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“TE PRESTARE POR UN TIEMPO A TUS PADRES”

Te prestaré por un tiempo unos padres para que los ames mientras
vivan. Podran ser 10, 20, 30 afios o mas, hasta que los llame  Te

pregunto:

Podras cuidarlos? Quicro que aprendas a vivir con ellos, les he
buscado unos hijos y te he elegido a ti. No te ofrezco que se
quedaran contigo para siempre, sdlo te los presto. Ellos te darén
ternura y te daran alegria por tenerte. El dia que los llame no
lloraras ni me odiards porque los regresé a Mi. Su ausencia
corporal quedara compensada por el amor y por los muchos y
agradables recuerdos. Ten presente que si algo te entristece, que si
el golpe del dolor te hiere algin dia, tu pena es mia, y asf, con todo
esto, tu luto sera mas llevadero y habrén de decir con agradecida

humildad:

JHAGASE, SENOR, TU VOLUNTAD!
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Muy cerca de mi ocaso

yo te bendigo, vida,

porque nunca me diste ni esperanza fallida,
ni trabajos injustos, ni pena inmerecida.

Porque veo, al final de mi rudo camino,
que yo fui el arquitecto de mi propio destino.

Que si extraje las mieles o la hiel de las cosas,
fue porque en ellas puse hiel o mieles sabrosas;
cuando planté rosales, coseché siempre rosas.

Cierto, a mis lozanias va a seguir el invierno,
mas ti no me dijiste que mayo fuese eterno.

Hallé sin duda largas las noches de mis penas,
mas no me prometiste tu sélo noches buenas,
y, €n cambio, tuve algunas santamente serenas...

Amé, fui amado, el sol acaricié mi faz.

Vida, nada me debes!
Vida, estamos en paz!

Amado Nervo
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SI EL MANANA NUNCA LLEGA...

Si supiera que hoy fuera la tltima Y€z que te voy a ver dormir, te abrazaria fuertemente ¥y
rezaria al Sefior para poder ser el guardian de tu alma.

Si supiera que esta fuera la altima vez que te veria salir por la puerta, te dana un abrazo, un
beso y llamaria de nuevo para darte mas.

Si supiera que esta fuera la dltima vez que voy a ofr tu voz, grabatia cada una de tus palabras
para poder ofr una y otra vez indefinidamente,

Si supiera que estos son los tltimos minutos que te verfa, diria te quiero y no asumiria,
tontamente, que ya lo sabes.

Siempre hay un mafiana y {a vida nos da otra oportunidad para hacer las cosas bien, pero por si
me equivoco y hoy es todo lo que nos queda, me gustaria decirte cuanto te quiero y que nunca
te olvidaré.

El mafiana no le esta asegurado a nadie, joven o viejo. Hoy puede ser la ltima vez que veas a
los que amas. Por eso no esperes inds, hazlo hoy, ya que si mafiana nunca llega, seguramente
lamentaras el dia que no tomaste tiempo para una sonrisa, un abrazo, un beso, y que estuviste
muy ocupado para concederle a alguien un Gltimo deseo,

Manitén a los que amas cerca de i, diles al oido lo mucho que los necesitas, quiérelos y tratalos
bien, toma tiempo para decirles lo sicnto, perdéname, por favor, gracias y todas las palabras de
amor que conoces.

Asi, sl mafiana nunca llega, no tendrés remordimientos por hoy.

"Nadie te recordard Por tus pensamientos secretos. Pide al Seiior la Suerza y sabiduria para
expresarlos"
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INTRODUCCION

La medida tanto de la cantidad como de la velocidad con que un firmaco (inalterado)
llega a fa circulacién general a partir del medicamento en que fue administrado se

denomina biodisponibilidad.

Un estudio de bioequivalencia es aquel que permite establecer si dos formulaciones
distintas, de una misma forma farmaceutica, presentan la misma biodisponibilidad. Un
producto en proceso de registro deberd ser bioequivalente a aquél que contiene la misma
dosis del ingrediente activo, en la misma forma farmacéutica y que previamente ha sido

aprobado y se encuentra en el mercado ‘",

En 1998 se aprobd la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 la cual establece
las pruebas y requerimientes para demostrar la bicequivalencia entre dos productos de tal

forma que puedan ser registrados en el pafs.

Se dice que dos formulaciones son bioequivalentes cuando son equivalentes quimicos o
farmaceiiticos que presentan una biodisponibilidad comparable cuando se administran a

los mismos individuos, bajo el mismo régimen de dosificacion.

Dado el gran auge que han tenido los genéricos en el mercado mexicano se hace necesario
establecer protocolos de bioequivalencia para dichos productos, de tal forma que se

garantice un producto de calidad al paciente.

En México se cuenta con una gran variedad de antimic6ticos tanto de administracién oral
como tépica o intravenosa, entre ellos el ketoconazol, con un tiempo de vida media de

aproximadamente dos horas; el cual es el antimicético oral de eleccién para diferentes
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lipos de micosis, entre ellas: blastomicosis. onicomicosis, esporotricosis diseminada,

neumonia fitngica, etc.

Dado el interés de llevar a cabo estudios de bioequivalencia del ketoconazol se decidié
icalizar un estudio piloto adminisirando tnicamente el producto innovador (Nizoral) y

determinar si los tiempos de muestreo propuestos eran los adecuados.

En base a lo anterior los objetivos del estudio fueron:

» Determinar los pardmetros farmacocinéticos del ketoconazol en la poblacion

mexicana.

> Disefiar un protocolo para realizar estudios de bioequivalencia de productos

conteniendo ketoconazol.

3
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GENERALIDADES

2.1 Antecedentes

Los hongos son microorganismos de estructura celular eucaridtica, simples y de gran

adaptabilidad a diversos ambientes.

En la naturaleza existen alrededor de 100.00( especies de hongos. de las cuales unas 200
son potencialmente patogenas para el hombre vy los animales, y muy pocas tienen un
poder patégeno primario. La resistencia natural a la infeccidon micética es alta, de ahi
que, en el proceso infeccioso, es muy importante el indculo, asi como el estado general

del huésped .

El mecanismo basico de patogenicidad de los hongos radica en su capacidad de
adaptacién al nuevo ambiente, lo cual logran, en gran medida, mediante ¢l dimorfismo,
que les posibilita una mayor actividad metabdlica, con una multiplicacién y un

crecimiento mas rdpidos.
Los hongos se destacan no solo por su capacidad para parasitar en seres vivos, sino que
algunos de ellos son productores de antibibticos, en otros los productos de su

metabolismo son importantes en la industria #'.

Las micosis son desencadenadas por factores intrinsecos y extrinsecos, entre estos

destacan ¥,

A} Factores intrisecos

» Hormonales: Sindrome de Cushing

Y

Fisioldgicos: Embarazo
» Metabdlicos: Diabetes mellitus, uremia.
#» Enfermedades sistémicas: Neoplasias. leucemia, tuberculosis, desnutricion.

5=
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B) Factores extrinsecos

# Terapedticos: Corticosteroides, inmunosupresores, antibidticos de amplio
espectro, citostaticos.

~ Quirirgicos: Viscerotomias, transplantes de tejidos, cirugia cardiaca.

~ Otros:  Aplicacion de catéteres, venoclisis, exceso de humedad local,

drogadiccion.

Los microorganismos flngicos son seres de organizacion eucariota, desprovistos de
clorofila. heterétrofos, unicelulares, y mas tipicamente filamentosos, con paredes
celulares quitinosas o de otros carhohidraros complejos, que se nutren por absorcién.
Usualmente presentan tipos de reproduccién tanto sexual como asexual, y su propagacion
tipica es por medio de esporas que se pueden producir en diferentes tipos de aparatos

esporiferos .

La piel es el principai Jugar de localizacién de las infecciones micoticas en el hombre,
siendo conveniente clasificarlas en superficiales y profundas. Cuando se limitan a la piel,
muchas infecciones micdticas son superficiales y estin localizadas a 1-2 mm de su
superficie externa. Los hongos que habitualmente no causan mas que infecciones
cutaneas se denominan dermatofitos, los cuales se clasifican en tres géneros:

Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton, estos poseen la capacidad de digerir la

queratina y nutrirse de la misma ©.

Cada especie tiende a producir su propio rasgo clinico, pero 2 menudo varias provocaran
erupciones idénticas; otras veces las erupciones son tan distintas y caracteristicas, que sus
rasgos clinicos permiten la identificacién de las especies. Los apéndices cutancos, a
saber, ¢l pelo y las ufias, pueden estar afectadas también de manera vital en estas

infecciones.
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Desde el punto de vista epidemioldgico. es imporante recalcar que las micosis cutdneas

tienen una distribucién mundial, aunque su prevalencia se ve favorecida por factores tales
como los climas célidos y himedos. Aunque no existe una diferencia muy clara de tipo
racial, parece ser que la raza negra presenta menos susceptibilidad a las infecciones por
dermatofitos que la caucédsica. De igual manera existen diferencias por grupos de edad.
cuyo ejemplo mas claro es el de la tifa capitis. la cual no se manifiesta después de la
pubertad probablemente por el efecto inhibitorio del Pitirosporum orale cuya presencia en

la edad post puberal problablemente aumenta la resistencia a esta micosis '*',

Las micosis causadas por los dermatofitos se denominan también dermatofitosis o tifia, se
manifiestan de forma diferente en ciertas partes del cuerpo, y presentan rasgos distintivos
caracteristicos de la parte. Por esta razén las tifias se dividen en: tifia de la cabeza, tifia de

la barba, tifia de la cara, tifia del cuerpo, tifia de las manos, tifia de los pies, tifia inguinal y

onicomicosis.

Las micosis superficiales se clasifican también segin el dermatofito causante, lo cual
tiene interés principalmente epidemiologico, ya que el tratamiento de estas infecciones
solo en raras ocasiones se beneficia de la identificacién del género y la especie del
organismo causante. Su habitat ha permitido clasificarlos en especies geofilicas
(residentes cn los suelos), zoofilicas (originales en animales); y antropofilicas
(restringidas a la especie humana). De acuerdo con esta caracteristica de habitat, las
infecciones ¢utdneas por hongos se presentardn cuando exista la oportunidad del contacto
con el microorganismo invasor, es asi como, la tifia pedis es ficilmente contraida en
suelos contaminados (piscinas, bafios); la tifia corporis es transmitida por animales y tienc
tendencia a ocasionar reacciones altamente inflamatorias, y las micosis antropofilicas se
desarrollan por el contacto directo entre nifios infectados con tifia capitis, cuyas lesiones

son generalmente poco inflamatorias ‘.

La mayoria de las infecciones sistémicas por hongos se debe a la inhalacién de polvo

contaminado con el hongo, a los excrementos de animales infectados o a la
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contaminacion proveniente de otras fuentes. Cuando la infeccidn primitiva se localiza en
la piel debido a heridas punzantes, abrasismos u otros traumatismos, aparece una lesion
chancriforme seguida de linfangitis secundaria. En ausencia de lesidn chancriforme, debe
pensarse que otros nddules y ulceraciones de la enfermedad. especialmente los
bilaterales, provienen de un foco interno, habitualmente pulmonar o localizado en las vias

respiratorias superiores.

Las posibilidades de recuperacion espontinea son buenas cuando existe una lesion
chancriforme, que indica una infeccién cutdnea primaria. Por otra parte, el pronéstico es
grave cuando las lesiones cutdneas se deben a la disminucion de la enfermedad a partir de

uno o mds focos viscerales.

Las enfermedades causadas por hongos representan un gran problema para el hombre, por
lo que se ha tratado de combatirlas empleando sustancias antimicoticas las cuales han

sido descubiertas a través de los Gltimos 30 afios.

Hasta 1951 no existia ningtin agente efectivo en el tratamiento de las infecciones fiingicas
sistémicas como la coccidiomicosis, paracoccidiomicosis, histoplasmosis, micetoma, etc,
lo cual ocasiond el interés de los investigadores en buscar nuevos farmacos que resultaran
efectivos en ¢! tratamiento de dichas enfermedades. En 1969 surgen los derivados
sintéticos del imidazol (clotrimazol, miconazol y econazol) los cuales fueron utilizados
con €xito en el tratamiento de micosis mas severas y en 1977 aparece el ketoconazol, €l
cual fue desarrollado por los laboratorios Jansen en Bélgica y demostré ser el primer
antimicético oral de amplio espectro para ser empleado en casi todas las micosis tanto

superficiales como sistémicas .

Los antimocoticos pueden actuar como fungistaticos o fungicidas, segin inhiban el
crecimiento o produzcan lisis de los hongos. El ketoconazo! es fungistdtico en bajas
concentraciones o fungicida en altas, lo que esta relacionado con inhibicion de la sintesis

de ergosterol o dafio directo a la membrana .

-8-
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2.2 Monografia de ketoconazol 6101112

2.2.1 Propiedades Fisicoquimicas

Nombre Quimico: Cis -1-acetil-4-{ 4-[4 22 4-diclorofenil}-2-( 1 H-imidazol- 1 -ilmetil)-
1.3-doixolon-4-il } metoxi| fenil } piperazina

Nombres Comerciales; Conazol, Fungofer, Fungoral, Fungosina, Micogal, Nizoral,
Termizol, Nikorazol, Micosol

Férmula Condensada: C,H,,CI,N,0Q,

Férmula Desarrollada:

8

"

Fig. 1.1: Estructura de ketocanazol
Peso Molecular: 531.44 g/mol
Apariencia Fisica: Polvo blanco, inodoro y casi insipido.

Solubilidad: Soluble en cloroformo, metanol, dimetilsulfoxido, dimetilformamida, acido
clorhidrico diluido. Insoluble en agua.

Punto de Fusién: 145-149 °C

Rotacién Especifica: -1 a +1 a 20 °C

Residuo de Ignicién: No mas de 0.1%

Pérdida al Secado: Al vacio a 80°C por 4 horas pierde no mas 0.5% de su peso.

pKa: 6.51

-9
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El ketoconazol es un firmacoe usado en el tratamiento de infecciones fingicas. Presenta
un anillo imidazol libre unido a otros anillos arométicos por medio de una unién N-C con
posicién |. Las propiedades farmacolégicas y farmacocinéticas de las moléculas le
confieren una buena penetracion en el nivel de los tejidos profundos y superficiales sin
mayor toxicidad . Su estructura quimica comprende varios anillos heterociclicos y

grupos donadores de electrones indicando que podria poseer actividad antitiroidea *” .

La accion antitiroidea de ketoconazol fue demostrada in vitro a partir de la formacion del
complejo con ioduro e in vivo con ensayos de I-tiroxina y la apariencia histolégica de la

glandula tiroides de ratas tratadas crénicamente con el farmaco ',

Las propiedades farmacolégicas y farmacocinéticas de las moléculas le confieren una
buena penetracion en el nivel de los tejidos profundos y superficiales sin mayor toxicidad.
En concentraciones fungistiticas actila sobre los hongos patégenos. La accién del agente
antifangico, junto con [os mecanismos de defensa del huésped posibilitan la eliminacién
de los antigenos fingicos que, en micosis profundas o crénicas, frecuentemente son

responsables del bloqueo de la inmunidad celular ©.

2.2.2 Mecanismos de accidn

Inhibe la sintesis del ergosterol en el nivel de la membrana citoplasmatica (bloquea la
dimetilacién en C-14 del lanosterol que es el precursor del ergosterol), se altera la
permeabilidad celular, efecto muy selectivo en la medida en que es la misma célula
fiingica la que debe realizar su biosintesis de ergosterol, mientras que el colesterol de las

células del organismo huésped no se ve afectado @',

Estudios bioquimicos han demostrado que el ketoconazol afecta la permeabilidad de la
membrana celular de células sensibles, lo cual se manifiesta por la entrada de iones

potasio y compuestos fosforados.

_10-
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Pio o Ketoconazol

CH,

Ergosterol

Fig.1.2: Mecanismo de accién ketoconazol

Este farmaco interfiere ademas con la biosintesis de triglicéridos y los fosfolipidos de los

hongos.

tistudios hechos a nivel morfolégico mediante microscopia electronica de barrido han
demostrado que el ketoconazol tiene efecto sobre la biosintesis de lipidos a bajas

concentraciones (10-100 ng/mL), causando alteracion de la membrana celular.

A altas concentraciones de ketoconazol (0.5-50 ug/mL), la vacuola central de la célula
aumenta de tamaiio y se llena de material citoplasmatico degradado y de gotas de lipidos;
la célula adquiere una forma angular debido a la pérdida de resistencia osmética y

concentraciones mayores de 50 ug/ml. causan necrosis celular con sobrecarga de grasa.

El ketoconazol también tiene efecto sobre las enzimas oxidativas y peroxidativas de las
células encontrandose que bajas concentraciones provocan la produccion de perdxido de
hidrégeno como consecuencia de la actividad de la oxidasa —NADH dependiente,
inhibicién de la actividad de la peroxidasa e incremento de la actividad de la catalasa; la
cual mantiene bajos niveles de peréxido de hidrégeno intracclular, no t6xicos para la
célula. Sin embargo, a concentraciones altas, la oxidasa -NADH dependiente continua
produciendo perdxido de hidrogeno mientras que la actividad de 1a catalasa y peroxidasa
se inhibe totalmente, con lo cual los niveles de peréxido de hidrégeno se incrementan a

concentraciones toxicas causando muerte celular ©,

NTA
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El ketoconazol tiene importantes ventajas con respecto a otros antimicéticos: puede ser
administrado por via oral y presenta amplia actividad antifingica con minimos efectos

adversos .

2.2.3 Farmacocinética

La farmacocinética del ketoconazol depende de la dosis. La concentracion plasmdtica
méaxima se alcanza entre una y dos horas segiin la dosis administrada. Su concentracién
en liquido cefaloraquideo es alrededor de 1-2 % de la concentracién sérica, lo cual
confirma la débil difusion del antifingico en este nivel y limita su empleo en casos de

meningitis, principalmente criptococésica .

2.2.3.1 Absorcién

El ketoconazol es un firmaco débilmente basico, por lo que requiere de pH 4cido para su
disolucién. En sujetos normales se absorbe facilmente después de su administracién oral,
aproximadamente un 75%. La administracién conjunta con alimentos puede retardar su

absorcion pero no disminuye la cantidad total absorbida %',

La absorcion del ketoconazol en el tracto gastrointestinal es variable, se incrementa al

disminuir el pH '™,

Su absorcidn es buena y se aumenta si se administra antes de las comidas. Su solubilidad
se acrecienta en medios dcidos y ricos en grasas. Algunas condiciones que pueden

interferir en la biodispenibilidad son aclorhidria y tratamientos con antiacidos.

Brass et al; encontré que no hay una disminucion significativa en ¢l 4rea bajo la curva

promedio cuando dosis tinicas de ketoconazol son tomadas con antidcidos por lo que
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todos los farmacos que reducen la acidez gastrica también reducen la absorcién del

ketoconazol "',

La absorcidn del ketoconazol esta disminuida en falla renal, transplante de médula dsea,

enfermedades hemutologicas y sindrome de mala absorcion V',

Su aplicacién tdpica no produce absorcion sistémica. Después de la aplicacion de
ketoconazol crema al 2% en piel afectada por tifia pedis, no se detectan concentraciones

en plasma %,

Se ha encontrado que la concentracion plasmatica promedio es de 4.5 ug/mL dos horas

después de la administracién de una dosis de 200 mg de ketoconazol '™

2.2.3.2 Distribucion

La distribucién del ketoconazol varia de acuerdo al tejide de muestra, conocimiento de la

enfermedad, dosis y duracion del tratamiento.

No alcanza concentraciones adecuadas en orina y liquido cefaloraguideo. Los niveles
terapetiticos son mayores 1 ug/mi. La dosis usual es de 200 mg/dia, la cual puede
duplicarse ¢ incluso, llevarse hasta 600 y 800 mg/dia sin peligro alguno en la mayorija de

los casos ™.

Las concentraciones de ketoconazol en fluido cerebro espinal para meningitis fingica son
de 0.05 ug/mL — 1.65 ug/ml, en fluido ventricular y lumbar con una dosis de 800 -
1200 mg por dia. La penetracion promedio de ketoconazol fue de 1.9% para fluido
ventricular y 5.4% para fluido lumbar; las concentraciones de ketoconazol en fluido
cerebro espinal varian directamente con el contenido de proteinas tanto en el mismo

fluido como en suero “%.
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En sujetos sanos se obtienen concentraciones de ketoconazol en saliva de (.15 mg/mL
dos horas después de una dosis de 600 mg via oral por lo que su distribucién en saliva es

poca "

Se distribuye al liquido de las articulaciones inflamadas, saliva, bilis, orina, secrecion
sebdcea, cerumen, heces, tendones, tejidos blandos, piel, testiculos, atraviesa la barrera
hematoencefalica en muy pequeiia proporcién por lo gue en el liguido cefarraquideo se
encuentran cantidades despreciables. Su volumen de distribucion es de 2.4 L/Kg. Los
niveles plasmaticos maximos se alcanzan aproximadamente en | ¢ 2 horas después de su
administracion. Presenta dos vidas medias una inicial de distribucion de 2 h y una
terminal, de eliminacién de 8 horas #4223,

En la sangre solo un 1% de ketoconazol esta presente como farmaco libre en el agua
plasmatica, un 83.7% se encuentra unido a las proteinas plasmaticas (principalmente la
albimina) y un 15.3% a las células sanguineas. Dentro de las células rojas el ketoconazol
se encuentra unido un 84% a las membranas de las células y un 16% a los constituyentes

celulares, probablemente la hemoglobina .

2.2.3.3 Metabolismo

El ketoconazol se metaboliza extensamente a un gran nimero de metabolitos inactivos
principalmente por oxidaciéon y degradacion de los anillos de imidazol y piperazina, o
desalquilacion oxidativa e hidroxilacién aromatica.  Ninguno de los metabolitos

identificados posce actividad antifingica 2%,
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2.2.3.4 Eliminacion

Después de su administracion oral el ketoconazo! puede sufrir efecto de primer paso. Las
concentraciones maximas después de una dosis oral en ratones muestran un incremento
desproporcionade de los niveles en suero con un incremento de la dosis. En humanos, se
observ un incremento similar en el drea bajo la curva después de dosis de 100, 200, 400,

600 y 800 mg, lo cual implica una saturacién de la capacidad metabélica hepética ',

El ketoconazol tiene una vida media dosis dependiente, la cual se incrementa con un

incremento en la dosis y después de dosis repetidas.

Después de la admnistracion de una dosis oral de 200 mg ia vida media oscila en e rango
de 1.5 - 4 horas “. A dosis mayores de 400 mg se han reportado vidas medias de 2.2 y
2.7 horas. Pacientes con cancer a guienes se les administré una dosis de 400 — 800
mg/dia presentaron una vida media promedio de 3.7 horas (con un rango entre 1.3 —

11.6hy 2

El ketoconazol se excreta en heces en forma de metabolito y como farmaco inalterado en
diferentes proporciones. En las ratas el 60% de la dosis se excreta por la bilis (como
metabolitos con actividad antifiingica) durante los primeras 24 horas. En humanos la
excrecién urinaria es pequefia, Maksymiuk et al reporté en 1982 pacientes con
enfermedades malignas avanzadas en los cuales menos del 1% de la dosis administrada se

recuperd en la orina al cabo de 6 horas .
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2.2.3.5 Precauciones

Embarazo. El Ketoconazol atraviesa la placenta. Se ha demostrado que es embriotéxico
en ratas a las cuales se les administraron dosis mayores a 80 mg/kg durante el primer
trimestre !'"*,

Lactancia. El ketoconazol se excreta en la leche materna y puede aumentar la posibilidad
de kernicterus ™'

Pediatria. Se han descrito varios casos de hepatitis en nifios. No se ha establecido su uso

en nifios menores de dos afios ©®

2.2.3.6 Indicaciones

Blastomicosis pulmonar y diseminada, candidiasis mucocutdnea crénica, tinea cruris,
tinea pedis, tinea versicolor, tinea corporis, histoplasmosis, coccidiomicosis,
paracoccidiomicosis, onicomicosis, neumonia fiingica, septicemia fingica, esporotricosis
diseminada, infecciones fingicas del tracto urinario, infecciones fingicas de la vejiga

urinaria, cromomicosis, candiduria. También es efectivo contra dermatofitos **.

Se ha usado en pacientes inmunocomprometidos para prevenir la colonizacidén o

infecciones fingicas 7.

El ketoconazol ha sido efectivo en el tratamiento de algunas infecciones dérmicas que no

han respondido a griseofulvina oral. También ha sido usado en el tratamiento de

candidiasis vulvo vaginal en mujeres no embarazadas ©*.
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2.2.3.7 Dosis

Antinfiingico= Hasta | gr diario
Dosis pedidtrica = 3.3 — 6.6 mg/kg/dia
Adultos y niftos con peso mayor de 40 kg = inicialmente 200 mg en dosis (nica diaria.

La dosificacion puede aumentar hasta 400 mg por dia en pacientes que no responden.

Para el tratamiento de dermatofitosis se administran 200 mg al dia durante 4 a 8 semanas,
excepto en tifia de [a cabeza y en onnicomicosis; en la primera sélo se recomienda si hay
intolerancia a griseofulvina y en pacientes inmunocomprometidos, pues en general la
accion de este farmaco es muy lenta en ésta localizacion (tifia cabeza), en ufias de las
manos se debe administrar un promedio de seis meses, y en las de los pies, cuando menos

un afio.

Es muy eficaz en cualquier forma clinica de candidosis, la duracién del tratamiento varia
de dos a seis semanas segun la localizacién; en vaginitis se recomiendan 200 — 400 mg al
dia por cinco dias. Se administra por tiempo prelongado en candidosis mucocutinea
cronica y formas profundas o sistémicas. En pitiriasis versicolor se administran 200 mg

al dia de 10 — 30 dias segin la gravedad y extensién ',

2.2.3.8 Efectos secundarios

Los principales efectos secundarios que se han reportado son : gastrointestinales, 70%;
naiseas y vomitos; dolor abdominal, 3%, diarrea, 1.3%; prutito; erupciones cutdneas,
1.7%; fotosensibilidad, mareos, somnolencia, elevacion asintomdtica de enzimas
hepaticas o hepatotoxicidad en | de 10000 a 15000 enfermos, esta reaccién se ha
considerado idiosincritica y aumenta sobre todo cuando el tratamiento dura mas de 7

semanas @3
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En algunos casos se han reportado efectos endocrinos, en particular antiandrégenos por
inhibicién de la sintesis de testosterona; ginecomastia, disminucion de la libido.

oligospermia e impotencia **¥.

La toxicidad gastrointestinal o endocrina esta relacionada con la dosis, la cual incrementa

significativamente con dosis mayores 800 mg/dia ©.

Otros autores reportan palpitaciones, anemia y, con dosis mayores a 400 mg, disminucion

en la produccidn de colesterol o interferencia en la de hormonas adrenocorticotropicas.

2.2.3.9 Interacciones

Las principales interacciones que se han encontrado son las siguientes:

Ciclesporina: El ketoconazol disminuye el metabolismo intestinal de ciclosporina por lo

tanto aumenta las concentraciones plasmaticas de la misma e incrementa el riesgo de

nefrotoxicidad #3537,

Antihistaminicos: Pueden aumentar el pH gastrointestinal dando lugar a una reduccion
en la absorcion del ketoconazol ¢™#

Fenitoina: Se pueden alterar las concentraciones plasméticas de ambos farmacos. El
tiempo para alcanzar las concentraciones séricas maximas de ketoconazol se puede ver
an

aumentado, la respuesta de ambos medicamentos debe ser monitoreada

Isoniazida, anfotericing: Puede dar lugar a un descenso significativo de las

concentraciones séricas de ketoconazol @7,

Antidcidos—anticolinérgicos: Disminuyen la absorcion de ketoconazol. Esperar cuando

menos dos horas después de la dosis de ketoconazol antes de administrar estos

farmacos ",

Hipoglicemiantes: El efecto hipoglicemiante se ve aumentado ®¥.
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Anticoagulantes:  Aumenta el efecto anticoagulante, por ejemplo derivados de la
cumarina o de la indandiona "

Astemizol: El ketoconazo! inhibe el metabolismo del astemizol por lo que aumenta el
riesgo de cardiotoxicidad V7.

Rifampicina: Aumenta el metabohsmo de ketoconazol por lo que hay un descenso
significativo de las concentraciones séricas del mismo ™.

Alcohol:  Aumenta incidencia de hepatotoxicidad. puede producir reaccion tipo
disulfiran ©**%,

Triazolam: El efecto hipndtico se prolonga. Asimismo la presion arterial disminuye y
aumenta el area bajo la curva del triazolam 7044249,

Sucralfato: Disminucién de 20.2% en la biodisponibilidad del sucralfato #4449,
Clordiazepdxido: El ketoconazol disminuye la depuracion de clordiazopoxido en un
20% y el volumen de distribucidn en un 26% 747,

Metilprednisolona: Aumenta ¢l 4rea bajo la curva de metilprednisolona y disminuye su
depuracign 748495031

Zolpidem:  Disminuye la depuracién del mismo y aumenta el efecto agonista
famacodinamico parecido a las benzodiazepinas ¥2 .

Carbamazepina: Aumenta 29% concentraciones plasmaticas de carbamazepina ©¥ .

Antipiring: El ketoconazol inhibe el metabolismo oxidativo de la antipirina por lo que se

presenta un aumento en el tiempo de vida media y su depuracién disminuye .
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2.3 Metodologia Analitica

Para la cuantificacion del ketoconazol en plasma los métodos mas empleados son los de
cromatografia de liquidos de alia resolucién, siendo los mds sensibles aquellos en los que

se emplea detector de fluorescencia '

El primer método de CLAR fue reportado por Alion en 1980 “, en el cual después de la
extraccion del farmaco en plasma el compuesto es separado usando una columna de fase

reversa y detector uliravioleta de 205nm.

Swezey ©” y colaboradores reportan un método con detector de fluorescencia con una
extraccion simplificada en el cual usan un andlogo de ketoconazol como estandar interno

(longitud de onda de excitacion 206 nm y de emision 370 nm).

En 1984 Badcock “¥ reporta un método para el monitoreo terapéutico de ketoconazol en
neonatos, en el cual solo se utilizan 20 uL de suero e involucra una precipitacién de

proteinas con acetonitrilo seguido de centrifugacidn e inyeccidn directa del supernadante.

Pascussi etal ©* describe una preparacién simplificada de la muestra empleando cartuchos

fase reversa C-18 y fenotiazina como estandar interno, asi como detector fluorescente.

En 1986 Riley y colaboradores “** reportan un método para determinar ketoconazol en
plasia, higado y pulmén de rata un detector ultravioleta a 254 nm, el cual no es aplicable

a métodos anteriores.
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s

Método Analitice para Cuantificar Ketoconazol por Crematografia de Liquidos de
Alta Resolucion
Determinacion Método Deteccion Referencia
Keto CLAR UV 205 nm 56
plasma
Keto CLAR Fiuorescencia 57
plasma
Keto CLAR Fluorescencia 55
plasma
Keto CLAR UV 240 nm 58
Plasma, suero
Keto CLAR UV 254 nm 59
Plasma, higado,
pulmon
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3.1 Método analitico para la cuantificacién del Ketoconazol en plasma

El método analitico utilizado para la cuantificacion de ketoconazol en plasma fue el

método por cromatografia de liquidos de alta resolucidn, reportado por V.L Pascucct, . et

al. con algunas modificaciones ©**

3.1.1 Material y equipo

LR R R R R B B R I I

Balanza analitica OHAUS modelo AS120S

Centrifuga automatica Superspeed SS-3 tipo 663

Agitador vortex Genie modelo K-550

Micropipeta eppendorff de 10 a 100 uL, 100 a 1000 pL y de 1000 a 5000 pl.
Bafio de agua con temperatura OAKTON pH/mv/°C serie 35617
Ultrasonido Cole Parmer modelo 8890

Cartuchos Sep-Pak, Waters Assoc., de fase reversa C-18

Manifold para extraccion fase reversa Waters C-18.

Cromatografe de liquidos de Alta Resolucién Milenium, equipado con:
Detector de fluorescencia 474

Inyector manual modelo 7725

Bomba modelo 510

Loop de inyeccion de 100 L

3.1.2. Reactivos

* S+ + >+ »

Hidréxido de sodio R.A (Baker, lote 3724-01).

Fosfato de sodio monobasico R.A. (Baker, lote 7862).

Metanol R.A (Baker, lote UN-1230).

Metanol HPLC (Baker, lote 9093-03).

Agua destilada, desionizada y filtrada.

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

¢ Estandar secundario de ketoconazol proveedor Chemo Ibérica 99.152% de
pureza

+ Estandar secundario de butilparabeno (estandar interno).

3.1.4. Soluciones

& Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N. Pesar 0.4 g de hidréxido de sodio
R.A.. disolver y aforar a 100 mL con agua destilada.

¢ Solucién de fosfato monebdsico de sodio 0.02 M. Pesar 1.38 g de fosfato
monobiésico de sodio R.A., disolver y aforar a 500 mL con agua grado CLAR.

3.1.5 Preparacién de los estiandares de referencia

+ Solucion estindar de ketoconazol en metanol. Pesar con exactitud 1.0 mg de
ketoconazol, disolver y aforar a 10 mL con metanol CLAR para obtener una

concentracion de 100 pg/mL.

¢ Solucidn estindar de butilparabeno en metanol. Pesar con exactitud 1.0 mg
de butilparabeno, disolver y aforar a 10 mL con metanol CLAR para obtener

una concentracion de 100 pg/mlL.

3.1.6 Preparacién de la curva patrén de ketoconazol

¢ De la solucion de 100 pg/mL tomar 1 mL y aforar a 10 ml. con metanol o
plasma (conc. 10 pg/mL).

+ De la sotucidn de 100 pg/mL tomar 500 pl. y aforar a 10 mL con metanol o
plasma (conc. 5 pg/mL).

¢ De la solucién de 100 pg/mL tomar 250 pl. y aforar a 10 mL con metanol o
plasma (conc. 2.5 pg/mL).

¢ De la solucién de 100 pg/mL tomar 125 L. y aforar a 10 mL con metanol o
plasma (conc. 1.25 pg/mL).
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¢ De ia solucién de 100 pg/mL tomar 62.5 pb, y aforar a 10 mL con metanol o
plasma (cone. 0.625 pg/mL).

¢ De la solucidn de 100 pg/mL tomar 30 uL y aforar a 10 mL con metanol o
plasma (cone. 0.30 pg/mL).

3.1.7 Preparacion de las muestras

En un tubo de plastico de 1.5 mL colocar 500 pl de plasma, adicionar 125 pl de la
solucién de estandar interno (100 pg/mlL) y 125 pl. de hidréxido de sodio 0.1 N, agitar en
vortex por espacio de 10 s. La muestra se hace pasar por un cartucho Sep-Pack C-18
{previamente activado con 2 mL de metanol R.A. y 5 ml. de agua desionizada), sc lava
con 30 mL de agua desionizada y se eluye con 2 mL de metanol R.A, el cual se evapora
en bafie maria bajo corriente de nitrogeno a 40 °C. El residuo se reconstituye con 250 pl

de metanol:agua (50:50) y se inyectan 50 pL al sistema cromatografico.

3.1.8 Condiciones cromatogrificas

¢+ Columna Spherisorb C-18 octadecilsilano de 250 x 4.6 mm, con tamafio de
particula de 5u.

Fase mévil: metanol-solucién de fosfato de sedio 0.02 M (75:25) pH 7.
Velocidad de flujo | mL/min.

Temperatura ambiente.

Leongitud de onda de emision 206 nm.

Longitud de onda de excitacién 370 nm.

Tiempo de corrida 11 min.

* * & o o

En la figura 3.1 se presenta el diagrama del método utilizado
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500 pL de plasma

Y
125 pL de estandar interno {100 pg/mL)

125 uL de NaOH 0.1 N

v

Activacién de cartuchos Sep-Pack con 2mL. de metanol R.A +5mL
de agua desionizada

h

" Pasar la muestra a través del cartucho "

A
|| Lavar con 30 mL de agua desionizada "

3
Eluir con 2mL de metano R.A

A

Evaporar en bafio Maria bajo corriente de Nitrégeno a 40 °C

A 4

Reconstituir con 250 pL de una mezcla de metanol agua (50:50) e inyectar
50 pl al sistema cromatografico

FIGURA 3.1
DIAGRAMA DE METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
KETOCONAZOL EN PLASMA
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3.2 Validac¢ion del método analitico

3.2.1 Linealidad

3.2.1.1 Linealidad del Sistema

Para determinar la linealidad del sistema se prepararon tres curvas patrén de ketoconazol
cn metanol en el intervalo de concentraciones de 0.3 pg/mL a 10 pg/ml. Se grafico la
relacion de alturas (keto/E.1) contra la concentracién del farmaco. Para cada una de las
curvas se determind el coeficiente de correlacion (r), la pendiente (b) y la ordenada al

origen (a).

3.2.1.2 Linecalidad del Método

La linealidad del método se determiné preparando tres curvas patrén en plasma en el
intervalo de concentraciones de 0.3 pg/mL a 10 pg/mL. Se graficd la relacion de alturas
(keto/E.1.) contra la concentracidn del fAirmaco. Para cada una de las curvas se determind

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

3.2.2 Especificidad

Se debe demostrar la especificidad del método con el fin de establecer si existen
interferencias debidas a:

i. Sustancias enddgenas en la muestra biolégica
ii. Metabolitos conocidos del analito
iit. Farmacos co-administrados y sus metabolitos

La especificidad del método se determiné probando la no interferencia de la matriz

biolégica (plasma) y algunos farmacos como édcido acetil salicilico y acetaminofen, en la

cuantificacién de ketoconazol y su estandar interno, Para llevarlo a cabo se trabajaron de
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forma independiente y por duplicado, muestras de blanco de plasma, asi como muestras

en plasma conteniendo 4cido acetil salicilico y acetaminofen.

3.2.3 Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad del método analitico en el mismo dia bajo condiciones
idénticas de laboratorio, se prepararon tres curvas de calibracién de ketoconazol en
plasma en el intervalo de concentraciones de 0.3 pg/mL a 10 pg/ml segin el
procedimiento descrito en 3.1.6. La repetibilidad del método analitico en dias diferentes
se determind analizando 6 curvas de calibracion en dos dias diferentes, obteniéndose el
promedio, desviacidn estandar y coeficiente de variacion tanto intra como inter dia para

cada concentracion.

3.2.4 Por ciento de recobro

Para determinar el porcentaje de recobro del método se prepararon tres curvas patrén
tanto en plasma como en solucidn, en el intervalo de concentraciones de 0.3 pg/ mL a 10
pg/mL. Las muestras plasmdticas se procesaron de acuerdo a procedimiento descrito en
3.1.7. y la respuesta obtenida se compard con la obtenida del anélisis de las muestras en
solucién , obteniéndose de esta manera el porcentaje promedio de extraccidén para cada

concentracion asi como el coeficiente de variacidn.

3.2.5 Exactited

El porciento de exactitud se determiné mediante el promedio de las determinaciones en

cada nivel de concentracion de los datos de repetibilidad y reproducibilidad
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3.2.6 Limite de cuantificacién

El limite minimo de cuantificacidn se establecié como aquella concentracion minima de
ketoconazol en el intervalo de trabajo que puede ser cuantificada con exactitud y

precision bajo condiciones normales de aperacion

3.3 Estudio “in vivo”

3.3.1 Numero de voluntarios

Se realizd un estudio preliminar en el que participaron 8 voluntarios sanos con edades
comprendidas entre 18 y 23 afios a los cuales se les administré una dosis de 200 mg de
ketoconazol. Los sujetos se encontraban en buen estado de salud lo cual se establecié con

base en su historial médico.

3.3.2 Analisis clinicos

Los andlisis realizados a los sujetos fueron: examen fisico completo, electrocardiograma,
quimica sanguinea, biometria hematica, examen general de orina, VDRL, deteccién del

virus de hepatitis y VIH.

Los sujetos que participaron en el estudio fueron informados con relacion al protocolo a
utilizar y dieron su consentimiento por escrito, cuyo formato se encuentra en el apéndice

No. 1.
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3.3.3 Criterios de inclusién

Los criterios de inclusién fireron los siguientes:

>

Voluntarios sanos, del sexo masculino o femenino, de nacionalidad mexicana,
con edades entre 18 vy 40 afios y con un peso corporal que debera estar entre
50 a 90 kg o bien con un indice de masa corporal inferior a 32.

Participar de manera voluntaria de acuerdo con los lincamientos propuestos en
la Ley General de Salud y obtener su consentimiento informado de acuerdo a
la ley antes sefialada. Asimismo, se mantendran los lineamientos sefialados
por la Declaracion de Helsinki, 1a Revision de Japon y las Buenas Précticas
Clinicas. {Apéndice 1)

Los voluntarios no deben haber consumido ninguin farmaco, por lo menos dos
semanas previas al estudio, asimismo, no se permite el consumo de café o

tabaco por lo menos 48 horas antes del estudio y durante el mismo.

Presentarse en ayuno de 12 horas previo al estudio.

3.3.4 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

>

A%

‘4

Sujetos a los que se les encuentre alguna alteracidn en sus constantes vitales
registradas en la seleccion de voluntarios.

Se excluira todo aquel voluntario que no cumpla con los criterios de inclusion
pfOpUCStOS.

Sujetos alérgicos a ketoconazol o que estén tomando cisaprida, astemizol, o
derivados de las eritromicinas.

Sujetos que presenten trastornos gastrointestinales, problemas hemorragicos,
hipertension arterial, insuficiencia renal o hepatica.

Sujetos que presenten resultados positivos a la prueba de embarazo o al
estudio cualitativo de farmacos de abuso en orina.
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3.3.5 Horario de toma de muestras y conservacién

» Se recolectaron muestras de § -10 mL de sangre en tubos heparinizados.

# Las muestras sanguineas se tomaron a los signientes tiempos: 0. 0.25, 0.5, 1,
1.5, 4. 8. 12, 16, 20 v 24 horas después de la administracién del medicamento.

# Las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. El plasma se
transfiri6 a tubos de vidrio, limpios y etiquetados. Las muestras se congelaron
a -20°C hasta su anélisis,
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4.1 Validacién del método analitico para la cuantificacion de ketoconazol en plasma

4.1 Linealidad
4.1.1 Linealidad del Sistcma

La Figura 4.1 muestra la linealidad del sistema al graficar el cociente de la respuesta
expresada cn alturas de ketoconazol y del estandar interno (E.I) contra la concentracion
de ketoconazol en el rango de 0.3 — 10 ug/mL. Los resultados promedios se muestran en
la tabla No.1.

La ecuacién de la regresion lineal de la curva fue:

Y = 0.6287 x + 0.0625

Con un coeficiente de correlacién de 0.9997.

Relacion Altura keto/E.1
= N R T - S

0 2 4 6 8 10
Concentracién (ug/mL)
FIGURA 4.1
LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA 1.4 CUANTIFICACION DE
KETOCONAZOL EN PLASMA
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LINEALIDAD DEL SITEMA PARA LA CUANTIFICACION DE KETOCONAZOL

TABLA No.!

Concentracion Relac Altura X D.E Vv
(ug/mlL) Keto/E.1 %

0.3 0.23735 0.01962 244
0.625 0.42220 0.01934 1.44
1.25 0.83052 (.02285 2.75
2.5 1.74308 0.05227 2.99
5 3.16333 0.20387 2.97
10 6.348%6 0.37097 385

m = 0.6287

b=0.0625

r=0.9997

r = 0.9994

4.1.2 Linealidad del método

La Figura 4.2 muestra la linealidad del método analitico al graficar el cociente de la
respuesta expresada en alturas de ketoconazol y del estindar inmterno (E.I} contra la

concentracién de ketoconazol en el rango de 0.3 - 10 ug/mL. Los resultados se observan

en la Tabla No.2.

La ecuacion de regresion lineal de la curva fue:

Y =0.55674 x + 0.08500

Con un coeficiente de comelacion de 0.99883.

keto/E.I vs la concentracidn de ketoconazol se considerd lineal en el intervalo de trabajo

de 0.3-10 ug/mL.

Por lo tanto la relacion de alturas de
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FIGURA 4.2
LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE KETOCONAZOL EN PLASMA
TABLA No.2
LINFALIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
KETOCONAZOL EN PLASMA
Concentracion Relac Alfura X DE CV
{ug/mlL) Keto/E.1 %
0.3 0.19289 0.02036 10.556
0.625 0.40706 0.04469 10.978
1.25 0.77493 0.01279 1.651
2.5 1.66733 0.07514 4.507
5 2.92679 0.10204 3.486
10 5.57991 0.24335 4.361
m = {.55674
b =0.08500
r=0.99884

¥ =0.99767

-35-



RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS amacc

4.1.3 Especificidad

En la fig. 4.3 se presentan los cromatogramas obtenidos al analizar fas muestras blanco de
plasma, asi como las afiadidas con ketoconazol y estandar interno (butilparabeno}, en fa
que se puede observar que los tiempos de retencion para ketoconazol y estandar interno,

fueron de 8.6 y 4.8 minutos respectivamente.

Asimismo, se encontré que los componentes enddgenos del plasma y los farmacos
aspirina y acetaminofen no interfieren en la determinacion de ketoconazol o el estandar
interno, ya que las sefiales de los mismos no sufren ningin cambio en el tiempo de
retencion ni en la altura del pico. De esta forma se considerd que el método analitico es

especifico para la cuantificacion de ketoconazol en plasma.
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Fig. 4.3 Cromatogramas representativos para a) Blanco de plasma  b) Plasma afladido de ketoconazol y
estdndar intemo  ¢) muestra de un voluntario sano después de la administracién de 200 mg de

ketoconazol,
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4.1.4 Repetibilidad y reproducibilidad (precision)

Las tablas No.3 y No.4 muestra los resultados de repetibilidad obtenidos para el intervalo
de concentraciones de 0.3 — 10 ug/ml. analizada en dos dias diferentes con tres réplicas
para cada concentracién, de acuerdo al especificado en la seccion 3.2.3. El método
analitico fue repetible y reproducible dado que ninguno de los coeficientes de variacion

fue mayor de 15%.

TABLA No.3
REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
KETOCONAZOL EN PLASMA

Conc Rel de Rel de Rel de Rel de
ug/mL Altural | Altura2 | Altura3 | AlturaX D.S CV%
0.3 1.0351 0.9864 0.9662 0.9959 0.0354 3.5565
0.625 1.2333 1.1560 1.1937 1.1943 0.0387 3.2364
1.25 1.5502 1.4173 1.5938 1.5204 0.0919 6.0468
2.5 2.1633 2.0310 2.1999 2.1314 0.0889 4.1688
5 3.2752 3.3509 3.4394 3.3552 0.0822 2.4494
10 5.2055 5.3796 5.5763 5.3871 0.1855 3.4437
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TABLA No.4
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
KETOCONAZOL EN PLASMA

Conc Rel de Rel de Rel de Rel de n

ug/mL Altural | Altura2 | Altura3 | Alturd X D.S CV%

DIA 1
03 1.0351 0.9864 0.9662 0.9959 0.0354 3.5565
0.625 1.2333 1.1560 1.1937 1.1943 0.0387 32364
1.25 1.5502 1.4173 1.5938 1.5204 0.0919 6.0468
2.5 2.1633 2.0310 71999 21314 0.0889|  4.1688
5 32752 3.3509 3.4394 3.3552 0.0822 2.4494
10 5.2055 5.3796 55763 53871 0.1855 3.4437
DIA 2

0.3 02113 0.2129] 0,209 02113 0,0016 0,7792
0.625 0,4096 0,4504 0,3611 0.4071 0,0447| 10,9788
1.25 0,7763 0,7615 0.7870 0.7749 0,0128 1.6509
25 1,6804 1,7351 1,5865 1.6673 0,0751 4.5067
5 2,8093 2.9782 2.9929 2.9268 0,1020 3.4865
10 5.5405 5.8370 5,5332 5,6399 0,1709 3,0304
Global 3.9457

4.1.5 Por ciento de recobro

En la tabla No.5 se observa que el recobro promedic fue de 93.61%.

TABLA No.5
POR CIENTO DE RECOBRO DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
KETOCONAZOL EN PLASMA
_ - B
Concentracion | Relac Altura X | Relac Altura X | % RECOBRO CV%
(ug/ml) en MeOH en plasma
0.3 0.220384 0211279 95.86 2.49
| 0.625 0422203 0.407063 96.41 10.88
1.25 0.830524 0.774933 93.31 4.17
25 1.74308 1.66733 95.65 4.40
5 3.163329 2.926791 92.52 9.48
10 6.348962 5.579914 87.88 7.10
% de extraccion promedio = 93.61%
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La tabla 6 muestra ¢l porciento de exactitud de ketoconazol en el cual se observa que e!

4.1.6 Por ciento de exactitud

método es exacto en el intervalo de trabajo de 0.625 a 10 ug/mI

TABLA No.6
PORCENTAJE DE DESVIACION PARA LA CUANTIFICACION DE
KETOCONAZOL EN PLASMA

Conc
Nominal | Conc Real %

ug/mL ug/mL | Desviacion
0.3 0.1835 38.83
0.625 0.5397 13.65
1.25 1.2301 2.88
2.5 27056 8.22
5 5.1879 3.75
10 9.8671 1.32

4.1.7 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion fue de 0.3 ug/mL.

Con base en los resultados anteriores se puede establecer que el método analitico usado
para la cuantificacién de ketoconazol en plasma fue especifico, lineal en un intervalo de
concentraciones de 0.3 — 10 ug/mL, exacto y preciso por lo que se considerd adecuade

para estudios de farmacocinética.
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4.2 Estudio farmacocinético en voluntarios sanos

En la Tabla No.7 se muestran los valores de concentracién premedio en plasma para cada
tiempo de muestreo + la desviacion estandar al administrar una dosis de 200 mg de

ketoconazol.

En la figura 4.4 se presenta la grafica promedio de los valores de concentracidn en

plasma, encontrandose una gran variabilidad intersujeto.

En la figura 4.5 se presenta la grafica logaritmica de los valores promedio de

concentracién en plasma de ketoconazol.

TABLA No.7

CONCENTRACION PLASMATICA PROMEDIO DEL KETOCONAZOL ug/mlL
+D.E EN VOLUNTARIOS SANOS

Tiempo () Concentracion (ug/mL) +D.§
0 ¢
0.25 0.4161+0.091
0.5 0.5454+0.1890
1.0 1.6646+1.023
1.5 3.545542.033
4.0 3.3290+0.725
8.0 1.7549+0.625
12.0 0.6232+0.123
16.0 0.4644+0.080
20.0 04204 *
24.0 No detectabie

* Solo se obtuvo un valor a las 20 horas.

_41-




RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS @%

s
5
E.l
o
= [
S 3t
©
g,
8 h I
S
< 1}
i L3 = .
Otm
1 L " 1 " 1 n 1 " !
0 5 10 15 20 25
Tiempo (hr)
FIGURA 4.4

CONCENTRACION PLASMATICA PROMEDIO DE KETOCONAZOL ug/mL + D.E

3 20,
E
&
a2
o L0
s
S " m
g go. "™ n
" 5 o W sy ¥ x
-LO
Tiempo (h)
FIGURA 4.5

LOGARITMO DE LA CONCENTRACION PLASMATICA PROMEDIO DE
KETOCONAZOL ugimL EN PLASMA

-42-




RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS @%

4.2.1 Analisis de parametros farmacocinéticos

Existe poca informacion en la literatura acerca de la farmacocinética de! ketoconazol.

Yih-Chain Huang et al reportan un t,, de 1.7 h y un C,_, de 4.22 ug/mL""” para una dosis
de 200 mg de ketoconazol mientras que Daneshmend, Tawfique et al reporta un ¢, , de 1.1

hyunC,, de 4.5 ug/mL ",

Los parametros farmacocinéticos promedio obtenidos en el presente estudio se muestran
en la tabla § en la que se puede observar que los parametros requeridos para demostrar la

bioequivalencia presentaron una gran variabilidad intersujeto.

La concentracién plasmdtica maxima promedio fue de 3.9975 ug/ml, con un tiempo
maximo promedio de 2.68h. Este C_,, concuerda con lo reportado en la literatura de 3-4.5

ug/mL con un t,,, de 1-2h ®"".

TABLA 8
PARAMETROS FARMACOCINETICOS INDIVIDUALES PARA CADA
VOLUNTARIO

SUJETO ABC [ (ugh/ml) ABC,“(ugh/mL) C... (ug/ml) tone (1) 1,2 (h)
[ 39.228 40.795 74622 1.5 529

2 25.563 26,520 3.1463 I 146

3 30.860 51.622 44426 15 4.56

] 19.106 19412 26438 3 391

5 18516 18.516 2.4698 4 092

6 23.136 25.200 4.0094 15 691
7 31.838 32.439 4.5930 4 581
s 24.995 25.105 3.2157 4 2.55

X +DE 23.69346.9917 27.451473313 3.997521.6061 2.68:1.4126 45521.7836

El valor promedio de ABC 0-t fue de 23.963 ug/mL/h, mientras que la vida media oscild

entre 0.92 — 6.91h. Elt,, reportado en la literatura va de 1.5-3h. En el presente trabajo se
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observa que en los sujetos 1. 2, 3. 4 y 6 el t,, fue mayor que lo esperado. ello podria

deberse a:

» Los tiempos de muestreo no fueron los adecuados.
» La poblacion mexicana podria tener diferencias en la climinacion del farmaco con

respecto a las poblaciones estudiadas.

Los resultados anteriores nos muestran la necesidad de disefiar nuevos estudios para

determinar los pardmetros farmacocinéticos con mayor exactitud.

En la tabla 9 se muestran los valores individuales de ketoconazol a los diferentes tiempos
de muestreo, en la que se puede observar que a las 24h no se detectd el ketoconazol en

ninguno de los voluntarios.

TABLA No.9

CONCENTRACION PLASMATICA DE KETOCONAZOL EN LOS DIFERENTES
TIEMPOS DE MUESTREO, PARA CADA VOLUNTARIO

Vol | @ 0.25 0.5 1 LS 4 8 iz 16 20 24
11 0 N.D 05| 0.5664| 7.4622] 3.8301| 2.1766| 07093 0.5197|04204| N.D
2] 0 0.4807] 0.8788| 3.1463| 3.1382] 29527 1.7925|  ---r- 0.5166| N.D| N.D
3] 0 N.DI 04874 2409 4.4426] 39361 1.5131] 0.5424; 04487) N.D| ND
4] 0 (35137 04052 2.3826( 23731 2.6438| 0.9255| 043553 N.D! ND| ND
51 0 N.D| 04791| 1.6505| 1.8682] 24698 | 15914 N.D ND| ND| ND
6| O N.D N.D/| 1.0035| 4.0094( 29937 1.0319| 0.6907 N.B| ND| ND
7| 0 N.D| 04766 0.4939[ 1.5245] 4.5903| 22443 0.7819| 05233 ND|[ ND
8| 0 N.D N.D N.D N.D{ 32157| 2.7636| 0.5594| 03125] N.DJ| ND

Llama la atencién que se hayan propuesto tiempos tan largos mientras que la fase de

absorcién no esta bien definida por falta de tiempo de muestreo en esa porcion.
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En el voluntario 8 solamente se puede cuantificar el ketoconazol alas 4. 8. [2y 16 h lo

cual viene a corroborar que seria necesario haber incluido mas tiempos de muestreo entre

1.5y4h

En base a los resultados obtenidos la propuesta para realizar estudios de bioequivalencia

de ketoconazol en México serian los siguientes:

v
v

SN N N NN

Utilizar un disefio cruzado completo.

Dada la gran variabitidad interindividual se sugiere que participen 24 voluntarios
clinicamente sanos (examen fisico completo, electrocardiograma, examen de orina
en general, HIV, VDRL, biometria hematica).

Edad 20-40 afos

Peso £10% del peso ideal.

No tomar bebidas alcohélicas 48 horas antes del estudio.

No furnadores.

No tomar ningin medicamento 2 semanas antes del estudio y durante el mismo.
Sujetos que no hubiesen sido hospitalizados 8 semanas antes dei estudio.

Los voluntarios permaneceran en ayunas desde las 10 p.m del dia anterior. A las
8:00 a.m se tomardn una dosis unica de 200 mg de ketoconazol con 240 mL de
agua.

Tomar 10 ml de sangre a los siguientes tiempos: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5,
3, 35, 4, 8 y 12 h después de la administracién del medicamento en tubos
heparinizados.

Administrar un desayuno estandar a las 12 p.m, una comida a las 16:00 h y una
cena a las 19:00 h.

Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos y almacenar el plasma a -20°C ¥ hasta su
andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Periodo de lavado de 7 dias.
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CONCLUSIONES

- Enel presente trabajo se desarrollé un método analitico por cromatografia de liguidos
de alta resolucién para cuantificar ketoconazol en plasma, utilizando un detector de

fluorescencia.

- El método fue especifico, lineal en el intervalo de concentracién de 0.3-10 ug/mL,
exacto y preciso, por lo que se considera adecuado para llevar a cabo estudios tanto de

farmacocinética como de bioequivalencia.

- Los pardmetros farmacocinéticos obtenidos en los 8 voluntarios clinicamente sanos
mostraron una gran variabilidad interindividual, con una C,,, que oscila entre 2.4698-
7.4622 ug/mL y vida media entre 0.92 y 6.91 h. Se recomienda aumentar el nimero
de voluntarios come lo recomienda la norma A.24 por su gran variabilidad

interindividual,

- Los tiempos de muestreo propuestos por el Hospital Espafiol no serian los adecuados

para llevar a cabao este tipo de estudios.

- Se sugiere que para ¢l estudio de bioequivalencia de ketoconazol se modifique el
protocolo y se utilicen los siguientes tiempos de muestreo: 0, .25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5.

2.0,2.5,3.0,3.5,4.0. 8.0 y 12 horas.
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APENDICE

HOJA DE CONSENTIMIENTO

Nombre del estudio:

Nombre del voluntario:

Edad: Sexo:

Direccion:

Teléfono: CP:

Por medie de la presente, doy mi consentimiento pleno para participar, sin coaccidn
alguna, en el estudio de bicequivalencia de productos comerciales conteniendo

ketoconazol.

Asimismo manifiesto que estoy enterado de las caracteristicas del estudio asi como de las
consecuencias del mismo y que he entendido claramente los objetivos del mismo y la
forma en que participaré en él. También se me han explicado los cuidados que debo tener

y los posibles efectos secundarios.

Atentamente

Nombre y firma

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

Responsable médico Fecha
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