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RESUMEN

La oxicarbamazepina (OCZ) es uno de los antiepilépticos més nuevos, ¢l cual es
frecuentemente utilizado en nuestro -pais. Estudios recientes han demostrado que en
humanos, se metaboliza extensamente a su metabolite 10-hidroxicarbamazepina (HCBZ),
el cual presenta actividad antiepiléptica.

Dado que su estructura quimica es semejante a la carbamazepina, es posible que presente
un patron de distribucién similar a esta Ultima, sin embargo, 2 la fecha, no existen
reportes en la literatura cientifica internacional acerca de ello.

Por lo que, se realizé el presente trabajo con el fin de determinar la afinidad del
metabolito (HCBZ) de 1a oxicarbamazepina a los componentes sanguineos.

El grado de union a proteinas plasméticas se determiné utilizando ¢l método de dialisis a
37°CypHde 74.

Para determinar el grado de unién a glébulos rojos, se lievd a cabo un estudio en 9
voluntarios clinicamente sanos, a los cuales se les administrd una dosis oral dnica de
600mg de oxicarbamazepina en ayunas. Se tornaron muestras sanguineas a las 0, 0.75, 1,
3,4, 5,6, 8 11, 24, 32, 48 y 56 horas, se separd el plasma, guardandose en congelacion y
¢l paquete globular en refrigeracion hasta el momento de su andlisis. Las muestras se
analizaron utilizando un método de cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Los resultados demostraron, que la unién de! metabolito de la oxicarbamazepina a
proteinas plasmaticas fue bajo, de 36.8 %  0.90 en cambio, presentd mayor afinidad por
paquete globular. El valor promedio de la relacion plasma paquete globular en los
intervalos de 0.75 a 48 horas fue de 1.1 £ 0.2

Sobre la base de los resultados obtenidos se establece que, en los casos de pacientes
cuyos niveles se encuentren dentro del rango terapéutico propuesto (15 a 30 ug/ml) y no
respondan a la terapia serfa conveniente cuantificar el farmaco en plasma y paquete
globular con el fin de establecer una terapia mas racional,

(HCBZ) hidroxicarbamazepina, (0CZ) oxicarb




ABSTRACT

Oxcarbazepine (OCZ) is a2 new antiepileptic drug closely relaied to carbazepine
(CBZ). In humans oxcarbazepine is rapidly and almost completely converted to 10-
hidroxycarbazepine (HCBZ) and this metabolite has similar antiepileptic effects to
that of CBZ, Therefore, it is believed, that OCZ and his metabolite have z similar
distribution than CBZ.

In this aim the distribution of HCBZ, the main metabolite of oxcarbazepine, was
investigated in plasma and red cells.

In vitro studies of plasma binding of HCBZ were carried out by a dialysis technique at
37°C and pH 7.4

Determination of m vivo red cells binding was carried out, after the oral
administration of 600 mg of OCZ to nine healthy volunteers. Blood samples were
withdrawn for the next 56 h and packed red cells were separated from plasma by
centrifugation and then analyzed by HPLC

Results showed that the in vitro protein binding of HCBZ was low. The mean bound
concentration ranged from 36.8% + 0.90, however an affinity of HCBZ to red
corpusclte was 1.1 & 0.2. These results have demostrated that the metabolite of OCZ
has affinity for this compartment

Our observation indicate that HCBZ red blood cells concentrations together with
plasma measurements could be useful in cases of inefficacy or toxicity in order to

make the appropriate drug adjustments,
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CAPITULO1 INTRODUCCION.

La carbamazepina fie introducida hace 25 afios en los Estados Unidos de América, y
desde entonces ha sido el fairmaco de eleccion para el tratamiento de fas convulsiones
tonico ciénicos generalizadas, parciales y en la neuralgia del trigémino. Por su eficacia Y
la poca informacion sobre sus efectos adversos, la carbamazepina fue aceptada para su
uso tanto en monoterapia como politerapia,

En algunos pacientes, sin embargo, se preseman efectos adversos relacionados con la
dosis, incluyendo desvanecimiento, diplopia y ataxia y se han relacionado con su
principal metabolito activo la 10,11-epoxi-carbamazepina (1,2,3,4), por lo que se evalud

ta eficacia y seguridad de su anlogo, denominado oxicarbamazepina.

La oxicarbamazepina (OCZ) fue disefiada incluyendo un grupo ceto ligado a la posicion
10 del anillo azepina con la finalidad de evitar la formacion del epéxido v asi diminuir
los efectos adversos, incluyendo la teratogenicidad, Ia cual se presenta en politerapia, en
donde los niveles séricos de este metabolito son relativamente altos (2,3,5). Se sabe que
en ¢l hombre, la oxicarbamazepina se absorbe por completo en el tracto gastrointestinal y
$¢ metaboliza extensamente formando dos metabolitos' 1a 10-hidroxicarbamazepina
(HCBZ) y el trans-diolcarbazepina (DHCBZ) Se ha demostrado que el 10-
hidroxicarbamazepina (HCBZ) tiene propiedades antiepilépticas (3,5).

Dicho metabolito se distribuye ampliamente en el organismo sin presentar ninguna
afinidad a un tejido en particular (6). Como sustancia lipofilica neutra (coeficiente de
particién 8.8 a 25 °C n-octanol / buffer de fosfatos pH=7.4} (7), ¢l metabolito activo de la
OCZ es capaz de difundirse rapidamente 2 través de las diferentes membranas y barreras
del organismo (8), sin embargo, a la fecha no se conoce ¢l papel de los componentes

celulares principalmente los eritrocitos, como un compartimento de equilibrio,

Con base en lo anterior, se desarrollé el presente trabajo, cuyo objetivo fue determinar el
grado de unidn del metabolito monohidroxilado de la oxicarbamazepina a los diferentes

compartimentos sanguineos,
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CAPITULOH GENERALIDADES

DESCRIPCION.,

2.1 NOMBRE DEL FARMACO.

Oxicarbamazepina.

2.2.NOMBRE QUIiMICO DE LA SUSTANCIA.
16,11-dihidro-10-0x0-5H-dibenz [b,f] azepine-5-carboxamide
Dibenzozepina derivado, estructuralmente relacionado a la carbamazepina,
2.3 ESTRUCTURA QUIMICA

<

O 2=

DXICARBAMAZERINA (OCZ)

2.4 FORMULA CONDENSADA
CisHizN2 Oy

2.5 PESO MOLECULAR

252

2.6 SOLUBILIDAD

La oxicarbamazepina y su derivado monohidroxilado (HCBZ) son compuestos lipofilicos

neutros que presentan muy baja solubilidad en agua (9)

La solubilidad de 1a oxica.?bamazepina es de 0.13 g/l v de su metabolito activo HCBZ es
de 4 2 g/l a 37°C en agua




CAPiTULO Il GENERALIDADES

2.7 GRUPO TERAPEUTICO.

Antiepilépticos

2.8 FORMA FARMACEUTICA Y DOSIS.
Tabletas disponibles en dosis de 300 mg v 600 mg
2.9. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.
2.9.1.ESTUDMOS FARMACODINAMICOS.

La Oxicarbamazepina (OCZ) y su principal metabolito 10,11 -dihidro-10-hidroxi-
carbamazepina (FICBZ), presentan una actividad antiepiléptica comparable con la

obtenida con carbamazepina como se demuestra en los modelos animales (7). En estudios
in vivo el metabolito monohidroxilado de la OCZ demostré tener potencial terapéutico en

el control de crisis parciales y tonico clénicos generalizadas (3)

El mecanismo de accion de la OCZ solo se ha aclarado parcialmente; sin embargo, se
sabe que la oxicarbamazepina bloquea los canales de sodio e inhibe la generacion de

potenciales de accidn repetitivos en el foco epiléptico. (3)
2.9.2.PROPIEDADES FARMACOCINETICAS.

Después de su ingestidon ia oxicarbamazepina, es ripidamente meiabolizada a 10,11-
dihidro-10-hidroxi-carbamazepina {HCBZ). Este metabolito estd presente en ¢l plasma en
mayor concentracién gue el farmaco original y se crec que es el principal compuesto
activo (5,6)
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2.9.2.1.ABSORCION

La absorcion de la oxicarbamazepina en humanos ha sido investigada en base a los
perfiles de concentracion plasmatica y de excrecidn urinaria de su metzbolito
monohidroxilado (HCBZ).

Schutz y cols. (11) demostraron que la absorcion es casi completa de una dosis de 400mg
de oxicarhamazepina en dos voluntarios sanos ¥ que la concentracion plasmatica de la
HCBZ es comparable a la obtenida cuando se administra el metabolito por st solo tanto

en animales (ratas y perros) como en humanos. ¢

La OCZ se administra por via oral (12). Su concentracion plasmatica maxima (Cmax) es
de aproximadamente de lmg/L la cual se alcanza en las primeras horas (1-2.5 h) después
de la administracién de una dosis tnica de 600mg (13). En este estudio su principal
metabolito, la hidroxicarbamazepina fué detectada en mayor concentracién que Ia
oxicarbamazepina, con una Cmax de 7.4 mg/L a las de 7 horas.

Kristensen y cols. (14) encontraron upa Cmax de 4.6 mg/L para HCBZ a las 8 horas

después de una administracion oral de una dosis de 600 mg

Los niveles en el estado estacionario después de la administracion repetida de 300 mg de
OCZ dos veces al dia se encuentran entre 5 2 12 mg/L {3),

La concentracione plasmatica de la 10,1 1-dihidro-10-hidroxi-carbamazepina en el estado
estacionario fueron nueve veces mas altas que las concentraciones plasmaticas del
firmaco original. Existe una relacién lineal entre la concentracion plasmatica del
farmaco, como del metabolito (HCBZ) y la dosis administrada (5,14,15, 16,17).

Augusteifn y van Parys (19) describieron la siguiente relacidn entre la concentracion
plasmatica del derivado monohidroxilado (HCBZ) y la dosis de oxicarbamazepina
(OCZ), en el rango de 300 a 2700 mg/dia :

[HCBZ] en mg/L. = 0.93 x dosis de OCZ en mg/ke.
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Mayet v cols. (20) realizaron un estudio sobre influencia de la dieta en la
biodisponibilidad del metabolito de la OCZ en 9 voluntarios sanos a los cuales se les
administré una dosis oral Gnica de 600 mg de OCZ, las dietas fueron. ayuno, adieta con
alto contenido de lipidos (45% de los lipidos, 25% de los carbohidratos y 30% de las
proteinas) y una dieta con alto contenido de carbohidratos (45% de los carbohidratos,
30% de los lipidos y 25% de las proteinas), encontrandose que las diferentes dietas no
afectan la absorcion del farmaco.

2.9.2.2 DISTRIBUCIGN

La oxicarbamazepina y su metabolito se distribuyen ampliamente en el cuerpo sin
presentar ninguna afinidad a un tejido en particuiar (6). Como sustancia lipofilica neutra,
¢l metabolito activo de la OCZ es capaz de difundirse ripidamente a través de lag
diferentes membranas y barreras del organismo. Esta sustancia puede también atravesar
la barrera hematcencefalica. (12). El volumen de distrnibucion del 10,11-dihidro-10-

hidroxi-carbamazepina es aproximadamente 0.7 a 0.8 L/kg.
2.9.2,3 METABOLISMO

La oxicarbamazepina es un ceto-anilogo de la carbamazepina, que al sustituir el doble
enface entre el C-10 y C-11 por un grupo ceto se previene su oxidacion, v se reduce
rapidamente mediante una aldo-ceto reductasa para producir la 10,11-dihidro-10-hidroxi-
carbamazepina. Este metabolito se conjuga con la UDP-glucuroniltransferasa microsomal
y en menor cantidad se oxida a 10,11-trans-dihidroxi carbamazepina (DHCBZ}
metabolito comin a ambas: carbamazepina y oxicarbamazepina como se muestran la fig.
21(6,11,15,16,20). La velocidad de conversidn de la oxicarbamazepina a 10,] 1-dihidro-

10-hidroxi-carbamazepina no se ve alterada por la administracion crdnica.{15)




FIGURA 2.1. METABOLISMO DE LA OXICARBAMAZEPINA Y LA CARBAMAZEPINA
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relacion a sus metabolitos, mientras que en mandriles v en el.hombre existen niveles
bajos del compuesto original en los que et metabolito hidroxicarbamazepina ests presente

en concentraciones altas.(21)

Isojarvi y cols. (10) determinaron que reemplazando la CBZ por OCZ se puede
restablecer la funcion tircidea normal en pacientes con epilepsia. Dado que la
carbamazepina induce el decremento de la concentracién sérica de la hormona tiroidea
debido a que se potencia su degradacion por la induccién de las enzimas oxidativas Puso

del higado y afectando de esta forma la funcién miocordial,

Este estudio se realizo en 12 pacientes con epilepsia, durante 5 afios. La dosis de CBZ fué
de 571 £ 136 mg la cual se fie remplazando paulatinamente con OCZ cuya dosis fué de
1000 + 320 mg.

Un gran problema de la carbamazepina (CBZ) y muchos otros antiepitépticos es la
induccién enzimatica. Kerr y cols.(22) evaluaron la contribucion de la enzima CYP3 A4,
en la formacion del 10,11-epoxicarbamazepina, metabolito activo de la carbamazepina,
encontrandose que esta enzima contribuye en un 60-80% en la biotransformacion.

La enzima CYP2CS8 que participa en la formacion de los metabolitos fenélicos en la via
metabolica de la carbamazepina contribuye en menor grado. En el caso de Ia
oxicarbamazepina existen diferencias importantes, pues este firmaco no es metabolizado
via citocromo P450 y se biotransforma via cetorreductasa hepatica (23,24), evitando con

¢Ho la induccién enzimatica
2.9.2.3 ELIMINACION

Aproximadamente el 96% de una dosis de oxicarbamazepina marcada se excreta por via
renal en forma de metabolito y menos del 1% como farmaco inalterado (11). La
oxicarbamazepina desaparece rapidamente del plasma, lo cual es indicative de su

conversion a 10,11-dibidro-10-hidroxi-carbamazepina (HCBZ). En pacientes a los cuales
6
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oxicarbamazepina desaparcce rapidamente del plasma, lo cual es indicativo de su
conversion a 10,11-dihidro-10-hidroxi-carbamazepina (HCBZ) En pacientes a los cuales
se les administraron conjuntamente otros antiepilépticos la vida media es de 1-2.5 h (15)
ruientras que en voluntarios sanos 2.5-5 horas (13,14, La vida media del 10,11-dihidro-
10-hidroxi-carbamazepina es aproximadamente de 8.4 horas en una poblacion de
‘ p-acientes epilépticos (15) y de 14 a 26.5 horas en voluntarios sanos (12,13). El amplio
rango de valores en la vida media puede ser reflejo de las diferencias en edad en la

poblacion estudiada.

Dickinson y cols. {15) realizaron el estudio farmacocinético de la OCZ (dosis 600 mg) y
de su metabolito (HCBZ) en el estade estacionario durante tres meses, en pacientes
epilépticos co-medicados con otros antiepilépticos (catbamazepina, fenitoina,
metilfenobarbitona, clonazepam, clobazam, primidona y wvalproato), reportaron que la
vida media de eliminacién fue de 1.0 a 2.5 h para la OCZ y para su metabolito
monochidroxilado fue de 8.4 h esta vida media es menor a la que reporta Kristensen y
cols. (14} que fue de 19.3 h en 7 voluntarios sanos, pero es similar a la reportada por
Feldemann y cols (7) que fue de 8-10 horas en 2 voluntarios sanos. La vida media de
eliminacién del metabolito no se ve alterada atn en la medicacin continda, ni ¢on el uso

de otros antiepilépticos, en los cuales el metabolismo se lleve a cabo por via oxidativa

En este estudio también se determiné ia depuracidn aparente del firmaco original (OCZ)
resultando de 2 5 L/kg, lo cual sugiere que substancialmente existe una eliminacion por
efecto del primer paso. Los niveles plasmaticos en el estado estacionario tanto del
farmaco como su metabolito (HCBZ) estan linealmente relacionados con la dosis y los

niveles del metabolito son 9 veces mas altos que los niveles del firmaco original.

En otros estudios se ha encontrado una meseta en el perfil de concentracién plasmatica-
tiempo indicativo probablemente de un proceso de saturacion, incluso se ha sugerido que
un factor adicional de este comportamicnto sca la recircufacién enterchepatica de la

hidroxicarbamazepina (3,13,14}




CAPITULO I GENERALIDADES

La velocidad de eliminacion de oxicarbamazepina o de su derivado menohidroxilado no
se modifica significativamente después de la administracidn crémica de este
farmaco (3,15)

2.9.2.4 MONITOREQ TERAPEUTICO DEL FARMACO

El indice terapéutico de la oxicarbamazepina reportado por Ciba-Geigy es de 15-30

ug/ml. En la actualidad se estén realizando los estudios clinicos que avalen este intervalo.

Los datos obtenidos hasta el momento no muestran una correlacion entre la incidencia de
efectos adversos serios y una concentracion plasméatica en particular, aunque se puede

presentar hiponatremia a altas dosis.

Aln cnando la hiponatremia estd asociada con la administracion de la carbamazepina
(27), el efecto parece ser mas pronunciado con la administracidon de OCZ, ya que los
niveles plasmaticos del sodio decrecen de 137.5 mmol/L 2 128.5mmol/L. Los resultados
mostraron que el grado de hiponatremia esta linealmente relacionado con la dosis(> 24
mg/kg/dia) de la OCZ y la concentracidn plasmatica del 10,11-dihidro-10
hidroxicarbamazepina (HCBZ).(28,29)

J-M. Cardot y cols. (26) llevaron a cabo un estudio en 10 pacientes, administrandoles

OCZ como finico firmaco en dosis de 450-750 mg por Kg de peso durante dos semanas.

Para investigar la posibilidad de que la saliva pudiera ser un fluido biclogico alterno para
cuantificar el metabolito HCBZ en el monitoreo de la terapia con OCZ se tomaron 30
pares de muestras de sangre y saliva durante 24 horas. Los autores conclayeron que no es
apropiado el empleo de saliva en lugar de plasma para el monitoreo de la

oxicarbamazepina,
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2.t0 USG TERAPEUTICG

Es un agente efectivo en el tratamiento de crisis parciales o tonico clonicas generalizadas,

neuralgia del trigémino y desordenes afectivos (5).

A la fecha que no existe suficiente informacion acerca de la eficacia de la OCZ en
neuralgia trigeminal y desordenes afectivos, mientras que su eficacia en pacientes con

epilepsia est bien sustentada

2.11 TOLERANCIA

Los efectos adversos ( diplopia, dolor de cabeza, mareos y nauseas) asociados con la
terapia de la carbamazepina han sido atribuidos a su metabolito activo, el epdxido
{27,30,32). Aun cuando no se conoce a ciencia cierta la toxicidad del epoxido (31), el
interés clinico de la oxicarbamazepina radica en que no se metaboliza via citocromo Paso,
por 1o que sus reacciones adversas son menores.

Estas suelen ser de naturaleza pasajera, se producen ante todo al principio del tratamiento
y generalmente desaparecen al continuar con el mismo. Los efectos colaterales maés
comunes que se han reportado durante la fase de dosificacion inicial son fatiga, vértigo,

ataxia y en ocasiones hiponatremia. (5).

A finales de 1990, se llevd a cabo en Escandinavia un estudio multicéntrico aleatorio, en
¢l cual incluyeron a 235 pacientes epilépticos recientemente diagnosticados con crisis
sonvulsivas tonico clonicas generalizadas o parciales con o sin generalizacion. De los
235 pacientes en 165 de ellos se evalud la eficacia de OCZ y en 190 se evalud su
tolerancia. La dosis media de CBZ fué de 684 mg/dia y la media de OCZ fué 1000
mg/dia. Las concentraciones obtenidas de CBZ: 7.56 pg/ml y del metabolito de la OCZ
fue 15.27 pg/mi mostraron que ambos farmacos presentaban la misma eficacia, sin
embargo, que lo encontrado en otros estudios, los efectos adversos fucron menores

despuds de la administracién de lx OCZ (33)
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En cuanto los efectos adversos después de monoterapia v politerapia con
oxicarbamazepina se encontré gue la frecuencia de efectos adversos es mas alta en el
grupo con politerapia y ef mas frecuente de los efectos adversos es ef exantema (7-11%),
pero los efectos adversos relacionados con el SNC (cansancio, desvanecimiento/vértigo,

ataxia, problemas de la memoria, dolor de cabeza, trastornos del suefio, temblor) son

semejantes en ambos grupos (5)

En los estudios clinicos con oxicarbamazepina administrada en régimen monoterapico se
han reportado los siguientes efectos secundarios.

Sistema Nervioso Central y Periférico.
A menudo, fatiga y en ocasiones vértigo, trastornos de Ia memoria, cefaleas, temblor,

trastornos del suefio; raramente labilidad psiquica, tinnitus, ataxia, depresion, trastornos

visuales y ansiedad.

Tracto Gastrointestinal,

En ocasicnes nauseas y reacciones de hipersensibilidad como eritemas.

Sangre.

Descenso en el recuento leucocitario (fluctuante pasajero).

Higado.
En ocasiones, aumento ligero de las transaminasas, en casos aislados, aumento ligero de
la fosfatasa alcalina.(9)

La OCZ se utiliza y esta registrada en Dinamarca para tratar otras patologias: como la
neuralgia del trigémino y trastornos maniacodepresivos. La CBZ y la QCZ tienen la
misma estructura molecular que los antidepresivos triciclicos, por lo que también se
pueden utilizar para tratar espasticidad, principlamente en pacientes traumatizados.

Adin no se conoce el potencial teratogénico de la oxicarbamazepina en humanos (34)
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2.12 INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

A diferencia de lo establecido con otros farmacos antiepilépticos, la oxicarbamazepina y
su metabolito son depurados del organismo por un proceso no oxidativo, inciuyendo la

reduccidn de la cetona v O-glucuronizacién. Estos procesos no dependen del citocromo
P450. (35,36,37)

El metabolismo de otros antiepilépticos no se ve incrementado por el uso de OCZ. La
oxicarbamazepina no interacciona con la warfaring {38); sin embargo, la disponibilidad
sistémica de la fenodipina puede verse disminuida en aproximadamente un 30% por la
induccién de la isoenzima P450 111 A después de la administracion de 450 mg de OCZ
dos veces al dia en 8 voluntarios, sin embargo, la relevancia clinica de esta interaccién no

es muy clara. {39)

La farmacocinética de la oxicarbamazepina no se ve influenciada por la eritromicina,
cimetidina o dextropropoxifeno. La coadministracién de verapamilo produce una
disminucion de fa Cmax en un 20% y del drea bajo la curva del 10,11-dihidro-10-hidroxi-
carbamazepina. Al administrar oxicarbamazepina a pacienies que estan tomando
anticonceptivos, se observara una reduccion de la concentracion hormonal plasmatica que
puede conducir al fracaso del tratamiento con anticonceptivos; lo cual puede evitarse

administrando anticonceptivos con niveles estrogénicos mas altos (40).
2.13 DOSIS Y ADMINISTRACION

2.13.1 DOSIS.

En mono y politerapia, el tratamiento con OCZ debe de iniciarse gradualmente y la dosis

debe ser ajustada de acuerdo a las necesidades del paciente (41)
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ADULTOS.

Monoterapia: la dosis de inicio debe ser de 300 mg una vez al dia, y debe ser
incrementada hasta obtener una respuesta Optima. Las dosis utifizadas en la practica
clinica va de 600 ~ 1200 mg/dia.

Politerapia, en pacientes con crisis ténico clénico generalizadas (Apéndice A). La dosis
micial debe ser de 300 mg una vez al dia, ia dosis se puede incrementar gradualmente
hasta obtener la respuesta deseada La dosis de mantenimiento va de 900 - 3000 mg/dia

(41)
NINOS

La experiencia con OCZ en nifios es limitada y no hay evidencias clinicas en nifios
menores de tres afios. En vista de esto, las dosis recomendadas son las siguientes: La
dosis inicial es de 10 mg/kg/dia, y la dosis debe incrementarse hasta el control de las
crisis, segan sean las circunstancias particulares de cada caso, La dosis de mantenimiento
recomendada es de 30 mg/kg por peso corporal. Si las crisis ain no se controlan, la dosis

puede incrementarse individualmente a razon de 10 mg/kg/dia.(41)
2.13.2 ADMINISTRACION,

Aun cuando en algunos casos se utiliza el régimen de dos veces al dia, en general, se
recomienda el de tres veces al dia. Las tabletas pueden ingerirse durante o después de los
alimentos.(41)
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CAPITULO 1 PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
OXICARBAMAZEPINA Y SU PRINCIPAL METABOLITO (HCBZ) EN
PLASMA.

3.1.1 ADQUISICION DE ESTANDARES.

Los siguientes firmacos y /o metabolitos: Oxicarbamazepina (QCZ), trans-10,11-
dihidroxi-10,11-dihidro-carbamazepina  {DHCBZ), 10-hidroxi-10,11 ~dihidro-
carbamazepina (HCBZ), y el 9-hidroximetil-10-carbamoilacridane (estindar interno)

fueron amablemente donados por Ciba-Geigy (Base, Switzerland).
3.1.2 REACTIVOS

Etanol Absoluto, RA Merck lote 2041146

Acetonitrilo, Aldrich HPLC lote 15813 PX

Acetato de Etilo, Fisher Scientific lote 900540

Alcohot Metilico, Mallinckrodt ChromaR HPLC iote 804 KEGP
Acido Nitrico RA Merck

Hidréxido de Sodio R.A. Merck

Fosfato monobésico de potasio R.A. Baker

Fosfato dibasico de sodic anhidro R.A. ﬁaker

Agua deionizada en un Milli-QMR Water System (Millipore).

3.1.3 Soluciones
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Sotucién de hidréxido de sodio 2 M - Pesar 40 g de hidroxido de sodio disolver en agua
libre de carbonatos v aforar a 500 mL.

Solucién de dcido nitrico al 0.1% - Tomar con pipeta automética 110 ul de acido nitrico
90% v adiciénale 100 mL de agua destilada.

Estindar Interno - Pesar 0.5 mg de 9-hidroximetil-10 carbamoilacridano y disolver en

1000 mL de acetato de etilo Esta solucion es estable hasta por 4 meses a 4°C.

Solueién reguladora de fosfatos a pH 7.4- Pesar vy disolver 500 mg de fosfato dibasico

de sodio arhidro ¥ 301 mg de fosfato monobésico de potasio en agua para obtener 1000
mL.

3.1.4 EQUIPO

Cromatégrafo de liquidos Waters equipado con una bomba isocratica (modelo M-45), un
inyector con loop de 25 pL, detector de arreglo de diodos (modele 991), base de datos

Power Mate SX Plus e impresora,

Columna ODS C18 (230 x 4 6 mm D I, tamafio de particula de 5 pum)

Fase mévil' Agua:MeOH:ACN (55:40:5)

Flujo . 1mi/min

Absorbancia 212 nm.

Dializador. Spectra / Por de cinco celdas v membranas de acetato de celulosa de (0 45 um
y 25 mm de diametro).

3.L.5 PROCEDIMIENTO

Bl métedo analitico empleado fue el propuesto por Kumps y cols. (42) con alguras

modificaciones
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En un tubo para centrifuga de 10 mL, adicionar 1 mL de suerc o plasma, agregar 100 ul.

de NaOH 2M, mezclar y agregar 2.50 mL de la solucion del estindar interno y 2 Sml de

acetato de etilo,

Agitar en un vortex 2 min a 20 r p.m. y centrifugar. Transferir la fase orgénica a un tubo,

evaporar a sequedad en un bafio de agua a 50 °C y bajo corriente de nitrdgeno.

Reconstituir la muestra con ! mL de fase movil, mezclar en un vortex ¢ inyectar 25 uL en

el cromatografo.

En la fig No 3.1 se muesira ef diagrama de extraccion de Ja muestra resumido.

Fig. No. 3.1 Método I (Andlisis de ia hidroxicarbamazepina en plasma)

1 mi. de plasma.
adicionar
100 pl. de NeOH 2 M
agitar
ERTOgAr
2 Sml. de la solucién contepuende ¢f estindar interne
agitar
Yagregar

2.5 mL de aceato de otile
l agitar

vortex 2min
Centrifugar a ZSOL 2.0, 20 sun
Transferr fase orginica
Evaporar & sequedud byje coixcnlc de mirogeno a 56 °C
agregar
1 mL de fu&c movel

agitor et vortex | min

Tnyectar 25 uL en kbl cromatograto
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3.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE LA OXICARBAMAZEPINA Y SU PRINCIPAL METABOLITO

Con ¢l fin de tener un método analitico confiable, se evaluaron los parametros de

linearidad, precisién, exactitud y estabilidad.
3.2.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES EN PLASMA

Se prepararon 10 mb de una solucién patrén que contenia 200 pg/ml de HCBZ (10-
hidrexi-10,11-dihidrocarbamazepina), 50 pg/mi. de OCZ {oxicarbamazepina) v 50
ug/mL de DHCBZ (trans-10,11-dihidroxi-10,11-dihidro-carbamazepina) en etanol,

De la solucidn patron se toman 200 uL y se aforan con 2 mE. de plasma libre de firmaco
para obtener una concentracién de 20 pg/mL de HCBZ, S pg/mL de DHCBZ y OCZ.)
Sol. A

De la sol. A tomar 1 mL y adicionarle 1 mL de plasma libre de firmaco (concentraciones:
10ug/mL de HCBZ, 2.5 pg/mi de DHCBZ y OCZ) Sel. B.

De la sol. B tomar 1 mL y adicionarle 1 mi de plasma libre de firmaco
(concentraciones: 5 ug/mL de HCBZ, 1.25 pg/mL de DHCBZ y OCZ). Sel. C

De la sol. C tomar | mL y mezclarlo con 1 mL de plasma libre de firmaco
(concentraciones: 2.5 pg/mlL de HCBZ, 0,625 ug/mL de DHCBZ y OCZ) Sol. D

De la sol. D tomar 1mL y mezelario con 1 mL de plasma libre de firmaco
(concentraciones: 1.25 pg/mL de HCBZ, 0 312 pug/mL de DHCBZ y OCZ). Sol.E

16
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De la sol. E tomar i ml y' mezclarto con 1 ml de plasma libre de firmaco
{concentraciones: 0 625 pg/mL de FICBZ, 0 156 pg/mi. de DHCBZ y OCZ) Sel.F.

3.2.2 LINEARIDAD

Se prepararon 6 curvas en plasma afiadiendo HCBZ, en el rango de concentracién de
0.625 a 20 pg/mL y de 0.156 2 5 pg/mL para DHCBZ v OCZ, las cuales se analizaron
por el método descrito.Sé grifico la relacidn de alturas de cada uno de los farmacos con
respecto al estdndar interno, contra la concentracidn de cada uno de ellos, a fin de

determinar si 1a respuesta era lineal.
3.2.3 PRECISION

Para determinar la variabilidad en un mismo dia, se analizaron por sextuplicado muestras
plasmaticas a las-cuales se les adicioné HCBZ en el intervalo de concentracion de 0.625 a
20 pg/mL y de DHCBZ y OCZ en el range de concentracién de 0.156 a 5 pg/mL y sé

calculo el coeficiente de variacion.

La repetibilidad en diferentes dias se determing analizando una vez al dia soluciones de
HCBZ (0.625 a 20 pg/mL) y de DHCBZ y OCZ (0.156 a 5 pg/mL) en 6 dias diferentes

preparadas el dia del analisis
3.2.4 EXACTITUD

Se prepararon soluciones de HCBZ en etanol (0.625 a 20 ug/mL) y de DHCBZ, OCZ
(0.156 a 5 pg /mL) y se evaporaron a sequedad. El residuo se reconstituyé con 1.0 mL de

fase mévil y se inyectaron en el cromatografo.

A una matriz de plasma se afadieron concentraciones conocidas de HCBZ, DHCBZ y

OCZ, las cuales se analizaron de acuerdo al procedimiento descrito (Método 1) v se
17
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inyectaron paralelamente a las muestras en sclucion La recuperacion se calculd como la
refacion de las alturas de las muestras plasméticas y la obtenida de las muestras disueltas

en etanol,
3.2.5 SENSIBILIDAD

Concentracién minima detectable. Se prepararon soluciones de HCBZ a concentraciones
de 0.1536 a 20 ug/ml, de DHCBZ y OCZ en concentraciones de 0 156 a 5.0ug/mL vy se

analizaron junto con muestras de plasma blanco, utilizando el método previamente

descrito.

3.2.6.ESTABILIDAD DE HCBZ EN MUESTRAS PLASMATICAS.

Dado que el compuesto a cuantificar es el metabolito de la oxicarbamazepina (HCBZ) se
procedio a determinar su estabilidad en este fluido preparando para ello muestras de
concentracion conocida (0.625 a 20pg/ml) las cuales se guardaron en congelacion hasta
el momento de su analisis. Las muestras se analizaron a tiempo cero y después de su

preparacion a intervalos de 1 semana durante un mes utilizando el método L.

3.3 CUANTIFICACION DEL PRINCIPAL METABOLITO DE LA
OXICARBAMAZEPINA EN PAQUETE GLOBULAR

E! método analitico utilizado para el analisis del paquete globular fue el mismo que para
el andlisis en plasma, excepto que el agente precipitante de proteinas NaOH 2M se
sustituyd por HNQ, 0.1%, debido a que en condiciones basicas se liberan fibrindgeno y
bilirrubina lo cual impide una limpieza adecuada de la muestra, mientras que en
condiciones acidas se obtienen mejores resultados. El procedimiento utilizado para el

analisis de la HCBZ se esquematiza en la figura 3.2

18



CAPITULO it PARTE EXPERIMENTAL

33.1. VALIDACION DEL METCDO  ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DEI, PRINCIPAL METABOLITC DE LA OCZ EN
PAQUETE GLOBULAR

Se preparé una solucion patrén de HCBZ v de OCZ en etanol para obtener una
concentracion final de 100 pg/mL y de 50 pg/mL respectivamente. Sol. A",

De la solucién A" se tomaron lag siguientes alicuotas’

a) 20 uL con 1 mL de paquete globular conc.= 2 pg/mL de HCBZ y 1 pg/mE de OCZ

b) 40 uL con 1 mL de paquete globular cone.= 4 pg/mL de HCBZ y 2 pg/mL de OCZ

¢) 60 puL con | mL de paquete globular conc.= 6 ng/mL de HCBZ y 3 pg/mL de OCZ

d) 80 uL con 1 mL de paquete globular conc.= 8 pug/mL de HCBZ y 4 pg/ml. de OCZ

) 100 pL. con 1 mL de paquete globular cone.= 10 pg/mL. de HCBZ v 5 pg/mL de OCZ.
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Fig. 3.2. Métode II { Andlisis de la hidroxicarbamazepina en paquete globular)

1.0 mL de paguete giobular

)

adicionar

L0 mL de HLOJ al 0.1%
agitar
afadir
2.5 mL de solucién del estindar interno
anadir
2.5 mL de acetato de etilo

lzagitar
vortex'2 min
Centrifagar a 2500 r.p.m. 20 min.
Transferir 1a fase organica
Evaporar a sequedad bajo c}rriente de nitrogeno a 50 °C

agrlgar

1.0 mL de fase movil
l agitar
vartex'l min

¢

Inyectar 25 pL cn ¢l cromatografo.

3.3.2. LINEARIDAD

Se prepararon 6 curvas en paquete globular en el intervalo de 2 a 10 pg/mL y de 1 a5
pg/mL conteniendo HCBZ y OCZ respectivamente las cuales se analizaron utilizando el

método descrito en la figura 3.2. Se grafico la relacion de altura de HCBZ y de OCZ con
20
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respecto al estandar interno contra la concentracion, a fin de determinar si la respuesta era
lineal.

3.3.3. PRECISION

Para determinar la variabilidad del método analitico en un mismo dia se analizaron por
sextuplicado muestras de paquete globular a los cuales se les adiciond HCBZ a
concentraciones de 2 a 10 pg/mL, de OCZ 1 a 5 pg/mL y se calculd el coeficiente de

variacion.
3.3.4. EXACTITUD

Se prepararon soluciones de HCBZ (2 2 10 pg/ml ) y de OCZ (1 a 5 pg/ml) en etanol
las cuales se evaporaron a sequedad. El residuo se reconstituyd con 1 mL de fase mévil y

se inyectaron 25 pl al cromatégrafo.

A partir de una matriz de paquete globular se prepararon muestras de concentracion
conocida de HCBZ (2 a 10 ug/mL) y de OCZ (1 a 5 pgfmL) las cuales se analizaron de
acuerdo al procedimiento descrito en la fig 3.2 y se inyectaron paralelamente a las

muestras arriba mencionadas.

La recuperacion se calculé como la relacién de altura de las muestras extraidas v las

obtenidas con la solucion en etanol
3.3.5.SELECTIVIDAD

Se anafizaron soluciones de estandares de algunos de los farmacos mas comunmente
empleados en clinica, a una concentracion aproximadamente igual a la informada como

terapéutica promedio,
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Se empled una matriz de plasmé a la cual se le adicionaron 20 pg/ml de HCBZ y 5

pg/mE de OCZ y los siguientes farmacos por separado.

FARMACOS CONCENTRACION (ug/ml)
Acido acetil saticilico 225

Acetaminofen 20

Defenilhidantoina 10

Cafeina 20

Fenobarbital 25 —

Diazepam ) 0.4

Las muestras fueron tratadas utilizando el método descrito en la fig. 3.2 Método L.

3.3.6.SENSIBILIDAD

Se prepararon soluciones de HCBZ en concentraciones de 1 a 2.5 pg/mL y se analizaron

por el método descrito en et método II, junto con muestras de paquete globular blenco.

3.3.7. ESTABILIDAD DE HCBZ EN PAQUETE GLOBULAR

A fin de establecer la estabilidad de HCBZ en paquete globular, se prepararon soluciones
del farmaco de concentracion conocida (2 a 10 pg/mL) y se guardaron en refrigeracion
(4°C) hasta el momento de su anélisis. Se tomaron muestras a tiempo cero ¢ intervalos de
1 semana durante 1 mes y se analizaron utilizando el método II, preparando

paraielamente una curva patrén en paquete globular.
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3.3.8 ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN SANGRE A TEMPERATURA
AMBIENTE (25°C)

Para establecer el equilibrio de las muestras en sangre total, se afiadieron a muestras
sanguineas una concentracién de 20 ug/mL de HCBZ a temperatura ambiente. Se dejaron
. teposar y se muestrearon a los 20, 55, 70 y 90 min y se centrifugaron Las muestras se

znalizaron el mismo dia de su preparacién de acuerdo con los métodos descritos (Método
iyID.

Paralelamente se prepard una curva patron de plasma (0.625 a 20 ug/ml) y de paguete
globular (2 2 10 pg/mlL).

3.4, UNJON DE HCBZ A PROTEINAS PLASMATICAS UTILIZANDO EL
METODRO DE DIALISIS AL EQUILIBRIO

Para este estudio se prepard una curva en plasma en el intervalo de concentracion de
0.625 a 20 yg/mb de HCBZ.

El equipo utilizado para éste trabajo es el que consta de un nimero de celdas dializantes
de teflén. Estas celdas dializantes estin disefiadas de tal manera que al unirse setlan la
membrana (acetato de celulosa regenerada) y por lo tanto dividen el interior en dos
compartimentos, uno a cada lado de la membrana. Se introduce una solucion
amortiguadora de fosfatos de pH 7.4 én uno de los compartimentos de la celda y la
solucion de HCBZ en plasma en el intervalo de concentracion anteriormente mencionado,
en el otro compartimento. Las celdas son ensambladas en el soporte se sumergen en un
bafio de agua a 37°C y 12 r.p.m. durante 8 horas después de este tiempo se tomaron las
muestras del plasma dializado y se analizaron por el método I de fa seccion 3 1.5, Al
mismo tiempo se prepard una curva patrén de HCBZ en plasma a las concentraciones de
0.625 a 20 pg/mL.
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3.5 ESTUDIO “IN VIVO” DE UNION DE HIDROCARBAMAZEPINA A
PAQUETE GLOBULAR

Con el fin de establecer si el metabolito HCBZ de la oxicarbamazepina se une al paquete
globular y de ser asi determinar su afinidad por este componente sanguineo se llevd a
cabo el siguiente estudio donde participaron 9 voluntarios de sexo masculino,
clinicamente sanos, verificando su estado de salud con pruebas de laboratorio tales como:

biometria hematica, quimica sanguinea, funcion hepatica, examen general de orina, etc.

Los voluntarios fueron informados de los objetivos, propésitos del estudio v efecios
colaterales del medicamento (Apéndice B y C). Ninguno de los voluntarios tomé
medicamentos, ni bebidas alcohélicas 2 semanas antes del estudio, ni durante el mismo.

La edad de los voluntarios oscild entre 25 y 45 afios, el peso corporal varié de 60-80 Kg.

Los voluntarios permanecieron en ayuno desde las 11:00 p.m. dia anterior hasta las 4
horas después de la ingestion del medicamento Se tomaron muestras sanguineas a los
tiempos: 0, 0.75, 1.5,3 0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 11.0, 24.0, 32.0, 48.0 y 56 hora, de las cuales
se separd el plasma del paquete globular mediante centrifugacion y se refrigeraron ambas

muesiras hasta el momento de su analisis.

La cuantificacién de las concentraciones de oxicarbamazepina y su merabolito principal
HCBZ se llevé a cabo en plasma v en paquete globular utilizando los métodos descritos

en la seccién 3.1.5 y 3.3.1 respectivamente,

En la tabla No. 1 se presenta las caracteristicas fisicas de cada uno de los voluntarios que

participaron ¢n el estudio.
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Tabla No.I Caracteristicas fisicas de cada wno de los voluntarios gue participaron en

el estudiode ia unién de HCBZ a paquete globular.

VOLUNTARIO | EDAD EN ANOS PESO (Kg) ESTAURA (m)
1 25 60 164
2 30 73 170
3 29 71 1.70
3 2 73 167
5 % 80 183
3 ) 3% 65 1.6
7 35 63 158
3 45 70 1.63
9 36 62 162

3.5.1 ANALISIS DE DATOS

Los parameiros farmacocinéticos del metabolito HCBZ en cada uno de los

voluntarios,fueron calculados empleando los paquetes computacionales: PC-NONLIN y
JANA

Para calcular la relacion paguete globular/plasma se dividié la concentracion del
metabolito HCBZ obtentda en globulos rojos entre Ja concentracién de HCBZ obtenida

en plasma a cada uno de los tiempos de muestreo.

La determinacion de los tiempos medios de residencia TMR se efectué de acuerdo al
métado descrito por Yamaoka, Nakagawa y Uno (44) v utilizando el pagucete estadistico
de Yusuke Tanigawara (45).

25



RESULTADOS




CAPITCLO IV RESULTADOS,

41 VALIDACION DEL METODO ANALITICO EMPLEADO PARA LA
CUANTIFICACION DE LA OXICARBAMAZEPINA Y SU  PRINCIPAL
METABOLITO HCBZ EN PLASMA Y EN PAQUETE GLOBULAR.

En Is fig. 4.1 se presema el cromatograma obtenido para la hidrocarbamazepina (HCBZ),
dihidrocarbamazepina (DHCBZ), Oxicarbamazepina (OCZ), v el estandar interno en
plasma. En la misma figura se muestra ef cromatograma en paguete globular para la HCBZ,
OCZ y esténdar interno.

Esquema No 1 Tiempos de retencién de los diferentes compuestos estudiados

FARMACO PLASMA PAQUETE GLOBULAR
DHCBZ 6.5
HCBZ 8.4 836
0CZ 114 11.55
EST. INTERNO 146 15.43
CBZ 19.6
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CAPITULO iV

RESULTADOS

FIGURA 4.1. CROMATOGRAMAS TiPICOS DE LA OXICARBAMAZEPINA Y
SUMETABOLITO EN PLASMA Y PAQUETE GLOBULAR
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CAPITULD IV RESULTADOS

4.1.1 LINEARIDAD

En fa fig4.2 se observa la linearidad del método analitico en plasma en los siguientes
intervalos de concentracion HCBZ 0.625 a 20.0 pg/mL, DHCBZ 0.156 a 5 ng/mbL y OCZ

0.156 2 5 ug/mL.

Mediante un andlisis de regresion por el método de minimos cuadrados usande el programa

JUMP se obtuvieron los siguientes valores:
HCBZ pendiente (.929, intercepto -0 10 v coeficiente de correlacidn de 0.9988.
DHCBZ pendiente 0 53, intercepto -0.19 y un coeficiente de correlacién de 0.9940.

OCZ pendiente 0.41, intercepto -0.089 y coeficiente de correlacion de 0.9969

Enlafig 4.3 se presenta la linearidad del método analitico en paquete globular en el rango

de concentracion de 2 a 10 ug/ml. de HCBZ y de 1 a 5 pg/mL OCZ.

Mediante un andlisis de minimos cuadrados se obtuvieron las siguientes ecuaciones que

describen la recta.
HCBZ pendiente 0.28, intercepto -0 23 y coeficiente de correlacién de 0.9929.

OCZ pendiente 0.094, intercepto -6.076 y un coeficiente de correlacion de 0.9986.
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CAPITULO IV RESULTADOS

Figura 4.2 LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO POR CLAR PARA
CUANTIFICAR A LA OXICARBAMAZEPINA Y SUS METABOLITOS
HIDROXICARBAMAZEPINA (11CBZ) Y DHIDROCARBAMAZEPINA

(DIICBZ) EN PLASMA.
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CAPITULO

v RESULTADOS

Figura 4.3 LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO POR CLAR PARA LA
CUANTIFICACION DE OXICARBAMAZEPINA Y SUMETABOLITO EN

RELAGIOH DE ALTURAS
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CAPITULO W RESULTADOS

En las tablas 2 a 4 se presentan los andlisis de varianza para las regresiones en plasma y
las correspondientes tablas de la 5 y 6 corresponden a paquete globular.
TABLA No 2

RESULTADOS OBTENIDOS DPEL ANALISIS DE REGRESION BEL HCBZ EN
PLASMA

Fuente de | Sumaza de Grados de | Cuadrado F calc. p=0.03
Variacién | Cuadrados | Libertad medio
Regresion  § 237 425 i 237.425 3437517 0.00
lireal
Residuai 0.274 4 0.069
Total 237.699 5
Parimetros Estimados de la Regresion.
Termino Estimados Error estindar | T p =0.05
Intercepto -0.1048 0.1490 - 0.70 0,520
Pendiente 0929 0.0158 58.80 0.060
r* =0.9988
r* ajustada = 0.9985

TABLA No 3
RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS PE REGRESION DE DHCBZ EN
PLASMA.
Fuente de | Suma de Grados de | Cuadrado F cale. p =0.05
Variacién | Cuadrados | Libertad medio
Regresién | 4 842 1 4.842 67274 000
lineal
Residual 0.028 4 0.0072
Total 4.87 5

P T——



CAPITULO IV RESULTADOS
Parametros Estimados de Ia regresion.
Termino Estimados Error estindar | T p=0.05
Intercepto - 0.1954 0 6482 -4.05 0.015
Pendiente 0 530 0.0204 25.94 0.000
T =0 9940
7 ajustada =0.9926

TABLA No 4
RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION DE OCZ, EN
PLASMA.
Fuente de | Suma de Gradoes de | Cuadrado F cale. p=0.05
Variacion | Cuadrado | Libertad medio
Regresion | 2.9322 3 2.9322 1306.342 0.00
lineal
Residuai 0.6089 4 0.00224
Total 2.9411 5
Parametros Estimados de ia Regresion.
Termino Estimados Ervor estandar | T p =0.03
Intercepto - 0.0891 0.0269 -3.31 0.0297
Pendiente 041317 0.114 36.14 0.00
r? =0 $969
¢ ajustada =0 9961

TABLA No.5
RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DF REGRESION DE HCBZ EN
PAQUETE GLOBULAR,.
Fuente de | Suma de Grados de | Cuadrado F calc. F tab.
Variacion | Cuadrados | Libertad medio p=460.05
Regresién | 3.189 1 3.189 421.456 0.0003
Lineal
Residual 0.022 3 0.008
Totat 3211 4




CAPITULO IV

RESULTADOS
Parimetros Estimados para ia Regresién.
Termino Estimado Error estindar | T p=0.05
Intercepto -0.234 0,091 -2.56 0.089
Pendiente 0.282 0.013 20 53 0.000
2= 0.9929
1 ajustada = 0.9905
TABLA No 6
RESULTADOQOS OBTENIDOS DEL ANAEISIS DE REGRESION DE OCZ EN
PAQUETE GLOBULAR.

Fuente  de|Suma de|Grades  de|Cuadrado F calc. p=0.05
variacién Cuadrados | libertad Medio
Regresion 0.089 1 0.089 2193.116 0,000
lineal
Residuai 1 21x10” 3 4 1x10”
Total 0.089 4

Parimetros Estimados de la Regresion.
Termino Estimado Errorestindar |T p =0.035
Intercepto -0.0758 0.007 -1134 0.0015
Pendieme 0.0944 0.002 46.83 0,000

* = 0.9986
' =0 9981

4.1.2 PRECISION

En la Tabla No 7 se resumen los resultados de la precisién del método analitico en los
siguientes intervalos de concentracion, HCBZ 0.625 a 20 pg/mL, para DHCBZ 0.156 2 5
ng/mL y de 0.156 a 5 pg/ml para OCZ en plasma.

En la Tabla No 8 se presentan los datos en paquete globular en el intervalo de

cancentraciones de 2 a 10 pg/mE para HCBZ y 1 a 3 ug/mi para OCZ,

[
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RESULTADOS

TABLA No 7

PRECISION DEL ANALISIS DE HCBZ Y OCZ POR CLAR EN PLASMA

a) HIDROCARBAMAZEPINA (HCBZ).

INTRA - ANALISES (pg/mL)

INTER - ANALISIS (ng/mL)

Media + D.E. % C.V. Media + D.E. % C.V.
0.654 + (.03 532 .60 + 0.04 8.15
1.21 + 0.05 435 1.19 + 010 9.15
241 + 0.11 4.60 2.41 = 0.23 9.69
4.7% + 022 4.66 4.76 + (042 9.00
10,03 + 0.41 4.09 9,80 + 0.96 9.71
23.38 + 1.23 5.26 24.54 + 1.21 517
Promedio 4.71 8.48

b) OXICARBAMAZEPINA (0CZ)

INTRA - ANALISIS (pg/mL)

INTER - ANALISIS (pg/mL)

Media + D.E. % C.V. Media + D.E. % C.V.
0.156 = 0.008 4.59 0.17 + 0.009 540
0312 +0.01 4.83 034 +0.01] 3.42
0.620 4 (.02 3.82 063 =0.03 5.30
1 57 + (.07 4.83 1.53 + 0,07 5.05
2,36 +£0.18 536 2.25 +0.15 4.64
436 +0 20 439 498 +023 4.62
Promedio 4.64 4.74
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TABLA Ne 8

PRECISION DEL ANALISIS DE HCBZ Y OCZ POR CLAR EN PAQUETE
GLOBULAR

a) HIDROCARBAMAZEPINA (HCBZ)

INTRA - ANALISIS (pg/mL) INTER - ANALISIS (nofmL)

Media = D.E. % C.V, Media = B.E, % C.V.
188 +0.01 4.4% Z2.01 +0.03 8.01
3.97 =002 251 411 + 005 5.76
6.33 +005 441 6.49 +=0.09 6.71
9.38 +0.21 10.87 9.10 +0.15 821
i2.15 +0.18 7.20 11.20 +0.24 10.59
Promedio 5.89 Promedio 7.86

b) OXICARBAMAZEPINA (OCZ)

INTRA - ANALISIS (ug/ml) INTER - ANALISIS (ug/mL)
Media % D.E, % C.V. Media * DLE. % C.V.
0 897 +0.09 10.03 0996 T Q.08 8.03
163 + 007 438 1.53 +0.08 564
242 +=0.08 369 250 +013 551
3.39 +0.19 5.88 3.27 =013 406
427 +0.14 3.42 427 026 626
Promedio 5.46 Promedio 5.9




CAPITULO IV RESULTADOS

41.3 EXACTITUD.

Los resultados de recuperacion tanto en plasma como en paquete globular se presentan en

las tablas No. 9 y tabla No. 10 respectivamente.

TABLA No 9

EXACTITUD DEL METODO POR CLAR PARA LA CUANTIFICACION DE
OCZ, HCBZ Y DHCBZ EN PLASMA.

2) OXICARBAMAZEPINA (OCZ)n=6

CONC, CONC. RECUPERADO C.V.
ADICIONADA ENCONTRADA | (%)

(ng/mL) (ng/mL)

0.156 0 147 93.98 3.42
03125 0.300 96.15 265
0.625 0.562 89.99 419
125 1154 9228 327
2.5 2,350 94.003 266
5.0 4.700 94.003 3.54
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RESULTADOS

CAPITULO IV
b) HIDROCARBAMAZEPINA  (HCBZ) n=6
CONC. CONC. RECUPERADO CV.
ADICIONADA ENCONTRADA (%)
(rg/mL) (ng/mL)
0.625 0.594 95.11 1.51
1.25 1.162 92.96 1.82
2.50 2.320 94.60 3.40
5.00 4.649 9297 156
10.0 8920 89.19 2.15
20.0 19.147 95 73 2.48
<) DIHIDROCARBAMAZEPINA  (DHCBZ) n=6
CONC. CONC. RECUPERADO c.v.
ADICIONADA ENCONTRADA (%)
(pg/mL) {(ug/ml)
0.156 0.140 90.013 24
03125 0302 96 54 3.4
0625 0.562 89.98 42
125 1197 95 79 34
2.5 2,506 100 22 2.9
5.0 4.597 91.934 3.7
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RESULTADOS

TABLA Ne 10

EXACTITUD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE

OXICARBAMAZEPINA E HIDROXICARBAMAZEPINA EN PAQUETE

GLOBULAR
a) HIDROCARBAMAZEPINA  (FICBZ) n=6
CONC. CONC. RECUPERADO C.V.
ADICIONADA ENCONTRADA (%)
{rg/mL) (1g/mi)
2.00 1 64 $2.23 4.56
4.00 3.28 82.13 1.25
6.00 5.01 83.54 415
8.00 6.55 81.92 3.03
10.0 8.52 8520 3.41
b) OXICARBAMAZEPINA (OCZ) n=6
CONC. CONC. RECUPERADO Cv.
ADICIONADA ENCONTRADA (%)
(ug/mL) (ng/mL)
100 0.8014 80,14 422
200 159 79.98 6.23
3 00 2.40 80.25 432
4.00 3.12 78,20 4.50
500 401 $0.30 324
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CAPITULO IV RESULTADOS

4.1.4 SENSIBILIDAD
Una vez analizadas las muestras bajo las condiciones cromatograficas propuestas, las
concentraciones minimas cuantificables fueron' HCBZ 0.31 pg/mL, DHCBZ 0.156 pg/mL

y para OCZ 0.156 ug/mL en plasma. En paguete globular el valor obtenido para [a HCBZ y
la OCZ fue de Ipg/ml.

Al determinar la concentracion minima detectable los valores obtenidos para el plasma
fueron de 0.15 yg/mL para HCBZ, de 0.078 pg/ml, para DHCBZ y de 0.078 ug/mL para
OCZ. En el caso de paquete globular fa concentracion minima detectable fire de 0 5 pg/ml

para ambos compuestos.

4.1.5. ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN PLASMA

En la tabla 11 se presentan los datos de estabilidad de la hidroxicarbamazepina en plasma

Tabla No 11 Estabilidad de Iz Hidroxicarbamazepina en plasma.

Tiempo | Conc. Yo Conc | % Conc. | % Cone % Conc. | % Conc. Yo
Semana | pg/ml pg/ml pg/ml pgfml pg/ml ug/ml

Inicial | 0625 10000 | 125 10000 | 2.55 160.00 | 5.00 100.00 | 1000 | 100.00 | 20.30 100.00
1 0.652 1003 | 125 10006 | 2.56 1003 | 500 10000 | 1000 | 10000 | 2000 98.52
2 0.625 96.15 | 1.23 9840 | 2.50 98.04 | 498 9.60 | 089 9890 | 1995 98.27
3 0.631 yrer | 122 97.60 | 248 9125 | 484 96,80 | 9.87 98.70 | 1985 97.78
4 0630 9692 | 1.20 96.00 | 245 96.00 | 475 95.00 | 9.60 96,00 | 1980 97.54
Media 98.09 98.00 98.32 98.28 98.72 98.42
D.E. 192 L7 1.83 2.27 1¥<) 0.96




CAPITULO iV RESULTADOS

4.1.6 ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN PAQUETE GLOBULAR.

Alevaluar la estabilidad de la HCBZ en paquete globular se obtuvieron los valores que se

presentan en la tabla No 12.

Tabla 12 Estabilidad del la Hidroxicarbamazepina en paguete globular.

Tiempo | Comnc, o Conc Y Conc, % Conc. % Conc, %
Seara | pormd, pg/ml ug/mlL pg/mL pgfmi
Imicial  { 2.00 10000 | 4.00 10006 | 600 i60.00 | 8.00 10068 100G 169.00
1 2.02 99.04 400 19600 | 599 99.83 820 18250 | 10.00 106.00
2 198 99,00 39 9975 3.95 99.37 799 99.83 9.90 99.0
3 197 93.50 3.94 98.50 589 98.17 7.95 9938 [.985 98.50
4 1.95 7.0 389 9728 582 97.60 789 98.63 975 97.50
Media 98.70 95.10 98.83 100.44 99.00
L D.E. L0 121 1.25 1.8 1.06
4.1.7 SELECTIVIDAD

En la tabla No. 13 se muestran los tiempos de retencién de los diferentes farmacos

adicionados a las muestras conteniendo OCZ y HCBZ

4




CAPITULO iV

RESULTADOS

TABLA No 13

SELECTIVIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
OXICARBAMAZYEPINA Y 8U PRINCIPAL METABOLITO.

FARMACOS Cone. (pg/mL) Tiempo de retencidn.
Acido Acetilsalicilico 225 No se detectd
Acetaminofen 400 No se detectd
Difenilhidantoina 10 No se detectd
Cafeina 20 5 40 min
Fenobarbital 25 8.3% min
Diazepam 04 No se detectd

4.1.8, ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN SANGRE TOTAL A TEMPERATURA

AMBIENTE (25 °C)

Enlatabla No 14 se muestran los resultados obtenidos a temperatura ambiente después

de haber cuantificado hidroxicarbamazepina en plasma y paquete globular (20 ug/mL) a

los distintos tiempos de 20, 35, 70 y 90 min.
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RESULTADOS

TABLA No 14 VALORES DE HCBZ EN PLASMA Y PAQUETE GLOBULAR
DESPUES DE HABER SIDO SOMETIDOS A ESTABILIDAD EN SANGRE

TOTAL A TEMPERATURA AMBIENTE.

Tiempo (minutos) Conc. HCBZ en plasma Conc. HCBZ en paguete
(ng/mL) globular( ug/mL}

20 2031049 1933 £034

35 19.95 +0.24 1796+ 1.9

70 1855+12 1294+ 0,29

90 6.80+177 1530£034

4.1.9. ESTUDIO "IN VITRO" DE LA UNION DE HCBZ A PROTEINAS

PLASMATICAS

Er la tabla No. 15 se muestran los porcentajes de unidn a proteinas plasmaticas de la

HCBZ en el rango de concentracién de 0.625 a 20 pg/mL. En la figura 4.4 se observe el

grafico la relacion entre la concentracion en plasma contra el por ciento de unién.
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RESULTADOS

TABLA No 15 POR CIENTO DE UNION DE LA HCBZ A PROTEINAS

PLASMATICAS

CONC. { pg/mL ) CONC. ( ug/mkL ) % de Unién
PLASMA CONTROL PLASMA DIALIZADO
0.617 £0.0025 0.392 + 0.0041 36.5+1.09
1.739 £ 0.0066 1.093 + 0.6082 37.1£0.054
2,588 +0.0129 1 607 +0.0096 37.9 £0.033
4,399 +0 051 2.844 £ 0 084 3534133
932+ 0051 5.831 £0.094 37.4 £ 0.65
18.469 =+ 0.081 11.730 £ 0.094 36.510.65

PROMEDIO 36.78 + 0.90

4.2 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE LA HIDROXICARBAMAZEPINA EN

PLASMA Y EN PAQUETE GLOBULAR

4.2.1 Muestras Plasmaiticas
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FIG.4.4 PORCENTAJE DE HIDROXICARBAMAZEPINA UNIDO A PROTEINAS PLASMATICA
Y SU RELACION CON LA CONCENTRACION PLASMATICA
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En la tabla No. 16 se presentan las concentraciones plasmaticas del metaboliio de la OCZ

determinadas en los nueve voluntarios,

En la tabla No 17 se presentan las concentraciones de la hidroxicarbamazepina en paquete
globular de los nueve sujetos, En la fig. 45 se muestra el perfil farmacocinético de Ia

hidroxicarbamazepina tanto en plasma como en paquete globular de los nueve voluntarios a

los distintos tiempos de muestreo,

TABLA No. 16

VALORES INDIVIDUALES DE LA CONCENTRACION DE HCBZ EN PLASMA
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS DE 600 mg DE OCZ A

NUEVE VOLUNTARIOS.
YOLUNTARIOS
T hxs i 2 3 4 5 3 7 8 9 Media £ D.E.

0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.G 0.0 0.0

075 1182 | 226 {121 (042 |378 |066 | 128 |4m 317 12092137

15 332 1441 |34 (309 {465 1269 | 274 | 579 451 | 380£1.07

3.0 520 (407 {473 (642 [564 [520 |ags | 721 729 | 563+1.12

40 3.39 | 556 | 617 | 600 |577 |537 |594 | 730 884 16264113

50 544 | 572 | 681 (634 [567 {579 | 704 | 827 862 | 663x1.16

60 544 1629 |68 | 635 [538 1574 619 |77 852 | 630£1.05

8.0 313 | 454 | 636 | 631 {506 | 529 |745 |781 860 | 6312141

110 | 484 | 453 | 579 [ 588 | 444 |ae2 [716 | 707 797 158111.32

4.0 1471 300 {427 [3.07 | 348 | 348 | 535 | 400 444 | 4001076

320 | 346 [296 [278 1225 |260 |292 {370 |28 198 [ 28310.54

480 LIS [084 | 104 | 060 | 084 1119 | 093 | 054 L1531 09220.24

+
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VALORES INDIVIDUALES

TABLA 17

DE CONCENTRACION DE HCBZ EN PAQUETE

GLOBULAR DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS DE 600 mg
DE OCZ A NUEVE VOLUNTARIOS SANOS
VOLUNTARIOS
T 1 2 3 4 5 6 7 8 2 Media + D.E.
Hrs
Ry 0.0 0.0 6.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.75 272 1324 1.30 1.40 294 ok 223 3.92 3.68 224+1.24
15 359 {340 313 400 | 791 524 1.22 ] 331 4.41 4.02+1.82
e 376 | 513 | 410 | 787 | 8.97 155 | 337 | 784 3.68 536+£2.46
4.0 673 | 581 395 1803 9% 785 |[419 o624 123 7.73+3.12
5.0 324 [ 593 6.62 10.2 4.18 585 1424 |363 6.60 5.83+1.96
6.0 6.05 | 458 674 5.73 245 591 389 | 803 6.71 6,12+ 1.87
8.0 641 {3572 ;597 |202 {427 576 | 626 | 817 14.1 652+£3.30
e 5.58 [ 527 | 573 | wwkk o34y 473 17127 | 7.86 2.24 3469x2 46
240 387 {334 [335 129 | 4.04 507 [ 852 |é6388 6.67 478+2.23
320 320 | 329 (240 269 | 281 506 | 594 E21 409 3.66+117
48.0 L85 [ ¥+ | 163 | 2358 [216 247 1200 235 152 1.79 £0.35

En Ia tabla No. 18 se presentan los parametros farmacocinéticos Cmaéx, Tmax, ABC, t1» de

eliminacidn de los nueve voluntarios en plasma y paquete globular de los nueve voluntarios.
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TABLA No. 18

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DEL METABOLITG DE LA OCZ EN
PAQUETE GLOBULAR DE LOS NUEVE VOLUNTARIOS

SUIETOS Cmix (ugml) Tmix (&) ABC (g mL"h tu (h)
P.G. PLASMA P.G. PLASMA PG PLASMA P.G. PLASMA

1 6.049 544 |47 60 120325 |1s047 | 2236 243
2 5.633 6.29 5.02 6.0 195.25 160.49 17.77 19.3
3 6.355 68 |59 60 |20047 {19015 {1824 174
4 8.167 642 |33 30 16457 16554 | 1873 174
3 6.553 5.71 3.60 4.0 188.36 162.56 18.08 19.1
6 6.895 579 |szs 50 16412 | 16881 | 1386 14.6
7 7.611 7.45 7.49 8.0 280.06 222.02 11.00 1.8
8 7.935 827 |47 50 (29740 |20578 | 962 102
9 8.924 884 | 467 40 21246 800 19919 | 181
MEDIA (A Y 6.79 4,97 ;22 21177 187,09 16,620 16.9
DE. Lo9 1.17 1.23 1.481 46,79 24.13 4,221 4,23

PG=PAQUETE GLOBULAR DE=DESVIACION ESTANDAR

+7
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FIG. 4.5 PERFiIL FARMACOCINETICO DE LA HIDROXICARBAMAZEPINA
PLASMA Y PAQUETE GLOBULAR
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En la tabla No. 19 se muestra la relacion de la concentracion de la hidroxicarbamazepina en

paquete globular/plasma de los nueve sujetos

TABLA Ne. 19

RELACION DE LA CONCENTRACION DE HCBZ EN PAQUETE
GLOBULAR /PLASMA DE LOS NUEVE

VOLUNTARIOS

TIEMPQ (horas) RELACION P.G/PLASMA D.E.
000 0.00 +000
0.75 1.34 =090
1.50 122 =072
3.00 1.00 £031
400 123 +0.36
5.00 0.91 034
600 092 £0.30
8.00 103 +0.36
11.00 0.88 +0.33
24.00 1.17 + 0,44
32,00 130 £0.41
48.00 1.08 +042

P G.~PAQUETE GLOBULAR

49



CAPITULO W

RESULTADOS

En la tabla No 2C se presentan los tiempos medios de residencia de la HCBZ en plasma y

paquete globular de los nueve voluntarios,

TABLA Neo 20

TIEMPOS MEDIOS DE RESIDENCIA DE LA

HIDROXICARBAMAZEPINA(HCBZ) EN PLASMA Y PAQUETE GLOBULAR

EN LOS NUEVE VOLUNTARIOS
TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (hrs)
VOLUNTARIOS
P.G, PLASMA

1 19,65 19.87
2 17.65 18.47
3 18.53 18.19
4 22.44 16.38
5 20.05 17.94
6 22.32 19.20
7 21.80 18.69
3 18.07 16.11
9 19.54 15.99
MEDIA 20.00 17.89
D.E. 1.81 1.37

P.G.= PAQUETE GLOBULAR D.E = DESVIACION ESTANDAR
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CAPITULO YV " DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 VALIDACION DEL METODO EMPLEADO EN LA CUANTIFICACION DE
LA OXICARBAMAZEPINA Y SU METABOLITO EN PLASMA Y EN
PAQUETE GLOBULAR

Como se puede observar en la fig. 4.1, el método analitico utilizado presenta una buena
resolucion para la oxicarbamazepina (OCZ), el estindar interno (9-hidroxi-metil-10
carbamoilacridanc) y sus metabolitos 10,11-dihidro-10 hidroxi carbamazepina (HCBZ),
10,11-dihidro-10, 1 1-trans dihidroxi carbamazepina (DHCBZ).

En plasma los tiempos de retencién fueron de 11.4, 14.6, 8.4 y 6.56 min respectivamente;
mientras que en, paquete globular se obtuvieron tiempos de retencién de 11.7 min para
OCZ, 14.9 min para el estandar interno y 8.6 min para HCBZ. En ningiin caso se observé

interferencia con el material endégeno.
3.1.1. LINEARIDAD

La curva promedio obtenida para la cuantificacién de fa OCZ y de sus diferentes
metabolitos en plasma (fig. 4.2) presenté una linearidad satisfactoria en el rango de
concentracion de 0.625 a 20 pg/ml para HCBZ con pendiente de 0.929, intercepto dc
-0.10 y coeficiente de correlacion de 0.9988, para DHCBZ (0156 a 5 ug/mL) la
pendiente fiie de 0.53, intercepto de -0.19 y coeficiente de correlacién de 0.9940. para
OCZ (0.156 a 5 pg/ml) la pendiente fue de 0 41, intercepto de -0 089 v ¢l coeficiente de
correlacion de 0.9969.

En el caso del paquete globular se encontrd una linearidad satisfactoria en el intervalo de
concentracion de 2 a 10 pg/mL para la HCBZ con pendiente de 0,28, intercepto de

-0 23, coeficiente de correlacion de 0 9929 y para la OCZ (1 a § pg/mL) la pendiente fue
de 0.094, intercepto de ~0.076, coeficiente de correlacion de 0.9986
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5,1.2. PRECISION

En la tabla No. 7 se puede observar que el méximo coeficiente de variacién intra-anilisis
obtenido en ptasma para la HCBZ fue de 5.3% z una concentracion de 0.654 pg/mL, para
la OCZ fue de 5.3% a una concentracion de 2.36 ug/mL, por lo que el método puede
considerarse preciso, asi mismo el coeficiente de variacién inter-analisis se encuentra
entre 1.13-9.71% tanto para OCZ y sus metabolitos. Menge y Dubois (46} reportan un
coeficiente de variacion entre dias 1.1 - 14 2%, por lo tanto los valores obtenidos en <l

presente trabajo documentian la repetibilidad del método,

En la tabla No. 8 se puede observar que el méaximo coeficiente de variacién obtenido en
paquete globular en el intra-analisis para Ia HCBZ fue de 10.8% a una concentracion de
938 peo/ml y para la OCZ fue de 10.08% & una concentracién de 0.897 ug/mlL.
Asimismo el coeficiente de variacién inter-analisis fue de 4.06 a 10.59% para

oxicarbamazepina y su metabolito por lo que el método es preciso y repetible.

5.1.3 EXACTITUD

En la tabla No. 9 se observa que las recuperaciones en piasma de la QCZ: 934+ 20 %,
HCBZ. 933 + 2.3% y DHCBZ: 94.08 + 4.1%, los cuales fueron determinados por la
comparacion de la altura obtenidas al analizar los compuestos en la matriz biolégica con

la altura obtenidas al prepararlas en solucion etanélica. Los valores obtenidos demuestran

que el método presenta buena recuperacién.

Menge y Dubois (46) encontraron valores de 8¢ +4% para oxicarbamazepina, S0 + 4%

para la hidroxicarbamazepina y 67 = 4% para la dihidrocarbamazepina.
p

i
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Notrfalise y Collinge (47) determinaron el por ciento de exiraccidn para la
oxicarbamazepina que fue de 98 + 4.75%, por lo que los resultados obtenidos con el

presente metodo, son comparables a los de otros autores.

En la tabla No. 10 se presentan los datos de la recuperacién en paguete globular para
HCBZ fue de 83.0 £ 1.3% y para OCZ fue de 79.6 + 0.89%, los valores obtenidos

demuestran que el método presenta buena exactitud

5.1.4. SENSIBILIDAD (CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE Y
CONCENTRACION MINIMA CUANTIFICABLE)

La concentracién minima cuantificable en plasma fue para HCBZ de 0.31 ng/mL, para
DHCBZ 0.156 pg/mL y para OCZ de 0.156 ug/mL en plasma. Para HBCZ y OCZ en
paquete globular fue de 1 0 pg/ml..

El limite de deteccibn para la oxicarbamazepina y sus metabolitos en plasma fue: para
HCBZ de 0.15 pg/mL, para DHCBZ de 0.078 ug/mL y para OCZ de 0 078 pg/mL. En
paquete globular tanto para oxicarbamazepina como para su  metabolito

hidroxicarbamazepina fue de 0.5 ug/mL.
5.1.5 ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN MUESTRAS PLASMATICAS

Las muestras plasmaticas son estables en condiciones de congelacion como fo muestra la
tabla No 11 en un periodo miximo de un mes ya que €l valor de la media fue de 9831 =

0.25% sin que se presente degradacién de las mismas.

En la tabla No. 12 muestra la estabilidad en paquete globular el valor medio se encuentra
99.21 % 0.70, dado que estos resultados se encuentran dentro dei rango que establece la
literatura para este tipo de métodos analiticos es de 98-102% (48) por lo que las muestras

pueden ser guardadas en refrigeracion (4 °C) periodo maximo de un mes.
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5.1.6 ESPECIFICIDAD

En Ia tabla No 13 se muestran los tiempos de retencién de los firmacos analizados,
donde se puede apreciar que el firmaco que interfiere en la cuantificacion del metabolito,
es el fenobarbital con un tiempo de retencion de 8.39 min. Considerando que el tiempo de
retencién de la hidroxicarbamazepina es de 8.7 min, ¢l método no podria utilizarse en el

caso de que se administrara este farmaco.

5.1.7 ESTABILIDAD DE LA HCBZ EN SANGRE TOTAL A TEMPERATURA
AMBIENTE

En Ia tabla No. 14 se puede observar que la muestra sanguinea puede permacer sin
centrifugarse hasta un tiempo méaximo 1 hora, ya que después de este tiempo hay un

cambio apreciable de la concentracion entre el plasma y el paquete globular.

Sobre la base de las caracteristicas anteriormente mencionadas los métodos para

cuantificar la HCBZ en plasma y paquete globular se consideraron adecuados para

realizar el estudio en humanos.

5.1.8 ESTUDIO “IN VITRO” DE LA UNION DE HCBZ A PROTEINAS
PLASMATICAS

La hipotesis def farmaco libre asume que sélo la fraccién libre en plasma puede penetrar
en el tefido. Consecuentemente, es necesario establecer el srado de unién con el fin de

determinar si es necesario cuantificar el firmaco libre o el firmaco total durante el

monitoreo terapéutico, (43)

Como se puede observar en la tabla No. 15 la unién de HCBZ a proteinas plasmaticas es
baja, con valores entre 35.3 y 37.9%. La unién a proteinas es constante en el rango de
concentraciones estudiado 0.625 - 20 ug/ml. Estos resultados concuerdan con un informe

previo realizado “in vitro” en el cual el promedio de unidn del metabolito activo de la
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OCZ, a proteinas fue del 30 al 40% (13, 25), N. Klitgaard y cols. (49) encontraron que la

unidn es independiente de la concentracion plasmatica en ef rango 78 - 366 pg/mb.

Los valores obtenidos en el presente trabajo demuestran que a diferencia de fa
carbamazepina, la oxicarbamazepina presenta una baja afinidad a protefnas plasmaticas
por lo cual se reducen las posibilidades de interaccién de la HCBZ con farmacos

altamente unidos.

5.1 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE LA HIDROXICARBAMAZEPINA EN
PLASMA Y EN PAQUETE GLOBULAR

En vista de que la oxicarbamazepina es un firmaco nuevo, existen pocos informes en la
literatura acerca de su comportamiento farmacocinético y ninguno con relacion a su
distribucion en los fluidos sanguineos. Dado que el metabolito active (HCBZ) de Ia
oxicarbamazepina puede difundirse a través de las membranas y barreras del organismo,
€s importante conocer su distribucién en los componentes sanguineos para tener un mejor

control e individualizacion de la terapia antiepiltéptica

En la fig. 4.5 se presenta el perfil farmacocinético en ambos fluidos, en la cual se observa
que el comportamiento de la hidroxicarbamazepina de acuerdo con un anilisis en PC~
NONLIN y JANA se ajusta a un modeio abierto de un compartimiento administracion

oral.

£n la curva de concentracion tiempo comrespondiente a paquete giobular se abserva que
el tméx promedio se alcanza a las 4.97 horas seguida por una meseta que se presenta
aproximadamente a las 11 horas y que se prolonga hasta las 2 4horas, lo cual indica un
proceso de cinética saturable como lo demuestra el trabajo realizade por Kristensen y
cols. (14) después de la administracion de 600 mg de OCZ a 7 voluntarios sgnos. S¢ cree
que este proceso de cinética saturable indica una capacidad metabdlica limitada para la
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oxicarbamazepina. La recirculacion enterohepiatica de la OCZ podria ser un factor

adicional que explicase el comportamiento bifisico del metabolito,

En la tabla No. 18 se muestran los pardmetros farmacocinéticos de los nueve voluntarios
tanto en plasma como en paquete globular. Se observa que el tmax promedio fue 5.22
horas para plasma y para paquete globular fue de 4.57 horas. Los resultados obtenidos en
plasma, se encuentran dentro del intervalo reportado por Ciba-Geigy v (6,11,12) que va
de 4-6 horas. Con respecto a ia vida media de eliminacion, ésta fue de 16.9 h. para
plasma v de 16 62 horas para paquete globular la cual coincide con lo reportado por
Theisohn y Heimann (24} y van Heininger v cols. (3), los cuales que reportan una vida
media de eliminacion en plasma de 14 a2 26.5 horas en voluntarios sanos. La Cmax en
plasma fue de 6,79 ug/mL y en paguete globular fue de 7.12 pug/mL. '

El 4rea bajo la curva (ABC) promedio en plasma fie de 187.09 pg h/ml el cual es
comparable con la de otros autores (3,12,25). En paquete globular, fue de 211.77 pg h/ml.
Estos mismos autores mencionan que el ABC de datos plasmaticos del metabolito de la
oxicarbamazepina muestra una correlacion lineal con Ja dosis. Como se puede apreciar,

los parametros farmacocinéticos son similares tanto en plasma como en paquete globutar.

Asi mismo se observa que el tiempo medio de residencia promedio (TMR) fue semejante’
en ambos compartimientos, en plasma fue de 17.89 = 1.37 horas y de 20 & 1,81 horas en

paquete globular.

Sobre la base de estos resultados se demuestra que la hidroxicarbamazepina se distribuye

tanto en plasma como en paquete globular.

513 RELACION DE LA CONCENTRACION PE HCBZ EN PAQUETE
GLOBULAR / PLASMA DE LOS NUEVE VOLUNTARIOS
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Es bien sabido que el rango terapéutico debe estar definido con respecto al firmaco libre
en plasma, en vez de la cantidad total (8) La hipotesis del farmaco libre asume que solo
la fraccion libre en plasma puede penetrar el tejido v que el transporte del farmaco en
tejide esta gobernado por el gradiente de concentracidn entre el plasma y el tejido, hasta
que se alcance ¢l equilibrio; consecuentemente se ha enfatizado el interés clinico de
conocer ¢l farmaco libre en lugar de la concentracién total, sin embargo, estudios
recientes han demostrado que la fraccion del farmaco ynido 2 proteinas plasmaticas esta
disponible para difundirse al tejido dependiendo de la naturaleza dei enlace (50). Se ha
sugerido que el farmaco unido a las proteinas plasmaticas y a los gidbulos rojos podria
atravesar el capilar endotelial y tener acceso al cerebro, consecuentemente, es posible que
los efectos terapéuticos no estén bien correlacionados con la concentracion del farmaco
libre en plasma, lo cual reflejaria en forma errdnea la disposicion del farmaco en el
cerebro (43).’Experimentos con zonisamida y progabida, dos farmacos antiepilépticos
recientes, demuestran que el fArmaco unido a proteinas plasmaticas v a gidbulos rojos
equilibra el crice entre la sangre y la barrera hematoencefalica durante el transito

transcapilar (50).

Existen algunos informes relacionados con la distribucién de farmacos antiepilépticos en
los eritrocitos v estos han demostrado que la unién a globulo rojo es mis o menos
reversible, dependiendo del farmaco. En el caso de CBZ y de su epoxido la relacién de fa
concentracién entre globulo rojo y plasma fue de 106 + 021 y 1.533 = 0.45
respectivamente (43). Considerando que la HCBZ esta quimicamente refacionado con la
CBZ, se juzga importante determinar la refacion de este metabolito en paquete globular y
plasma. Los resultados se muestran en la tabla No. 19 que presenta los datos de la
relacion p.g./plasma de los nueve voluntarios. La relacién encontrada varia entre 0.8 2
1.3, lo cual demuestra la alta afinidad de la HCBZ por los eritrocitos y puede ser
explicado por su solubilidad en lipidos, y por la habilidad del farmaco para cruzar las
membranas por difusion pasiva que depende del coeficiente de particion entre la fase

acuosa y lipidica de la membrana.
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Aunque la efectividad clinica de la OCZ para la ¢l tratamiento de la epilepsia ba sido bien
establecida (12) muchas preguntas todavia permanecen acerca de su intervalo terapéutico
{15-30 pg/ml), su concentracién en plasma, efectos adversos v el control de las erisis, lo
cual Heva a la necesidad de estabiécer st fuese recomendable cuantificar a la HCBZ no
solamente en plasma sino en algin otro fluido. El medir sélo los niveles del farmaco libre
puede no estimar el intercambio del farmaco entre la sangre v el cerebro. De los datos
obtenidos en el presente trabajo se sugiere que en casos de ineficacia terapéutica o
toxicidad y que los niveles se encontraran dentro del intervalo terapéutico, seria
recomendable cuantificar no solamente al metabolito en plasma sino también en paguete

globular para una mejor adecuacion de la terapia.
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1.-El método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucién para cuantificar
oxicarbamazepina y su metabolito (hidroxicarbamazepina) en plasma y en paquete
globular, fue lineal, sensible, repetible y selectivo, requiere de un volumen pequefio de
muestra (1.0 ml de plasma o de paguete globular), ademas de ser sencillo y rapido (se
pueden analizar 25 muestras en 1 dia), por lo que se puede utilizar en la vigilancia de los
niveles plasméticos, asi como en estudios de biodisponibilidad, farmacocinética y
farmacocinética clinica. Asi mismo el método, es aplicable al analisis de muestras
plasmdticas de pacientes que estén sometidos a terapia com otros firmacos que

cominmente se emplean en la clinica junto con la oxicarbamazepina, exceptuando al
fenobarbital.

2.-Después de la administracion oral de 600 mg de QCZ, esta sé metaboliza extensamente

a su derivado 10,11-dihidro-10-hidroxi-carbamazepina (HCBZ), el cual es el metabolito
activo

3.-Existe escasa informacion en la literatura acerca de la unién de la
hidroxicarbamazepina a proteinas plasmaticas, los cvales informan que el rango de unién
es de 38 a 40% (10,11} y los resultados que se obtuvieron en este trabajo estan de acuerdo

¢on lo reportado por otros autores.

4.-Al comparar el perfil farmacocinético en plasma y paquete globular se observd un
comportamiento similar en ambos compartimientos, los valores de Cmax fue de 6,79
pg/mi en plasma y el Cmax fue de 7.12 pg/ml en paquete globular, el tmax fue de 5.22 h
en plasma y 4.57 b en paquete globular. La vida media de eliminacién de HCBZ en
paquete globular fue de 16.62 h y en plasma fue de 16.9 h, el valor promedio para el
TMR en plasma fue de 17 89 = 1.37 h y para paquete globular file de 20 + §1.81 h,
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El valor promedio de 1a relacién de fa concentracion de HCBZ paquete globular/plasma

en fos intervalos de tiempo de 0.75a 48 hfuede 1 1 £0.2.

Los resultados obtenidos evidencian que el metabolito de la oxicarbamazepina tiene

afinidad por el paquete globular.

S.-Al determinar el perfil farmacocinético de HCBZ en plasma y en paquete globular, en
el caso de este compartimiento se observé una meseta que inicia*a las 11 horas vy se
continda hasta las 24 horas esto sugiere un proceso de cinética saturable. Es posible que
el proceso de cinética saturable indique uma capacidad metabolica [imitada de la

oxjcarbamazepina.

6.-De los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que en casos de
ineficacia o toxicidad en los cuales los niveles plasmaticos se encuentren dentro del
intervalo  terapéutico, seria conveniente cuantificar el metabolitc en ambos

compartimientos con el fin de establecer una terapia mas racional.
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APENDICE A

CONCEPTOS DE EPILEPSIA.

Con el término epilepsia se engloban a una serie de sindromes de evolucién cronica y
muy frecuentes ( se calcula que aproximadamente el 0.5% de la poblacién mundial la
padece), que se caracterizan por la aparicién brusca de crisis breves de pérdida o
alteracion de conciencia. Se acompoiia con frecuencia de convulsiones ténicas y clonicas,
originadas por descargas hipersincronicas de determinados grupos  neuronales,
registrables electroencefalograficamente. El paciente goza de un estdo de normalidad en
los espacipos intercrisis.

La epilepsia era conocida 2.500 afios a. de C., atribuyéndose a la posesién del enfermo
{etimologicamente, epiléptico significa poseido) por podercs o fuerzas sobrenaturales.
Actualmente es un sindrome muy frecuente, que no sélo afecta al enfermo, sino a I3
sociedad que le rodea, debido a sus caracteristicas clinicas, puesto que impide su
incorporacion laboral completa. En este sentido la terapéutica no debe ir encaminada
inicamente al tratamiento de la enfermedad, sino a intgrar totalmente al epiléptico en la
sociedad.(51)

De¢finicién: Epilepsia es una afeccion crénica de etiologia diversa, caracterizada por
crisis recurrentes, debidas a descargas excesivas de las neuronas cerebrales (crisis
epilépticas), asociadas a manifestaciones clinicas y paraclinicas.

Crisis epilépticas. Son eventos paroxisticos, autolimitados, estereotipados, de duracién
breve, que se manifiesta por alteraciones motoras, sensoriales, autonémicas y psiquicas.

Stndrome epiléptico. Es un trastomno epiléptico caracterizado por un grupo de datos
clinicos (edad de presentacion, sexo, antecedentes personales y familiares y otros), signos
y sindromes neuroldgicos, tipos de crisis epilépticas y hallazgos electroencefalograficos,
que habitualmente ocurren juntos, por ejemplo el sindrome de West.

Fisiopatologia: Las crisis epilépticas son el resultado de una descarga neuronal anormal y
exagerada, la que a su vez es la consecuencia de una despolarizacion rapida y repetitiva
de las neuronas, asociadas a pérdidas del potasio intracelular con acumulacion de sodio
dentro de las neuronas. (52)

Desde el punto de vista etiologico se pueden distinguir dos tipos de epilepsias:
idiopdticas, aquellas que no responden a una alteracion organica evidente, y secundarias,
desencadenadas por una “espina irritativa”, como es el caso de tumores cercbrales,
fracturas de crinco, hemorragias cerebrales, y cuyo tratamiento generalmente es fa
supresion  quirirgica del foco, o por aiteraciones metabodlicas e infecciones
(hipocalcemia, hipoglucemia, meningitis, encefalitis, etc.).

La clasificacién de la epilepsia es fundamental para la eleccion del tratamiento, debido a
que existen farmacos especificos para cada tipo de epilepsia.



TABLA I
CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS®*.

i. CRISIS PARCIALES

A), Crisis parciales simples {sin aiteracién de conciencia):

1.-Con signos motores focales:
a).Signos motores sin marcha
b).Signos motores con marcha (Jacksoniana)
¢).Versiva (generalmente contraversiva y de poco valor de localizacion).
d).Postural.
e).Fonatoria (vocalizacién o suspension del lenguaje).

2.~ Con sintomas somatosensoriales o sintomas sensoriales especiales (alucinaciones
simples’ hormigueo, luces, zumbidos}).

a). Somatosensotiales

b). Visuales

¢). Olfatorias

d) Auditivas

e). Gustativas

f) Vertiginosas.

3.-Con sindromes o signos autondmicos (molestias epigastricas, palidez, sudoracion,
piloreacion, dilatacion pupilar, etc.)

4.-Con sintomas rar vez aparecen sin alteracion de conciencia, por lo que se observan
mas frecuentemente como crisis_parciales complejas.

a). Disfasica

b) Dismnésica (deja-vu)

¢) Cognoscitiva (pensamiento forzado)

d) Afectivas (miedo, ira)

&) Hlusiones (macropsias, etc.)

f) Alucinaciones estructuradas (musica, escenas)

B). Crisis parciales complejas {con alteracién de ka conciencia)

1.~ Inicio parcial simple, seguido de alteracién de conciencia.
a} Con datos parciales simples (A.1- A.4), seguidos de alteracién de conciencia
b) Con automatismos.

2.- Con alteracion de conciencia desde ¢l inicio:
a) Solo con alteracién de conciencia
b) Con automatismo.

C} Crisis parciales secundariamente generalizada.




1.- Crisis parcial simple que evoluciona a crisis ténico-clonica generalizada {CTCG).
2.- Crisis parcial compleja que evoluciona a CTCG.

3.- Crisis parcial simple que evoluciona a crisis parcial compleja, que a su vez evoluciona
a CTCG.

IL CRISIS GENERALIZADAS (CONVULSIVAS Y NO CONVULSIVAS)
A} Ausencias:

1. Ausencias tipicas
a) Con trastornos de conciencia exclusivamente.
b} Con componentes clénicos minimos
¢) Con componentes atonicos
d) Con componertes tonicos
¢} Con automatismo
fy Con componentes autonémicos.

2. Ausencias atipicas.
a) Cambios de tono més nototios que en A 1
b) Inicio y/o final, que no son abruptos.
¢) En ocasiones asociados a sacudidas miociénicas (ausencias mioclonicas).

3. Ausencias que progresan a CTCG.
B) Crisis mioclénicas:

a} Sacudidas mioclonicas

b} Crisis cldnicas

c) Crisis tonicas

d) Crisis tdnico-clonicas
) Crisis atdnicas (astaticas)

III. CRISIS EPILEPTICAS NO CLASIFICABLES.

Se incluyen todas las crisis que no pueden clasificarse por datos incompletos o
insuficientes y que no permiten contenerse en las categorias antes descritas.

Modificado de " Proposal for Revised Clinical and Efectroencephalographic classification of Epileptic Seizures. From the comission
on elnosification and termmology of the Internztional League Against Epilepsy” Epilepsia 22:489.501.1981

A continuacion describimos las formas clinicas mas importantes, por su frecuencia y
representatividad.(51)

GRAN MAL. .
Es el cuadro epiléptico mas frecuente del adulto. Recibe también la denominacion de
cpilepsia generalizada y se caracteriza por convulsiones generalizadas, que siguen una



evolucion tipica aura (periodo caracterizado por la aparicién de diversas alteraciones,
como percepcion de olores, cefaleas, cambio de humor, etc, que preceden
inexorablemente a convulsiones), contracciones ténicas y clonicas, salivacién,
incentinencia de esfinteres con de emisién de heces y orina, confusién y suefio,

PEQUERO MAL.

La crisis del pequefic mal se hereda de forma autosomica dominante, Se presentan entre
los cuatro y doce afios. En la mayoria de los enfermos las crisis desaparecen en la edad
adulta. Esta forma de epilepsia es un cuadro generalizado con pérdida de conciencia, pero
sin convulsiones. Las variedades més leves se denominan ausencias; durante las cuales
los enfermos interrumpen su actividad cotidiana permaneciendo distantes durante 5 a 30
segundos, transcurridos los cuales vuelven a la normalidad, sin que fa mayoria se
percaten de que les haya ocwrrido nada anormal

EPILEPSIA FOCAL O JACKSONIANA,

Se caracteriza por su localizacion en una determinada 4rea cerebral, frontal, temporal,
parietal, occipital, etc. Suele ser secundaria a una lesién cerebral circunsecrita "espina
irritativa”; se manifiesta clinicamente por la aparicion de convulsiones clomicas v
transtornos sensitivos, localizadosen el territorio organico correspondiente al area
cerebral dafiada y conservacién de la conciencia.

EPILEPSIA PSICOMOTORA.

Es una forma focal, generalmente localizada en el 16bulo temporal, con consciencia
bastante conservada. Las crisis epilépticas se acompafian de alteraciones psiquicas,
cambios de humor, actos erracionales, 2 veces delictivos.



APENDICE B

OXICARBAMAZEPINA

Cada tableta contiene:

Oxicarbamazepina. 600 mg.
Excipiente. Una tableta.

Lz oxicarbamazepina es un derivado de la dibenzoazepina de estructura similar con la
carbamazepina.

Indicaciones Terapéuticas.

ANTIEPILEPTICO.

Epilepsia:

* Crists parciales con o sin generalizacién secundaria
e Crisis tonico-clonicas generalizadas.

Contra indicaciones:

Hipersensibilidad conocida a la oxicarbamazepina.

Reacciones Secundarias y Adversas,

Las reacciones adversas a oxicarbamazepina suelen ser de naturaleza leve y pasajera, se
producen ante todo al principio del tratamiento y desaparecen generalmente al continuar
con el tratamiento. Los efectos colaterales mas comines que se han comunicado durante
la fase de dosificacion inictal son fatiga, vértigo y ataxia,

En los estudios clinicos con oxicarbamazepina administrado en régimen monoterapico se
han repertade los efectos secundarios siguientes :

Sistema Nervioso Centrat y Periférico.

A menudo: fatiga,

En ocasiones' vértigo, trastornos de fa memoria, cefaleas y trastornos del suefto,
Raramente: labilidad psiquica, tinnitus, ataxia, depresion, trastornos visuales y ansiedad
Tracto Gastrointestinal.

¥n ocasiones:

Trastornos gastrointestinales, p. ej. Néuseas.

Reacciones de Hipersensibilidad:

En ocasicnes, eritema.

Sangre:

En ocasiones, descenso del recuento leucocitario (fluctuante, pasajero)

Higado:

En ocasiones, aumento ligero de las transaminasas y en casos aislados, aumento de la
fosfatasa alcalina,

Aparate cardiovascular:

Raramente, hipotension ortostatica.

Otros: En ocasiones, aumento de peso, edema, hiponatremiza, descenso de la tibido en los
varones, menstruacion irregular.



APENDICE C

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA EL ESTUDIC DE LA DISTRIBUCION
DEL PRINCIPAL METABOLITO DE LA OXICARBAMAZEPINA (10,il-
DIHIDRO-10-HIDROXI-CARBAMAZEPINA) EN LOS DISTINTOS
COMPARTIMENTOS SANGUINEOS,

Nombre:

Direccién:

Estatora: . Sexo: . Peso:
Teléfono:

En forma voluntaria y en pleno uso de mis facultades mentales, hage constar que he side
informado sobre los riesgos en que puedo incurrir a) participar en esta investigacion:
Distribucion del principal metabolito ( 10, 1 1-dihidro-10«hidroxi-carbamazepina) de la
oxicarbamazepina en los distintos compartimentos sanguineos.

La informacion recibida y la cual he leido cuidadosamente, se anexa en este documento.

Igualmente hago constar que seguiré fielmente todas las instrucciones recibidas con
respecto a la toma del medicamento y coleccidn de las muestras.

FECHA: FIRMA.




