Tiempo de retencion de los compuestos (tiempo de corrida breve).
¢ Sensibilidad.

¢ Resolucion entre picos.

¢ Ancho del pico.

.

Simetria de los picos.

1) Fase mévil, fase estacionaria y temperatura de trabajo

La fase movil (componentes, proporcion y pH), fase estacionaria (columna
cromatografica) y temperatura de trabajo que cumplieron con los criterios anteriormente

mencionados se muestran en la tabla 17.

2) Volumen de inyeccién y velocidad de flujo.

Al experimentar con volumenes mayores a 20uL se observaron distorsiones del pico de
interés mientras que con volumenes de 5uL se perdia precision en el analisis. Por otra
parte velocidades de flujo menores a 0.6 uL/min provocaban distorsiones en la forma de

pico y obviamente tiempos de retencion mas prolongados.
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De lo anterior el volumen de inyeccion y velocidad de flujo que cumplieron con los criterios

de aceptacién previamente establecidos fueron los siguientes.

Tabla 3.Descripcién de las condiciones cromatogréficas.

Descripcién
Fase Movil Acetato de amonio 10 mM pH 6.5: Metanol (80:20 v/v)
Velocidad de Flujo 0.6 mL/min
Columna X-Terra MS C18, 5 ym, 250 x 4.6 mm
Temperatura 40° C
columna
\/.olumen’de 10uL
inyeccion
Velocidad de flujo 0.6 mL/min

Una vez determinados los parametros cromatograficos los tiempos de retencién de

Zalcitabina y estavudina fueron:

= Zalcitabina: 5.5 -6 minutos.

= Estavudina: 8-9 minutos.

5.1.3. Método de extraccion.

El método de extraccion se determind en funcién de un recobro constante en el rango de

concentraciones de trabajo, asi como de la selectividad del método.

Al probar la técnica con los cartuchos Bond Elut C18 (Varian) y OASIS HLB (Waters), no
se observaron diferencias significativas en cuanto a recobro y pureza de la muestra una
vez analizada, por lo que el criterio de seleccion fue estrictamente de tipo econdmico,

optando por los cartuchos Bond Elut C18 (Varian).
Durante la evaluacion de la fase de activacion se determiné que volumenes de 2 mL de

metanol seguidos de 2mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio dibasico 0.01M

pH=7.0 nos permitieron obtener un recobro constante en el rango de trabajo.
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En cuanto al volumen de lavado se estudiaron volimenes de 1 y 2 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio dibasico 0.01M pH=7.0, obteniendo menores
impurezas sin pérdida de recobro de los analitos (Zalcitabina y estavudina) con un

volumen de 2 mL.

Para la reconstitucion de muestras se utilizaron mezclas de soluciones organico-acuosas
en varias proporciones y se observo que las impurezas aumentaban al incrementar la
proporcion de fase organica, por lo que se eligié agua grado CLAR al 100%. Con lo que
respecta al volumen de reconstitucion de la muestra, se evaluar 100 y 200 puL (muestra
concentrada 10 y 5 veces respectivamente), observandose un incremento de impurezas al
concentrar la muestra, razén por la cual se decidi6 utilizar 200 uL como volumen de

reconstitucién.
De los resultados anteriores se establecid6 un método de extraccion que minimiza la

cantidad de impurezas y permite un recobro aceptable del analito en la muestra y que se

describe a continuacion:
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A 1 mL de muestra plasmatica afadir 50 uL de
Estavudina (E.I.) 20 yg/mL

\ 4

Activar el cartucho con 2 mL de metanoly 2 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH=7.0

4

v

Pasar muestra plasmatica por el cartucho.

A 4

Lavar el cartucho con 2 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH=7.0

A 4

Eluir con 2 mL de metanol CLAR

A 4

Evaporar a 40°C bajo corriente de aire hasta
sequedad

A 4

Reconstituir con 200 pL de agua grado
cromatografico, agitar y transferir a microviales.

A 4

Inyectar 10 L al sistema cromatografico

Figura 1.

Proceso de extraccion sdlido-liquido de muestras plasmaticas.
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5.2. RESULTADOS DE VALIDACION.

5.2.1. Adecuabilidad del sistema.

Durante todas las corridas analiticas de la validacidon y al inicio del dia de trabajo se
evalué la adecuabilidad del sistema mediante inyecciones consecutivas de una solucion
que contenia Zalcitabina y Estavudina (E.l.) a concentraciones de 125 ng/mL y 5 ug/mL
respectivamente. La variabilidad (coeficiente de variacion C.V. %) de todas las corridas

analiticas se muestran a continuacion:

Tabla 4. Adecuabilidad del sistema.

No. de la C_:.V%. del CV%de la CV%de la
. . tiempo de -
corrida Analito retencion respuesta relacion de
analitica . (N=6) areas (N=6)

(min)

Zalcitabina 0.28 6.69

1 4.28
E.l 0.28 5.37
Zalcitabina 0.28 493

2 5.45
E.l 0.06 5.24
Zalcitabina 0.53 3.46

3 7.35
E.l 0.53 7.71
Zalcitabina 0.36 0.29

4 8.06
E.l 0.40 7.93
Zalcitabina 0.00 3.16

5 3.04
E.l 0.07 3.60
Zalcitabina 0.20 0.85

6 3.77
E.l 0.73 3.61
Zalcitabina 0.27 6.69

7 9.01
E.l 0.20 5.37
Zalcitabina 0.27 4.88

8 3.51
E.l 0.13 6.29
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Las corridas analiticas cumplen con el criterio de aceptacion ya que se obtuvo un
coeficiente de variacion no mayor al 10% para el area (y/o relacion de areas) y tiempo de
retencién con CV% < 2.0.Adicionalmente cada dia de analisis se comprobd que en la
solucion en la que se eluyen las muestras (blanco de reactivos) como en la matriz

bioldgica utilizada (blanco de plasma) no existieran interferencias con el pico de interés.

5.2.2. Linealidad del método.

La relacidon entre la respuesta cromatografica con respecto a la concentracién en cada
curva de calibracion (ver tabla 19 y figura 13), fue ajustado a través de una regresién
lineal por minimos cuadrados a la ecuacion y = mx + b, con ponderacién 1/x, donde la

variable “y” es la relacién de areas Zalcitabina/E.l obtenida para la concentracién nominal
de Zalcitabina “x”. La linealidad del método fue definida a partir del coeficiente de
correlacion (r), cuyo valor de cumplimiento para cada curva de calibracién fue de 0.99 o
mayor, y la exactitud considerando las primeras 3 curvas de la validacion del método

analitico.

El método fue lineal en el intervalo de concentraciones de 0.3 a 50 ng/mL; todos los
valores de "r" obtenidos fueron mayores a 0.99. En cada punto de la curva de calibracion
se dio cumplimiento a los criterios establecidos para precisién y exactitud, es decir con un
C.V% y desviacion absoluta porcentual menor o igual al 15% respectivamente y 20% para
el limite de cuantificacion. La tabla 20 muestra las concentraciones obtenidas al aplicar la

ponderacién 1/X.

Tabla 5. Resultados de la linealidad del método (Relacién de areas).

CONC NOM
(ng/mL)

CURVA 1 0.0102 | 0.0155 | 0.0397 | 0.1067 | 0.1871 | 0.4041 | 0.7446 | 0.9066

0.3 0.5 2 5 10 20 35 50

CURVA 2 0.0114 | 0.0169 | 0.0401 | 0.0786 * 0.3884 | 0.7135 | 0.9953

CURVA 3 0.0128 * 0.0468 | 0.1220 | 0.2019 | 0.4099 | 0.7489 | 1.1295

PROMEDIO | 0.011 0.016 0.042 0.102 0.195 0.401 0.736 1.010

DESV EST 0.001 0.001 0.004 0.022 0.010 0.011 0.019 0.112

C.V. (%) 11.35 6.11 9.45 21.49 5.38 2.78 2.63 11.11

% DESV ABS | 0.0102 | 0.0155 | 0.0397 | 0.1067 | 0.1871 | 0.4041 | 0.7446 | 0.9066

* Valores no considerados por exceder el + 15% de desviacion con respecto a la concentracién nominal
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LINEALIDAD DEL METODO

1.200 -
1.000 -
w 0.800 -
©
N
]
o 0.600 -
G ' y=0.0203x+ 0.0029
S R?=0.9992
&  0.400
0.200
0.000 ‘ ‘ ‘ ‘ \
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Concentracion nominal (ng/mL)
Figura 2.Linealidad del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma.
Tabla 6. Concentraciones obtenidas al aplicar la ponderacion 1/X.

CONC NOM Datos de ajuste
(ng/mL) 03 0-5 2 ° 10 20 3 >0 Pendiente | Ordenada r
CURVA 1 0.28 0.55 1.81 527 | 9.42 | 20.64 | 38.23 | 46.60 0.0193 0.0048 0.9972
CURVA 2 0.29 0.56 1.73 | 5.39 * 19.28 | 35.67 | 49.88 0.0198 0.0058 0.9995
CURVA 3 0.33 * 1.91 540 | 9.11 18.78 | 34.54 | 52.23 0.0220 0.0058 0.9987

PROMEDIO | 0.298 | 0.558 | 1.813 | 5.353 | 9.269 | 19.568 | 36.147 | 49.570 0.020
DESV EST | 0.024 | 0.005 | 0.089 | 0.075 | 0.218 | 0.959 | 1.891 2.827 0.001
C.V. (%) 7.981 | 0.888 | 4.924 | 1.408 | 2.357 | 4.901 5.232 | 5.704 7.053

% DESV ABS | 0.778 | 11.500 | 9.350 | 7.060 | 7.315 | 2.160 | 3.278 | 0.859

* Valores no considerados por exceder el + 15% de desviacion con respecto a la concentracién nominal.

73




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.3. Precisiéon del método.

5.2.3.1. Repetibilidad y exactitud intradia.

En la tabla 21 se ilustran los resultados correspondientes a la repetibilidad y exactitud
intradia, en los cuales se puede observar que el coeficiente de variacion en cada uno de
los niveles de concentracion evaluados fue menor o igual que 9.20%, mientras que la

desviacion absoluta (Desv.abs%) fue menor o igual que 7.14%.

Tabla 7. Repetibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar zalcitabina en plasma.

Muestra Control Bajo Control Medio | Control Alto
(Ing/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.070 23.618 40.865
2 0.865 25.844 41.852
3 0.894 22.686 38.165
4 0.946 27.831 34.929
5 0.868 27.691 35.053
Promedio 0.929 25.534 38.173
D.E 0.09 2.33 3.20
C.V (%) 9.20 9.14 8.39
Conc.
Nominal 1.0 25 40
(ng/mL)
Desv. Abs.
(%) 7.14 2.14 4,57

5.2.3.2. Reproducibilidad analista 1 y exactitud intralaboratorio.

En la tabla 22 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y exactitud
interdia del analista 1, en donde se observa que el coeficiente de variacién entre los
diferentes dias de trabajo fue de 7.95 a 9.72%, mientras que la desviacién absoluta % fue

igual o menor a 4.46%, en las diferentes concentraciones evaluadas.
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Tabla 8. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma entre
dias (analista 1).

Inv / Dia Control Bajo | Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1.070 23.618 40.865
0.865 25.844 41.852
Inv 1 Dia 1l 0.894 22.686 38.165
0.946 27.831 34.929
0.868 27.691 35.053
1.044 21.937 40.197
0.947 22.434 43.596
Inv1Dia2 1.011 21.382 35.906
0.912 13.549* 35.312
0.989 22.876 39.607
1.122 25.767 38.309
2.544* 22.922 41.484
Inv 1 Dia 3 1.096 26.299 42.230
1.043 21.231 43.697
0.916 21.86 36.424
Promedio 0.980 23.884 39.175
D.E 0.085 2.321 3.115
C.V (%) 8.72 9.72 7.95
Conc.
Nominal 1.0 25 40
(ng/mL)
Desv. Abs. (%) 1.98 4.46 2.06

*Resultado fuera del + 15% del valor nominal y que no se considero para los calculos por ser dato aberrante, lo cual fue

determinado a través de la aplicacion de las pruebas de Dixon y el procedimiento T para datos aberrantes.

De acuerdo con los resultados generados, el método fue repetible, reproducible y exacto
al cumplir con los criterios de un coeficiente de variacion y una desviacion absoluta % no

mayores al 15% para la concentracion plasmatica promedio.
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5.2.3.3. Reproducibilidad analista 2 y exactitud entre analistas.

En la tabla 23 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y exactitud
interdia del analista 2, en donde se observa que el coeficiente de variacién entre los
diferentes dias de trabajo fue de 5.986% a 8.682%, mientras que la desviacion absoluta %

fue igual o menor a 7.515 %, en las diferentes concentraciones evaluadas.

En la tabla 24 se muestran los resultados de reproducibilidad y exactitud del método entre
analistas, en donde se observa que el coeficiente de variacion entre los analistas fue de
7.51 a 9.04%, mientras que la desviacion absoluta % fue igual o menor a 4.69%, en las

diferentes concentraciones evaluadas.

Tabla 9. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma entre
analistas (analista2).

Inv / Dia Control Bajo | Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1.039 25.557 19.82*
0.927 28.114 36.442
Inv 2 Dia 1 0.939 23.160 36.579
1.037 22.168 35.302
1.004 11.297* 39.286
1.071 27.762 40.819
1.08 24.253 36.243
Inv2 Dia 2 0.947 24.021 35.501
1.056 23.497 43.235
1.133 21.783 36.399
1.061 23.794 34.137
0.942 24.186 37.513
Inv 2 Dia 3 0.977 21.905 36.143
1.047 23.748 36.175
1.028 21.025 34.142
Promedio 1.019 23.927 36.994
D.E 0.061 2.077 2.531
C.V (%) 5.986 8.682 6.842
Conc. Nominal
(ng/mL) 1.0 25 40
Desv. Abs. (%) 1.920 4.293 7.515

[*] Resultado fuera del £ 15% del valor nominal y que no se consideré para los calculos por ser dato aberrante, lo cual

fue determinado a través de la aplicacion de las pruebas de Dixon y el procedimiento T para datos aberrantes.
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Concentracion Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
Promedio 1.000 23.905 38.122
D.E 0.075 2.161 3.010
C.V (%) 7.51 9.04 7.89
Conc. Nominal 1.0 25 40
Desv. Abs. (%) 0.04 4.38 4.69

Tabla 10. Reproducibilidad del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma entre analistas.

5.2.4. Recobro.

El recobro del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma fue constante en las
concentraciones evaluadas (puntos control bajo, medio y alto), dando como resultado un
recobro global del 50.55% y una desviacién de los promedios individuales con respecto al

global, menor al 15% (ver tabla 25).

En la tabla 26 se muestra el % de recobro obtenido para el estandar interno (Estavudina).
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Tabla 11.Recobro absoluto del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

AREAS
— %Recobro | % Desv.
SISTEMA METODO
51497 44 27748.72
) 51417 .16 29708.58
Control Bajo
(1 ng/mL) 48811.30 3005.65
51395.65 28697.82
49640.84 29820.42
Promedio 50552.5 23796.2 47.07 6.87
953913.94 506956.97
i 938370.38 499185.19
Control Medio
(25 ng/mL) 765015.13 482507.56
932446.75 466223.38
940839.13 470419.56
Promedio 906117.1 485058.5 53.53 5.91
1381707.50 670853.75
1331978.63 685989.31
Control Alto
(40 ng/mL) 1328444.38 704222.19
1336492.88 698246.44
1385793.88 692896.94
Promedio 1352883.5 690441.7 51.03 0.97
Promedio Global 50.55 4.58
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Tabla 12. Recobro absoluto del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma (EI).

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.5. Limite de deteccidn y cuantificacion.

AREA

SISTEMA - METODO YeRecobro
787892.25 268066.13
847500.94 463266.78
871432.38 287431.03
899150.63 252425.98
840107.88 301263.28
798229.44 233585.20
758333.06 691490.69

5 pg/mL 1392171.13 344923.97
874659.19 624535.69
769778.81 305589.50
763024.69 774152.81
749280.06 278266.53
750091.13 235731.17
804999.19 322537.78
847473.81 25900.90

Promedio 850275.0 360611.2 42.41

Promedio Global 42.41
*E.l.= ESTAVUDINA

La sensibilidad del método fue determinada a partir de la concentracion minima

cuantificable 6 limite de cuantificacion (LC) y del limite de deteccion (LD). En la tabla 27

se muestran los resultados:
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Tabla 13.Limite de deteccion y cuantificacion del método analitico para cuantificar
Zalcitabina en plasma.

Muestra Concentracidon | Concentracion | Concentracion
(0.1 ng/mL) (0.3 ng/mL) (0.5 ng/mL)

1 0.000* 0.254 0.554

2 2.229 0.265 0.521

3 0.000* 0.248 0.584

4 0.000* 0.262 0.580

5 0.013 0.282 0.430

Promedio 0.448 0.262 0.534

D.E 1.00 0.01 0.06

C.V (%) 221.99 4.93 11.85
Conc.

Nominal 0.1 0.3 0.5
(ng/mL)

Desz’%)AbS' 348.40 12.60 6.76

* Sin respuesta
El limite de cuantificacion establecido fue de 0.3 ng/mL (precisién y exactitud de 4.93% y

12.60% respectivamente), al no desviarse en +20% del valor nominal y tener un CV <
20%.

Por otro lado, la concentracién nominal de 0.1 ng/mL fue considerada como el LD, debido

a que la relacién senal/ruido que se presenta a este nivel es mayor a 3 (ver figura 14).
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Impureza de plasma
Blanco de plasma TR 5.20 min

Zalcitabina (LD)
/ TR 5.79 min

Fole et = e

(= = = P = & T .0 &

Zalcitabina (LC)

o s / TR 5.79 min

Figura 3. Limite de deteccidn y cuantificacion.

Cromatogramas correspondientes a: a) Blanco de plasma b) Limite de deteccién c) Limite de cuantificaciéon
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5.2.6. Selectividad.

El método mostr6 ser selectivo para los compuestos evaluados; acido salicilico,
paracetamol, naproxeno, zidovudina y el anticoagulante heparina al no presentarse

interferencias con el pico cromatografico de Zalcitabina ni el E.I. (ver figura 15).

Adecuabilidad Zaloitabina
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m  Im 1m im 1M Em Tm am am

Solac. Paracetamol
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i 13 Lff A i

Figura 4. Selectividad del método para el farmaco Zalcitabina.
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Figura 5. Selectividad del método para el estandar interno (Estavudina).

Los cromatogramas demuestran la selectividad del método para cuantificar Zalcitabina

como para Estavudina al no producirse interferencias con los analitos de interés.
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5.2.7. Estabilidad.

5.2.7.1. Ciclos de congelacion-descongelacion.

Se muestran los resultados obtenidos de las muestras en plasma de Zalcitabina (ver tabla
28). Las muestras fueron sometidas a tres ciclos de congelacién-descongelacion, dejando

24 horas de diferencia entre cada ciclo.

Tabla 14.Estabilidad ciclos congelacion descongelacion.

Condicion Inicial (t= 0 h)
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114
2 1.111 26.317 44.572
3 1.106 27.701 39.326
Promedio 1.101 26.247 40.671
D.E 0.013 1.490 3.433
C.V. (%) 1.150 5.678 8.440
ler. ciclo
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.095 22.585 39.920
2 1.128 22117 41.812
3 1.149 22.316 34.564
Promedio 1.124 22.339 38.765
D.E 0.027 0.235 3.759
C.V. (%) 2.422 1.051 9.698
Desv. Abs. (%) 2.058 14.888 4.685
20. ciclo
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.055 22.046 34.033
2 0.921 27.396 36.649
3 0.994 27.982 38.891
Promedio 0.990 25.808 36.524
D.E 0.067 3.271 2.431
C.V. (%) 6.777 12.675 6.657
Desv. Abs. (%) 10.109 1.673 10.195
3er. Ciclo
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.113 25.642 41.919
2 1.065 25.819 35.113
3 1.136 26.438 35.179
Promedio 1.105 25.966 37.404
D.E 0.036 0.418 3.911
C.V. (%) 3.279 1.610 10.455
Desv. Abs. (%) 0.303 1.069 8.033
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Las muestras fueron estables durante tres ciclos congelacion-descongelaciéon ya que no

se presentan coeficientes de variacion superiores al 15% ni presentan diferencias

mayores al 15% con respecto al valor de referencia (tiempo cero).

5.2.7.2. Estabilidad a temperatura ambiente y refrigeracion.

En las tablas 29 y 30 se muestran los resultados del analisis de muestras de estabilidad a

temperatura ambiente y refrigeracién respectivamente.

Tabla 15.Estabilidad a temperatura ambiente.

Condicion Inicial (t= 0 h)
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114
2 1.111 26.317 44.572
3 1.106 27.701 39.326
Promedio 1.101 26.247 40.671
D.E 0.013 1.490 3.433
C.V. (%) 1.150 5.678 8.440
24 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.128 26.356 39.290
2 1.085 26.644 45.587
3 1.116 21.852 41.045
Promedio 1.110 24.951 41.974
D.E 0.022 2.687 3.250
C.V. (%) 2.000 10.771 7.742
Desv. Abs.
(%) 0.757 4.939 3.205
48 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.116 22.829 35.478
2 1.111 22.047 37.889
3 1.139 23.023 38.628
Promedio 1.122 22.633 37.332
D.E 0.015 0.517 1.647
C.V. (%) 1.331 2.283 4.413
Desv. Abs.
(%) 1.877 13.769 8.210
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Las muestras son estables durante 48 horas a temperatura ambiente, mostrando una

desviacion absoluta % con respecto al valor original menor o igual que +15%.

Tabla 16.Estabilidad en refrigeracion.

Condicién Inicial (t=0 h)
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114
2 1.111 26.317 44,572
3 1.106 27.701 39.326
Promedio 1.101 26.247 40.671
D.E 0.013 1.490 3.433
C.V. (%) 1.150 5.678 8.440
24 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.126 28.185 34.696
2 1.147 21.441 41.593
3 1.078 22.096 34.430
Promedio 1.117 23.907 36.906
D.E 0.035 3.719 4.061
C.V. (%) 3.166 15.556 11.003
Desv. Abs.
(%) 1.423 8.914 9.256
48 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.103 24.957 35.694
2 1.148 23.156 34.926
3 1.128 24.590 39.966
Promedio 1.126 24.234 36.862
D.E 0.023 0.952 2.715
C.V. (%) 2.002 3.927 7.366
Desv. Abs.
(%) 2.270 7.668 9.365

Las muestras son estables durante 48 horas en refrigeracion, mostrando una desviacion

absoluta % con respecto al valor original menor o igual que +15%.
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5.2.7.3. Estabilidad a largo plazo (congelacion a -70°C).

Las series de muestras de control de calidad (bajo, medio y alto) preparadas por
triplicado, de las cuales la primera serie fue procesada y analizada de manera inmediata
(tiempo cero) y las muestras restantes fueron almacenadas a - 70°C. La segunda serie de

muestras fue descongelada y analizada a los 30 dias posteriores a su preparacion.

Tabla 17.Estabilidad a largo plazo (-70°C).

Condicién Inicial (t=0 h)
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114
2 1.111 26.317 44.572
3 1.106 27.701 39.326
Promedio 1.101 26.247 40.671
D.E 0.013 1.490 3.433
C.V. (%) 1.150 5.678 8.440
31 dias
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.125 27.333 44.802
2 1.022 27.235 45.007
3 1.082 28.017 39.888
Promedio 1.076 27.528 43.232
D.E 0.052 0.426 2.898
C.V. (%) 4.806 1.548 6.704
Desv. Abs. (%) 2.270 4.882 6.299

Los resultados anteriores demuestra que Zalcitabina es estable en plasma en congelacién
a -70°C durante 30 dias, ya que no presenta una desviacién absoluta % mayor al 15%

con respecto a su valor al tiempo cero.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla 32 se muestran los resultados obtenidos de las muestras procesadas las

cuales se inyectaron en el sistema cromatografico (tiempo cero).

permanecieron en el automuestreador a 10°C y fueron inyectados a las 192 y 216 horas.

Tabla 18.Estabilidad de la muestra procesada.

Condicién Inicial (t=0 h)
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.044 21.937 40.197
2 0.947 22.434 43.596
3 1.011 21.382 35.906
Promedio 1.001 21.918 39.900
D.E 0.049 0.526 3.854
C.V. (%) 4.929 2.401 9.658
192 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(L ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.062 21.574 36.518
2 0.886 21.375 35.842
3 1.000 26.651 34.844
Promedio 0.983 23.200 35.735
D.E 0.089 2.990 0.842
C.V. (%) 9.085 12.889 2.357
Desv. Abs.
(%) 9.598 7.185 12.144
216 horas
Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.108 20.688 40.907
2 0.972 20.760 40.410
3 1.132 26.058 29.142*
Promedio 1.071 22.502 40.659
D.E 0.086 3.080 0.351
C.V. (%) 8.059 13.687 0.864
Desv. Abs.
(%) 1.503 9.978 0.039

Los controles

*Resultado fuera del + 15% del valor nominal y que no se consideré para los célculos por ser dato aberrante, lo

cual fue determinado a través de la aplicacion de las pruebas de Dixon y el procedimiento T para datos

aberrantes.
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Se puede observar que Zalcitabina fue estable en la solucién de inyeccién a -10°C hasta
216 horas posteriores a su preparacion, ya que la concentracion recuperada promedio

mostrd una desviacion absoluta % respecto al valor original menor que 15%.

5.2.8. Tolerancia.

En seguida se muestran los resultados de las muestras de concentraciones 1, 25 y 40
ng/mL de Zalcitabina en plasma, las cuales se inyectaron en las condiciones originales del

método y posteriormente modificando las condiciones del instrumento.

5.2.8.1. Cambio en el pH de la fase movil.

En la tabla 33 se muestran los resultados de la modificacién en el pH de la fase mévil de
6.5a7.0.

Tabla 19.Tolerancia del método analitico al cambio de pH de la fase movil.

Condicién Inicial pH 6.5 Condiciones modificadas (Fase movil pH 7.0)
Con_trol Control Control ConFroI Control Control Alto
Muestra Bajo Medio Alto Bajo Medio (40 ng/mL)
(Ing/mL) | (25 ng/mL) | (40 ng/mL) (1 ng/mL) (25 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114 1.446 21.980 30.010
2 1.111 26.317 44572 1.286 24.895 29.490
3 1.106 27.701 39.326 1.592 24.817 32.089
Promedio 1.101 26.247 40.671 1.441 23.897 30.530
D.E 0.013 1.490 3.433 0.153 1.661 1.375
C.V. (%) 1.150 5.678 8.440 10.619 6.950 4.505
Conc. Abs. (ng/mL) 1 25 40 1 25 40

Desv. Abs. (%) 10.1 4.988 1.677 44.133 4.411 23.676

*Fase movil: Acetato de amonio 0.01 M

El método no fue tolerante al cambio de pH ya que al comparar las concentraciones
interpoladas de los puntos control a las condiciones modificadas con respecto a su

concentracion nominal, éstas presentaron una exactitud mayor al 15%.
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5.2.8.2. Prueba de volumen parcial de muestra (concentracion por

encima de la curva de calibracion).

Los resultados obtenidos sefialan que en caso de que alguna muestra presente una
concentracion por encima del punto mas alto de la curva de calibracién, puede emplearse
un volumen menor (500 plL) el que debe completarse a 1 mL con una mezcla de plasma
finalmente analizandola, logrando asi que la concentracion quede dentro de la curva de

calibracion.

Tabla 20.Tolerancia del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma con volumen parcial de
muestra (por encima de la curva de calibracion)

MUESTRA DE 80 ng/mL
1 43.274
2 42.945
3 45.129
Utilizando un factor de dilucién de 2
1 86.548
2 85.890
3 90.258

Concentracion nominal 80 ng/mL

PROMEDIO 87.565
DESV EST 1.178
C.V. (%) 1.345
Desv. Abs. (%) 9.457

5.2.8.3. Prueba de volumen parcial de muestra (concentracion

dentro de la curva de calibracion).

La prueba se realiz6 cuantificando tres muestras de 25 ng/mL empleando la mitad del
volumen (0.5 mL), completando a 1 mL con una mezcla de plasma y sometiéndolas a las

condiciones establecidas para la extraccion. Los resultados se muestran en la tabla 35.
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Tabla 21.Tolerancia del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma con volumen parcial de
muestra (dentro de la curva de calibracién).

MUESTRA DE 25 ng/mL
1 12.011
2 12.635
3 13.014
Utilizando un factor de dilucién de 2
1 24.022
2 25.270
3 26.028
Concentracién nominal 25 ng/mL
PROMEDIO 25.107
DESV EST 0.506
C.V. (%) 2.017
Desv. Abs. (%) 0.427

Los resultados muestran que en caso de que no hubiera suficiente muestra, se podria

utilizar un volumen menor para procesarla sin que se vea comprometido el resultado.

5.2.8.4. Muestras lipémicas y hemolizadas.

La evaluacion sobre el efecto de las muestras lipémicas y hemolizadas en la respuesta

cromatografica, se muestra en las tablas 36 y 37 respectivamente:

Tabla 22.Tolerancia del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma lipémico.

Condicion Inicial (t= 0 h) Plasma lipémico
Control Control Control Control Control Control Alto
Muestra Bajo Medio Alto Bajo Medio (40ng/mL)
(Ing/mL) | (25ng/mL) (40ng/mL) (2 ng/mL) (25 ng/mL) 9
1 1.087 24.723 38.114 1.111 26.536 36.512
2 1.111 26.317 44.572 1.073 26.833 38.801
3 1.106 27.701 39.326 1.039 22.885 35.266
Promedio 1.101 26.247 40.671 1.074 25.418 36.860
D.E 0.013 1.490 3.433 0.036 2.199 1.793
C.V (%) 1.150 5.678 8.440 3.353 8.650 4.864
Conc. Nominal 1 25 40 1 25 40
Desv. Abs. (%) 10.1 4.988 1.677 7.433 1.672 7.851
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Tabla 23.Tolerancia del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma hemolizado.

Condicion Inicial (=0 h) plasma hemolizado
Muestra Cgr;}gol C’\;l)géirgl Control Alto Control Bajo Control Medio Control Alto
(1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL) (1 ng/mL) (25 ng/mL) (40 ng/mL)
1 1.087 24.723 38.114 1.055 28.364 36.54
2 1.111 26.317 44.572 1.039 26.143 39.97
3 1.106 27.701 39.326 1.009 26.936 41.92
Promedio 1.101 26.247 40.671 1.034 27.148 39.473
D.E 0.013 1.490 3.433 0.023 1.126 2.723
C.V (%) 1.150 5.678 8.440 2.258 4.146 6.897
Conc. nominal 1 25 40 1 25 40
Desv. Abs. (%) 10.1 4.988 1.677 3.433 8.591 1.318

Con los resultados anteriores se concluye que el método no se ve afectado por utilizar

plasma lipémico o hemolizado.

La validacién del método analitico para cuantificar Zalcitabina en plasma mediante CLAR

acoplada a un detector de masas, sujeto a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-

1998, cumplié satisfactoriamente los criterios normativos correspondientes, por lo que se

puede aplicar en un estudio de biodisponibilidad de dicho farmaco en poblacién mexicana.
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5.3. Etapa clinica.

En el estudio clinico participaron 40 voluntarios (15 mujeres y 25 hombres) clinicamente

sanos, demostrado a través de examenes de laboratorio y gabinete. Los voluntarios

fueron informados con relacion al protocolo de estudio, posteriormente se emitid su

consentimiento en forma escrita.

5.3.1. Estadistica demogréfica descriptiva.

De la estadistica demografica de los voluntarios participantes en el estudio se calcularon:

la media, desviacion estandar (Desv.Est), Error Estandar (Error Est), Minimo (Min),

Mediana, Maximo (Max) y Coeficiente de Variacion (C.V%) de las variables demograficas

de edad, peso, talla e indice de masa corporal (IMC) para los voluntarios que ingresaron

al estudio (ver tabla 38). Los valores individuales se muestran en el Anexo Il

Tabla 24.Estadistica descriptiva de las variables demograficas.

Variable [ Género N | Media D?SV' Er,ror Min Mediana Max CV%
Estandar | Estandar
Hombres | 25 | 23.68 | 4.08 0.82 19.00 | 23.00 | 32.00 | 17.23
(Egig) Mujeres | 15 | 24.00 | 4.64 1.20 18.00 | 24.00 | 35.00 | 19.35
Global | 40 | 23.80 | 4.24 0.67 18.00 | 2350 | 35.00 | 17.83
Hombres | 25 | 68.97 | 7.09 1.42 57.00 | 69.00 | 8250 | 10.28
TES;’ Mujeres | 15 | 57.86 | 6.83 1.76 4650 | 5800 | 73.00 | 11.81
Global | 40 | 64.80 | 8.79 1.39 4650 | 6400 | 8250 | 1357
Hombres | 25 | 170.16 | 4.85 097 | 158.00 | 169.00 | 178.00 | 2.85
Ifr']'q? Mujeres | 15 | 158.33 | 5.02 1.30 | 149.00 | 160.00 | 165.00 | 3.17
Global | 40 | 165.73 | 7.56 120 | 149.00 | 167.00 | 178.00 | 4.56
Hombres | 25 | 23.85 | 2.55 0.51 1920 | 24.00 | 2958 | 10.69
(K'g"/riz) Mujeres | 15 | 23.08 | 2.50 0.65 1914 | 2276 | 2752 | 10.85
Global | 40 | 2356 | 2.53 0.40 1914 | 2355 | 2958 | 10.73
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5.3.2. Estadistica descriptiva de los datos de concentracion plasmatica

con respecto al tiempo.

En la tabla 39 se presenta la estadistica descriptiva para los datos de concentraciéon

plasmatica con respecto al tiempo de Zalcitabina, se observa que el numero de

voluntarios considerado para el analisis estadistico fue de 40. Los datos individuales se

muestran en el Anexo Ill.

Tabla 25.Estadistica descriptiva para las concentraciones plasmaticas de Zalcitabina con respecto al

tiempo.
Tiempo N Media | Desv. Est | Error Est Min Mediana | Max CV%

(h) (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)

0 40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
0.167 | 39 0.62 1.64 0.26 0.00 0.00 8.05 265.58
0.333 | 40 4.95 5.57 0.88 0.00 2.86 20.76 | 112.50

0.5 40 | 11.62 8.51 1.35 0.00 10.36 36.21 73.26
0.667 | 40 | 15.66 9.52 1.50 0.00 15.84 41.05 60.76
0.833 | 40 | 18.30 9.78 1.55 0.37 18.15 39.58 53.44

1 40 | 18.28 10.42 1.65 0.66 15.97 47.82 57.04
125 | 40 | 17.46 9.83 1.55 0.32 16.45 49.27 56.31

1.5 40 | 14.68 6.56 1.04 0.54 14.24 28.72 44.68

2 40 | 12.22 4.97 0.79 2,52 11.91 25.09 40.66

3 40 9.03 3.55 0.56 3.06 8.53 15.91 39.37

4 40 7.22 3.82 0.60 2.29 6.56 21.38 52.84

5 40 4.43 2.00 0.32 0.90 4.65 8.02 45.14

6 40 277 1.36 0.21 0.00 3.01 6.63 48.99

8 40 1.25 0.71 0.11 0.00 1.24 2.65 56.53

10 40 0.63 0.51 0.08 0.00 0.71 2.20 80.74
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5.3.3. Concentracién plasmética promedio con respecto al tiempo

(escala normal y semilogaritmica).

Con la finalidad de visualizar el comportamiento farmacocinética de Zalcitabina, se

presentan las graficas de concentracion plasmatica promedio con respecto al tiempo

(figuras 17 y 18), asi como los perfiles para cada voluntario (ver Anexo V).
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Figura 6. Perfil farmacocinético promedio de Zalcitabina + error estandar en escala normal.
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. Perfil farmacocinético de Zalcitabina

ry
E
¥ ]
£
8 100
£
E
g
o
1=
2
g e
£
B
[&]

a1

] 1 z 3 4 5 & r ] 9 1@

Tiempo_Wominal {hr]

Figura 7. Perfil farmacocinético promedio de Zalcitabina en escala semilogaritmica.

5.3.4. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no

compartimentales (modelo independiente) considerando los siguientes aspectos:

5.3.4.1. Calculo de pardmetros farmacocinéticos.

¢ Cmax: Concentracion plasmatica maxima obtenida de manera grafica, a partir del

perfil de concentracién plasmatica con respecto al tiempo.

¢ Tmax: Tiempo transcurrido desde la administracion hasta que se produce la
concentracién plasmatica maxima, obtenido de manera grafica a partir del perfil de

concentracién plasmatica con respecto al tiempo.

¢ ABC 0-t: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la administracion
hasta el tiempo t (Ultimo tiempo de muestreo) calculada por el método trapezoidal. El

procedimiento para el calculo de este parametro se describe en la siguiente formula.
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ABC ot = Z (CI + C|12)(t| — ti—l)
i=1

Donde:
n= numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil plasmatico.
ti= tiempo en que se realiza la iésima toma de muestra

Ci= Concentracion obtenida en el iésimo tiempo de muestreo.

¢ ABC O0-inf. Area bajo la curva de la concentracién plasmatica desde la

administracion al tiempo extrapolado al infinito.
ABC g.inf = ABC o + Ci/Ke

Donde:
Cf= Concentracion de la ultima muestra

Ke= Constante de eliminacion

¢ Ke: constante de eliminacion: se estima a partir de la porcién lineal terminal del

perfil de concentracién plasmatica con respecto al tiempo (en escala semilogaritmica)
¢ Vida media de Ke: mediante el cociente de Ln(2)/Ke

¢ TMRo-inf: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito..

ABCM,

TMRO-inf = ABC
0—inf

¢ ABCM 0-inf: Area bajo la curva del primer momento extrapolado a tiempo infinito

(tnCpty _1Cno)ty ~thp) | 4Cs  Cy

ABCM
1 2 Ke Ke 2

Il M

0 -inf :i

Donde:
tr = Tiempo de la ultima muestra

C: = Concentracioén de la ultima muestra
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La estadistica descriptiva se presenta a continuacién en la tabla 40. En el Anexo V se

presentan los parametros farmacocinéticos obtenidos para cada voluntario.

Tabla 26.Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de Zalcitabina.

. . Desv. Error . Median

Variable N Media Est Est Min A Max CV.%
T?;")"X 40 | 1.16 0.65 0.10 0.67 1.00 400 | 56.52
Cmax 40 | 22.93 | 9.19 1.45 768 | 2207 | 4927 | 40.10
(ng/mL)

ABCot | 45 | 5908 | 2162 | 342 | 16.88 | 58.96 | 10255 | 36.59
(h*ng/mL)

ABCo-inf | 4 | 6156 | 2234 | 353 | 17.77 | 62.45 | 104.88 | 36.28
(h*ng/mL)
Vida Media

de a0 | 184 | 052 | 008 | 090 | 180 | 330 | 2837
eliminacion

(h)

TM(F:S"”‘C 40 | 323 | 062 | 010 | 201 | 320 | 517 | 1933
Vd/F

b 40 | 7391 | 3565 | 564 | 2292 | 66.10 | 197.10 | 4823
CI/F 40 | 484.85 | 257.89 | 40.78 | 238.36 | 40052 | 1406.99 | 55.19
(mL/min)

La determinacién de los parametros farmacocinéticos que se muestran en la tabla
anterior, nos permitieron caracterizar la farmacocinética de Zalcitabina en la poblacién
mexicana, los cuales no presentaron diferencias en relacién a los reportados en la

19,25,26

literatura en poblacién caucasica , por lo que, la biodisponibilidad del farmaco no se

modifica por efecto de la raza, al menos en nuestra poblacion.
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6. CONCLUSIONES.

Se desarrolld una metodologia analitica para cuantificar Zalcitabina en plasma
empleando Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) acoplada a un
detector de masas y se valido de acuerdo a los lineamientos establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998. Dicha metodologia resulto ser eficaz,
confiable, reproducible y sensible en el rango de concentraciones evaluado, por lo que
pudo ser aplicado en un estudio de biodisponibilidad en poblacidn mexicana para
caracterizar el perfil farmacocinético de una forma farmacéutica con este principio

activo.

Las caracteristicas que conforman el estudio clinico resultaron del todo satisfactorias,
ya que en conjunto con la metodologia analitica validada nos permitieron una
adecuada caracterizacién de los pardmetros farmacocinéticos principales, cuyos
valores resultaron ser semejantes a los reportados en la literatura en poblacién
caucasica, por lo que se atribuye que la raza no influye en la biodisponibilidad del

farmaco Zalcitabina.

El presente trabajo de tesis adquiere una especial trascendencia, ya que puede ser
aplicado en un estudio de biodisponibilidad comparativa entre diferentes formas
farmacéuticas o estudios de bioequivalencia, permitiendo la obtencion de
medicamentos de calidad a costos accesibles, beneficiando a la poblacién infectada
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana y contribuyendo al mejoramiento de su

calidad de vida.
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ANEXOS

ANEXO L.CARACTERISTICAS DE FARMACOS ANTIRRETROVIRALES.

Caracteristicas de los Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Analogos a Nucleésidos (ITRAN)

Precio

Nombre Genérico Nombre comercial Presentacion (pesos) Dosis Efectos secundarios
Supresion de médula 6sea: anemia y/o
neutropenia,
Zidovudina Retrovir Capsulas 100 mg/100. $120.00 200 mg, 3 veces/ dia intolerancia gastrointestinales,
(AZT,ZDV) Capsulas 250 mg./ 30 $110.00 (500 0 600 mg/ dia ) cefalea, insomnio, astenia, acidosis lactica
con esteatosis
hepética
> 60kg ® 200 mg Pancreatitis, neuropatia periférica, nausea
Didanosina Videx Tabletas masticables $548.35 2 veces/dia diarrea a’cidosis lactica con estéatosis ’
(ddl) 100 mg/ 60 tabletas ) <60 kg ® 125 mg 2 ’ hepética
veces/dia
N Tabletas 0.375 mg/ - Neuropatia periférica, estomatitis, acidosis
Zalcitabina HIVID 100 tab. 0.75 mg lactica con
(ddc) Tabletas 0.750 mg/ 3 veces/dia : -
$2,153.00 esteatosis hepatica
100 tab.
> 60 kg ® 40 mg Neuropatia periférica, rash
Estavudina . Capsulas 15 mg $340.00 2 veces/dia reuropatia p : .
Zerit . acidosis lactica con esteatosis
(d4T) capsulas 40 mg $95 < 60kg ® 30 mg oo
2 veces/dia hepatica
Lamivudina 3TC Tabletas 150 mg/ 60 $2.148.40 150 mg (Minima toxicidad) Acidosis lactica con
(3TC) tabletas o 2 veces/dia esteatosis hepatica
Nausea, vomito,cefalea,
. dolor abdominal, rash (Nota: reaccién de
Abacavir . . Tabletas 300 mg L T
(ABC) Ziagenavir 300 mg/60 tab. $2,364.90 2 veces/dia hipersensibilidad en

2-5% en las primeras 4 semanas
(NO REINICIAR TX)
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Inhibidores de la Transcriptasa Reversa No Nucleésidos (ITRNN)

ANEXOS

Non'Ib_re Nombre comercial Presentacion EIecie Dosis Efectos secundarios
Genérico (pesos)
200mg/una vez al Exantema
Neviparina Viramune Tabletas de 200 $2,200.00 dia/14 dias después Hepatitis
mg/60 tab. . . .
200 mg/dos veces al dia Elevacion de transaminasas
Delavirdina Rescriptor Tabletas de 100 400 mgl/tres veces al dia Exantema
mg Cefalea
Efavirenz Estorcin Tabletas 200 mg . 600 mg/una vez al dia Sl’ntomEaXsa::::JToallé icos
Tabletas 600 mg $777.72 antes de dormir 9

Elevacién de transaminasas

Caracteristicas de los Inhibidores de Proteasa (IP)

Nombre genérico Nombre comercial Presentacion (i:es:::) Dosis Efectos secundarios
800 mg c/8 hr T . . .

L . Capsulas 400 mg/ Tomar 1 hr antes 6 2 hr NEfm“.t'.aS'S’. |nt.oler.anC|a gastrointes-tinal

Indinavir Crixivan $1,013.11 . (GI), bilirrubina indirecta, cefalea, mareo,
180 cap. después de los hi ;
X iperglucemia
alimentos.
Capsulas 100 mg/

Ritonavir Norvir 2 envases de 84 $2.241.00 600 mg c/12 hr Intolerancia Gl, parestesias, hepoatitis,

cap clu
Solucion 80 mg/mL

Tomar con alimentos

astenia, alteracién del gusto, hiperglucemia
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Caracteristicas de los Inhibidores de Proteasa (IP).

ANEXOS

Nombre genérico Nombre comercial Presentacion (z::::) Dosis Efectos secundarios
Solo uso en
combinacién con
. . Ritonavir o Nelfinavir Intolerancia Gl, cefalea, transaminasas,
Invirase Cépsulas200mg | - ; . .
400 mg 2 veces/dia hiperglucemia
Saquinavir Tomar con alimentos
abundantes
1200 mg 3 veces/dia . .
Fortovase Capsulas 200 mg $1,535.00 Tomar con alimentos Intolerancia G.I‘ dolor apdomlnal, cgfalea,
transamina-sas, hiperglucemia
abundantes
Tabletas 250 $3,519.00 750 mg Diarrea, hiperglucemia alteracién en
. . mg/270 tab. . PN - o
Nelfinavir Viracept Polvo 50 3 veces/dia distribucion de lipidos, episodios de
- Tomar con alimentos sangrado en hemofilicos
mg/g/144g
Amprenavir Agenerase Capsulas 150 mg/ $2.512.70 1200 mg Nausea, diarrea, rashZ pare§te§|as bucales,
180 cap 2 veces/dia cefalea, fatiga, vomito
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Datos demograficos individuales de los participantes en el estudio

ANEXO I.DATOS DEMOGRAFICOS DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO.

(mujeres)

Género Voluntario Efjad D Talla IMC 2
(anos) (Kg) (cm) (Kg/m®)

1 18 58.5 162 22.29

2 21 46.5 151 20.39

3 24 59 161 22.76

4 20 49 160 19.14

8 20 73 165 26.81

13 24 52.8 161 20.37

16 35 61.1 149 27.52

Mujeres 20 24 56 165 20.57
23 25 62 160 24.22

24 25 55 158 22.03

25 20 58 160 22.66

26 22 59 156 24.24

27 33 53.5 150 23.78

28 24 69 161 26.62

38 25 55.5 156 22.81

Datos demograficos individuales de los participantes en el estudio

ANEXOS

(hombres)
Género Voluntario Egad D UELlE Ll 2
(afos) (Kg) (cm) (Kg/m®)

5 20 57 168 20.2
6 23 58.2 171 19.9
7 24 69 166 25.04
9 24 60 158 24.03
10 24 79 172 26.7
11 20 61.5 172 20.79
12 25 73 169 25.56
14 23 75 165 27.55
15 22 69 177 22.02
17 19 82.5 167 29.58
18 20 64 168 22.68
19 19 75.2 178 23.73

Hombres 21 31 73 167 26.18
22 28 61 167 21.87
29 25 77 174 25.43
30 32 79 172 26.7
31 22 67 167 24.02
32 23 71 172 24
33 20 70 165 25.71
34 20 58.8 175 19.2
35 19 74 178 23.36
36 25 64 168 22.68
37 22 68 172 22.99
39 30 70 168 24.8
40 32 68 178 21.46
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MUESTREO.

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cécfi.go d.e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Céc.ii.go d.e' C%r:lzgrt\;g:zi:n
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 1 ND 0 ZAL 17 ND
0.167 ZAL 2 1.027 0.167 ZAL 18 NC
0.333 ZAL 3 11.343 0.333 ZAL 19 16.862
0.5 ZAL 4 15.204 0.5 ZAL 20 16.951
0.667 ZAL 5 13.633 1 ZAL 21 16,387
0.833 ZAL 6 13.367 0.667 ZAL 22 22.137
1 ZAL 7 17.26 0.833 ZAL 23 19.682
1.25 ZAL 8 14.445 1.25 ZAL 24 14,083
1 1.5 ZAL 9 9.478 2 1.5 ZAL 25 14,158
2 ZAL 10 8.88 2 ZAL 26 14,710
3 ZAL 11 15.908 3 ZAL 27 10,320
4 ZAL 12 10.417 4 ZAL 28 12,449
5 ZAL 13 5.82 5 ZAL 29 6,493
6 ZAL 14 2.983 6 ZAL 30 5,248
8 ZAL 15 1.358 8 ZAL 31 1,897
10 ZAL 16 0.847 10 ZAL 32 0.955

ANEXOS

ANEXO II.CONCENTRACION DE ZALCITABINA EN PLASMA PARA CADA VOLUNTARIO EN LOS DIFERENTES TIEMPOS DE
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi?o d.e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cé(?i:qo d-e’ C%Y;T;?;La:ﬁiafm
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 33 ND 0 ZAL 49 ND
0.167 ZAL 34 0.595 No se tomo ZAL 50 No se tomo
0.333 ZAL 35 2,570 0.333 ZAL 51 NC
0.5 ZAL 36 10,199 0.5 ZAL 52 3,750
0.667 ZAL 37 17,398 0.667 ZAL 53 7,086
0.833 ZAL 38 22,491 0.833 ZAL 54 19,860
1 ZAL 39 24,818 1 ZAL 55 25,910
3 1.25 ZAL 40 20,004 4 1.25 ZAL 56 19,440
1.5 ZAL 41 14,220 1.5 ZAL 57 15,958
2 ZAL 42 9,247 2 ZAL 58 14,795
3 ZAL 43 8,117 3 ZAL 59 12,329
4 ZAL 44 4,689 4 ZAL 60 7,886
5 ZAL 45 2,278 5 ZAL 61 3,989
6 ZAL 46 2,084 6 ZAL 62 3,267
8 ZAL 47 0.867 8 ZAL 63 1,236
10 ZAL 48 NC 10 ZAL 64 0.462

ANEXOS
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cécfi:qo d_e, Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cé(?i:qo d_e, C;r;f;rt];;aiziaén
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 65 ND 0 ZAL 81 ND
0.167 ZAL 66 1,632 0.167 ZAL 82 ND
0.333 ZAL 67 12,605 0.333 ZAL 83 0.942
0.5 ZAL 68 14,489 0.5 ZAL 84 10,454
0.667 ZAL 69 16,058 0.667 ZAL 85 26,001
0.833 ZAL 70 18,927 0.833 ZAL 86 39,579
1 ZAL 71 29,085 1 ZAL 87 47,819
1.25 ZAL 72 18,447 1.25 ZAL 88 49,265
° 1.5 ZAL 73 15,627 ° 1.5 ZAL 89 28,719
2 ZAL 74 14,753 2 ZAL 90 20,218
3 ZAL 75 7,669 3 ZAL 91 9,534
4 ZAL 76 6,245 4 ZAL 92 7,733
5 ZAL 77 3,460 5 ZAL 93 7,723
6 ZAL 78 2,284 6 ZAL 94 3,999
8 ZAL 79 1,130 8 ZAL 95 1,548
10 ZAL 80 0.634 10 ZAL 96 1,074

ANEXOS

106



Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiem(‘::)) X i dggtc:ii'ic:;:gizn Zalcitabina Voluntario Tiem(%(; X i dggﬂ;ﬁ;gizn Zalcitabina
(ng/ml) (ng/ml)
0 ZAL 97 ND 0 ZAL 113 ND
0.167 ZAL 98 8,048 0.167 ZAL 114 NC
0.333 ZAL 99 20,763 0.333 ZAL 115 4,215
0.5 ZAL 100 20,766 0.5 ZAL 116 10,922
0.667 ZAL 101 25,354 0.667 ZAL 117 20,423
0.833 ZAL 102 33,984 0.833 ZAL 118 12,904
1 ZAL 103 25,482 1 ZAL 119 18,334
7 1.25 ZAL 104 21,062 . 1.25 ZAL 120 10,352
1.5 ZAL 105 16,486 1.5 ZAL 121 9,508
2 ZAL 106 16,828 2 ZAL 122 8,245
3 ZAL 107 10,216 3 ZAL 123 5,735
4 ZAL 108 7,086 4 ZAL 124 2,289
5 ZAL 109 5,856 5 ZAL 125 1,226
6 ZAL 110 3,030 6 ZAL 126 NC
8 ZAL 111 NC 8 ZAL 127 NC
10 ZAL 112 NC 10 ZAL 128 NC

ANEXOS
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi‘go d‘e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi‘go d‘e' C%I;f;?;:aaiﬁiaén
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 129 ND 0 ZAL 145 ND

0.167 ZAL 130 NC 0.167 ZAL 146 0.417

0.333 ZAL 131 2,859 0.333 ZAL 147 2,999

0.5 ZAL 132 25,867 0.5 ZAL 148 6,667

0.667 ZAL 133 31,508 0.667 ZAL 149 11,354

0.833 ZAL 134 37,687 0.833 ZAL 150 15,284

1 ZAL 135 40,009 1 ZAL 151 10,768

9 1.25 ZAL 136 26,978 10 1.25 ZAL 152 12,988
1.5 ZAL 137 22,507 1.5 ZAL 153 12,014

2 ZAL 138 20,295 2 ZAL 154 6,098

3 ZAL 139 14,575 3 ZAL 155 4,353

4 ZAL 140 7,985 4 ZAL 156 4,936

5 ZAL 141 8,015 5 ZAL 157 1,960

6 ZAL 142 3,436 6 ZAL 158 1,448

8 ZAL 143 0.945 8 ZAL 159 1,226

10 ZAL 144 NC 10 ZAL 160 0.444

ANEXOS
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Concentracion

Voluntario Tiempo real i Céc.li.go d.e' Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cét?i.go d.e' C%r:lzgrtl;:z:in
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 161 ND 0 ZAL 177 ND
0.167 ZAL 162 NC 0.167 ZAL 178 NC
0.333 ZAL 163 3,437 0.333 ZAL 179 3,734
0.5 ZAL 164 9,955 0.5 ZAL 180 8,468
0.667 ZAL 165 15,989 0.667 ZAL 181 11,527
0.833 ZAL 166 23,118 0.833 ZAL 182 15,657
1 ZAL 167 22,996 1 ZAL 183 14,704
11 1.25 ZAL 168 17,833 12 1.25 ZAL 184 11,857
1.5 ZAL 169 22,680 1.5 ZAL 185 13,529
2 ZAL 170 14,117 2 ZAL 186 13,243
3 ZAL 171 13,272 3 ZAL 187 7,122
4 ZAL 172 5,518 4 ZAL 188 6,203
5 ZAL 173 5,660 5 ZAL 189 4,795
6 ZAL 174 3,049 6 ZAL 190 2,147
8 ZAL 175 1,481 8 ZAL 191 1,097
10 ZAL 176 1,106 10 ZAL 192 0.362

ANEXOS
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ANEXOS

Voluntario Tiempo real . Cé(?i-go d-e' c%:fgrt‘;ﬁfliaén Voluntario Tiempo real i C6c.li.go d.e' C%r:lzgrt::)a:z:in
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 193 ND 0 ZAL 209 ND
0.167 ZAL 194 1,089 0.167 ZAL 210 ND
0.333 ZAL 195 16,370 0.333 ZAL 211 NC
0.5 ZAL 196 36,213 0.5 ZAL 212 NC
0.667 ZAL 197 41,048 0.667 ZAL 213 NC
0.833 ZAL 198 39,162 0.833 ZAL 214 0.371
1 ZAL 199 40,369 1 ZAL 215 0.659
13 1.25 ZAL 200 31,988 14 1.25 ZAL 216 0.315
1.5 ZAL 201 22,316 1.5 ZAL 217 0.541
2 ZAL 202 17,944 2 ZAL 218 2,520
3 ZAL 203 14,060 3 ZAL 219 11,612
4 ZAL 204 11,647 4 ZAL 220 21,382
5 ZAL 205 5,874 5 ZAL 221 6,249
6 ZAL 206 4,055 6 ZAL 222 3,500
8 ZAL 207 1,722 8 ZAL 223 1,309
10 ZAL 208 0.892 10 ZAL 224 0.705
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi?o d.e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real i Céc.li.go d.e' C%r;f;'t‘:l')aiziaén
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 225 ND 0 ZAL 241 ND
0.167 ZAL 226 NC 0.167 ZAL 242 ND
0.333 ZAL 227 2,855 0.333 ZAL 243 10,284
0.5 ZAL 228 12,229 0.5 ZAL 244 28,089
0.667 ZAL 229 16,603 0.667 ZAL 245 26,901
0.833 ZAL 230 17,372 0.833 ZAL 246 26,939
1 ZAL 231 15,963 1 ZAL 247 24,876
15 1.25 ZAL 232 17,388 16 1.25 ZAL 248 36,050
1.5 ZAL 233 17,649 1.5 ZAL 249 24,827
2 ZAL 234 10,635 2 ZAL 250 20,686
3 ZAL 235 6,432 3 ZAL 251 13,678
4 ZAL 236 6,778 4 ZAL 252 12,319
5 ZAL 237 3,315 5 ZAL 253 5,407
6 ZAL 238 2,474 6 ZAL 254 6,633
8 ZAL 239 2,427 8 ZAL 255 1,936
10 ZAL 240 1,137 10 ZAL 256 1,141

ANEXOS
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi.go d-e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi‘go d‘e' Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 257 ND 0 ZAL 273 ND
0.167 ZAL 258 NC 0.167 ZAL 274 NC
0.333 ZAL 259 0.525 0.333 ZAL 275 0.498
0.5 ZAL 260 4,277 0.5 ZAL 276 3,445
0.667 ZAL 261 15,725 0.667 ZAL 277 7,898
0.833 ZAL 262 23,668 0.833 ZAL 278 14,401
1 ZAL 263 30,431 1 ZAL 279 12,182
17 1.25 ZAL 264 34,062 18 1.25 ZAL 280 12,577
1.5 ZAL 265 21,844 1.5 ZAL 281 10,743
2 ZAL 266 17,471 2 ZAL 282 9,129
3 ZAL 267 13,834 3 ZAL 283 8,393
4 ZAL 268 11,525 4 ZAL 284 10,314
5 ZAL 269 5,825 5 ZAL 285 7,247
6 ZAL 270 3,950 6 ZAL 286 1,351
8 ZAL 271 2,495 8 ZAL 287 0.686
10 ZAL 272 1,345 10 ZAL 288 0.384

ANEXOS
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi.go d-e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi‘go d‘e' Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 289 ND 0 ZAL 305 ND
0.167 ZAL 290 ND 0.167 ZAL 306 ND
0.333 ZAL 291 ND 0.333 ZAL 307 NC
0.5 ZAL 292 NC 0.5 ZAL 308 NC
0.667 ZAL 293 0.755 0.667 ZAL 309 0.390
0.833 ZAL 294 1,836 0.833 ZAL 310 3,134
1 ZAL 295 2,016 1 ZAL 311 4,604
19 1.25 ZAL 296 2,789 20 1.25 ZAL 312 8,381
1.5 ZAL 297 1,892 1.5 ZAL 313 5,595
2 ZAL 298 7,680 2 ZAL 314 5,208
3 ZAL 299 3,060 3 ZAL 315 4,238
4 ZAL 300 2,654 4 ZAL 316 2,591
5 ZAL 301 1,370 5 ZAL 317 1,346
6 ZAL 302 0.928 6 ZAL 318 0.598
8 ZAL 303 0.382 8 ZAL 319 NC
10 ZAL 304 NC 10 ZAL 320 NC

ANEXOS
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Concentraciéon

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(?i-go d-e' Zalcitabina Voluntario Tiempo real . C6c.li.go d.e’ Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/mil)
0 ZAL 321 ND 0 ZAL 337 ND
0.167 ZAL 322 NC 0.167 ZAL 338 0.717
0.333 ZAL 323 1,795 0.333 ZAL 339 7,981
0.5 ZAL 324 9,854 0.5 ZAL 340 10,545
0.667 ZAL 325 10,241 0.667 ZAL 341 30,516
0.833 ZAL 326 13,547 0.833 ZAL 342 31,190
1 ZAL 327 12,489 1 ZAL 343 25,966
21 1.25 ZAL 328 12,635 22 1.25 ZAL 344 32,840
1.5 ZAL 329 16,149 1.5 ZAL 345 17,414
2 ZAL 330 10,921 2 ZAL 346 11,295
3 ZAL 331 7,774 3 ZAL 347 11,841
4 ZAL 332 4,369 4 ZAL 348 7,359
5 ZAL 333 2,782 5 ZAL 349 5,548
6 ZAL 334 2,457 6 ZAL 350 2,796
8 ZAL 335 1,016 8 ZAL 351 1,271
10 ZAL 336 0.804 10 ZAL 352 NC

ANEXOS
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Céc?i-go d_e, Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi:qo d_e, C%r;(lzc(:airt‘;;aiﬁ?n
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 353 ND 0 ZAL 369 ND
0.167 ZAL 354 1,266 0.167 ZAL 370 ND
0.333 ZAL 355 6,346 0.333 ZAL 371 1,012
0.5 ZAL 356 20,158 0.5 ZAL 372 13,168
0.667 ZAL 357 22,012 0.667 ZAL 373 10,860
0.833 ZAL 358 11,980 0.833 ZAL 374 20,970
1 ZAL 359 15,253 1 ZAL 375 10,848
23 1.25 ZAL 360 11,491 24 1.25 ZAL 376 9,979
1.5 ZAL 361 11,132 1.5 ZAL 377 11,404
2 ZAL 362 7,821 2 ZAL 378 8,029
3 ZAL 363 6,910 3 ZAL 379 3,982
4 ZAL 364 3,770 4 ZAL 380 8,552
5 ZAL 365 4,582 5 ZAL 381 4,673
6 ZAL 366 1,724 6 ZAL 382 3,043
8 ZAL 367 0.996 8 ZAL 383 1,128
10 ZAL 368 0.606 10 ZAL 384 0.725

ANEXOS
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi-go d-e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Céc’i‘go d‘e' Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 385 ND 0 ZAL 401 ND
0.167 ZAL 386 NC 0.167 ZAL 402 1,374
0.333 ZAL 387 0.458 0.333 ZAL 403 6,211
0.5 ZAL 388 2,248 0.5 ZAL 404 10,275
0.667 ZAL 389 3,700 0.667 ZAL 405 15,951
0.833 ZAL 390 3,833 0.833 ZAL 406 12,747
1 ZAL 391 14,501 1 ZAL 407 10,745
25 1.25 ZAL 392 22,908 26 1.25 ZAL 408 8,557
1.5 ZAL 393 23,042 1.5 ZAL 409 10,231
2 ZAL 394 11,943 2 ZAL 410 9,906
3 ZAL 395 12,627 3 ZAL 411 4,817
4 ZAL 396 11,534 4 ZAL 412 3,098
5 ZAL 397 7,180 5 ZAL 413 0.897
6 ZAL 398 4,081 6 ZAL 414 0.626
8 ZAL 399 1,254 8 ZAL 415 NC
10 ZAL 400 0.718 10 ZAL 416 NC

ANEXOS
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cétfi.go d.e' Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cétfi.go d.e' C%r:l::i?:l-)aif:n
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 417 ND 0 ZAL 433 ND
0.167 ZAL 418 0.379 0.167 ZAL 434 NC
0.333 ZAL 419 6,818 0.333 ZAL 435 4,246
0.5 ZAL 420 15,059 0.5 ZAL 436 7,877
0.667 ZAL 421 18,272 0.667 ZAL 437 11,914
0.833 ZAL 422 22,469 0.833 ZAL 438 13,679
1 ZAL 423 14,376 1 ZAL 439 15,394
2 1.25 ZAL 424 14,395 28 1.25 ZAL 440 16,590
1.5 ZAL 425 16,530 1.5 ZAL 441 14,266
2 ZAL 426 14,369 2 ZAL 442 7,715
3 ZAL 427 6,607 3 ZAL 443 5,374
4 ZAL 428 5,341 4 ZAL 444 3,151
5 ZAL 429 2,691 5 ZAL 445 1,669
6 ZAL 430 2,199 6 ZAL 446 1,096
8 ZAL 431 0.723 8 ZAL 447 0.476
10 ZAL 432 NC 10 ZAL 448 NC
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cécfi:qo d.e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Céc?i-go d-e’ Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 449 ND 0 ZAL 465 ND
0.167 ZAL 450 ND 0.167 ZAL 466 ND
0.333 ZAL 451 2,555 0.333 ZAL 467 1,133
0.5 ZAL 452 7,393 0.5 ZAL 468 3,441
0.667 ZAL 453 9,222 0.667 ZAL 469 5,638
0.833 ZAL 454 11,505 0.833 ZAL 470 11,187
1 ZAL 455 9,252 1 ZAL 471 6,159
29 1.25 ZAL 456 8,245 30 1.25 ZAL 472 7,809
1.5 ZAL 457 5,693 1.5 ZAL 473 6,982
2 ZAL 458 5,108 2 ZAL 474 7,308
3 ZAL 459 5,292 3 ZAL 475 5,222
4 ZAL 460 2,728 4 ZAL 476 2,922
5 ZAL 461 1,775 5 ZAL 477 2,832
6 ZAL 462 1,136 6 ZAL 478 1,472
8 ZAL 463 0.407 8 ZAL 479 0.829
10 ZAL 464 NC 10 ZAL 480 0.526
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé(fi-go d-e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cé(fi-go d-e’ C%r;fé?;Laiﬁiaén
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 481 ND 0 ZAL 497 ND
0.167 ZAL 482 NC 0.167 ZAL 498 NC
0.333 ZAL 483 2,793 0.333 ZAL 499 2,618
0.5 ZAL 484 13,361 0.5 ZAL 500 7,428
0.667 ZAL 485 20,489 0.667 ZAL 501 11,152
0.833 ZAL 486 20,217 0.833 ZAL 502 19,458
1 ZAL 487 18,131 1 ZAL 503 17,193
31 1.25 ZAL 488 16,753 32 1.25 ZAL 504 16,348
1.5 ZAL 489 11,393 1.5 ZAL 505 11,294
2 ZAL 490 11,376 2 ZAL 506 11,882
3 ZAL 491 8,886 3 ZAL 507 7,661
4 ZAL 492 6,105 4 ZAL 508 7,830
5 ZAL 493 4,620 5 ZAL 509 5,405
6 ZAL 494 4,015 6 ZAL 510 4,214
8 ZAL 495 1,884 8 ZAL 511 2,651
10 ZAL 496 1,475 10 ZAL 512 2,203
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Céc’i‘go d‘e' Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi‘go d‘e’ Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 513 ND 0 ZAL 529 ND
0.167 ZAL 514 1,104 0.167 ZAL 530 NC
0.333 ZAL 515 0.857 0.333 ZAL 531 NC
0.5 ZAL 516 5,495 0.5 ZAL 532 NC
0.667 ZAL 517 8,957 0.667 ZAL 533 0.880
0.833 ZAL 518 11,191 0.833 ZAL 534 1,941
1 ZAL 519 11,641 1 ZAL 535 2,508
33 1.25 ZAL 520 11,582 34 1.25 ZAL 536 4,745
1.5 ZAL 521 13,739 1.5 ZAL 537 5,548
2 ZAL 522 13,301 2 ZAL 538 5,658
3 ZAL 523 5,694 3 ZAL 539 13,919
4 ZAL 524 3,768 4 ZAL 540 11,253
5 ZAL 525 2,233 5 ZAL 541 5,950
6 ZAL 526 1,742 6 ZAL 542 3,341
8 ZAL 527 0.821 8 ZAL 543 1,927
10 ZAL 528 0.485 10 ZAL 544 0.705
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cécfi.go d.e' Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Céc’i‘go d‘e' Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 545 ND 0 ZAL 561 ND
0.167 ZAL 546 NC 0.167 ZAL 562 NC
0.333 ZAL 547 3,627 0.333 ZAL 563 14,226
0.5 ZAL 548 19,347 0.5 ZAL 564 16,348
0.667 ZAL 549 23,463 0.667 ZAL 565 15,048
0.833 ZAL 550 16,559 0.833 ZAL 566 11,924
1 ZAL 551 15,969 1 ZAL 567 13,410
35 1.25 ZAL 552 13,145 36 1.25 ZAL 568 16,549
1.5 ZAL 553 10,385 1.5 ZAL 569 19,389
2 ZAL 554 12,132 2 ZAL 570 25,088
3 ZAL 555 6,568 3 ZAL 571 15,063
4 ZAL 556 5,668 4 ZAL 572 11,011
5 ZAL 557 4,786 5 ZAL 573 6,522
6 ZAL 558 3,567 6 ZAL 574 3,962
8 ZAL 559 1,744 8 ZAL 575 1,967
10 ZAL 560 0.827 10 ZAL 576 0.839
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Concentracion

Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cé°_"?° d.e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Céc?i-go d-e’ Zalcitabina
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 577 ND 0 ZAL 593 ND
0.167 ZAL 578 6,466 0.167 ZAL 594 ND
0.333 ZAL 579 16,453 0.333 ZAL 595 1,696
0.5 ZAL 580 26,181 0.5 ZAL 596 10,476
0.667 ZAL 581 31,999 0.667 ZAL 597 19,802
0.833 ZAL 582 28,080 0.833 ZAL 598 25,165
1 ZAL 583 29,167 1 ZAL 599 28,210
37 1.25 ZAL 584 27,376 38 1.25 ZAL 600 23,406
1.5 ZAL 585 23,461 1.5 ZAL 601 23,096
2 ZAL 586 16,356 2 ZAL 602 13,357
3 ZAL 587 9,072 3 ZAL 603 8,676
4 ZAL 588 5,017 4 ZAL 604 6,333
5 ZAL 589 3,547 5 ZAL 605 4,271
6 ZAL 590 2,378 6 ZAL 606 3,148
8 ZAL 591 1,250 8 ZAL 607 1,602
10 ZAL 592 0.778 10 ZAL 608 0.865
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Concentracion

Voluntario Tiempo real . Cécfi‘go d‘e’ Zalcitabina Voluntario Tiempo real . Cécfi.go d.e' C%r:I:;rt\;Laiﬁ?n
(h) identificacion (ng/ml) (h) identificacion (ng/ml)
0 ZAL 609 ND 0 ZAL 625 ND
0.167 ZAL 610 ND 0.167 ZAL 626 ND
0.333 ZAL 611 0.809 0.333 ZAL 627 3,559
0.5 ZAL 612 4,015 0.5 ZAL 628 24,244
0.667 ZAL 613 7,550 0.667 ZAL 629 21,103
0.833 ZAL 614 24,525 0.833 ZAL 630 20,539
1 ZAL 615 14,181 1 ZAL 631 20,939
39 1.25 ZAL 616 16,739 40 1.25 ZAL 632 26,063
1.5 ZAL 617 14,593 1.5 ZAL 633 21,237
2 ZAL 618 15,273 2 ZAL 634 17,061
3 ZAL 619 10,542 3 ZAL 635 10,147
4 ZAL 620 7,475 4 ZAL 636 8,992
5 ZAL 621 6,848 5 ZAL 637 4,328
6 ZAL 622 3,770 6 ZAL 638 3,454
8 ZAL 623 2,052 8 ZAL 639 2,416
10 ZAL 624 1,171 10 ZAL 640 1,005
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ANEXOS

ANEXO IV.GRAFICAS DE CONCENTRACION PLASMATICA EN ESCALA NORMAL Y

SEMILOGARITMICA CON RESPECTO AL TIEMPO PARA CADA VOLUNTARIO.
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ANEXO V.PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE ZALCITABINA OBTENIDOS PARA CADA VOLUNTARIO.

Tiempo | i oo | Vida ABC 0-inf
. No. Ke inicial . . Tlag | Tmax | Cmax | ABC 0-t
Voluntario | Corr. paraKe | (1/h) | para Ke flr:(a; Fha)ra m;t;ll?h;ie (h)g (h) | (ng/mL) | (h*ng/mL) (h*n)g/mL
(h)

1 0.9736 6 0.44 3 10 1.59 0 1 17.26 66.7 68.65
2 0.9891 5 0.42 4 10 1.64 0.17| 0.67 | 22.14 77.76 80.02
3 0.9784 7 0.43 1.5 8 1.63 0 1 24.82 50.39 52.43
4 1 3 0.49 6 10 1.42 0.33 1 25.91 64.49 65.44
5 0.9968 3 0.32 6 10 2.16 0 1 29.09 61.91 63.89
6 0.9667 8 0.38 1.5 10 1.82 0.17 | 1.25 | 49.27 96.2 99.01

7 0.9793 8 0.39 1 6 1.79 0 0.83 | 33.98 72.2 80.02
8 0.988 3 0.77 3 5 0.9 0.17| 0.67 | 2042 32.87 34.46
9 0.995 3 0.7 5 8 0.99 0.17 1 40.01 91.74 93.08
10 0.9551 11 0.37 0.83 10 1.89 0 0.83 | 15.28 37.01 38.21

11 0.973 11 0.36 0.83 10 1.93 0.17| 0.83 | 23.12 70.18 73.27
12 0.9865 5 0.48 4 10 1.46 0.17] 0.83 | 15.66 51.49 52.26
13 0.9968 4 0.38 5 10 1.81 0 0.67 | 41.05 102.55 104.88
14 0.9841 4 0.44 5 10 1.59 0.67 4 21.38 50.19 51.8

15 0.9261 7 0.26 2 10 2.65 017 15 17.65 56.67 61.02
16 0.9731 9 0.38 1.25 10 1.82 0.17| 1.25 | 36.05 100.76 103.76
17 0.9936 4 0.28 5 10 2.45 0.17| 1.25 | 34.06 86.96 91.7

18 0.998 3 0.31 6 10 2.2 0.17] 0.83 14.4 50.67 51.89
19 0.999 3 0.43 5 8 1.62 0.5 2 7.68 16.88 17.77
20 0.9962 3 0.73 4 6 0.95 05| 1.25 8.38 18.12 18.94
21 0.9656 8 0.36 1.5 10 1.93 017 15 16.15 47.36 49.6

22 0.9903 5 0.45 3 8 1.54 0 1.25 | 32.84 72.32 75.14
23 0.9992 3 0.26 6 10 2.65 0 0.67 | 22.01 46.83 49.15
24 0.9749 5 0.42 4 10 1.67 0.17| 0.83 | 20.97 47.47 49.22
25 0.9832 5 0.48 4 10 1.44 017 15 23.04 68.74 70.23
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'I:ie.m.po Tiempo Vida .

Voluntario | Corr. No. Ke inicial final para | media de Tlag | Tmax | Cmax | ABC 0-t | ABC 0-inf

Para Ke | (1/h) | paraKe Ke (h) Ke (h) (h) (h) | (ng/mL) | (h*ng/mL) | (h*ng/mL)

(h)

26 0.9728 5 0.72 2 6 0.96 0 0.67 15.95 32.53 33.4
27 0.9875 7 0.48 1.5 8 1.46 0 0.83 | 22.47 52.73 54.25
28 1 3 0.42 5 8 1.66 0.17] 1.25 | 16.59 37.09 38.23
29 0.9989 3 0.49 5 8 1.4 0.17| 0.83 11.51 26.97 27.8
30 0.9955 3 0.26 6 10 2.69 0.17] 0.83 11.19 30.27 32.31
31 0.985 8 0.26 1.5 10 2.66 0.17| 0.67 | 20.49 61.12 66.78
32 0.9721 8 0.21 1.5 10 3.3 0.17| 0.83 19.46 62.31 72.8
33 0.9939 4 0.31 5 10 2.2 0 1.5 13.74 41.48 43.03
34 0.987 6 0.43 3 10 1.61 0.5 3 13.92 49.2 50.84
35 0.9999 3 0.37 6 10 1.9 0.17| 0.67 | 23.46 56.8 59.06
36 0.9972 7 0.42 2 10 1.64 0.17 2 25.09 85.92 87.91
37 0.9916 5 0.31 4 10 2.21 0 0.67 32 76.66 79.14
38 0.9996 4 0.32 5 10 2.15 0.17 1 28.21 68 70.69
39 0.9995 3 0.29 6 10 2.37 0.17] 0.83 | 24.53 66.01 70.02
40 0.9781 9 0.36 1.25 10 1.94 0.17] 1.25 | 26.06 77.7 80.51

Corr: Correlacion.

Ke: Constante de Eliminacion.
No para Ke: Numero de datos utilizados en el célculo de Ke.
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