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1.0. RESUMEN.

1.0. RESUMEN.

En este trabajo se presenta la optimizacion de un método analitico para cuantificar
levetiracetam en plasma humano mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR). Se han reportado diferentes técnicas de extraccion por
precipitacion de proteinas, liquido-liquido y en fase solida para extraer
levetiracetam del plasma. Bajo estos antecedentes, se optimiza la extraccién por
precipitacion de proteinas para las condiciones del laboratorio en un rango de

concentracion de 0.6 a 60.0 pg/mL.

La separacion del analito se realizé con una columna Pursuit C18 de 150 x 4.6 mm
y 5 um de tamafo de particula, fase mavil de solucion amortiguadora de fosfato de
sodio 0.01 M, pH 3.1 : acetonitrilo (95:5 v/v) y deteccion por ultravioleta a 210 nm

de longitud de onda.

El método se validd en base a la NOM-177-SSA1-1998 que establece las pruebas
y procedimientos que deben realizarse para demostrar la intercambiabilidad de los
medicamentos geneéricos. Los pardmetros determinados fueron: selectividad,
linealidad, precisién evaluada como repetibilidad y reproducibilidad, exactitud,
limite inferior de cuantificacion (LIC), limite de deteccion (LD), recobro, tolerancia y
estabilidad de la muestra en condiciones de ciclos congelacién-descongelacion,
temperatura ambiente, refrigeracién, congelacion a -70°C a largo plazo, muestra
evaporada y muestra procesada. El método analitico demostro ser confiable para

su aplicacién un estudio de biodisponibilidad.
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1.0. RESUMEN.

Se realiz6 un estudio de biodisponibilidad en poblacién mexicana en 25 voluntarios
clinicamente sanos (13 hombres y 12 mujeres). Los parametros farmacocinéticos
calculados fueron: ABCy. (h*ug/mL), ABCo.nt (h*ug/mL), tiz (D), tmax (h), Cmax
(ug/mL) y Ke (h"), después de la administracion de una dosis oral Unica de 1000
mg de levetiracetam, tomando muestras predosis (tiempo cero) y a las 0.167,
0.333, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 17, 22 y 36 horas después de
la administracién. De estas muestras se obtuvo el plasma mediante centrifugacion
y se conservaron a -70 °C hasta ser analizadas de acuerdo al método analitico

optimizado.

La parametros farmacocinéticos obtenidos en poblacion mexicana fueron: ABCgy.:=
274.12 + 41.42 h*ug/mL, ABCo.n= 287.23 + 41.21 h*ug/mL, ti,= 6.69 + 1.10 h,
tmax= 0.90 £ 0.52 h, Crhax= 40.43 £ 8.19 ng/mL y Ke= 106 £ 0.018 (h).
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2.0. OBJETIVOS.

2.0. OBJETIVOS.

El presente trabajo consistié en optimizar y validar una metodologia analitica para

cuantificar levetiracetam en plasma y aplicarla en un estudio de biodisponibilidad.

Los objetivos del trabajo fueron:

- Optimizar y validar el método analitico mediante CLAR con deteccion de

ultravioleta.

- Aplicar el método analitico en un estudio de biodisponibilidad en poblacion

mexicana.
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3.0. INTRODUCCION.

3.0. INTRODUCCION.

3.1. Epilepsia.?*?

La epilepsia es una de las mas antiguas enfermedades conocidas por la
humanidad, se trata de un trastorno neurolégico cronico caracterizado por
recurrentes convulsiones epilépticas. Estas convulsiones son manifestaciones
clinicas que incluyen los sintomas y signos de una anormal, excesiva e
hipersincrénica descarga neuronal en el cerebro. La epilepsia puede ser genética
o puede ser el resultado de una serie de dafios cerebrales, como traumatismos
craneoencefalicos, derrame  cerebral, malformaciones vasculares o

malformaciones cerebrales congénitas.

3.1.1. Clasificacion. ®

Las crisis epilépticas se han clasificado en convulsiones parciales, cuando la
alteracion cerebral subyacente se localiza en un hemisferio y en convulsiones
generalizadas, en las que la alteracion cerebral subyacente es bilateral. Las
manifestaciones conductuales en las crisis convulsivas dependen de las funciones

gue se ejerzan normalmente en el sitio donde se originen las convulsiones.
De esta clasificacion surgen subclasificaciones, las cuales son dUtiles para

determinar el tratamiento con el farmaco antiepiléptico (FAE) mas apropiado y

seguro para cada paciente.
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3.0. INTRODUCCION.

Tabla 1. Clasificacién de las convulsiones epilépticas. ¥

: Farmacos Farmacos de
Tipo de . . . .
o Caracteristicas anticonvulsivos reciente
convulsion .
convencionales | desarrollo
Convulsiones parciales
Diversas manifestaciones que dependen de .
- . - gabapentina,
la region de la corteza activada por la crisis lamotrigina
: convulsiva (por ejemplo; si la corteza motora | carbamazepina, . ’
Parciales L L levetiracetam,
; representa al pulgar izquierdo, se producen fenitoina, . .
simples ) . tiagabina,
sacudidas en dicho dedo) que duran de 20 a valproato. .
topiramato,
60 segundos, el aspecto clave es la . i
), L Zonisamida.
conservacion del conocimiento
gabapentina,
Pérdida de conocimiento que dura de 30 : lamotrigina,
. . carbamazepina, )
Parciales segundos a 2 minutos, en muchos casos fenitoina levetiracetam,
complejas aunadas de movimientos propositivos, como valproato’ tiagabina,
chasquear los labios y agitar la mano ' topiramato,
zonisamida.
La convulsién parcial simple o compleja,
Parciales con evoluciona hasta una convulsion . abapentina,
; . . P L carbamazepina, gabapent
convulsiones | tonicoclonica, con pérdida del conocimiento y fenobarbital lamotrigina,
tonicoclonicas contracciones sostenidas (t6nicas) de los fenitoina ' levetiracetam,
generalizadas | musculos de todo el cuerpo, a lo que siguen irimidoné tiagabina,
de manera periodos de contracciébn muscular alternada F:/al roato ' topiramato,
secundaria con periodos de relajacion (clénicas) que P ' zonisamida.
duran 1 o 2 minutos
Convulsiones generalizadas
Inicio repentino de pérdida del conocimiento,
Crisis de aunado a mirada fija e interrupcion de las etosuximida, T
ausencia actividades que se estaban realizando y que valproato. 9
dura de manera caracteristica 30 segundos
, Contracciéon muscular breve de tipo choque .
Convulsiones e o . lamotrigina,
eléctrico, ya sea restringida a una extremidad valproato

miocldénicas

0 generalizada

topiramarato.

Convulsiones
tonicoclénicas

Perdida del conocimiento y contracciones
sostenidas (ténicas) de los musculos de todo
el cuerpo, a lo que siguen periodos de
contraccién muscular alternada con periodos
de relajacion (clénicas) que duran 1 o 2
minutos, solo que no esté procedida de una
convulsion parcial

carbamazepina,
fenobarbital,
fenitoina,
pirimidona,
valproato.

lamotrigina,
topiramarato
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3.0. INTRODUCCION.

3.1.2. Diagnéstico y tratamiento.®®

El factor mas importante para tratar la epilepsia es el diagnéstico preciso del tipo
de convulsion que se presenta. Una vez determinado, se establece el tratamiento,

el cual se basara en los siguientes aspectos generales del farmaco:

a) Caracteristicas farmacocinéticas.
b) Variedad farmacoterapéutica.

c) Efectos secundarios y anomalias congénitas.

Aungue el interés por desarrollar farmacos antiepilépticos ha sido constante, es en
las ultimas dos décadas en las que se ha buscado considerablemente extender la

variedad de farmacos que puedan asegurar mejores tratamientos.

Actualmente, a pesar de la variedad de farmacos antiepilépticos (FAE) que cada
vez cuentan con mejores condiciones tanto de eficacia como de tolerabilidad,
alrededor del 30% de los pacientes con epilepsia no han logrado el control de sus
crisis en forma adecuada. Levetiracetam es un nuevo FAE de estructura similar al
piracetam, pero con diferentes propiedades farmacolégicas. EI perfil
farmacocinético de dicho medicamento se aproxima mucho a las caracteristicas
del antiepiléptico ideal: buena biodisponibilidad, cinética lineal, rapida adquisicion

de valores estables, minima unién a proteinas y minimo metabolismo. ©

Este farmaco fue aprobado por primera vez en EUA como tratamiento adyuvante
para las crisis de inicio parcial (Noviembre 1999). Sin embargo, posteriormente se
aprob6 como tratamiento adyuvante para crisis generalizadas tonico-clénicas
primarias y para crisis mioclénicas de la epilepsia mioclénica juvenil, y aflos mas
adelante, mediante un ensayo de monoterapia comparativa, fue aprobado en la

Unién Europea para su uso como monoterapia inicial. ©
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3.2. Levetiracetam.®

Levetiracetam es un farmaco antiepiléptico (especificamente anticonvulsivante),
lleva por nombre quimico: (S)-a-etil-2-oxo-1-pirrolodina acetamida (Figura 1), con
un unico enantioméro R-a-etil-2-oxo-pirrolodina acetamida. Su férmula molecular

es CgH14N,0; y tiene un peso molecular de 170.21 (g/mol).

N O

CHCH, 74, |

C
Hf HCDNHE

Figura 1. Estructura de levetiracetam.

Se trata de un polvo blanco, cristalino, con ligero olor y sabor amargo, muy
soluble en agua (104 g/100 mL), cloroformo (65.3 g/100mL) y metanol (53.6
g/100mL), soluble en etanol (16.5 g/100mL), muy poco soluble en acetonitrilo (5.7

g/100mL) y practicamente insoluble en n-hexano.

3.2.1. Farmacodinamia."®

El mecanismo de accién de levetiracetam esta todavia por dilucidar, pero parece
ser diferente de los mecanismos de accién de los antiepilépticos comunes. Los
estudios in vivo e in vitro sugieren que levetiracetam, no altera la neurotransmisién

normal y las caracteristicas basicas de la célula.
Estudios in vitro muestran que levetiracetam afecta los niveles intraneuronales de

Ca’" mediante la inhibicién parcial de las corrientes de Ca** tipo N, y reduciendo la

liberacién de Ca?* de la reserva intraneuronal. Ademas, invierte parcialmente la
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reduccion de corrientes dependientes de GABA y glicina inducidas por zinc y B3-

carbolinas.

Por otra parte, estudios in vivo en modelos con ratones muestran que
levetiracetam se une a un punto especifico en el tejido cerebral. Este punto de
union especifico es la proteina 2A de las vesiculas sinépticas, el cual parece estar

involucrado en la fusién de vesiculas y en la exocitosis de neurotransmisores.

3.2.2. Farmacocinética.

3.2.2.1. Absorcién y distribucién. ©

Levetiracetam se absorbe rapidamente después de su administracién oral. La
biodisponibilidad oral absoluta es cercana al 100%. Los niveles maximos
plasmaticos (Cnax) Se alcanzan a las 1.3 horas después de su administracion. Los
valores normales plasmaticos (Cnax) después de una dosis Unica de 1000 mg y de
una dosis repetida de 1000 mg dos veces al dia son del 31 y 43 pg/mL

respectivamente.

Los alimentos no afectan su grado de absorcion pero disminuyen la Cnax €n un
20%. Levetiracetam presenta una farmacocinética lineal en el rango de dosis de
500 mg a 5000 mg. Tanto levetiracetam como su metabolito principal presentan
una union a proteinas plasmaéticas inferior al 10%, por lo tanto es poco probable
gue se presenten interacciones clinicamente significativas con otros farmacos a
través de la competencia por sitios de uniébn a proteinas. El volumen de
distribucion del levetiracetam es aproximadamente de 0.5 a 0.7 L/kg, valor cercano

al volumen total del agua corporal.
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3.2.2.2. Metabolismo. ©®

Levetiracetam no es metabolizado extensamente en humanos. Su principal via
metabodlica es la hidrélisis enzimética del grupo acetamida, que produce el
metabolito acido carboxilico (24% de la dosis) y no es dependiente de ninguna
isoenzima del citocromo P450 del higado. La hidrélisis de levetiracetam se
produce por accidbn de serinas, pero no de la colinesterasa y enzimas
carboxilesterasa. El metabolito principal es inactivo de acuerdo a los estudios
realizados en modelos animales. Dos metabolitos menores han sido identificados
como el producto de la hidroxilacion del 2-oxo-anillo de pirrolodina (2% de la dosis)
y la apertura del anillo 2-oxo-pirrolodina en la posicion 5 (1% de la dosis). No hay

interconversion enantiomérica de levetiracetam o de su metabolito principal.

3.2.2.3. Eliminacién. ©

La vida media plasmatica de levetiracetam en adultos es de 71 horas y no es
afectado por la dosis administrada o por la administracion repetida. Es eliminado
de la circulacion sistémica por excrecion renal como farmaco inalterado que
representa el 66% de la dosis administrada. El aclaramiento corporal total es de
0.96 mL/min/kg y el aclaramiento renal es de 0.6 mL/min/kg; sin embargo se ve
reducido en pacientes con insuficiencia renal. El mecanismo de excrecién es la
filtracion glomerular con subsiguiente reabsorcion tubular parcial. En el caso del
principal metabolito, este es excretado por filtracion glomerular y secrecién tubular

activa con un aclaramiento renal de 4 mL/min/kg.

3.2.3. Indicaciones terapéuticas. ©

Levetiracetam esta indicado como monoterapia en el tratamiento de las crisis de
inicio parcial con o sin generalizacion secundaria en pacientes mayores de 16

afnos con un nuevo diagnodstico de epilepsia.
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Esta indicado como terapia concomitante:

* En el tratamiento de las crisis de inicio parcial con o sin generalizacién
secundaria en adultos y en nifios mayores de 4 afios con epilepsia.

* En el tratamiento de las crisis mioclénicas en adultos y adolescentes
mayores de 12 afios con epilepsia mioclonica juvenil.

* En el tratamiento de las crisis tonico-clonicas generalizadas primarias en
adultos y adolescentes mayores de 12 afios con epilepsia generalizada

idiopatica.

3.2.4. Dosis y vias de administracién. ©

El tratamiento debe iniciarse con una dosis de 1000 mg una vez al dia. La dosis
diaria puede ajustarse en incrementos de 1000 mg cada 2 semanas hasta un
maximo recomendado de dosis diaria de 3000 mg. La via de administracion puede

ser oral mediante tabletas o solucién oral, o via intravenosa.

3.2.5. Contraindicaciones. ©

No debe ser administrado a pacientes con hipersensibilidad, a otros derivados de

la pirrolidona o a cualquiera de sus excipientes, en cualquier presentacion.

3.2.6. Reacciones secundarias. ©

Se puede presentar somnolencia, fatiga, dificultad de coordinacion, anomalias de
comportamiento, sintomas psicoticos, alucinaciones, agresividad, agitacién, enojo,
ansiedad, apatia, despersonalizacion, depresion, labilidad emocional, hostilidad,
irritabilidad, tendencia suicida. En pacientes pediatricos puede ocasionar

somnolencia, fatiga y alteraciones del comportamiento.
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3.3. Cromatografia.®®?

La cromatografia es una técnica usada para la separacion de los componentes de
una muestra, en la cual los compuestos se distribuyen en dos fases: una de las
cuales es estacionaria y que puede ser un sélido, gel o liquido retenido sobre un
sélido, y la otra fase es mévil la cual puede ser liquido, gas o fluido supercritico.

3.3.1. Clasificacion.®%V

La cromatografia se clasifica con base en distintas caracteristicas como son:

1) Fundamento de proceso cromatogréfico:

- Naturaleza de la fase movil. Si esta es un gas se denomina cromatografia

de gases, si es un liquido cromatografia de liquidos.

- Naturaleza de la fase estacionaria. Si la fase estacionaria es un sélido, la
movil puede ser liquido, gas o fluido supercritico y de manera analoga si la
fase estacionaria es liquida la movil podra ser liquido, gas o fluido

supercritico.

- EI fendmeno que ocurre dentro de la columna. En donde puede haber
interaccién directa o indirecta del analito con la fase estacionaria siendo asi
que se tiene modalidades de reparto, intercambio i6nico, afinidad,

interacciones hidrofébicas, par idnico, micelar y exclusion molecular.

2) Forma de realizar el proceso (dispositivo experimental):

- Plana. Consiste en un adsorbente solido distribuido sobre una superficie
plana que presenta cierta capilaridad la cual permite que la fase movil pase

entre las particulas y se presente la separacion.
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Columna. Consiste en un soporte sélido adsorbente dentro de un tubo a
través del cual se hace pasar la fase movil por lo que la elucién de solutos

puede llevarse a cabo por gravedad o presion positiva.

Clasificacién de la cromatografia de liquidos. ‘%2

Cromatografia liquido-solido (adsorcion). En donde se usa una fase

estacionaria polar y una fase mévil no polar.

Cromatografia liquido-liquido (particion). En esta modalidad las moléculas
del soluto se distribuyen entre dos liquidos, uno es la fase moévil y el otro la

fase estacionaria.

Cromatografia de fase ligada. Donde se reemplaza el tipo de unién de la
fase estacionaria a su soporte para lograr una unién quimica perdurable,
para ello se usan materiales altamente hidrofobicos e hidrofilicos

(octadecilo, octilo, hexilo, butilo, ciano, amino, fenilo, nitro, etc).

Cromatografia de intercambio i6énico. Donde se emplean rellenos en los
cuales la particula esta constituida por un polimero o silica gel unidos a un

grupo funcional aniénico o catidnico.
Cromatografia de exclusibn molecular. Donde se emplean materiales de
porosidad controlada que funcionan como tamiz o filtro y separa a las

moléculas segun un orden decreciente de tamafio molecular.

Cromatografia de afinidad. Donde la interaccion de los solutos con la fase

estacionaria es debida a interacciones tipo llave-cerradura muy selectiva.
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3.3.3. Principales componentes instrumentales del sistema

cromatografico. 314

El sistema cromatografico (Figura 2) esta constituido por:

a) Bomba:

Es la encargada de impulsar la fase mdvil proveniente del recipiente con
disolvente hacia el inyector y desde ahi hacia la columna; el flujo de trabajo puede
ser muy variable, ya que hay bombas capaces de entregar volimenes del orden

de los uL/min hasta los de mL/min.

En general hay dos tipos de bombas: las de pistén (bombas reciprocantes) y las

de desplazamiento continuo, siendo las primeras las de uso mas difundido.

Los materiales de los que estan construidas deben ser resistentes al ataque
quimico y desgaste mecanico, es asi que los materiales con los que se construyen

son acero inoxidable, zafiro, rubi y teflon.

b) Inyector:

Es el dispositivo que permite introducir la muestra que se encuentra en solucién

sin interrumpir el flujo de solvente a través del sistema, sus caracteristicas son:

- De facil operacion.
- Inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.
- Preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.

- No provoca diluciones importantes en la muestra.
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Los tipos basicos son:

- Inyectores automaticos.

- Valvulas de intercambio.

Inyectar
Bomba de Loop
Alta Presidn %

Ap—
w B

H Sisterna de Adquisicidn y
2% Prgcesamiento de Datos

Caolumna

Figura 2. Componentes de un sistema cromatografico.

c) Sistema de deteccion:

El detector es un sistema que permite ubicar y procesar en tiempo y espacio la
posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna y debe de
reunir caracteristicas como tener un amplio rango dindmico de respuesta, poseer
respuesta lineal, no contribuir al ensanchamiento de banda, responder a todos los
solutos, sensibilidad apropiada, no verse afectado por cambios de temperatura,

poseer buena relacién sefal ruido, no ser destructivo, tener una constante de

tiempo baja.
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El detector ultravioleta es selectivo y es el mas empleado por poseer un rango
lineal y buena sensibilidad que permite detectar analitos en el orden de
nanogramos y puede emplearse con gradientes de solventes. El detector
ultravioleta opera en el rango de 190 a 350 nm y en algunos equipos se puede
extender a la zona visible del espectro (350 a 700 nm) recibiendo asi el nombre de
detector UV-Visible.

Existen dos tipos de detectores ultravioleta: los de longitud de onda fija y los de
longitud de onda variable.

El primero como su nombre lo indica, opera a longitudes de onda prefijadas
determinadas por las lineas de emision de la lampara, habitualmente de mercurio,
en donde la longitud de onda comunmente trabajada es de 254 nm, pero también
se usan 313, 334 y 365 nm; la lampara funciona como monocromador y para
eliminar las longitudes de onda no deseadas se utilizan filtros de interferencia
(Figura 3).

El detector de longitud de onda variable es un espectrofotometro en el cual se
reemplaza el compartimiento de cubetas por una celda de flujo. Este detector
permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo con lo cual se puede
elegir la longitud de onda de méaxima absorcion del analito para asi poder
aumentar la sensibilidad de la medicién. Para esto se necesita una lampara de
emisién continua de deuterio o xendn; la luz emitida por la lAmpara se enfoca en
un monocromador para que la luz monocromatica se dirija hacia la celda de

medida y de ahi hacia el fotomultiplicador.
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Dentro de estos detectores se tiene al denominado arreglo de fotodiodos, en
donde la celda se ilumina con luz blanca (no monocromatica) y la luz que emerge
de la celda llega a una red de difraccidon y de ahi es dispersada hacia un elemento
fotosensible que son los fotodiodos, los cuales consiguen medir la luz transmitida
en todo el espectro de absorcion del analito de interés en tiempo real, de ahi su

importancia.

Ranura

Entrada
Espejo

| Fotomultiplicador
Red |
de Calda

Difracclon Ranura

de
Sallda

Figura 3. Detector de onda variable o espectrofotométrico.
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3.5. Cuantificacion de farmacos en fluidos biolégicos. +2%23)

En las diferentes areas de la quimica existen diversos propdsitos para la
cuantificacion de moléculas en fluidos biolégicos, tales como: monitoreo de
farmacos, toxicologia forense, toxicologia del deporte, estudios preclinicos de fase
I, estudios de bioequivalencia, estudios de farmacodinamia y farmacocinética,

descubrimiento de nuevos farmacos, etc.

La seleccion del fluido biolégico depende de muchos factores, como el tipo de
absorcion, distribucion y eliminacién del farmaco, el grado de unién a algin
componente endogeno (tejidos, proteinas, eritrocitos), complejidad de la matriz
bioldgica, facilidad para la extraccion, propiedades fisicoquimicas de la molécula,

concentracion en la muestra, tipo de deteccion del método analitico, entre otras.

La orina, sangre y plasma son los fluidos mas comunes para la cuantificacion de
farmacos, sin embargo se puede lograr en otros como el fluido cerebro espinal,

saliva, bilis, heces fecales.

Sangre: Es un tejido fluido con aspecto liquido viscoso que constituye el medio
interno que relaciona a todo el organismo en un promedio del 8% del peso
corporal, formado por una fase liquida plasméatica y elementos formes (serie
blanca, roja y plaquetaria). Es el fluido mas complejo para la cuantificacion de
farmacos pero es muy util cuando la molécula presenta alta permeabilidad a las
membranas o afinidad a ellas. Generalmente su limpieza y extraccion consiste en

una simple centrifugacion.

Plasma y suero: El plasma es la fraccion liquida de la sangre que contiene gran
cantidad de iones, moléculas inorganicas y moléculas organicas que transitan a
varias partes del cuerpo o ayudan al transporte de otras sustancias. Es muy
estable y su condicion depende mucho del individuo. El plasma es el principal

fluido para la cuantificacion de farmacos en torrente sanguineo. El suero tiene la
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misma composicion que el plasma, exceptuando el fibrindbgeno y los factores de
coagulacion Il, V, y VI, y porque aumenta el contenido de serotonina por la
degradacion de las plaquetas durante la coagulacion. Estos fluidos pueden ser

usados aun cuando el farmaco se una a proteinas.

Orina: Liquido de aspecto claro, color amarillo y con olor caracteristico, formado
por agua, sustancias organicas como la urea, el acido Urico, el acido hipurico
(benzoilaminoacético), creatinina, purinas y amoniaco, y sustancias inorganicas
como cloruros, sulfatos y fosfatos de sodio, potasio, magnesio y calcio. A
diferencia de los anteriores esté libre de proteinas y lipidos, sin embargo presenta
muchas variaciones en su composicion y pH entre individuos. Es util para la
cuantificacion de farmacos cuando estos son solubles en agua y se excretan por
via urinaria. Tiene la desventaja que no se puede controlar el volumen de orina,
por lo cual es necesario considerar este volumen para que la cuantificacion sea

expresada en términos de cantidad excretada y no de concentracion.

3.6. Extraccién de farmacos en fluidos biolégicos. ¢+242520)

Las técnicas mas utilizadas para la extraccion de farmacos en fluidos bioldgicos
son: precipitacion de proteinas, extraccion liquido-liquido, extraccion en fase sélida

y extraccion por membranas de filtracion (dialisis y ultrafiltracién).

3.6.1. Precipitacion de proteinas.

Los métodos de precipitacion deben ser rapidos, no agresivos, escalables y
relativamente economicos, y se llevan a cabo mediante la perturbacion del pH,

fuerza ionica y temperatura del medio en el que se encuentran disueltas.
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Efecto de las concentraciones salinas.

La solubilidad de una proteina en solucibn es una funcidon sensible a las
concentraciones de las sales disueltas. Dicha concentracion se expresa como
fuerza ionica, en la cual también se considera el tipo de iones. La precipitacion por
sales es una consecuencia primaria de la competencia entre los iones de la sal
que se han afadido y los demas solutos disueltos por las moléculas de
solvatacion, por lo que haciendo un ajuste en la concentracion de una sal en una
disolucién, pueden eliminarse muchas proteinas indeseables y eliminar el
precipitado por filtracibn o ultracentrifugacion. El sulfato de amonio ha
permanecido como el reactivo mas empleado, gracias a que posee una alta
solubilidad y la densidad de una solucion saturada (4.1 M) a 25°C (p= 1.235 g/mL)

no es tan elevada como la de otras soluciones salinas precipitantes.

Efecto de los disolventes organicos.

Los disolventes organicos como la acetona y el etanol, son buenos precipitantes
de proteinas debido a su baja constante dieléctrica que provoca la disminucién del
poder de solvatacion de las disoluciones acuosas respecto a los iones disueltos,
entre ellos los de las proteinas. La disminucion de la constante dieléctrica por los
disolventes organicos aumenta también las diferencias en el efecto de la
precipitacion por sales, de modo que ambas técnicas pueden combinarse

efectivamente.
Efecto del pH.
Las proteinas son menos solubles a su punto isoeléctrico (pl), donde no son
portadores de carga neta, y por lo tanto permanecen inmoviles en un campo

eléctrico, de modo que al ajustar el pH de una mezcla de proteinas al pl de la

proteina que se desee precipitar, disminuira selectivamente su solubilidad.
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En la practica, esta técnica se combina con la precipitacion por sales y asi las

proteinas se precipitan con mayor eficiencia mediante la sal en la proximidad de

su pl.

En la tabla 3 se presenta un resumen de los métodos para extraer farmacos

mediante precipitacion de proteinas y una breve descripcion de las ventajas y

desventajas de dichas técnicas.

Tabla 3. Métodos utilizados para la precipitacion de proteinas.®V

Método de precipitaciéon

Comentarios

Calentamiento 90°C por 5-
15 min.

Poco eficiente, descomposicion de la muestra, no sirve
para analitos termolabiles.

Ciclos congelacion-
descongelacién

Poco eficiente, consume mucho tiempo.

Saturacion con (NHg)2 SOg4

Moderadamente eficiente, grandes cantidades de sales en
el sobrenadante, pH final de 7.

Acido metafosférico

Excelente eficiencia, debe almacenarse en frio, pH final
menor a 3, probable descomposicién del analito.

Acido perclérico

Excelente eficiencia, debe almacenarse a frio, pH final
menor a 3, probable descomposicién del analito. La
mayoria de los compuestos basicos se extraen
exitosamente.

Acido tricloroacético

Excelente eficiencia, debe almacenarse a frio, dificultad de
remover el reactivo de las muestras.

Se requieren de dos volumenes para completar la

Etanol precipitacion. Recomendado para farmacos inestables a
pH bajo.
. Se requieren de 1.5 volimenes para completar la
Acetonitrilo

precipitacion, recomendado para analisis en CLAR.
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3.6.2. Extraccion liquido-liquido.

Consiste en la particion de la muestra entre dos fases inmiscibles (acuosa y
organica). La eficiencia de la extraccion depende de la afinidad de la molécula por

el disolvente de extraccion, la relacion entre las fases y el nimero de extracciones.

El empleo de modificaciones del pH con &cidos o bases en la fase acuosa puede
incrementar la afinidad de las moléculas por alguna fase, también puede
favorecerse la afinidad mediante la formacion de un par i6nico con solutos
ionizables, formacion de complejos lipofilicos con iones metalicos o mediante la
adicion de sales neutras para disminuir la solubilidad de los compuestos orgénicos

en la fase acuosa.

Este tipo de extraccion tiene la ventaja de ser simple y de que existe una gran
cantidad de disolventes organicos con alta pureza que amplian la gama de
solubilidad y selectividad. Tiene las desventajas de que pueden formarse
emulsiones al momento de realizar la agitacion, perdida del analito durante las
extracciones, concentracion de la muestra debido a la evaporacion del disolvente

organico.

3.6.3. Extraccion en fase sélida.

Hoy en dia la extracciéon en fase sélida es una de las herramientas mas utilizadas
para la extraccion de farmacos en fluidos biologicos. Consiste en el uso de
cartuchos empacados con fuertes absorbentes con mecanismos de retencion

similares a los de una columna de cromatografia de liquidos.
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Un cartucho normalmente consiste en un tubo de polipropileno conteniendo cerca
de 50-500 mg de adsorbente, 40-60 mm de tamafio de particula, establecidos en
el tubo a través de dos filtros. En general, los procedimientos para la extraccion en

fase sélida se dividen en cuatro pasos:

1) Activacién de absorbente con un disolvente para dejar libres los sitios activos.

2) Introduccién de la muestra. La retencion se produce con la interaccion del

analito y las interferencias de la matriz con la fase absorbente del cartucho.

3) Limpieza del cartucho para eliminar las interferencias de la matriz pero no al

analito, el que se encuentra retenido.
4) Elucién del analito con un disolvente que posea la fuerza de elucién adecuada.
Actualmente un gran namero de absorbentes estan disponibles comercialmente.
En general, el material de los absorbentes es similar a los utilizados en
cromatografia de liquidos. Asi, el carb6n activado, alimina, gel de silice, silicato
magnesio (florisil), aglutinantes quimicos, polimeros, entre muchos otros, son

utilizados ampliamente para la extraccién en fase soélida.

En la tabla 4 se presentan algunos ejemplos de absorbentes:
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Tabla 4. Ejemplos de absorbentes para extraccion en fase sélida. ?®

No polares
C18 Octadecilsilano = Si— (CH32)17 — CH3
C8 Octilsilano = Si— (CH2)7 — CH3
Ph Fenilsilano —Si / \
Polares
FL Florosil MgO;Si
AL Alumina Al,O3
Si Silica = Si— OH
Trampa idnica
PRS Sulfonilpropilsilano = Si— CH; — CH, — CH, — SO3 "Na
DEA Dietilaminopropilsilano = Si— CH; — CH; — CHz — N (CH; — CHa),
CBA Carboximetilsilano = Si— CH2 — CH2 — COOH
Covalente
PBA Acido fenilborénico N ~~ /@\
Si N B(OH),

Entre las ventajas de la extraccion en fase sdlida son: el poco consumo de
disolventes, no se forman emulsiones, alta selectividad, posibilidad de
automatizacion. Las desventajas pueden ser el alto costo de los cartuchos,
obstrucciones de los cartuchos por componentes sdlidos de la matriz y requiere

instalaciones y equipos especializados.

3.6.4. Extraccion por membranas de filtracion.

Esta técnica usa una membrana que es una barrera selectiva entre dos fases, la

separacion se logra por la capacidad de transporte de la membrana, ya sea por
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velocidad de difusion o por el tamafio de las moléculas con respecto a la matriz
biolégica. Las membranas pueden ser clasificadas en funcion de la estructura y
mecanismo de separacion. La estructura puede ser porosa 0 no porosa, simétrica
0 asimétrica. Y en cuanto a los mecanismos de permeabilidad pueden ser por

diferencia de concentracion o diferencia de presion.

3.6.4.1. Didlisis.

Este método de extraccion se lleva a cabo por difusion de las moléculas como
resultado de un gradiente de concentracion. Se utiliza principalmente para la
separacion de moléculas de bajo peso molecular de moléculas de alto peso
molecular. Se obtiene una mayor recuperacion en funcién del tiempo cuando la
membrana posee una gran superficie, una capa delgada, y baja tortuosidad. El
mayor inconveniente de esta técnica es que con el tiempo el gradiente de
concentracion y el flujo disminuyen hasta que llegan a un equilibrio, es lenta y
tiene bajos porcentajes de recobro.

3.6.4.2. Ultrafiltracion.

Consiste en la separaciéon de las moléculas por tamafio situadas en una
membrana a la cual se le aplica un gradiente de presion. La ultrafiltracién ha sido
ampliamente utilizada para la eliminacion de proteinas y otras macromoléculas.
Tiene la ventaja de que es una técnica sencilla, las membranas se consiguen de
manera comercial y no tiene problemas de dilucién de la muestra ni de intercambio
de disolventes. Un problema comun es la obstruccion de la membrana por
moléculas que no pueden atravesarla, causando resistencia adicional a la
transferencia de masa, ademas pueden existir interacciones no deseables de las

moléculas con las membranas.

Péagina | 37



3.0. INTRODUCCION.

3.7. Validacion de métodos analiticos. ¢”

La validacion de un método analitico es un procedimiento mediante el cual se
documenta la evidencia experimental que demuestra que un procedimiento
cumple con el propésito para el que fue disefiado, en este caso, el propdsito es la

cuantificacion de un farmaco en plasma.

La validacién se lleva acab6 mediante una serie de pruebas que evallan
pardmetros esenciales que aseguran el desempefio del método bajo distintas

condiciones.

En México, la Normal Oficial Mexicana (NOM-177-SSA1-1998) establece los
criterios y requisitos que deben observarse para la validacion de un método
analitico y su aplicacion en la realizacion de pruebas para demostrar la

intercambiabilidad de los medicamentos genéricos.

Los criterios generales para validar un método analitico son:

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.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evalia como repetibilidad y reproducibilidad.
Repetibilidad: Precision de un método analitico que expresa la variacion dentro

de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones.
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Reproducibilidad: Precision de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo,

columnas o analistas.

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

referencia.

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

sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.

Limite inferior de cuantificacion: Concentracion mas baja del compuesto que
puede cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el
método.

Limite de deteccion: Minima concentraciéon de un compuesto en una muestra el
cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las
condiciones de operacién establecidas.

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

compuestos por analizar en la muestra bioldgica.

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.

Tolerancia: Capacidad del 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.
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4.0. PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental consiste en dos fases:

1) Optimizacién y validacion del método analitico por CLAR para cuantificar

levetiracetam en plasma.

2) Aplicacion del método en un estudio de biodisponibilidad con voluntarios

sanos de nacionalidad Mexicana.

4.1. Material, equipos e instrumentos.

4.1.1. Material.

¢ Naves de pesado.

e Espatula de cromo-niquel.

e Guantes de nitrilo.

e Matraces volumétricos calibrados de 10, 50 y 1000 mL.

e Pipetas volumétricas calibradas de 5 mL.

e Propipeta.

e Membrana de filtracién (0.2 micras de tamafio de poro).

e Frasco de vidrio con tap6n rosca de 100, 1000 y 2000 mL.
e Puntas de volumen variable para repetidora Combitip®, Marca Eppendorf.
e Vasos de precipitados de vidrio 100, 200, 250 y 1000 mL.
e Probeta graduada de 1000 mL.

e Microtubos de 2 mL.

¢ Insertos de propileno.

¢ Viales para automuestreador del sistema cromatografico.

e Barra magnética de agitacion.
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4.1.2. Equipos e instrumentos.

e Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion, que consta de:
o Modulo de Separacion modelo 2690D.
o Detector de UV marca Waters modelo 486.
o Empower® version 5.0, Software para procesamiento de resultados.
e Balanza granataria marca Ohaus modelo Adventurer PRO.
e Balanza analitica marca Ohaus modelo EP214C.
e Agitador vortex marca Thermolyne, modelo Maxi Mix 1.
e Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-5-A36.
e Sistema de purificacion de agua marca Barnstead, modelo Nanopure
Diamond.
¢ Pipeta repetidora electrénica marca Eppendorf modelo Repeater Plus.
e Micropipeta volumen variable 100-1000 mL, marca Hirschmann Laborgerate
modelo Hirschmann Labopette.
e Micropipeta volumen fijjo 200 uL marca Hirschmann Laborgerate, modelo
Hirschmann Labopette.
e Refrigerador Torrey R-16.
e Centrifuga Hettich Rotanta 460R.
e Centrifuga Eppendorf 5424.
e Centrifuga Centra CL5.
e Potenciometro Oakton Serie pH 510.
e Parrilla con agitacion magnética.
e Bafio ultrasonico Marca Bransonic, modelo 3510R-MT.
e Columna Cromatografica: Pursuit C18 de 150 x 4.6 mm, 5 um de tamafio de

particula.
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4.1.3. Reactivos y disolventes.

e Agua grado cromatografico, obtenida del sistema de purificacion marca
Branstead, modelo Nanopure Diamond.

e Fosfato monobasico de sodio, J.T. Baker, grado reactivo.

e Acetonitrilo, Mallinckrodt, grado cromatografico.

e Metanol, J.T. Baker, grado cromatografico.

¢ Diclorometano (CH,Cl,), J.T. Baker, grado cromatografico.

e Acido fosférico concentrado (H3PQ,), J.T. Baker, grado reactivo.

4.1.4. Matriz biolégica.

El fluido biolégico para la optimizacion del método, validacién y estudio de
biodisponibilidad (blancos, curvas de calibracién y puntos control) fue plasma
humano fresco con CPDA como anticoagulante, proveniente de voluntarios sanos
del Instituto Nacional de Cardiologia, el cual cont6 la documentacion que amparé

su bioseguridad. El plasma fue almacenado en congelacién a -70°C.

4.1.5. Sustancia de referencia.

e Levetiracetam. Estandar secundario, TEVA, lote: 25270LV109008AJc2,
Pureza: 100.1%. Caducidad 01-12-2010.
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4.2. Preparacioén de soluciones.

Solucién amortiguadora de fosfato de sodio monobasico (NaH,PO4)10 mM,
pH: 3.1.

Se pesd 1.36 g de fosfato de sodio monobésico y se transfirieron a un
matraz volumétrico de 1000 mL, se disolvié con agua grado cromatogréafico
y se llevd a volumen con el mismo disolvente. Posteriormente se ajusto el

pH con &cido fosférico (HsPO,4) concentrado.

Solucién de referencia de levetiracetam 1200 ug/mL.

Se peso con exactitud 12 mg del estandar secundario de levetiracetam y se
transfirieron cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevd
a volumen con agua grado cromatografico.

Solucién de referencia de levetiracetam 600 pg/mL.

Utilizando una pipeta volumétrica, se transfirieron 5 mL de la solucion de
referencia de levetiracetam de concentracion 1200 pg/mL a un matraz
volumétrico de 10 mL y se llevo a volumen con agua grado cromatografico.
Solucién de referencia de levetiracetam 60 pg/mL.

Utilizando una pipeta volumétrica, se transfirieron 5 mL de la solucion de

referencia de levetiracetam de concentracion 600 pg/mL a un matraz

volumétrico de 50 mL y se llevo a volumen con agua grado cromatografico.
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Solucion de referencia de levetiracetam 2000 pg/mL para la prueba de
integridad de la dilucion.

Se pesoO con exactitud 20 mg del estandar secundario de levetiracetam y
se transfirieron cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 mL y se

llevé a volumen con agua grado cromatogréfico.

Solucién para evaluar la adecuabilidad del sistema. Levetiracetam 30

Mg/mL.

Utilizando una pipeta volumétrica, se transfirieron 10 mL de la solucién de
referencia de levetiracetam de concentracion 60 pg/mL a un matraz
volumétrico de 20 mL y se llevd a volumen con fase movil (solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 0.01M pH 3.1 : ACN 95:5 v/v)

Solucién de reconstitucion (Fase movil). Solucién amortiguadora de fosfato
de sodio monobasico (NaH,P0O4)10 mM, pH: 3.1 : ACN (95:5 v/v).

Utilizando una pipeta volumétrica, se transfirieron 5 mL de ACN grado

cromatografico a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevé a volumen con

solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.01M pH 3.1.
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4.3. Optimizacion del método analitico.

Para establecer las condiciones ideales para la cuantificacion del analito de interés
en la matriz bioldgica, se comenzé con una profunda revisién bibliografica®®*®,
principiando con la busqueda de las propiedades fisicoquimicas que impacten
para el andlisis y separacion del analito, posteriormente se consultaron trabajos
publicados en donde hayan realizado determinaciones de levetiracetam en
plasma, el sistema de deteccion en el cual se cuantificd, las condiciones del
mismo y el método de extraccion en matriz biolégica. Después se eligid el intervalo
de concentracién al cual se cuantificaria en base a las dosis de los preparados
farmacéuticos existentes y en particular para este trabajo, a la dosis que se

administraria para el estudio de biodisponibilidad (tabletas de 1000 mg).

4.3.1. Condiciones cromatograficas.

Condiciones del detector.

Se utiliz6 un detector ultravioleta (UV-VIS) a 210 nm de longitud de onda, dato

obtenido de la revisién bibliogréfica. *°*?

Columna cromatogréfica.

Se utilizé la columna Pursuit C18 de 150 mm de longitud por 4.6 mm de diametro

interno y 5 um de tamafio de particula.

Fase movil.

Se probd la solucion amortiguadora de fosfato de sodio monobéasico (NaH,PO,) 10

mM : ACN, modificando la proporcion de acetonitrilo en un rango de 5 a 50%.
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También se modificé el pH de la solucion de fosfato de sodio monobasico
(NaH,PO4) 10 mM en un rango de 2.6 a 4.5 unidades.

La eleccion de la fase movil se realiz6 en base a aquella que proporcionara mejor
resolucién del pico de levetiracetam respecto a las interferencias enddgenas
provenientes de la matriz biologica y del frente de reactivos, asi como de aquella
que proporcionara un tiempo de retencion razonable para el analisis de una gran

cantidad de muestras.
Velocidad de flujo.

Se evaluaron velocidades de flujo de 1.0, 1.2 y 1.5 mL/min. La eleccién de este
pardmetro se realizdé en base al que proporcionara mayor resolucion del pico de
levetiracetam respecto a interferencias enddégenas, asi como aquel que no

provocara un cambio elevado de la presion del sistema cromatogréfico.

4.3.2. Método de extraccion.

Para la extraccion de levetiracetam de plasma humano, en la bibliografia se
reportan diferentes técnicas de extraccion, entre ellas el método mas sencillo,
rapido y con un alto porcentaje de recobro es la precipitacién de proteinas™®, por
lo que en el presente trabajo se decidio optimizar dicha técnica.

Para extraer levetiracetam del plasma se probaron dos distintas técnicas mediante
precipitacion de proteinas (Figura 4). En el primer método (Método 1) se llevo
acabd mediante la precipitacion de proteinas con una mezcla de MeOH:ACN y en
el segundo (Método 2) mediante la precipitacion de proteinas con ACN vy

posteriormente una extraccion liquido-liquido con CH,Cls.
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Método 1. Precipitacién de proteinas.

200 uL Agitar en vortex 60 Tranferir
muesLtlra . ?g F\ﬁg%rl-? iqtlélc_} - seg. y centrifugar a sobrenadante
plasmatica uL de ACN 14000 rpm por 10 atL_le de
min. vidrio

.

Inyectar 10 L del Recontituir lamuestra
sobrenadanteal con 200 L de la - Evapggég%egugdad
sistema solucion de a ajo

: R corriente de aire
cromatografico reconstitucion

Método 2. Precipitacién de proteinas / Extraccion liquido-liquido

500 pL muestra Agregar 1000 pL ?gga; (an\{ﬂ?uegxa?g
plasmatica de ACN 14000 rpm por 10 min.

Inyectar 100 uL de la Agitar en vortex 60 seg y Tr:?;i%rc?giﬂ;d:me
fase acuosa al sistema centrifugar a 3500 rpm agregar 3mL )&ey

cromatografico por5 min CH.Cl,

Figura 4. Evaluacion de métodos de extraccion.
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4.4. Validacion del método analitico.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas del método analitico, éste se valido
siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-
1998, del apartado que se refiere a la validacion de métodos analiticos para el

analisis quimico de muestras bioldgicas en pruebas de bioequivalencia.

Al inicio de cada corrida analitica se evalu6 la adecuabilidad del sistema y la
selectividad del mismo. Para la adecuabilidad del sistema se realizaron seis
inyecciones consecutivas de una solucion de 30 pg/mL de levetiracetam. El
sistema se considerd estable cuando el coeficiente de variacién de la respuesta y
del tiempo de retencién del pico de levetiracetam fue menor al 2%, asi como una
simetria promedio del pico de levetiracetam menor a 2.0 y platos teoricos
promedio de la columna mayor a 2000. La selectividad se evalué inyectando un
blanco de reactivos y uno de plasma, los cuales se analizaron por el método de
extraccion elegido a las condiciones cromatograficas establecidas. En ninguno de

los casos se debian presentar interferencias con el pico de interés.

4.4.1. Preparacion de la curva de calibracién y puntos de control.

Se prepararon cada uno de los puntos de la curva de calibracién y puntos control
tal como se indica en la tabla 5, utilizando pipeta repetidora electrénica y puntas
Combitip® de diferentes volumenes. Se tomaron las alicuotas correspondientes,
se depositaron en microtubos de 2 mL, se completd el volumen a 1 mL con una

mezcla de plasma libre de farmaco y se agitd en vortex por 30 segundos.

Péagina | 48



4.0. PARTE EXPERIMENTAL.

Tabla 5. Preparacion de la curva de calibracién y puntos de control

Volumen Volumen Volumen »
. ) ) Concentracion
levetiracetam | levetiracetam | levetiracetam | H,0 | Plasma _
levetiracetam
(1200 pg/mL) | (600 pg/mL) (60 pg/mL) pL ML
(ng/mL)
ML ML ML
50 - - - 950 60**
45 - - 5 950 54
40 - - 10 950 48*
30 - - 20 950 36
25 - - 25 950 30*
- 40 - 10 950 24
- 20 - 30 950 12
- 10 - 40 950 6
- - 30 20 950 1.8*
- - 20 30 950 1.2
- - 10 40 950 0.6***
- - 5 45 950 0.3%***

*Puntos control.

** | imite superior de cuantificacion.

*** Limite inferior de cuantificacion.

**** | imite de deteccion.

4.4.2. Linealidad.

Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes en

cinco dias diferentes, contemplando las concentraciones de 0.6, 1.2, 6, 12, 24, 36,

54 y 60 ug/mL, tal y como se describe en la tabla 5 y posteriormente se

procesaron de acuerdo al método de extraccién optimizado.
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La relacion entre la respuesta cromatografica con respecto a la concentracion en
cada curva de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal por
minimos cuadrados de la ecuacién y = mx + b, con ponderacién 1/x?, donde la
variable “y” es el area de levetiracetam obtenida para la concentracion nominal. Se
consideré que el método cumplia con este pardmetro, si al realizar el ajuste en
cada una de las cinco curvas se obtenia un coeficiente de correlacion mayor o
igual a 0.99 y la desviacion porcentual de la concentracion recuperada
(interpolada) con respecto a la nominal (adicionada) era menor o igual al £15% en
todos los puntos que constituyen la curva de calibracion, a excepcion del limite de

cuantificacion cuya desviacion no debia ser mayor al £20%.

4.4.3. Precision del método.

La precisién del método se evalué como repetibilidad y reproducibilidad.

4.4.3.1. Repetibilidad.

A partir de una solucibn de referencia se prepararon y cuantificaron por
sextuplicado, muestras plasmaticas con levetiracetam a una concentracion de 1.8,
30 y 48 pg/mL (puntos control) y se procesaron con el método de extracciéon
optimizado, estas muestras no pertenecen a la curva, pero se encuentran dentro
del intervalo de concentraciones establecido. Con los resultados obtenidos se
determiné el promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion de la
concentracion recuperada para las seis determinaciones de cada nivel. El
coeficiente de variacion de cada muestra no debié ser mayor al £15% respecto a

la concentracidon nominal.
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4.4.3.2. Reproducibilidad.

Para evaluar la reproducibilidad entre dias se prepard una curva de calibracion
con muestras plasmaticas con levetiracetam a una concentracion de 1.8, 30 y 48
Mg/mL  (puntos de control) por sextuplicado, durante tres dias diferentes,

empleando cada dia una solucion de referencia preparada recientemente.

Se calculd 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 deberia ser mayor al £15% en cada nivel de

concentracion.

4.4.4. Exactitud.

La exactitud se evalué a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad,
determinando la desviacién absoluta del valor promedio de las concentraciones
obtenidas en cada nivel, con respecto a la concentracion nominal de la muestra. El
valor promedio en cada nivel de concentracién de los puntos control durante las
pruebas realizadas para evaluar repetibilidad y reproducibilidad, debieron estar
dentro del £15% de su valor nominal correspondiente, utilizando la siguiente

ecuacion:

(Concentraciéon nominal — Concentracién recuperada)

Desv. Abs. = — :
Concentracion nominal
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4.45. Recobro.

Se prepararon por sextuplicado los puntos control de levetiracetam en plasma
(1.8, 30 y 48 ug/mL), se compararon sus respuestas cromatograficas (area de
pico) promedio obtenidas después de aplicar la técnica de extraccion en el fluido
biolégico contra la respuesta obtenida en muestras en solucion preparadas a
concentraciones equivalentes (tabla 6), las cuales no fueron sometidas al proceso

de extraccion.

Tabla 6. Preparacion de puntos control en solucion.

puL de pL de Aforo con solucion | Concentracion
levetiracetam levetiracetam de reconstitucion levetiracetam
1200 pg/mL 60 pg/mL (mL) (ug/mL)
40 - 1.0 48
25 - 1.0 30
- 30 1.0 1.8

El recobro no necesariamente deberia ser del 100%, pero debid ser constante en
los niveles de concentracién evaluados. Los valores promedio individuales no

deberian desviarse del promedio total en mas del 15%.

4.4.6. Limite inferior de cuantificacion (LIC) y limite de deteccién (LD).

Para el limite inferior de cuantificacion inferior se prepararon por sextuplicado,
muestras de levetiracetam en plasma a la concentracion mas baja del intervalo de
la curva de calibracion (0.6 pg/mL), las cuales fueron procesadas con el método

de extraccion establecido. Se calculo el coeficiente de variacion y el porcentaje de
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desviacion absoluta. ElI promedio de estas muestras no debié desviarse mas del
+20% del valor nominal, con un CV < 20%.

El limite de deteccion es la concentracion a la cual la sefial del compuesto por
analizar en la matriz biolégica se distingue del nivel del ruido (aproximadamente
tres veces mayor). Se prepararon por sextuplicado, muestras de levetiracetam en
plasma a la concentraciéon de 0.3 ug/mL., las cuales fueron procesadas con el

método de extraccion establecido.

4.4.7. Selectividad.

La selectividad del método fue determinada analizando las muestras de plasma
provenientes de seis voluntarios sanos diferentes (de forma individual y en
mezcla) sometiéndolas por duplicado al método de extraccién. Se consideré que el
método analitico era selectivo si en las seis muestras plasmaticas no se

presentaba interferencia alguna en el tiempo de retencidn de levetiracetam.

También se evalué la selectividad del método en muestras plasmaticas
conteniendo farmacos de uso comun como acido salicilico (250 pg/mL), naproxeno
(50 pg/mL), paracetamol (20 pg/mL), anticoagulante (heparina 143 unidades

USP), y muestras plasmaticas hemolizadas y lipémicas.

4.4.8. Estabilidad.

Se realizé esta prueba para determinar el efecto de los cambios de temperatura
sobre la estabilidad del analito (ciclos congelacién-descongelacion), asi como de
las condiciones de temperatura y tiempo en las que el compuesto permanece
estable en la matriz biolégica, durante su manejo, almacenamiento Yy
procesamiento, evaluando la concentracion recuperada del compuesto por

analizar en la matriz biolégica.
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Se considerd que las muestras de levetiracetam en plasma son estables si no
presentan coeficientes de variacion mayores al 15% con respecto a las
concentraciones interpoladas en la condicion evaluada y una diferencia no mayor

al 15% con respecto a los valores de referencia (muestras recién preparadas).

Se evalué la estabilidad de levetiracetam en plasma bajo las siguientes

condiciones:

4.4.8.1. Estabilidad a temperatura ambiente y refrigeracion.

Para evaluar la estabilidad de levetiracetam en plasma almacenada a temperatura
ambiente (23-24°C) y en refrigeracion (2-3°C), se prepararon series de muestras
de 1.8, 30 y 48 pg/mL (puntos control) de levetiracetam en plasma, las cuales
fueron almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion durante 24 y 48h.
Las muestras se procesaron a las 24 y 48 horas con el método de extraccion
establecido y fueron comparadas contra muestras de reciente preparacion para

cada tiempo evaluado.

4.4.8.2. Estabilidad ciclos congelacion-descongelacién.

Se prepararon tres series de muestras plasmaticas correspondientes a los puntos
de control (1.8, 30 y 48 ug/mL) de levetiracetam y se almacenaron en el
ultracongelador (-70°C) dejando las muestras un periodo minimo de 12 horas a
-70°C entre cada ciclo. Se proces6 una serie cada dia con el fin de evaluar tres
ciclos de congelacion-descongelacion con el método de extraccion establecido y

se compararon contra muestras preparadas recientemente para cada ciclo.
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4.4.8.3. Estabilidad muestra procesada.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada, se prepararon por
sextuplicado los puntos de control (1.8, 30 y 48 ug/mL) de levetiracetam en
plasma, las cuales se sometieron al procedimiento de extraccion y se inyectaron al
sistema cromatografico. Las muestras se almacenaron en el automuestreador y se
inyectaron de nuevo a las 24, 48 y 72 horas después de su preparacion y fueron
comparadas contra muestras preparadas recientemente para cada tiempo

evaluado.

4.4.8.4. Estabilidad muestra evaporada.

Para determinar la estabilidad de la muestra evaporada se preparé una serie de
muestras de 1.8, 30 y 48 pg/mL (puntos control) de levetiracetam en plasma, la
cual se sometié al procedimiento de extraccion establecido sin aplicar el paso de
reconstitucion. Las muestras procesadas permanecieron evaporadas y se
almacenaron en refrigeracion (2 - 3 °C) durante 96 horas, posteriormente a dicho
periodo se reconstituyeron e inyectaron; estas fueron comparadas contra muestras

control preparadas el mismo dia.

4.4.8.5. Estabilidad a largo plazo.

Para evaluar la estabilidad en plasma de levetiracetam a largo plazo se
prepararon series de muestras de 1.8, 30 y 48 ug/mL (puntos control), las cuales
fueron almacenadas en el ultracongelador a -70 °C por 284 dias. Cumplido el
lapso de tiempo se procesaron las muestras con el método de extraccion
establecido y fueron comparadas contra muestras preparadas el mismo dia en que

se evaluo dicha prueba.
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4.4.9. Tolerancia del método.

La tolerancia evalla la capacidad del método analitico para obtener resultados
confiables ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus pardmetros y
condiciones de trabajo que proporcionan una indicacion de su confiabilidad

durante el uso normal.

Se evaluaron las siguientes condiciones:

4.4.9.1. Prueba de integridad de la dilucién (concentracion dentro de la curva

de calibracion).

Se evalud la capacidad del método para cuantificar muestras empleando una
dilucion 1:2 de la muestra. La prueba se realizd cuantificando una muestra de 48
pHg/mL de levetiracetam por sextuplicado, en donde se emplearon 100 pL de la
muestra (mitad de la muestra establecida por el método de extraccidon elegido) y
se complet6 el volumen con 100 puL de mezcla de plasma libre de farmaco y se
sometié a las condiciones establecidas para la extraccion. Se consideré que la
prueba era aceptable si la diferencia de concentraciones entre las muestras
extraidas con el volumen normal y la concentracion calculada empleando la mitad
del volumen y multiplicando por un factor de dilucién de 2 no excedia el 15% del

promedio del valor nominal.

4.4.9.2. Prueba de integridad de la dilucién (concentracion por encima de la

curva de calibracion).

Se realizé esta prueba para el caso en el que durante el estudio se presentaran
muestras que superen el limite superior de la curva de calibracion, para ello se
prepararon por sextuplicado muestras del analito en plasma con una

concentracion de (100 ug/mL). Se aplico el proceso de extraccion empleando la
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mitad de la muestra establecida en la metodologia elegida (100 pyL) y completando
el volumen a 200 pyL con mezcla plasma libre de farmaco y posteriormente se
determind la concentracion del analito. La concentracion interpolada y multiplicada
por un factor de dilucién de 2 no debia desviarse mas del £15% con respecto al

valor nominal con un CV menor o igual al +15%.

4.5. Etapa clinica.

La etapa clinica del estudio se realizo en el area clinica del centro de Investigacion
Farmacologica y Biofarmacéutica S.A. de C.V (IFaB). Se llevé a cabo de acuerdo
a los lineamientos sefalados en la Ley General de Salud y el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Todos los sujetos
participaron de manera voluntaria en el estudio para lo cual firmaron una carta de
aceptacion y una carta de consentimiento donde fueron informados de la
naturaleza y fines del estudio, de los efectos secundarios del farmaco y las

indicaciones a seguir durante la realizacion del mismo.

Las muestras plasmaticas fueron obtenidas de voluntarios sanos de nacionalidad
mexicana clinicamente sanos, a los cuales se les realizaron las siguientes

pruebas:

e Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos
blancos con diferencial y cuenta de plaquetas.

e Quimica sanguinea de 24 elementos

e Marcadores para hepatitis By C.

e Deteccion de VIH.

e Examen general de orina.

e Prueba de abuso de drogas.

e Prueba cualitativa de embarazo (si aplica).

e Electrocardiograma.
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En el estudio participaron 25 voluntarios sanos de nacionalidad mexicana (13

hombres y 12 mujeres), a los que se les administré una tableta en dosis Unica de
1000 mg de levetiracetam (KEPPRA®).?®

4.5.1.

4.5.2.

Criterios de inclusion.

La participacion de los sujetos en el estudio de levetiracetam fue de manera
voluntaria.

Se incluyeron solamente voluntarios sanos de nacionalidad mexicana, de
entre 18 a 40 afos de edad.

El indice de masa corporal de los voluntarios sanos estuvo entre 18 a 27
kg/m?.

Cada voluntario contaba con un buen estado de salud determinado por los
resultados de una historia clinica completa realizada por médicos
capacitados y los estudios de laboratorio realizados en laboratorios clinicos
certificados.

Los limites de variacion permitidos dentro de la normalidad en la visita de
seleccion fueron: tensién arterial (sentado) de 90 a 130 mmHg la sistdlica y
de 60 a 90 mmHg la diastdlica, frecuencia cardiaca entre 55 y 100 latidos

por minuto y frecuencia respiratoria entre 14 y 20 respiraciones por minuto.

Criterios de exclusion.

Se eliminé del estudio a todo aquel voluntario que no cumplié con los
criterios de inclusién propuestos.

A los individuos que se les encontrd alguna alteracion en sus signos vitales
registrados en la seleccion de voluntarios se les excluy6 del estudio.

No se incluyeron los sujetos que mostraron antecedentes de drogadiccion o

de abuso de farmacos.
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e Los sujetos que revelaron resultados positivos a la prueba de embarazo.

e Voluntarios que se encontraran bajo medicacion.

e Voluntarios que fueron hospitalizados por cualquier problema durante los
cuatro meses previos al inicio del estudio.

¢ Voluntarios que hayan recibido farmacos en investigacion dos meses antes
del presente estudio.

e Sujetos que donaron o perdieron 450 mL o mas de sangre dentro de los 2

meses previos al inicio del estudio.

4.5.3. Retiro de voluntarios.

Los sujetos podian ser retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en
opiniébn del médico por razones meédicas (eventos adversos), estos sujetos no
podrian ser reemplazados. Cualquier sujeto era libre de dejar de participar en el

estudio si asi lo deseaba en cualquier momento.

En caso del retiro de algun voluntario, todos los datos y muestras para
biodisponibilidad, debian ser enviados a la valoracion analitica y anexar la razén

del porqué se retird del estudio.

4.5.4. Tratamiento.

A cada voluntario se le administr6 una tableta de 1000 mg de levetiracetam
(KEPPRA®, lote: ZHK419, caducidad: Julio 2011)®® en dosis Unica, cuya ingesta
se llevé acabo con 250 mL de agua purificada. Previo a la administracion, los

voluntarios permanecieron en ayuno de 10 horas.

Las muestras sanguineas, fueron recolectadas y procesadas para obtener el
plasma, antes de la administracion (predosis) y a las 0.167, 0.333, 0.5, 0.75, 1,
1.25,1.5,1.75, 2, 3,4, 6,9, 12, 17, 22 y 36 horas (18 muestras), después de la
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administracion del medicamento. Las muestras se conservaron en el
ultracongelador a -70 °C hasta ser analizadas de acuerdo al método analitico

validado.

4.5.5. Analisis de las muestras plasmaticas.

Se realizé el analisis de 450 muestras correspondientes a 25 voluntarios, las
cuales fueron procesadas y cuantificadas utilizando el método de cromatografia de
liquidos de alta resolucion con detector de ultravioleta previamente optimizado y

validado.

Durante cada corrida analitica se evalué la adecuabilidad del sistema
cromatografico realizando seis inyecciones consecutivas de la solucién de 30

pg/mL de levetiracetam.

Cada dia de analisis se comprobé que no existieran interferencias en el pico de
interés con la matriz biolégica utilizada (blanco de plasma), al igual que el blanco

de reactivos (solucién de reconstitucion).

Las muestras del estudio se analizaron junto con una curva de calibracion y
puntos control por duplicado (intercalados proporcionalmente en toda la corrida
analitica) con una concentracion de 1.8, 30 y 48 pug/mL. Para evaluar la validez de
la corrida analitica se debié demostrar la consistencia de las curvas de calibracion
con respecto a la pendiente y al coeficiente de correlacion en cada dia de analisis
y los puntos control debieron cumplir con los criterios de precision y exactitud

establecidos en la validacion del método.

Pagina | 60



4.0. PARTE EXPERIMENTAL.

4.6. Estadistica descriptiva de los pardmetros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no

compartiméntales (modelo independiente), considerando los siguientes aspectos:

4.6.1. Célculo de parametros farmacocinéticos.

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

perfil de concentracidén plasmatica con respecto al tiempo.

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

concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

ABCo..: 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 célculo de este parametro se describe en la siguiente

formula:

n
Ci+ Gt — 5
ABCO_t:Z(l 1 1;—(1 1 1)
i=1

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

Ci= Concentracion obtenida en el i-ésimo tiempo de muestreo.

ABCo.in: Area bajo la curva de la concentracion plasmética desde la

administracion al tiempo extrapolado al infinito.
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C P

p ultima
ABCo_ins = ABCo—e + — —
Donde:
Cp utima= Ultima concentracién plasmatica cuantificable

Ke= Constante de eliminacion

Ke: Constante de eliminacion, se estima a partir de la porcion lineal terminal del
perfil de concentracion plasmatica con respecto al tiempo (en escala

semilogaritmica).

Vida media de eliminacién:
Ln2

L2 = Ke

TMRo.ins: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

ABCMo_ins

—1in

Donde:
ABCy.in= Area bajo la curva de concentracion de farmaco a tiempo infinito

ABCMo.in= Area bajo la curva del primer momento a tiempo infinito
ABCMo.ins: Area bajo la curva del primer momento de tiempo cero a tiempo infinito

ultimo Cp ultimo Cp
Ke Ke?

t
ABCM,_;nr = ABCMY +

n
ABCM _ Z (ti—lci—l + t1cl)(t1 - ti—l) N tu:t:’mo Cp ultimo v Cp
0—inf —
i 2 Ke Ke?

1=1
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1. Optimizacion del método analitico.

Las condiciones ideales para la optimizacion del método analitico se realizaron en

base a los siguientes criterios:

- Sensibilidad.

- Resolucion entre el pico de levetiracetam e interferencias de la matriz
biologica.

- Simetria de los picos.

- Eficiencia de la columna en la separacion de los compuestos.

- Tiempo de retencién del analito, para tener una corrida breve.

5.1.1. Condiciones cromatogréficas.

Se utiliz6 un detector UV-Vis marca Waters, modelo 486 a una longitud de onda
de 210 nm. Una columna cromatografica Pursuit C18 150 mm x 4.6 mm y 5 um de
tamafio de particula. A estas condiciones se obtuvo la sensibilidad para cuantificar
el analito de interés en plasma, picos con simetria de 1.1 en promedio y resolucion
mayor a 1.5 para la integracion adecuada del pico del levetiracetam respecto a

interferencias enddgenas.

Fase movil y velocidad de flujo.

Se evaluaron distintas proporciones de fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,) 10
mM : ACN en la fase movil; la proporcion de 95:5 v/v es la que presento la mejor
separacion del pico de levetiracetam con respecto a interferencias enddgenas del
plasma (selectividad), tiempo de retencion de 7.2 min y simetria de 1.1 en

promedio. Se determiné que existe una gran dependencia al pH para las
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interferencias enddgenas de plasma, especificamente para una pequefia
interferencia plasmatica que se retiene aproximadamente a los 6.5 min, causando
conflictos de integraciéon con el analito de interés. El problema se resolvio
evaluando cambios pequefios de pH, siendo el valor de pH de 3.1 el éptimo en
términos de resolucion (Rs = 1.5). Valores por arriba o por debajo de 0.5 unidades
de pH provocaron conflictos de integracion; sin embargo, el uso de la solucién
amortiguadora de fosfato de sodio asegur6 que el pH se mantuviera sin
variaciones que causaran las alteraciones mencionadas. Con respecto a la
velocidad de flujo el valor de 1.2 mL/min. es el que proporcioné la mejor
separacion y tiempos de retencion razonables para el andlisis de un gran nimero

de muestras.

Por lo tanto al final de la optimizacion, las condiciones cromatograficas elegidas
(Tabla 7) para la cuantificacion de levetiracetam en plasma fueron las siguientes:

Tabla 7. Condiciones cromatograficas finales.

Detector UV-Vis
Longitud de onda 210 nm
Columna Pursuit C18, 150 x 4.6 mm, 5 pum.
Ease mévil Soluciéon amortiguadora de fosfatos de sodio
0.01 M, pH 3.1 : Acetonitrilo (95:5 v/v)
Velocidad de flujo 1.2 mL/min
Volumen de inyeccion 10 pL
Temperatura columna 45°C
Tiempo de retencién aproximado Levetiracetam 6.7 — 7.7 minutos

5.1.2. Método de extraccion.

Se evaluaron dos técnicas de extraccion de levetiracetam del plasma humano, el

criterio para la eleccion de la técnica fue la cantidad recuperada (% Recobro)
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después del proceso de extraccidbn comparada contra muestras a concentraciones
equivalentes en solucion y la selectividad del método para la cuantificacion de
levetiracetam. Con el método 1 (precipitacion de proteinas con MeOH:ACN) se
obtuvo un recobro promedio del 90.0%, mientras que para el método 2
(precipitacién de proteinas con ACN y extraccion liquido-liquido con CH,CI,) se
obtuvo un recobro promedio del 35%. En cuanto la selectividad, el método 1
presentd un perfil cromatografico que permitié la correcta integracion del pico de
levetiracetam. Por lo tanto el método 1 se eligid como técnica de extraccion para la

cuantificacion de levetiracetam en plasma.

A continuacion (Figura 5) se presenta el diagrama detallado para la extraccion del

analito de interés:

200 pL de muestra plasmatica

v

Adicionar 120 pL de metanol y 400 pL de acetonitrilo

A

Agitar en vortex durante 1 minuto

v

Centrifugar 14 000 rpm durante 10 minutos

A

Transferir el sobrenadante a un tubo de ensayo y evaporar
a sequedad bajo corriente de aire a 50-60°C

A 4
Reconstituir con 200 uL de fase movil

A 4

Previo a la inyeccidn al sistema cromatografico
centrifugar la muestra a 8000 rpm durante 10 minutos

A 4
Inyectar 10 uL al sistema cromatografico

Figura 5. Diagrama de extraccion.
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5.2. Resultados de la validaciéon del método analitico.

5.2.1. Selectividad.

La selectividad del método fue determinada, analizando muestras plasmaticas
provenientes de seis voluntarios sanos (individuales y en mezcla) asi como
muestras conteniendo farmacos de uso comuan, como &cido salicilico (250 pg/mL),
naproxeno (50 pg/mL), paracetamol (20 pug/mL) y el anticoagulante (Heparina 143
unidades USP). Se evalué también la posible interferencia de muestras
hemolizadas y lipémicas. Las sustancias evaluadas no mostraron interferencias

con los picos de interés (Figura 6).
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——— SampleName Bco Plasma_A; Date Acquired 11/12/2009 8:06:57 PM

——— SampleName Heparina_A; Date Acquired 11/13/2009 4:57:37 AM

——— SampleName ASalicilico_A; Date Acquired 11/13/2009 5:15:25 AM

——— SampleName Naproxeno_A; Date Acquired 11/13/2009 5:33:13 AM

——— SampleName Paracetamol_A; Date Acquired 11/13/2009 5:50:58 AM

——— SampleName Hemolazado_A; Date Acquired 11/13/2009 6:08:44 AM

——— SampleName Lipemico_A; Date Acquired 11/13/2009 6:26:29 AM

Figura 6. Selectividad del método y selectividad para farmacos de uso

comdn.
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Una vez que se demostro la selectividad del método al plasma proveniente de los
seis individuos, tanto de las muestras individuales como a una pequefa mezcla de
ellos en partes iguales, se realizd la mezcla en la misma proporcion de todo el
volumen de plasma de cada voluntario, resultando en total 1100 mL, el cual se uso

durante toda la validacion.

5.2.2. Linealidad.

En la tabla 8 se muestra los resultados de la prueba de linealidad para las cinco
curvas de calibracion en plasma. La relacion entre la respuesta cromatografica con
respecto a la concentracion en cada curva de calibracion fue ajustado a través de
una regresion lineal por minimos cuadrados a la ecuacién y = mx + b, con

ponderacion 1/x?, donde la variable “y” es la respuesta analitica (area de

levetiracetam) obtenida para su respectiva concentracion nominal “x” de

levetiracetam (Figura 7).

Tabla 8. Linealidad del método (concentracion recuperada en pg/mL).

Conc.
Nominal 0.6 1.2 6 12 24 36 54 60

(Mg/mL)

Curva 1 0.610 1.158 | 6.018 | 12.025 | 23.761 | 35.943 | 54.627 | 60.751

Curva 2 0.600 1.208 | 5.846 | 11.576 | 23.593 | 38.789 | 55.923 | 57.479

Curva 3 0.609 1.176 | 5.828 | 10.915 | 25.865 | 37.265 | 50.927 | 64.109

Curva 4 0.603 1.195 | 5.869 | 11.873 | 23.604 | 36.225 | 54.641 | 61.817

Curva 5 0.589 | 1.245 | 6.068 | 12.047 | 23.377 | 35.000 | 53.288 | 62.010

Promedio 0.602 1.196 | 5.926 | 11.687 | 24.040 | 36.644 | 53.881 | 61.233

DE 0.008 | 0.033 | 0.109 | 0.471 1.029 1.445 | 1.896 2.426

CV (%) 1.406 | 2.769 1.846 | 4.029 | 4.282 | 3.944 | 3.519 | 3.962

Desv. Abs.

(%) 0.367 | 0.300 1.237 | 2.607 | 0.167 1.790 | 0.220 2.055
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Tabla 9. Parametros de linealidad del método.

5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Curva Pendiente Ordenada r

1 7603.086 -819.016 0.9998

2 7723.932 -1213.956 0.9990

3 7264.183 -1095.580 0.9978

4 7852.860 -905.618 0.9998

5 7743.711 -1730.783 0.9996

Promedio 7637.554
DE 226.760
CV (%) 2.969
( s ’
LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO
500000.0 1
\®  400000.0 1
(o]
i)
® 300000.0
&
o
@ 200000.0 1
=
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3
' 100000.0 A y = 7742.2x - 2357.4
0.0 T T . r r r
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
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\_

Figura 7. Linealidad del método analitico.

El método demostré ser lineal en el intervalo de concentraciones de 0.6 a 60

pg/mL; todos los valores de "r" obtenidos fueron mayores a 0.99 (Tabla 9). En

cada punto de la curva de calibracibn se dio cumplimiento a los criterios
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

establecidos para precision y exactitud, es decir CV% y desviacion absoluta
porcentual menor o igual al 15% respectivamente y 20% para el limite de

cuantificacion (Tabla 8).

5.2.3. Precision.

5.2.3.1. Repetibilidad.

En la tabla 10 se presentan los resultados correspondientes a la repetibilidad, en
los cuales se puede observar que el coeficiente de variacion en cada uno de los
niveles de concentracién evaluados fue menor o igual que 3.731%, mientras que

la desviacion absoluta (Desv. Abs %) fue menor o igual que 2.611%.

Tabla 10. Repetibilidad del método analitico.

Muestra Control bajo | Control medio | Control alto
(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.779 28.835 49.670
2 1.728 29.133 49.347
3 1.685 28.656 45.111
4 1.758 29.472 48.503
5 1.781 30.228 50.072
6 1.787 29.267 47.943
Promedio 1.753 29.265 48.441
DE 0.040 0.556 1.807
C V (%) 2.266 1.898 3.731
Desv. Abs. (%) 2.611 2.449 0.919
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5.2.3.2. Reproducibilidad y exactitud.

Tabla 11. Reproducibilidad del método analitico.

Concentracion recuperada
Dia Control bajo Control medio Control alto
(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)

1.779 28.835 49.670

1.728 29.133 49.347

. 1.685 28.656 45.111
Dia 1

1.758 29.472 48.503

1.781 30.228 50.072

1.787 29.267 47.943

1.543 33.671 48.329

1.945 27.022 48.065

. 1.480 29.986 46.501
Dia 2

1.549 30.018 45.947

1.545 29.774 46.157

1.512 29.580 47.967

2.001 31.448 51.307

1.797 30.557 48.455

. 1.888 31.259 50.572
Dia 3

1.769 30.178 49.486

1.762 30.854 49.250

1.920 31.103 50.190

Promedio 1.735 30.058 48.493

DE 0.155 1.399 1.705

CV (%) 8.955 4.654 3.516

Desv. Abs. (%) 3.750 0.193 1.027
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

En base a los resultados (Tabla 11) se observa que el coeficiente de variacion
entre los diferentes dias de trabajo fue de 3.516 a 8.955%, mientras que la
desviacién absoluta porcentual fue igual o menor a 3.750% en las diferentes

concentraciones evaluadas.

De acuerdo con los resultados generados, el método fue repetible, reproducible y
exacto entre dias al cumplir con los criterios de un coeficiente de variacion y una
desviacién absoluta % no mayores al 15% para la concentracién plasmética

promedio.
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5.2.4. Recobro.

El recobro del método analitico para cuantificar levetiracetam en plasma (Tabla
12) fue constante en las concentraciones evaluadas (muestras control), dando
como resultado un recobro global del 90.890% y una desviacion de los promedios

individuales con respecto al global, menor al 15%.

Tabla 12. Recobro del método analitico.

Nivel de Areas Recobro | % Desv.
concentracion Sistema | Método
11932 10702
11646 13806
Control bajo 11735 10216
(1.8 pg/mL) 12373 10751
11567 10722
11632 10465
Promedio 11814 11110 94.042 3.469
257737 258857
254255 207501
Control medio 257336 230397

(30 pg/mL) 252423 230643
251382 228760
254845 227262
Promedio 254663 230570 90.539 | 0.385
421428 372073
404495 370037
Control alto 406167 357954
(48 pg/mL) 417820 353675
408107 355301
414910 369283
Promedio 412155 363054 88.087 3.084

Promedio Global 90.890
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5.2.5. Limite de deteccién (LD) y limite inferior de cuantificacion (LIC).

La sensibilidad del método fue determinada a partir de la concentracion minima
cuantificable o limite inferior de cuantificacion (LIC) y del limite de deteccion (LD).

En la tabla 13 se muestran los resultados.

Tabla 13. Evaluacion del limite de deteccién (LD) y limite inferior de

cuantificacion (LIC).

Concentracion recuperada
Muestra Limite de deteccién Limite inferior de
(0.3 pg/mL) cuantificacion
(0.6 pg/mL)
1 0.317 0.583
2 0.330 0.549
3 0.313 0.586
4 0.291 0.551
5 0.304 0.547
6 0.331 0.554
Promedio 0.314 0.562
DE 0.015 0.018
CV (%) 4.894 3.180
Desv. Abs. (%) 4.778 6.389

Para el método analitico se determind la concentraciéon de 0.6 pug/mL como el
limite inferior de cuantificacion (CV%-= 3.180 y Desv. Abs%= 6.389).

Al presentar una relacion de sefial ruido de 3.23 se estableci6 como limite de
deteccion la concentracion de 0.3 pg/mL (CV%= 4.894 y Desv. Abs%= 4.778).
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En la figura 8 se muestra el cromatograma caracteristico de las muestras

pertenecientes al limite de cuantificacion y de deteccion.
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Figura 8. Limite de deteccidn y limite inferior de cuantificacion.
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5.2.6. Estabilidad.

5.2.6.1. Ciclos de congelacién-descongelacion.

En la tabla 14, 15 y 16 se muestran los resultados del analisis de las muestras
plasmaticas después de ser sometidas a los tres ciclos de congelacion-

descongelacién ya descritos.

Tabla 14. Estabilidad del primer ciclo congelacién-descongelacion.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.543 33.671 48.329
2 1.945 27.022 48.065
3 1.480 29.986 46.501
4 1.549 30.018 45.947
5 1.545 29.774 46.157
6 1.512 29.580 47.967
Promedio 1.596 30.009 47.161
DE 0.173 2.125 1.072
CV (%) 10.852 7.080 2.274

Concentraciones plasmaticas después del ciclo 1

1 1.738 28.840 45.501
2 1.723 28.386 43.791
3 1.689 28.563 48.169
4 1.765 29.581 44.932
5 1.671 28.679 46.614
6 1.668 29.059 44.806
Promedio 1.709 28.851 45.636
DE 0.039 0.425 1.548
CV (%) 2.296 1.475 3.392
Desv. Abs. (%) 7.103 3.856 3.235
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Tabla 15. Estabilidad del segundo ciclo congelacion-descongelacion.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas

Muestra Control bajo Control medio Control alto

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 2.001 31.448 51.307
2 1.797 30.557 48.455
3 1.888 31.259 50.572
4 1.769 30.178 49.486
5 1.762 30.854 49.250
6 1.920 31.103 50.190
Promedio 1.856 30.900 49.877
DE 0.096 0.471 1.019
CV (%) 5.169 1.526 2.043

Concentraciones plasméaticas después del ciclo 2

1 1.914 31.720 50.501
2 1.893 32.093 51.651
3 1.880 31.532 51.712
4 1.958 30.960 49.433
5 1.970 32.562 50.929
6 1.929 32.642 50.272
Promedio 1.924 31.918 50.750
DE 0.035 0.644 0.871
CV (%) 1.844 2.019 1.717
Desv. Abs. (%) 3.654 3.296 1.750
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Tabla 16. Estabilidad del tercer ciclo congelacion-descongelacion.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.704 32.964 46.536
2 1.732 29.340 47.381
3 1.664 29.775 46.206
4 1.789 29.013 46.718
5 1.713 29.613 47.444
6 1.699 29.965 45.112
Promedio 1.717 30.112 46.566
DE 0.042 1.437 0.861
CV (%) 2.433 4.772 1.848

Concentraciones plasméaticas después del ciclo 3

1 1.792 31.453 48.199
2 1.824 31.152 48.130
3 1.838 29.518 48.086
4 1.882 29.148 49.125
5 1.718 29.817 49.164
6 1.925 30.456 48.151
Promedio 1.830 30.257 48.476
DE 0.072 0.921 0.519
CV (%) 3.927 3.044 1.071
Desv. Abs. (%) 6.582 0.484 4.101

Como se observa la prueba cumple con los tres ciclos de congelacion-
descongelacion a los que se sometid las muestras plasmaticas de levetiracetam,
al presentar coeficientes de variacibn menores al 15% y una diferencia no mayor
al 15% con respecto al valor de referencia (muestras recién preparadas) por lo que
se puede concluir que las muestras plasmaticas conteniendo levetiracetam son

estables después de tres ciclos congelacién-descongelacion a -70°C.
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5.2.6.2. Estabilidad a temperatura ambiente y refrigeracion.

En las siguientes tablas se muestran los resultados del analisis de las muestras
sometidas a estabilidad en condiciones de temperatura ambiente y refrigeracion.
Se observa que las muestras almacenadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 23°C) y en refrigeracion (2-3°C) son estables durante 48 horas,
ya que para todos los puntos control presentan una desviacién absoluta menor a

15% con respecto al valor de muestras control de calidad recién preparadas.

Tabla 17. Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente 24 h.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.543 33.671 48.329
2 1.945 27.022 48.065
3 1.480 29.986 46.501
4 1.549 30.018 45.947
5 1.545 29.774 46.157
6 1.512 29.580 47.967
Promedio 1.596 30.009 47.161
DE 0.173 2.125 1.072
CV (%) 10.852 7.080 2.274

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 2.442* 29.387 45.805
2 1.721 28.194 48.296
3 1.726 29.203 44.054
4 1.742 30.546 45.823
5 1.749 29.149 47.888
6 1.769 28.508 47.576
Promedio 1.741 29.165 46.574
DE 0.019 0.816 1.625
CV (%) 1.102 2.799 3.489
Desv. Abs. (%) 9.133 2.813 1.245

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los

calculos
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Tabla 18. Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente 48h.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 2.001 31.448 51.307
2 1.797 30.557 48.455
3 1.888 31.259 50.572
4 1.769 30.178 49.486
5 1.762 30.854 49.250
6 1.920 31.103 50.190
Promedio 1.856 30.900 49.877
DE 0.096 0.471 1.019
CV (%) 5.169 1.526 2.043

Concentraciones plasméticas después de 48 h

1 1.917 32.466 52.537
2 1.915 31.789 50.750
3 2.072* 32.169 52.259
4 1.902 32.608 51.219
5 1.970 32.118 52.156
6 2.023 32.219 50.660
Promedio 1.945 32.228 51.597
DE 0.051 0.286 0.821
CV (%) 2.601 0.888 1.592
Desv. Abs. (%) 4.807 4.299 3.449

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los

calculos.
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Tabla 19. Estabilidad de la muestra en refrigeracion 24 h.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.543 33.671 48.329
2 1.945 27.022 48.065
3 1.480 29.986 46.501
4 1.549 30.018 45.947
5 1.545 29.774 46.157
6 1.512 29.580 47.967
Promedio 1.596 30.009 47.161
DE 0.173 2.125 1.072
CV (%) 10.852 7.080 2.274

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 1.697 28.809 47.718
2 1.622 28.114 47.393
3 1.644 28.938 44.336
4 1.687 28.880 41.833
5 1.682 28.945 47.869
6 1.731 30.478 46.754
Promedio 1.677 29.027 45.984
DE 0.039 0.778 2.412
CV (%) 2.318 2.679 5.245
Desv. Abs. (%) 5.108 3.270 2.496
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Tabla 20. Estabilidad de la muestra en refrigeracién 48 h.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 2.001 31.448 51.307
2 1.797 30.557 48.455
3 1.888 31.259 50.572
4 1.769 30.178 49.486
5 1.762 30.854 49.250
6 1.920 31.103 50.190
Promedio 1.856 30.900 49.877
DE 0.096 0.471 1.019
CV (%) 5.169 1.526 2.043

Concentraciones plasméticas después de 48 h

1 1.951 32.192 50.607
2 1.836 32.312 51.684
3 1.816 31.184 51.928
4 1.868 31.285 50.514
5 2.024 31.453 51.737
6 1.850 31.641 49.981
Promedio 1.891 31.678 51.075
DE 0.080 0.473 0.808
CV (%) 4.241 1.492 1.583
Desv. Abs. (%) 1.868 2.518 2.403

5.2.6.3. Estabilidad de la muestra procesada.

Las muestras procesadas permanecieron en el automuestreador a 15°C y fueron
inyectadas a las 24, 48 y 72 horas posteriores a su procesamiento, estas fueron
comparadas con muestras control de reciente preparacion en cada dia de analisis
de estabilidad de la muestra procesada. Se presentan solo los resultados para las

muestras correspondientes a 72 horas después del procesamiento.
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En base a los resultados de la tabla 21, se observa que levetiracetam es estable

en la solucién de inyeccion durante 72 horas después de su preparacion.

Tabla 21. Estabilidad de la muestra procesada 72 h.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.704 32.964 46.536
2 1.732 29.340 47.381
3 1.664 29.775 46.206
4 1.789 29.013 46.718
5 1.713 29.613 47.444
6 1.699 29.965 45.112
Promedio 1.717 30.112 46.566
DE 0.042 1.437 0.861
CV (%) 2.433 4.772 1.848

Concentraciones plasmaticas después de 72 h

1 1.791 34.081 48.739
2 1.692 28.705 46.576
3 1.672 30.585 47.205
4 1.675 28.285 47.385
5 1.547 29.098 48.728
6 1.833 28.662 50.356
Promedio 1.702 29.903 48.165
DE 0.101 2.198 1.379
CV (%) 5.925 7.351 2.862
Desv. Abs. (%) 0.883 0.694 3.433
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5.2.6.4. Estabilidad de la muestra evaporada.

Los resultados se presentan en la tabla 22, en la cual se puede observar que

levetiracetam es estable después de 96 horas a partir de su evaporacion.

Tabla 22. Estabilidad de la muestra evaporada 96 h

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.704 32.964 46.536
2 1.732 29.340 47.381
3 1.664 29.775 46.206
4 1.789 29.013 46.718
5 1.713 29.613 47.444
6 1.699 29.965 45.112
Promedio 1.717 30.112 46.566
DE 0.042 1.437 0.861
CV (%) 2.433 4772 1.848

Concentraciones plasméaticas después de 96 h

1 1.727 27.716 49.033
2 1.535 29.149 45.833
3 1.549 28.865 43.290
4 1.515* 27.825 47.023
5 1.625 27.390 44.348
6 1.579 27.784 45912
Promedio 1.588 28.122 45.907
DE 0.078 0.709 2.015
CV (%) 4.912 2.519 4.389
Desv. Abs. (%) 7.485 6.609 1.417
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5.2.6.5. Estabilidad a largo plazo.

Los resultados se presentan en la tabla 23, se observa que las muestras
plasmaticas de levetiracetam son estables después de 284 dias almacenadas a
-70°C.

Tabla 23. Estabilidad a largo plazo 284 dias.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra

(1.8 pg/mL) (30 pg/mL) (48 pg/mL)
1 1.727 28.999 48.398
2 1.765 29.686 47.605
3 1.896 29.805 47.438
4 1.760 31.054 47.156
5 1.804 28.199 52.941
6 1.862 29.561 48.714
Promedio 1.802 29.551 48.709
DE 0.065 0.946 2.157
CV (%) 3.613 3.201 4.427

Concentraciones plasmaticas después de 284 dias

1 1.800 30.088 47.986
2 1.829 29.698 49.853
3 1.828 31.062 48.286
4 1.786 30.580 48.693
5 1.836 30.005 47.866
6 1.821 31.456 53.739
Promedio 1.817 30.482 49.404
DE 0.019 0.677 2.242
CV (%) 1.071 2.221 4537
Desv. Abs. (%) 0.795 3.150 1.427
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5.2.7. Tolerancia del método.

5.2.7.1. Prueba de integridad de la dilucion (concentracion dentro de la curva

de calibracion).

El objetivo de esta prueba consistid6 en evaluar la capacidad del método para
cuantificar muestras empleando una dilucion 1:2 en casos de no contar con la
cantidad suficiente de muestra (200 pL), con la limitante que la concentracién
interpolada (sin aplicar el factor de dilucion) no debe estar debajo del limite de

cuantificacion (0.6 pug/mL).

Tabla 24. Integridad de diluciéon (concentracion dentro de la curva de

calibracion).
Levetiracetam (valor nominal de 48.0 ug/mL)
Muestra _ Concentracion interpglao!a
considerando el factor de dilucién de 2
1 49.315
2 43.027
3 49.061
4 46.402
5 43.736
6 49.067
Promedio 46.768
DE 2.841
CV (%) 6.074
Desv. Abs. (%) 2.567

Los resultados demuestran que es posible en caso de no contar con la cantidad de
muestra suficiente, tomar una cantidad menor de ella y completar a 200 pL con

plasma libre de farmaco sin que el resultado se vea afectado.
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.2.7.2. Prueba de integridad de la dilucién (concentracién por encima de la

curva de calibracién).

El objetivo de esta prueba consisti6 en evaluar la capacidad del método para
cuantificar muestras empleando una dilucion 1:2 en casos de que alguna muestra
exceda la concentracion del punto mas alto de la curva de calibracion (60 pug/ml),
ya que no es permitido extrapolar concentraciones, debido a que fuera del rango
no esta demostrada la linealidad del método.

Tabla 25. Integridad de dilucion (concentracion por encima de la curva de

calibracién)
Levetiracetam (valor nominal de 100.0 pg/mL)
Muestra _ Concentracion interpglada
considerando el factor de dilucién de 2
1 101.520
2 96.386
3 94.807
4 97.251
5 97.138
6 98.139
Promedio 97.540
DE 2.247
CV (%) 2.304
Desv. Abs. (%) 2.460

Los resultados muestran que en caso de que alguna muestra presentara
concentracion por encima del punto mas alto de la curva de calibracion, se podria
utilizar un volumen de 100 pL y afadir 100 pL de plasma libre de farmaco para
procesarla ya que el valor que se genera cumple con los parametros de exactitud

establecidos.

Los resultados demuestran que se podria realizar una dilucion 1:2 sin afectar la

precision y exactitud al cuantificar levetiracetam en muestras plasmaticas.
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.3. Etapa clinica.

En el estudio participaron 25 voluntarios (12 mujeres y 13 hombres) de

nacionalidad mexicana clinicamente sanos demostrado a través de examenes de

laboratorio.

5.3.1. Estadistica demografica descriptiva.

A partir de los datos demograficos de los individuos que participaron en el estudio

se calcularon los siguientes parametros: media, desviacién estandar, error

estandar, mediana, maximo y coeficiente de variacion (Tabla 26). Los datos

demograficos individuales se encuentran en el anexo |.

Tabla 26. Estadistica descriptiva de las variables demograficas.

Variable | Genero | N | Media | DE EE Min. Mediana | Max. CV%
Hombres | 13 25.31 5.59 | 1.55 18.00 24.00 36.00 22.08
Edad )
- Mujeres 12 27.42 553 | 1.60 18.00 28.00 37.00 20.19
(afios)
Global 25 26.32 5551 1.11 18.00 25.00 37.00 21.09
Hombres | 13 66.57 8.70 | 2.41 51.30 65.50 85.80 13.06
Peso )
(kg) Mujeres 12 57.22 6.78 | 1.96 46.50 60.00 74.80 11.85
Global 25 62.08 903 1| 1.81 46.50 62.45 85.80 14.55
Hombres | 13 | 169.54 | 7.99 | 2.22 | 159.00 168.00 181.00 471
Talla X
(cm) Mujeres 12 | 154.42 | 3.50 | 1.01 | 149.00 155.00 168.00 2.27
Global 25| 162.28 | 9.85 | 1.97 | 149.00 160.00 181.00 6.07
Hombres | 13 23.13 2.18 | 0.60 19.55 23.19 27.06 9.44
IMC )
2 Mujeres 12 23.96 2.40 | 0.69 20.03 24 .97 27.38 10.03
(kg/m®)
Global 25 23.53 2.28 | 0.46 19.55 23.42 27.38 9.70
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5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.3.2. Estadistica descriptiva de los datos de concentracion plasmaética

promedio de levetiracetam con respecto al tiempo.

A continuacién se presentan los valores promedio y las graficas promedio en

escala normal y semilogaritmica de la concentracién plasmatica en cada tiempo de

muestreo. Los datos de concentracion plasmatica y las graficas de

las

concentraciones plasméticas en escala normal y semilogaritmica correspondientes

a cada individuo se muestran en el anexo Il y anexo Il respectivamente.

Tabla 27. Estadistica descriptiva de los datos de concentracion plasmatica

promedio con respecto al tiempo.

Tiempo N Media DE EE Min. [Mediana| Max. CV%

(h) (ng/mL) [ (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)

0 25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
0.167 25 1.36 1.74 0.35 0.00 0.00 552 |128.08
0.333 25 16.52 14.48 2.90 0.67 12.19 47.27 | 87.65
0.5 25 27.45 13.40 2.68 2.60 28.74 49.81 | 48.81
0.75 25 34.95 11.20 2.24 11.77 34.71 59.72 | 32.04

1 25 32.02 8.66 1.73 12.19 30.98 51.48 | 27.05
1.25 25 30.10 7.38 1.48 14.81 29.47 47.33 | 24.53
15 25 28.86 6.91 1.38 18.12 28.54 41.94 | 23.95
1.75 25 27.3 5.87 1.17 17.36 27.61 38.83 | 21.52

2 25 26.44 5.59 1.12 17.99 26.07 37.53 | 21.16

3 25 23.61 4.45 0.89 16.62 23.1 32.84 | 18.87

4 25 21.23 3.89 0.78 15.01 20.68 29.43 | 18.32

6 25 16.93 2.95 0.59 12.23 17.02 23.46 | 17.42

9 25 11.78 1.89 0.38 8.57 11.78 15.31 | 16.05
12 25 8.16 1.35 0.27 5.51 8.13 11.28 | 16.54
17 25 4.52 0.75 0.15 3.18 4.31 6.68 16.6
22 25 2.72 0.55 0.11 2.08 2.66 4.63 | 20.37
36 25 0.59 0.47 0.09 NC 0.70 1.35 | 80.79

NC: No cuantificable
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Figura 9. Concentracion plasmatica promedio de levetiracetam con respecto
al tiempo (escala normal).
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Figura 10. Concentracion plasmatica promedio de levetiracetam con

respecto al tiempo (escala semilogaritmica).
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5.3.3. Estadistica descriptiva de

levetiracetam.

5.0. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

los pardmetros farmacocinéticos de

En la tabla 28 se muestran los datos farmacocinéticos promedio determinados.

Los datos correspondientes a cada individuo se presentan en el anexo IV.

Tabla 28. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de

levetiracetam.

Variable N Media DE EE Min. Mediana Max. CV%
Tmax (N) |25 ] 0.900 0.520 | 0.100| 0.500 0.750 3.000 | 57.27
Cax

25| 40.430 | 8.190 | 1.640| 26.700 40.030 59.720 | 20.26
(Mg/mL)
ABCo.

25 | 274.120 | 41.420 | 8.280 | 205.410 | 266.700 | 368.480 | 15.11
(h*ug/mL)
ABCo.int

25 | 287.230 | 41.210 | 8.240 | 224.010 | 281.890 | 382.470 | 14.35
(h*pg/mL)
Ke (h) 25| 0.106 0.018 [ 0.004 | 0.0780 0.101 0.137 | 16.76
t %2 (h) 25| 6.690 1.100 | 0.220 | 5.060 6.840 8.910 | 16.44
TMRo.int
) 25 9.260 1.000 | 0.200 | 7.690 9.270 10.830 | 10.81
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6.0. CONCLUSIONES.

6.0. CONCLUSIONES.

Se optimiz6 un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucién
para cuantificar levetiracetam en plasma humano, el cual es rapido y sencillo. Se
validé el método en base a la Norma Oficial Mexicana (NOM-177-SSA1-1998)
“que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento
es intercambiable, asi como los requisitos que deben sujetarse los terceros
autorizados que realicen estas pruebas”. EI método demostré ser lineal, preciso y
exacto en el rango de 0.6 - 60.0 yg/mL y con una recuperacion en plasma del
90.89% en promedio. Se demostré que las muestras de levetiracetam en plasma
son estables a temperatura ambiente (23 °C) y refrigeracion (2-3 °C) hasta por 48
horas, almacenadas a -70 °C por 284 dias, después de ser sometidas a tres ciclos
congelacion-descongelacién y como muestra procesada y evaporada por 72 y 96

horas respectivamente.

Por lo tanto el método es confiable para la cuantificacion de levetiracetam en
plasma y puede ser aplicado en algiun estudio de biodisponibilidad o

bioequivalencia.

El método se aplicé en un estudio de biodisponibilidad con 25 voluntarios de
nacionalidad mexicana. Se obtuvieron los siguiente parametros farmacocinéticos:
ABCo.= 274.12 + 41.42 h*ug/mL, ABCo.n= 287.23 + 41.21 h*ug/mL, t;,= 6.69 *
1.10 h, tmax= 0.90 + 0.52 h, Cpax= 40.43 + 8.19 pg/mL y Ke=0.106 + 0.018 (h).

Péagina | 91



7.0 ANEXOS.

7.0 ANEXOS.

7.1. Anexo |. Datos demogréficos de los participantes en el estudio.

Voluntario Sexo Edad Peso Talla IMC2
(afios) (kg) (cm) (kg/m?)
1 Mujer 25 60.5 156 24.86
2 Mujer 25 56.4 149 25.40
3 Mujer 37 63.8 156 26.22
4 Mujer 20 51.9 150 23.07
5 Hombre 24 59.0 159 23.34
6 Hombre 23 71.0 169 24.86
7 Mujer 28 64.0 158 25.64
8 Mujer 30 47.5 154 20.03
9 Mujer 26 67.5 157 27.38
10 Hombre 25 66.6 179 20.79
11 Hombre 32 65.5 167 23.49
12 Mujer 31 50.7 151 22.24
13 Hombre 21 60.1 161 23.19
14 Hombre 20 64.8 168 22.96
15 Mujer 24 57.2 161 22.07
16 Hombre 28 78.0 179 24.34
17 Hombre 21 63.4 168 22.46
18 Hombre 18 70.0 178 22.09
19 Mujer 31 60.6 154 25.55
20 Hombre 30 85.8 181 26.19
21 Mujer 34 60.0 155 24.97
22 Mujer 18 46.5 152 20.13
23 Hombre 31 68.4 159 27.06
24 Hombre 36 61.5 174 20.31
25 Hombre 20 51.3 162 19.55
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7.0 ANEXOS.

7.2. Anexo Il. Concentraciones plasmaticas de levetiracetam para cada

voluntario en los diferentes tiempos de muestreo.

;;?:;E; vol.i | vol.2 | vol.3 | vol.4 | vol.5 | vol.6 | vol.7
(horas) (Hg/mL) [ (pg/mL) | (ug/mL) | (g/mL) | (pg/mL) | (ug/mL) | (Hg/mL)
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.05
0.33 7.30 1.47 1.74 0.91 0.67 0.99 30.03

0.5 24.72 10.38 6.36 2.60 19.99 3.63 41.09

0.75 40.43 22.43 18.60 15.49 31.82 11.77 46.54

1 35.27 32.83 21.83 27.31 34.57 12.19 40.57

1.25 30.21 29.47 35.74 32.10 30.53 14.81 35.69

15 29.02 27.15 31.37 34.94 29.08 18.12 33.41

1.75 28.04 28.87 29.48 34.29 27.80 17.36 31.93

2 27.52 31.76 26.04 31.78 26.07 20.99 31.67

3 25.48 26.01 23.10 27.71 23.20 26.70 28.04
4 23.09 24.37 19.92 24.89 20.68 22.07 25.61
6 18.43 19.82 16.70 19.45 16.62 18.17 19.85
9 12.91 13.08 12.54 12.35 12.62 13.45 14.32
12 8.69 9.07 9.17 8.22 8.53 9.15 9.74
17 4.16 4.66 5.54 4.26 5.11 5.45 5.19
22 2.29 2.43 3.49 2.08 3.21 3.12 3.20
36 NC NC 0.95 NC 1.07 1.12 0.89

NC: No cuantificable
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Tiempo

nominal Vol. 8 Vol. 9 Vol. 10 | Vol. 11 | Vol. 12 | Vol. 13 | Vol. 14
o (hg/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ug/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (Hg/mL)
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 3.71 0.00 0.77 3.05 0.00 0.00
0.33 8.99 24.65 19.29 16.52 39.24 1.46 10.12
0.5 32.28 31.03 31.29 28.74 43.11 45.40 18.98
0.75 55.87 34.33 36.17 46.17 35.10 42.82 28.16
1 51.48 32.26 27.06 32.31 36.89 30.98 27.04
1.25 46.33 29.45 24.07 27.61 38.38 27.30 23.67
1.5 40.37 28.54 23.30 25.29 41.94 26.10 22.94
1.75 37.74 27.61 21.80 23.45 36.51 24.52 22.73
2 37.53 27.20 22.71 22.04 37.09 24.09 22.10
3 32.84 23.68 19.80 20.04 30.21 20.45 19.65
4 29.43 20.73 17.57 18.73 26.94 18.09 18.51
6 23.46 17.41 14.36 14.13 20.85 13.95 14.45
9 15.10 10.85 10.78 9.81 13.86 10.20 10.56
12 9.79 7.20 8.13 6.73 9.90 6.87 7.18
17 5.07 3.96 4.38 4.10 5.19 3.76 4.00
22 2.69 2.16 2.93 2.66 2.80 2.37 2.48
36 0.69 NC 0.93 NC NC 0.96 0.65

NC: No cuantificable
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:('ﬁmrﬁ’; Vol. 15 | Vol. 16 | Vol. 17 | vol. 18 | vol. 19 | vol.20 | vol. 21
o (hg/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ug/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (Hg/mL)
0 000 | 000 | 000 | 0oo | 0oo | 0oo | 0.0
017 | 277 | 292 | 552 | 4290 | 000 | 317 | 000
033 | 2121 | 1219 | 4345 | 4727 | 211 | 3320 | 7.9
05 | 3062 | 1765 | 46.11 | 4981 | 1519 | 3569 | 2856
075 | 3348 | 3377 | 3000 | 3471 | 3478 | 2710 | 4347
1 2926 | 26.07 | 2540 | 2694 | 3096 | 2157 | 3854
125 | 2633 | 2346 | 2330 | 2462 | 3548 | 2127 | 3331
15 | 2541 | 2231 | 2063 | 2229 | 4003 | 1953 | 3443
175 | 2575 | 2093 | 2102 | 2177 | 3225 | 1868 | 3234
2 2322 | 2001 | 1937 | 2122 | 2061 | 17.99 | 3170
3 2144 | 1811 | 1791 | 2004 | 2471 | 1662 | 2880
4 1896 | 1651 | 1664 | 17.71 | 2219 | 1501 | 26.10
6 1504 | 1432 | 1306 | 1458 | 17.26 | 1223 | 21.23
9 970 | 1046 | 884 | 1010 | 1200 | 857 | 1531
12 655 | 784 | 551 | 751 | 755 | 635 | 11.28
17 365 | 467 | 318 | 422 | 376 | 397 | 668
22 220 | 302 | 218 | 270 | 222 | 249 | 463
36 070 | 097 NC 0.67 NC 071 | 1.35

NC: No cuantificable
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;;?;':E;’I Vol. 22 | Vol. 23 | Vol. 24 | vol. 25
frees) (hg/mL) | (pg/mL) [ (pg/mL) | (pg/mL)
0 000 | 000 | 000 | o0.00
017 | 000 | o088 | 217 | 366
033 | 817 | 1828 | 3220 | 24.40
05 | 2112 | 3526 | 4042 | 26.13
075 | 3312 | 3624 | 59.72 | 41.39
1 5020 | 2951 | 4250 | 37.11
125 | 4733 | 2653 | 3472 | 30.70
15 | 4117 | 2534 | 3025 | 28.66
175 | 3883 | 2383 | 2818 | 2668
2 3505 | 21.08 | 2681 | 26.36
3 3144 | 1938 | 2252 | 2242
4 2765 | 17.95 | 2048 | 2081
6 2015 | 1350 | 17.02 | 17.19
9 1380 | 1028 | 1178 | 11.27
12 953 | 733 | 871 | 754
17 462 | 431 | 497 | 425
22 233 | 259 | 314 | 270
36 NC 096 | 1.02 | 101

NC: No cuantificable

7.0 ANEXOS.
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7.0 ANEXOS.

7.3. Anexo lll. Graficas de concentracion plasmatica en escala normal y

escala semilogaritmica con respecto al tiempo por cada voluntario.
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7.4. Anexo IV. Parametros farmacocinéticos de levetiracetam obtenidos por

cada voluntario.

Voluntario Cmex ABC o ABE ot we Tmax t %2 (h) TMRoint
(ug/mL) | (h*pg/mL) [ (h*pg/mL) | (h) | (h) (h)
1 40.43 270.76 288.33 0.130 | 0.75 5.31 8.15
2 32.83 274.52 293.00 0.132 | 1.00 5.27 8.44
3 35.74 284.61 294.02 0.101 | 1.25 6.84 10.34
4 34.94 266.70 281.89 0.137 | 1.50 5.06 8.02
5 34.57 286.29 298.00 0.091 ( 1.00 7.59 10.28
6 26.70 275.36 286.40 0.101 | 3.00 6.85 10.83
7 46.54 337.38 345.95 0.103 | 0.75 6.71 8.95
8 55.87 362.51 368.52 0.115| 0.75 6.03 8.05
9 34.33 251.18 269.14 0.120 | 0.75 5.76 8.10
10 36.17 258.55 269.33 0.086 | 0.75 8.06 10.43
11 46.17 228.33 256.99 0.093 | 0.75 1.47 9.66
12 43.11 323.27 345.56 0.126 | 0.50 5.52 8.07
13 45.40 248.47 260.80 0.078 | 0.50 8.91 10.04
14 28.16 239.51 245.41 0.110 | 0.75 6.28 9.27
15 33.48 246.17 254.06 0.089 | 0.75 7.77 9.22
16 33.77 247.06 257.59 0.092 | 0.75 7.56 10.64
17 46.11 205.41 224.01 0.117 | 0.50 5.92 8.39
18 49.81 258.24 264.61 0.105 | 0.50 6.61 9.18
19 40.03 257.12 274.10 0.131 | 1.50 5.29 7.99
20 35.69 218.17 225.24 0.101 | 0.50 6.88 9.71
21 43.47 368.48 382.47 0.097 | 0.75 7.18 10.57
22 50.20 312.18 329.31 0.136 | 1.00 5.10 7.69
23 36.24 248.62 258.37 0.099 | 0.75 7.01 9.86
24 59.72 305.26 316.78 0.088 | 0.75 7.85 9.73
25 41.39 278.82 290.91 0.083 | 0.75 8.31 9.76
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