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q:do pasa y todo queda,

pero lo nuestro es pasar,
pasar haciendo caminos,
caminos sobre el mar.

Nunca persequ la gloria,
ni dejar en la memoria

de los hombres mi cancién;
yo amo los mundos sutiles,
ingravidos y gentiles,
como pompas de jabon.

Me gusta verlos pintarse

de sol y grana, volar
bajo el cielo azul, temblar

subitamente y quebrarse...
Nunca persegui la gloria.

Caminante, son tus huellas
el camino y nada més;
caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.

Al andar se hace camino
y al volver la vista atrds

se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.

Caminante no hay camino
sino estelas en la mar...

j-[e:ce algan tiempo en ese lugar

donde hoy los bosques se visten de espinos
se oy6 la voz de un poeta gritar
"Caminante no hay camino,
se hace camino al andar..."

Golpe a golpe, verso a verso...

Muri6 el poeta lejos del hogar.
Le cubre el polvo de un pafs vecino.
Al alejarse le vieron Horar.
"Caminante no hay camino,
se hace camino al andar..."

Golpe a golpe, verso a verso...

Cuando el jilguero no puede cantar.
Cuando el poeta es un peregrino,
cuando de nada nos sirve rezar.
"Caminante no hay camino,
se hace camino al andar..."

Golpe a golpe, verso a verso.

Cantares
Antonio Machado
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Krma Police, arrest this man, he talks in maths

He buzzes like a fridge, he's like a detuned radio
Karma Police, arrest this girl, her hitler hairdo, is making me feel ill
And we have crashed her party
This is what you get, this is what you get
This is what you get, when you mess with us

7Crma Police, I've given all I can, it's not enough

I've given all I can, but we're still on the payroll
This is what you get, this is what you get
This is what you get, when you mess with us
And for a minute there, I lost myself, I lost myself
And for a minute there, 1 lost myself, I lost myself

For a minute there, 1 lost myself, I lost myself

‘Karma Police
Radiohead
OK Computer



RESUMEN

“Estudio de Biodisponibilidad de Azitromicina en Poblacién Mexicana”

En el presente trabajo se estudi6 el efecto del género en la farmacocinética de la
“Azitromicina” en poblacion mexicana. El estudio se llevd a cabo en 24 voluntarios
sanos. Se tomaron muestras sanguineas alas 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 16, 24, 48 y 72 horas,
después de recibir una dosis oral unica de 500mg.

Para cuantificar las muestras plasmaticas se empleéd un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR), utilizando una columna X-Terra
C18 (250 x 4.6 mm) 5 um a 35 °C, una mezcla de fase mdvil 40:60 v/v acetonitrilo y
solucién amortiguadora de Na ; HPO 4 (0.05 M y pH = 7.2) y un detector electroquimico.

Los resultados fueron los siguientes: Hombres: ABCy..) 5.9555 + 1.8052
(mg*h/L), Cmax 0.6395 + 0.1872 (mcg/mL), Tmax 2.4167 £ 0.9003 (h), t2 22.8776 *
6.6512 (h) y CL/F 90.8895 + 26.4003 (L/h). Mujeres: ABCo,«y 7.6526 + 3.8831
(ng/mL), Cmax 0.8166 + 0.5150 (ug/mL), Tmax 2.7273 + 0.7862 (h), ti2 20.7777 +
6.8604 (h) y CL/F 91.0925 + 65.7691(L/h). Posteriormente se realizé la comparacion de
los resultados anteriores, los resultados obtenidos mostraron la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas.
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CAPITULO |

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La azitromicina es un compuesto semisintético derivado de la eritromicina, que
pertenece al grupo de farmacos denominado macrélidos. Los macrélidos son antibiéticos con
actividad bacteriostatica cuya eficacia maxima se manifiesta predominantemente contra

cocos y bacilos Gram positivos aerobios.

Especificamente, el cambio quimico desarrollado en Azitromicina lo ha hecho un
compuesto mas resistente a la degradacién metabdlica, lo que incrementa su tiempo de
permanencia en el organismo. Ha demostrado ser muy activo contra microorganismos
causantes de infecciones a nivel del tracto respiratorio inferior y superior, como es el caso de
Haemophilus influenzae (causante de la meningitis) y algunas especies de Campylobacter.
Ademas de actuar de manera efectiva contra especies de Chlamydia y Neisseria
gonorrhoeae relacionadas con infecciones del tracto genital que se presentan

concomitantemente con el SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida). (1)

A pesar de que azitromicina contenida en formas farmacéuticas orales se encuentra a
la venta al publico en nuestro pais desde hace varios afnos, no existe informacion de caracter
fisicoquimico y farmacocinético cuando es administrado in vivo, que permita conocer el

comportamiento de este compuesto.

La literatura reporta algunos parametros farmacocinéticos en poblaciones como la

estadounidense, alemana e hindi. Sin embargo, estos datos varian de una poblacion a otra,

(]
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lo que conduce a la idea de que probablemente el valor de estos parametros sea distinto

para la poblacién mexicana. Pero no existe antecedente de un estudio que arroje como
resultado la determinacion de tales parametros en la poblacion mexicana. Por lo tanto, para
proporcionar informacién que pueda servir para establecer el comportamiento
farmacocinético de azitromicina en la poblaciénl mexicana se hace necesario desarmollar un

estudio que permita conocer dichos parametros.

En general, el presente trabajo tiene como finalidad dejar como antecedente
informacion tanto farmacocinética como analitica que pueda servir como herramienta para
posteriores investigaciones relacionadas con la biodisponibilidad de azitromicina.
Particularmente, se busca definir parametros farmacocinéticos de este compuesto evaluado

en poblacion mexicana y establecer si el género afecta la biodisponibilidad de este farmaco.

OBJETIVO GENERAL
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@ Determinar la influencia del género sobre la farmacocinética de Azitromicina después
de una administracion oral de 500 mg en voluntarios sanos provenientes de la poblacién

mexicana.

OBJETIVOS PARTICULARES

@ Dpesarrollar y validar un método analitico para cuantificar Azitromicina en plasma

utilizando una técnica de Cromatografia de liquidos de Ailta Resolucion (CLAR).

@ Establecer si el género es un factor que puede afectar la farmacocinética de

Azitromicina en la poblacién mexicana.
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CAPITULO NI

GENERALIDADES

Para comprender el presente trabajo es necesario definir el término farmacocinética.
[

La farmacocinética es el estudio de la evolucion temporal de los niveles de los
medicamentos en fluidos y tejidos, asi como el empleo de las relaciones matematicas
necesarias para desarrollar modelos adecuados que permitan interpretar tales datos. En
general los estudios farmacocinéticos ayudan a sustentar los mecanismos basicos de
absorcidn, distribucién, metabolismo y eliminacion. La realizacion de tales estudios ofrecen

un camino para mejorar y optimizar un tratamiento terapéutico individual de los pacientes.

Los parametros farmacocinéticos poseen diferentes puntos de aplicacion, uno de ellos
es en el desarrollo de estudios de biodisponibilidad donde se comparan algunos de éstos
parametros, obtenidos a partir de diferentes viag de administracién. La biodisponibilidad es la
cantidad y la velocidad a la que un principio activo es absorbido desde un producto
farmacéutico y queda disponible en el sitio de accion, esto posterior a su administracién en
un organismo concreto. Como la definicion indica, la biodisponibilidad comprende dos
aspectos distintos: el cuantitativo, relacionado con la cantidad de farmaco que ingresa a la
circulacion general y el aspecto cinético, que sefiala la velocidad a la que ocurre este

proceso.

Para determinar la biodisponibitidad de un farmaco administrado por via oral se utilizan

parametros farmacocinéticos que se obtienen a partir de datos de concentracion plasmatica

[Z]l
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del farmaco a distintos tiempos que van desde la fase de absorcion, que es el tiempo cero sin

farmaco en sangre, hasta la fase de eliminacion que es el periodo durante el cual la
concentracion del farmaco en sangre disminuye hasta llegar a cero. Estos parametros son la
concentracion maxima alcanzada (Cmax), €l area bajo la curva (ABC), el tiempo al cual se
alcanza la concentracion plasmatica maxima (tmax) y el tiempo de vida media del farmaco (t
¥2). [Estos parametros reflejan tanto el aspecto cuantitativo como cinético de la

biodisponibilidad.

El ABC indica la cantidad total de farmaco absorbida, independientemente del tiempo
al cual se produjo la absorcién. La Cnax representa la mas aita concentracion del farmaco en
sangre después de la administracion y es directamente proporcional a la cantidad absorbida.
El tiempo maximo (tnax) s el tiempo que se tarda en alcanzar la concentracion maxima y
esta estrechamente relacionado con la velocidad de absorcién. El tiempo de vida media del
farmaco es el tiempo en el cual la mitad de la dosis administrada del fArmaco es eliminada

por el organismo.

Otros parametros importantes en la caracterizacién farmacocinética de un farmaco son
aquellos relacionados con el tipo de modelo al cual se ajusta el fArmaco en cuestion. La
azitromicina se ajusta a un modelo abierto de dos compartimientos (1), lo cual supone que al
llegar la azitromicina a la circulaci6n se distribuye con diferente velocidad a dos
compartimientos comunicados entre si, a uno de facil acceso o principal y otro de mayor
dificultad o periférico. Otra caracteristica de éste modelo es que la eliminacién ocurre con

una cinética de primer orden (1).
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De éste modelo derivan las constantes: a (constantes de disposicion rapida), B
(constante de velocidad de eliminacion de primer orden) y ka (constante de velocidad de
absorcion de primer orden).

I

Con ayuda de los pardmetros farmacocinéticos hasta ahora descritos podemos
conocer el volumen de distribucion aparente o Vd (constante de proporcionalidad que
relaciona la cantidad de medicamento en el organismo, con la concentracién plasmatica del
medicamento en cualquier tiempo durante la fase posterior a fa distribucién) y el aclaramiento

o Cl (velocidad con la cual se elimina un medicamento).

Todos los parametro anteriormente descritos pueden variar debido a diversos factores
que pueden modificar la farmacocinética de los farmacos. Entre estos se encuentran los
factores fisiologicos que estan relacionados con el organismo y la especie en estudio, con
modificaciones debidas al individuo como la edad, género, raza, morfotipo, estado
nutricional, ritmos biol6gicos y factores genéticos. Muchas de estas modificaciones
fisioldgicas dependen de la raza y por lo tanto varian de una poblacion a otra. Asi también, la
variabilidad biolégica que existe entre hombres y mujeres afecta en muchos casos el
comportamiento de un farmaco en el organismo. Todos los factores anteriores pueden
modificar las distintas fases farmacocinéticas (absorcién, distribuciéon, metabolismo y

eliminacién) de tal forma que se afecte ia biodisponibilidad.

De acuerdo a lo anterior, este estudio considera el supuesto de que el género y la

diferencia poblacional son factores que pueden afectar la biodisponibilidad de un farmaco.

E]l
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Particularmente, azitromicina requiere este estudio de caracterizacién farmacocinética
porque no existe informacion al respecto en cuanto a la poblacién mexicana se refiere y en
los Uitimos afios Azitromicina se ha convertido en farmaco ampliamente utilizado en México
por su efectividad en la terapia de infecciones secundarias al SIDA provocadas por
Chlamydia y Neisseria gonorrhoeae y por su efecto terapéutico duradero debido al amplio

secuestro de este farmaco en los tejidos.

2.1 Estructura

La azitromicina es un macrdlido semisihtético que se origina quimicamente por la
insercion de un atomo de nitrégeno metil sustituido en el anillo lactona de la eritromicina A.
Estas modificaciones estructurales mejoran su estabilidad en medio acido y la penetracion

tisular y amplian el espectro de accioén. (1,2)

ERITROMICINA AZITROMICINA

Figura 1 Estructura quimica de Eritromicina y Azitromicina. (1)
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2.2 Propiedades fisicoquimicas

@ Nombre quimico:
@ (2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S, 1138, 14R)-13-[(2,6-dideoxi-3-C-metil-3-O-metil-
a-L-ribo-hexopiranosil)oxi}-2-etil-3,4,10-trihidroxi-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-11-
[[3,4.,6-trideoxi-3-(dimetilamino)-b-D-xilo-hexopiranosilloxi}-1-oxa-6-

azaciclopentadecan-15-ona. (3)
@ 9-Deoxo-9 a-aza-9 a-metil-9 a-homoeritromicina A. (2)
@ Azitromicina.

@ Férmula: CasHzN2042

@ Peso molecular: 749.00 g/mol

@ Aspecto: Cristales color blanco.

@ Punto de fusion: 113 — 115 °C

@ Eespectro de absorcion: Posee una débil absorcién U.V. en un rango de longitud de

onda bajo. (< 220 nm)

0]

Potencial de oxidacion: +0.90 V.
@ Nombres comerciales de azitromicina: CP-62993, XZ-450, Azitrocin, Sumamed,

Trozocina, Zithromax, Zitromax. (4)



ﬁ reges == G5

2.3 Farmacocinética
2.3.1 Absorcién

Después de la administracién oral, azitromicina se absorbe rapidamente. La
biodisponibilidad disminuye en un 43% cuando se administra azitromicina con los alimentos
(1). El area bajo la curva de Azitromicina no se ve afectada con !a coadministracién de un
antiacido de hidréxido de aluminio o de magnesio, pero si disminuye su concentracion
plasmatica maxima (3), ya que 2 horas después de una administracion unica de 5§00 mg

tiene un valor de 0.4 ug/ml, aproximadamente. (1,5)

2.3.2 Distribucién

La azitromicina se distribuye ampliamente en todo el cuerpo, excepto en liquido
cefalorraquideo. La rapida distribucion de azitromicina en los tejidos y su elevada
concentracion dentro de las células da como resultado una mayor concentracion de
azitromicina en tejidos que en plasma. La extensa distribucién de este farmaco se confirma
con el andlisis de tejidos y fluidos (semen, prostata, ovarios, Utero); pero no hay estudios
controlados acerca del tratamiento con azitromicina para infecciones en estas partes del
cuerpo y por lo tanto no se conoce la importancia clinica de la concentracién de azitromicina

en estos tejidos. (3)

El volumen de distribucion de azitromicina es 31 L/kg y su unién a proteinas es de

51%, que disminuye cuando aumenta la concentracion de azitromicina en el organismo. (1)

[o]
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2.3.3 Metabolismo

La azitromicina se metaboliza a través del mecanismo de primer paso (5), utilizando
rutas hepaticas distintas al sistema del citocromo P450. (6) Se han encontrado
concentraciones muy altas de farmaco inalterado en la bilis humana, junto con 10 metabolitos
inactivos formados por N y O desmetilacion, por hidroxilacién de los anillos desoxamina y
aglicona y por rompimiento del conjugado cladinosa; ej.: 9a-N-desmetil azitromicina y la
descladinosa azitromicina, este Gltimo debido a hidrolisis acida del enlace éter al azucar
cladinosa neutra. (5,2) En otros estudios de caracter microbiolégico, se sugiere que los

metabolitos no juegan ningiin papel en la actividad microbiolégica de la azitromicina. (2)

2.3.4 Eliminacién

Este farmaco se excreta principalmente en las heces a través de ia bilis y por medio
de la secrecion transintestinal. (7) Después de una semana, aproximadamente el 6% de la
dosis administrada aparece intacta en la orina'. (7.3,1) Azitromicina tiene una aclaracion
plasmatica de 630 mL/min (3) y una vida media de 22 horas debidas al prolongado

secuestro del farmaco en los tejidos.(1)

2.4 Farmacodinamia

La azitromicina se une de manera reversible a la subunidad ribosomal 50 S de
microorganismos susceptibles interfirendo de esta manera con la sintesis microbiana de
proteinas. El farmaco bloquea la fase de translocacion en el sitio A evitando que el péptido

recién formado se desplace al sitio P o donador. (Figura 2)




Figura 2 Mecanismo de Accidn de Azitromicina.

Los microorganismos permiten mas facilmente el paso a su interior de la forma no
ionizada de azitromicina, por lo tanto, la mayor accién antimicrobiana se observa a un pH

alcalino. (1)

2.5 Indicaciones teraspéuticas

La azitromicina esta indicada en infecciones del tracto respiratorio inferior que incluyen
bronquitis, neumonia y del tracto respiratorio superior como sinusitis y faringoamigdalitis,

causadas por Haemophilus_influenzae, Legionella pneumophila y otros bacilos Gram

negativos. Es muy utilizada para la erradicacion de los estreptococos de la orofaringe. (1,2)

De particular interés es que la azitromicina es efectiva en el tratamiento de

infecciones del tracto genital debidas a Neisseria gonorrhoeae y a Chlamydia trachomatis

]
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incluyendo enfermedades como tracoma, linfogranuloma venéreo, cervicitis y uretritis

inespecifica, pero no se encuentra indicada en infeccién concomitante por Treponema

pallidum.(2)

Este farmaco posee actividad contra Mycobacterium avium- intracellulare, Toxoplasma

)
gondii, Cryptosporidium y especies de Plasmodium. Estas especies provocan toxoplasmosis
y otras infecciones muy comunes en individuos con SIDA, por lo cual se encuentra indicado

para este tipo de enfermos. (1)

En la tabla 1 se muestra la actividad bacterial de azitromicina y las enfermedades que

causan estos microorganismos.

Tabla 1 Microorganismos y enfermedades contra los que Azitromicina muestra
actividad.

&W Neumonia.

Meningms, Enfermedad Pulmonar crénica,
infecciones el tracto respiratorio inferior,
bacteriemia, otitis media

lnfeccién de heridas (mordeduras de animales),
abscesos. bacteriemia menlngms

ol A
w’\h‘.‘ {P LS



Gonorrea, infecciones del tracto genital
for . Gastroenteritis, diarre

IR . Borrelia burgdorferi Enfermedad de Lyme. Eritema cronico-
Es‘plroquep : migratorio-piel.
Bac“osé.‘ ‘ B T
resistentes. -

[N fREke

Irffeccion relacionada con la ingesta de leche no
pasteurizada.

2.6 Efectos adversos

La azitromicina es bien tolerada con una baja frecuencia de efectos colaterales. La
mayoria de estos efectos son de origen gastrointestinal, observandose ocasionalmente
anorexia, nauseas, vomito, diarrea (rara vez causando deshidratacién), heces blandas,
dispepsia, malestar abdominal (dolor, célicos) y flatulencia. Aigunas otras molestias que han
llegado a presentarse son mareos, vértigo, cefalea y somnolencia. Ha habido informes de
deterioro auditivo, incluyendo pérdida de la Pudick'm. sordera y/o tinnitus en algunos
pacientes que recibieron azitromicina. Muchos de éstos han sido asociados con el uso
prolongado de dosis elevadas en estudios de investigacion. En tales casos, cuando ta

informacién de seguimiento estuvo disponible, la mayoria de los eventos fueron reversibles.

[13]
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Algunos casos reportados refieren nefritis intersticial e insuficiencia renal aguda y
otros presentaron anormalidades en la funcién hepética incluyendo hepatitis e ictericia
colestéatica. En los estudios clinicos ocasionalmente se han observado episodios transitorios
de neutropenia leve, aunque no se ha establecido una relacién causal con azitromicina.
Existen individuos que han desarmollado reacciones alérgicas que incluyen “rash"”,

fotosensibilidad, artralgia, edema, urticaria, angioedema y anafilaxia (rara vez fatal) .

Asi también, se han presentando palpitaciones y arritmias, incluyendo taquicardia
ventricular (al igual que con otros macrélidos) aunque su relacién causal con azitromicina no

ha sido determinada.

Rara vez han ocurrido reacciones cutaneas serias, incluyendo eritema multiforme,
sindrome de Stevens-Johnson y necrélisis epidémmica téxica. Se ha informado astenia y

parestesia pero no se ha establecido una relacién causal. (2)

|
2.7 Interacciones con otros férmacos

Existen algunos farmacos que han reportado alguna interaccién de azitromicina y con
los cuales se debe tener precauciones al momento de la administraciéon concomitante de este

macroélido. (2,3) Estos farmacos se mencionan en la tabla 2.

Tabla 2 Interacciones de Azitromicina con otros farmacos

Disminucién ce la

e o concentracion de Azitromicina .
Antidcidos sérica maxima hasta en un No ingerir en forma simuitdnea

30%.




Evitar uso coneomitaﬁfé de
Azitromicina. =~
108,

Dlsmmucbn del aclaramiento

de Triazolam y el incremento  Vigilancia.

de su efecto farmacologico
ol SaThGa

* < w2, et b
Farmacos metabolizados por el
sistema del citocromo p450 Elevacion de los niveles
(carbamazepina, ciclosporina, séricos de estos fArmacos.
hexobarbital, fenitoina)

Vigilancia.

2.8 Datos preclinicos de seguridad

En algunos estudios previos realizados en animales se administraron dosis elevadas de
azitromicina y se aprecié que puede causar fosfolipidosis reversible, generalmente sin
consecuencias toxicolégicas perceptibles. No hay evidencia de que esto pueda aplicarse en

el curso del empleo normal de la azitromicina en humanos. (2)

2.9 Contraindicaciones

El uso de azitromicina esta contraindicado e'n pacientes con antecedentes de reacciones

alérgicas a la azitromicina o a cualquiera de los antibibticos macrélidos.
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2.10 Precauciones

2.10.1 Precauciones generales

Rara vez se ha informado de reacciones alérgicas serias, que incluyen angioedema y
anafilaxia. En pacientes con insuficiencia renal leve (depuracién de creatinina mayor a 40
mi/minuto), no se necesita ajustar la dosis, sin embargo no existen datos respecto al uso de
azitromicina en pacientes con dafo renal mas severo, por lo que el empleo de este

antibi6tico debe hacerse con precaucién en estos pacientes.

De la misma manera, la azitromicina deberd administrarse bajo vigilancia a pacientes
con enfermedad hepatica significativa. En pacientes con insuficiencia hepética leve o
moderada no hay evidencia de cambios en ia farmacocinética de la azitromicina en suero y
no es recomendable un ajuste de dosis en estos casos. En pacientes que reciben derivados
del ergot, la coadministracién de algunos antibiéticos macrélidos ha dado lugar a la aparicion

|
de ergotismo.

No existen datos respecto a la posibilidad de una interaccidon entre los derivados del
ergot y la azitromicina. Sin embargo, debido a la posibilidad teérica del ergotismo, no
deberan administrarse conjuntamente azitromicina y derivados del ergot. Al igual que con
cualquier preparaciéon antibiética, se recomienda la vigilancia de la aparicion de signos de

superinfeccion por organismos no susceptibles, incluyendo hongos. (2)
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2.10.2 Durante el embarazo y Ia lactancia

Los estudios de reproducciéon animal han demostrado que la azitromicina atraviesa la
placenta, pero no revelaron evidencia de dafo al feto. No existen datos acerca de la
secrecion en {a leche y no se ha establecido 1a seguridad para su uso durante el embarazo y
la lactancia. Por lo tanto, s6lo debera utilizarse azitromicina en la mujer embarazada o

lactando cuando no existan alternativas adecuadas disponibles. (2)

2.11 Efectos de carcinogénesis, mutagénesis, teratogénesis y fertilida

No se han llevado a cabo estudios en animales a largo plazo para evaluar e} potencial
carcinogénico. La azitromicina no ha mostrado potencial mutagénico en las pruebas de
laboratorio habituales, pruesba de linfoma en el ratén, prueba clastogénica en linfocitos

humanos y en médula 6sea del ratén. (2)

2.12 Presentaciones farmacéuticas de azitromicina disponibles en México

En la fabla 3 se esquematizan las presentaciones farmacéuticas de azitromicina
disponibles en México, en donde se detalla la forma farmacéutica, la via de administracién y

ia dosis.
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Tabla 3 Presentaciones farmacéuticas de azitromicina disponibles en México

AZITROCIN. Pfizer, S.A. de C.V.

Tableta

Dih[drato de Azitromicina

zg::lvalqn‘te abF;OO mg de Oral Nifios: Sélo a nifios que pesen mas de 45
romicina base. kg misma dosis que adulto.

s

Suspension
Dihidrato de Azitromicina

equivalente a 200 mg de

AzZitromicina base. Orat
Frasco con polvo para 22.5 mi
(900mg) conteniendo

200 mg/5 ml.

AZITROCIN - G. Pfizer, S.A. de C.V.

Table
Dihidrato de Azitromicina

equivalente a 500 mg de Oral Adultos: 1g como dosis unica.
Azitromicina base.

Caja con 4 tabletas.

2.13 Métodos de extraccién reportados pars azitromicing

A continuacién se presentan algunos de los procesos de extraccién encontrados en la
bibliografia y que de alguna forma contribuyeron al desarrolio de una técnica eficiente para

la extraccion de azitromicina.
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@ Enun trabajo realizado por Shepard, R.M. y Duthu, G.S. hacia 1991 (8), se reporté la
extraccion de azitromicina a partir de alicuotas de 1mL de plasma, a las cuales se les
adiciond 0.25ug de Estandar interno (E.l). A continuacién esta muestra fue alcalinizada con
1mL de carbonato de potasio (0.03 M) y agitada. Posteriormente se realizé la extraccién con
5mL de terbitul-metil-éter por 30 segundos, al final de éste tiempo la muestra fue centrifugada
a 2000rpm por 10 minutos. La fase etérea se transfirié a un tubo limpio y se evaporé a 37°C.
El residuo obtenido se reconstituyd en 0.3mL de fase moévil (acetonitrilo - agua 1:1 v/v).
Finalmente la muestra se lavé con 0.3mL de hexano, la fase acuosa fue vertida en un vial

limpio para realizar una inyeccién de 100uL.

@ Por su parte Mehendre R.P. y Tipnis H.P. (9) reportaron en 1995 un método de
extraccion, donde se parti6 de una alicuota de plasma, a la cual se le agregaron 50 pg/mL
de eritromicina, como E.l. Esta muestra se llevd a condiciones alcalinas por medio de una
solucién amortiguadora de fosfatos (pH 8.5). A continuacion se realiz6 la extraccion con 5 mL
de cloruro de metileno, se agité la muestra y se centrifugo a 2000 rpm por 10 minutos. La
fase organica se evapord a sequedad bajo flujo de nitrdgeno. Finalmente el residuo se
disolvié en 2 mL de fase moévil (solucién de acetato de amonio 0.1M, acetonitrilo y metanol

30:47:23), para después inyectario en la columna.

@ En otra técnica de extraccién reportada ‘por Sastre J. (1998) (10), se tom6é 1 mL de
plasma al cual se le adicionaron 20 pL de roxitromicina como E.l. y 200 uL de una solucién

de carbonato de sodio (0.5 g/mL con un pH aproximado de 12). A continuacion la muestra se
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mezcld por 10 segundos, al final de éste tiempo se realizo la extraccion con 6 mL de dietil-

éter, se agit6 la mezcla por 15 minutos, y posteriormente se centrifugo la muestra a 2700 rpm
por 5 minutos. La muestra se dejo congelar a —20°C en un baiio de etanol, luego se transfirié
la fase organica a un tubo limpio para ser evaporada a 40°C bajo flujo de nitrégeno. El

residuo obtenido se disolvié en 200 uL de acetonitrilo para inyectario en CLAR.

@ Kees F.; et.al en 1998 (4), publicaron como parte de un trabajo con macroélidos, el
siguiente proceso de extraccion. A una muestra de plasma de 500 uL se adicionaron 200 uL
de una solucion de carbonato de sodio (0.1 M) y 3 mL de terbutil-metil-éter, después de
mezclar la muestra y centrifugaria, se colocé en nitrégeno liquido por algunos segundos o se
pusé a congelacion (-70°C). A continuacion se retird la fase acuosa y se disolvié con 250 ulL

de una solucion 1:1 de metanol — agua.






CAPITULO 1

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Este capitulo tiene por objetivo mostrar las estrategias de trabajo seguidas a través del
protocolo empleado en las diferentes etapas det ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE

AZITROMICINA EN POBLACION MEXICANA, es por ello que se encuentra dividido de la

siguiente forma:

3.1 Desarollo de un método analitico para cuantificar azitromicina de muestras

plasméticas por medio de CLAR.

3.2 Validacion del método analitico de duantificacién de azitromicina de muestras
plasmaticas por medio de CLAR.

3.3 Disefio del estudio clinico en voluntarios mexicanos saludables.

3.4 Procedimiento para el andlisis de las muestras y criterios de control durante el

analisis.

3.5 Calculo de los parametros farmacocinéticos de azitromicina en poblacion mexicana.

3.6 Analisis estadistico de los pardmetros tdrmacocinéticos
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3.1 Desarrolio _de un método analitico para cuantificar szitromicinag en muestras
plasméticas por medio de CLAR.

3.1.1 Material y equipo empleado.

Sustancias de referencia;

@ Azitromicina: Azitromicina cristalina anhidra, (estandar secundario)
(Laboratorios Silanes, lote: 11QU1AP120101)

@ Claritromicina: Claritromicina cristalina, grado analitico (estandar secundario)

(Laboratorios Kendrick , lote: ES-C-008, pureza 96.2%)

Reactivos:

Acetonitrilo

Etil-metil-éter

4

Ademas de los reactivos anteriores se empled una matriz de plasma humano que fue
proporcionada por el Hospital Espaiiol, las caracteristicas de ésta matriz plasmética
corresponden al control de calidad intemo de dicha institucion.
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3.1.2 Soluciones empleadas

Solucion amortiquadora de fosfatos (0.05M , pH= 7.20):

Para preparar un litro, pesar 7.093 g de fosfato de sodio dibasico (P.M. 141.86 g/mol)
y transferir a un matraz volumétrico de un litro. Disoiver con un volumen minimo de agua
calidad HPLC y llevar a volumen con la misma. Ajustar el pH con acido o-fosforico, filtrar a
través de una membrana con un tamaifio de poro de 0.2um y desgasificar con vacio por 15

minutos.

Solucién_Esténdar de Azitromicina:

Solucion A1 de Azitromicina (20 ug/ml): Pesar con exactitud 0.0200 g de
azitromicina, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL y disolver en un volumen minimo
de metanol (HPLC), posteriormente llevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo agua
(40:60 v/v). Tomar 25 mL de la solucién anterior con ayuda de una pipeta volumétrica y
transferir a un matraz volumétrico de 250 mL, llevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo

agua (40:60 v/v).
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Solucion A2 de Azitromicina (S pg/mL): Pesar con exactitud 0.0100 g de azitromicina,

transferir a un matraz volumétrico de 100 mL y disolver en un volumen minimo de metanol
(HPLC), posteriormente ilevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo agua (40:60 viv).
Tomar 0.5 mL de la solucién anterior con ayuda de una pipeta volumétrica y transferir a un
matraz volumétrico de 10 mL, Hlevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo agua (40:60

viv).

Solucién A3 de Azitromicina (0.5 mL): Tomar 1 mL de la solucién A2 con ayuda
de una pipeta volumétrica y transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, llevar a volumen

con una mezcla de acetonitrilo agua (40:60 v/v).

Soluciones Esténdar de Claritromicina:

Solucién C1 de Claritromicina (200 pg/mlL): Pesar con exactitud 0.0200 g de
claritromicina, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL y disolver en un volumen minimo
de metanol (HPLC), posteriormente llevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo agua

(40:60 v/v) y agitar.

Solucién C2 de Claritromicina {20ug/mL): Tomar 25 mL de la solucibn C1 con ayuda
de una pipeta volumétrica y transferir a un matraz volumétrico de 250 mL, llevar a volumen

con una mezcla de acetonitrilo agua (40:60 v/v) y agitar.
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Solucié;gam evt;};)a“f'-la Adecuab]ﬁdad del glgt_ema:

Solucidn S1 de Claritromicina (20 ug/mL): Pesar con exactitud 0.0200 g de
claritromicina y transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver en un volumen
minimo de metanol (HPLC), posteriormente llevar a volumen con una mezcla de acetonitrilo
agua (40:60 viv) . Tomar 25 mL de la solucion anterior con ayuda de una pipeta volumétrica,
transferir a un matraz volumétrico de 250 mL y llevar a volumen con una mezcla de

acetonitrilo agua (40:60 v/v).

Solucién S2 de Azitromicina (2400 ng/mL): Pesar con exactitud 0.0100 g de
azitromicina y transferir a un matraz volumétrico de 100 mL., disolver en un volumen minimo
de metanol (HPLC), posteriormente llevar a volumen con una mezcia de acetonitrilo agua
(40:60 v/v) . Tomar 60 mL de la solucién anterior con ayuda de algunas pipetas volumétricas
y transferir a un matraz volumétrico de 250 mL Llevar a volumen con una mezcla de
acetonitrilo agua (40:60 v/v). Finalmente con ayuda de una pipeta volumétrica transferir 10
mL de ésta solucién, a un matraz volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con una mezcla

de acetonitrilo agua (40:60 v/v).

Solucién S3 de Azitromicina (0.6 ug/mL) y Claritromicina (5 pg/mL): Tomar 25 mL
de la solucion S1 y 25 mbL de la solucion S2 con ayuda de unas pipetas volumétricas y

transferir a un matraz volumétrico de 100 mL. Llevar a volumen con una mezcla de

acetonitrilo agua (40:60 v/v) . Etiquetar como: Selucién valuar ia adecuabil

sistema.
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Solucién de Hidréxido de Sodio (1N):
Para preparar un litro de esta solucion pesar 40 g de hidrdxido de sodio y trasladar a
un matraz volumsétrico de un litro. Disolver en un volumen minimo de agua calidad HPLC y

llevar a volumen con la misma.

3.1.3 Seleccién de Ilas condiciones cromatogréficas para la cuantificacién de
azitromicina a través de CLAR.

El primer paso en esta etapa comprendid la evaluacibn de las propiedades
fisicoquimicas de azitromicina registradas en la literatura, tales como: estructura quimica,
solubilidad, propiedades acido base y potencial de oxidacion. En base a dichas propiedades
y después de realizar una revision minuciosa de algunos métodos analiticos similares

(4,8,9,10,11,12), se decidi6 realizar el analisis por medio de CLAR.

Seleccién de un detector:

Para elegir el detector mas adecuado se tomaron en cuenta algunos factores, por
ejemplo: disponibilidad del equipo, complejidad de la técnica, duracion de la técnica y
sensibilidad del équipo. Debido a las caracteristicas estructurales de azitromicina se requirié
de un detector que presentara una elevada sensibilidad. Es por ello que se utilizé un

detector electroquimico DECADE ®.

En estudios previos de azitromicina (10,6,8) se registr6 el empleo de un potencial de

oxidacion de +0.90 V empleando un electrodo de trabajo de carbono vidriado y un electrodo
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de referencia de Ag/AgCI. Con el fin de aumentar la sensibilidad del detector se empled un
electrodo de hidrégeno como electrodo de referencia (Hy-REF-Water), con el cual se reajusté

el potencial de trabajo hasta +0.84 V, en un detdctor electroquimico DECADE (Waters).

Seleccién de la columna:

Con base en las propiedades fisicoquimicas y estructurales de azitromicina, ademas
de los datos encontrados en la literatura (10,5,6,8,1) se decidié probar con columnas para
cromatografia de fase reversa (C1s). Se tomaron como criterios para evaluar la eficiencia de

cada columna los siguientes parametros:

@ un tiempo de retencién (t;) para azitromicina, el cual no debe encontrarse alterado
por compuestos desconocidos.

@ un factor de capacidad (k’), comprendido entre 2 < k’ <10, que indica el grado de
retencion entre fase estacionaria y fase mévil.

@ Una simetria de picos < 2.0.

@ Resolucién de picos > 1.5, valor que muestra una separacion adecuada entre picos.

Las columnas evaluadas para cromatografia en fase reversa fueron:
i) YMC-PacK ODS-AP (250 x 6.0 mm) S5um

it) X-Terra RP1s (250 x 4.6 mm) 5pm
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Seleccién de una fase movil:

Entre las variables que pemitieron la seleccion de la fase movil se encuentran:
propiedades fisicoquimicas de algunos posibles eluentes, proporcion (cuando se trata de
mezclas) y composicién (cuando se trata de soluciones amortiguadoras, donde se toma en
cuenta la naturaleza de la sal, concentracién y pH de la solucién). La eficiencia entre distintos
tipos de fase moévil se determiné por medio de la comparaciéon de los parametros
cromatograficos senalados anteriormente (tiempo de retencion, factor de capacidad, simetria
y resolucion de picos) y se consideré adecuada aquella fase mévil que por sus propiedades,
permitiera cuantificar el compuesto de interés de forma clara, precisa y sin interferencias

debidas a la misma.

Seleccion del Esténdar Intemno (E.1):

Para disminuir los errores asociados con el procesamiento de las muestras se decidid
emplear un esténdar intermno (E.L.). Para seleccionar el compuesto apropiado se analizé un
conjunto de compuestos con caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas
(potencial de oxidacién) similares al compuesto de interés. También se determind cual de
estos compuestos presentaba los parametros cromatograficos mas apropiados para realizar
la cuantificacion del compuesto de interés. Dichos paréametros comprendieron: tiempo de
retencién, factor de capacidad, simetria y resolucién de picos. Después de realizar un
andlisis de otros trabajos que emplean E.l. como parte del proceso de cuéntiﬁcacién de

azitromicina, se decidié probar:



(a) Roxitromicina

(b) Claritromicina

Figura 3 : De izquierda a derecha se presenta la estructura de Azitromicina,
Claritromicina y Roxitromicina, observe la gran similitud que presentan las estructuras

moleculares de éstos compuestos.

Seleccién de una solucién de prueba:
Con la finalidad de evaluar la eficiencia de cada uno de los parametros antes

seleccionados respecto a azitromicina y al E.l. seleccionado, se decididé preparar una
solucién con ambas sustancias, solucién para evaluar la adecuabilidad del sistema
(600ng/mL de azitromicina y 5000ng/mL de claritromicina). Para ello se tom6 en cuenta el

valor Cnhax de azitromicina.
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3.1.4 Desarrolio de una técnica analitica para la extraccién de azitromicina de

muestras plasmiticas.

Con fundamento en las propiedades fisicoquimicas de azitromicina y el andlisis de
algunas técnicas de extraccion reportadas en articulos (4,8,9,10), se desarrolié una técnica

de extracciéon que permitiera separar tanto azitromicina como el E.l. de la matriz biolégica.

Durante el desarrollo de dicha técnica se tomé en cuenta el cumplimiento de los

siguientes puntos:

@ Obtenerla mayor recuperacion posible de azitromicina.

@ Eliminar las posibles interferencias.

La figura 4 presenta las etapas de la estrategia desarrollada para la extraccion de)
farmaco en muestras plasmaticas y reseiia las distintas variables que fueron probadas para

determinar las mejores condiciones de extraccion.
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PREPARACION DE
MUESTRAS

Evaporar & sequedad bajo
corriente de nitrégeno

| RECONSTITUCION EN PLASMA |

BASIFICACION

EXTRACCION
ORGANICA

Agitar por 30 seg.
Centrifugar a 3500rpm por 5 min.

‘ = ‘—\ Separacion de fases /4"‘_}
l Fase Acuosa l IFase OménicaJ

Evaporar a sequedad bajo
corriente de nitrbgeno
RECONSTITUCION
v Agitar
[ LAVADO |

Agitar por 30 seg.

| EXTRACCION |
Centrifugar a 3500rpm por 2 min.
‘_\ Separacién de fases /— ‘

Fase Organica Fase Acuosa

Figura 4 Etapas de técnica anallitica para ja extraccién de azitromicina en plasma.

[31]
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A.24. 1 Linaollitiud
t'rra evntuar la linoafidad del sistema, se prepar6 por duplicado una solucién de
neftrsmicinn (20 pyhnLl); a partir de cada solucién se elabor una curva con las siguientes

consenitticiones: 20, 30, 76, 100, 200, 500 y 1000 ng/mL. Se adicion6 a cada muestra un

(3]
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volumen suficiente de una solucién de claritromicina (200 pg/mL) para obtener una
concentracion final equivalente a 4000 ng/mL. Para elaborar éstas muestras se uso la Tabla
4 que presenta la preparacion de dichas muestras (fase moévil y azitromicina) con E.l. Se

inyectaron éstas muestras en CLAR para su anélisis.

Tabla 4 Preparacién de muestras para la evaluacion del sistema.

CoNominar " Volumer Agregado de'sol. 200.
(ng/mt) ; -Wg L de Claritromicinai(tit:) .
20 200 10

30 200
50° 200
75 ‘200
100 200
200 200
400* 200
500 200
750* 200
1000 R 200

Nota: *Corresponde a la preparacion de muestras control.

A partir de los resultados obtenidos se grafico la respuesta con respecto a la
concentracion de azitromicina para cada una de las curvas. Para cumplir con este rubro el
coeficiente de regresion (r) debe ser mayor o igual que 0.99 y el error debido a la

regresion (EDAR%) no mayor al 2%.

Ty? - ATy - BExy

= n-2

y

Error relativo debido a la
regresion (Sy/x, r)
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3.2.1.2 Precisién:

A partir de los datos de linealidad se evalu6 la precision del sistema, para ello se
calculé el coeficiente de variacién del factor de respuesta (CVFR%) de todos los puntos,
dicho parametro no debe ser mayor al 2% para asegurar el cumplimiento de éste rubro.

Respuesta o propiedad medida (yi;)
Factor de Respuesta (FR)=

Concentracion Patrén (x;)

Una vez obtenidos los datos de linealidad y precisién del sistema se eligid el tipo de
respuesta mas adecuada para continuar con el estudio (relacién de alturas de azitromicina

y claritromicina).

3.2.2 Validacién del Método

Para elaborar las muestras empleadas en la validacion del método, se utilizaron las
Tablas 4, 5, y 6 que presentan la preparacion de dichas muestras. Se adicioné a todas las
muestras de la validacion un volumen de solucién de claritromicina (200 pg/mL) (Tablas 5,
6 y 7 seguin corresponda) para obtener una concentracion de claritromicina final equivalente
a 4000 ng/mL. Después de aplicar el proceso de extraccion seleccionado (Ver figura 5),

todas las muestras fueron inyectadas en el sistema cromatografico para su analisis.
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Tabla 5 Preparacioén de muestras para la evaluacién del método (parte 1)

Concentracion Comine
‘Nominal- IR
(ng/mi)

20

Nota: Evaporar a sequedad las muestras antes de adicionar ei plasma.

Tabla 6 Preparacién de muestras para la evaluacién método (parte 2)

Concentracién Volumen Agregado:dé
Nominal ¥ 50l.°20 pg/mL de
(ng/mi) Clarifromicina (L)
200 50
400 50
500 50
750 o800
1000 50

- iw

Nota: Evaporar a sequedad las muestras antes de adicionar el Iasma.

3.2.2.1 Rango:

Se estimé el rango en funcién del intervalo esperado de concentraciones de

azitromicina en las muestras de voluntarios. El rango debe incluir concentraciones desde un

limite de cuantificacion hasta una concentracion maxima. Se tomé en cuenta los parametros

farmacocinéticos (Cmax) de azitromicina.

3.2.2.2 Recuperacién Absoluta:

Para conocer el porcentaje de recuperacion absoluta, se prepard por triplicado una

solucién de azitromicina (5 ug/mL) y a partir de cada solucion se elabord una serie de tres
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muestras se utilizaron las Tablas 5 y 6 que presentan la preparacion de dichas muestras
(plasma y azitromicina) con E.l. y se aplicé el proceso de extraccién seleccionado (ver

figura 5).

Posteriormente, se prepard por triplicado una solucién de azitromicina (20 pg/mL) y
a partir de cada solucién se elaboré una serie de tres muestras con las siguientes
concentraciones: 50 , 400 y 750 ng/mL. Para elaborar éstas muestras se usé la Tabla 5§ que

presenta la preparacion de dichas muestras (fase mévil y azitromicina) con E.I.

Finalmente se compard la respuesta obtenida por las muestras en matriz bioldgica y
las muestras en fase movil a cada nivel de concentracion. El porcentaje de ésta razén no
tiene que ser necesariamente del 100%, pero debe ser reproducible en cada nive! de

concentracion.

3.2.2.3 Linealidad:
Para evaluar la linealidad del método, se prepard por triplicado una solucién de
azitromicina (5 pg/mL); a partir de cada solucién se elaboré una curva con las siguientes

concentraciones: 20, 30, 75, 100, 200, 500 y 1000 ng/mL (ver tabla 5 y 6, y figura 5)

Se evalud la linealidad de cada curva (concentracién nominal versus respuesta) por

medio del coeficiente de regresion lineal r, mismo que debia ser mayor o igual a 0.99.
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3.2.2.4 Precisién:

Se evalub la precision del método a través de la repetibilidad y la reproducibilidad del

mismo.

3.2.2.4.1 Repetibilidad:
Para realizar el andlisis de éste rubro, se prepard por quintuplicado una solucién de
azitromicina (5 pg/mL); a partir de cada solucién se elaboraron tres muestras con las

siguientes concentraciones: 50, 400 y 750 ng/mL (ver tabla 5 y 6, y figura 5).

Una vez obtenidos los datos de concentracion recuperada por cada muestra, se
agruparon los valores por nivel de concentracion, posteriormente se calculd el coeficlente de
variacién para cada grupo de muestras; el valor del coeficiente de variacién debe ser menor

al 15% en todos los casos.

3.2.2.4.2 Reproducibilidad:
Se preparé en un mismo dia por duplicado una solucién de azitromicina (5 ug/mL);
a partir de cada solucién se elaboraron tres muestras con las siguientes concentraciones: 50,

400 y 750 ng/mL (ver tabla 5 y 6, y figura 5). Este proceso se repitié por dos dias més.

Se obtuvieron todos los datos de concentracién recuperada para cada muestra y se
agruparon los datos segun el nivel de concentracion. Después se calculd el coeficiente de

variacién de cada grupo, el valor de éste debe ser inferior al 15%.
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3.2.2.5 Exactitud: . )

A partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se evalué la exactitud del
método. Para ello, se tomaron los valores de concentracion recuperada promedio de los tres
niveles de concentracién (50, 400 y 750 ng/mL) de ambos parametros y se verificé que los
valores de concentracion se encuentran dentro de un rango de +15% del valor nominal de la

concentracién. Para ello se empleo6 |a siguiente férmula:

Desviacién Absoluta = | Concentracion Nominal - Concentracién recuperada) (100%)

Concentracion Nominal

3.2.2.6 Estabilidad:

Para asegurar la estabilidad del compuesto en las muestras de voluntarios durante el
estudio, se determinaron las condiciones mas adecuadas de temperatura y tiempo, tanto en
almacenamiento como del procesamiento en las que pueden encontrarse estables las

muestras. Para ello se empleé la tabla 7 de muestreo:

Tabla 7 Protocolo de muestreo para determinar estabilidad en muestras de voluntarios.

Se prepard en un mismo dia (to)) por duplicado una solucién de azitromicina (5

ug/mL); a partir de cada solucion se elaboraron tres muestras en plasma para cada variante
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de estabilidad, de acuerdo a la Tabla 7, con las siguientes concentraciones: 50, 400 y 750

ng/mL. El volumen de éstas muestras fue congruente con el nimero de muestreos a realizar

en cada variante.

Se almacen6é cada grupo de muestras segun la variante y se realiz6 el muestreo
segln lo indica la Tabla 7. Solo en el caso de las muestras para “Estabilidad de muestra
procesada”, se almacend el producto de la extraccién y no la muestra plasmatica. Se aplicéd
el proceso de extraccion seleccionado conforme se realiz6 el muestreo y las muestras se
inyectaron en CLAR para su analisis. Ademas de las muestras se comrié una curva de

calibracién en cada uno de los tiempos de muestreo establecidos.

Se obtuvieron los datos de concentracién recuperada para cada una de las muestras y
se determiné la desviacién absoluta con respecto al valor inicial de la muestra ty, , el valor

de ésta variable debe permanecer inferior al 15% en cada variante del estudio de estabilidad.

3.2.2.7 Limite de cuantificacion:
Para realizar el analisis de éste rubro, se prepar6 por quintuplicado una solucién de
azitromicina (5 upg/mL); a partir de cada solucién se elaboraron muestras con la

concentracion mas baja del rango: 20 ng/mL en plasma.

A partir de los resultados obtenidos se determiné si el valor promedio de las muestras
se encuentra dentro del +20% de la concentracidn nominal, para ello se empled la

desviacién absoluta.
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3.2.2.8 Limite de Deteccion:
A partir de una solucién de azitromicina (5 pg/mL); se elaboraron muestras en
plasma cuya concentracion partié desde el valor mas bajo del rango: 20 ng/mL, hasta valores

inferiores al rango: 10 ng/mL y 5 ng/mL.

Se observaron los cromatogramas correspondientes, el limite de deteccién fue la
concentracion minima de azitromicina que pudo distinguirse 3 veces por encima del nivel

ruido.

3.2.2.9. Selectividad:

Se prepararon muestras individuales en plasma de fArmacos de uso comin como
Acido salicilico, Acetaminofén, Naproxén, Ranitidina y Heparina a partir de un conjunto de
soluciones stock, segin la concentracion indicada en la Tabla 8. Ademas de lo anterior, se
corrieron: (a) una muestra blanco de plasma con E.l., (b) una muestra de voluntario sano (2
hrs. después de la administracién) con E.l. y (c) una muestra de prueba (plasma y
azitromicina) con E.l. El plasma empleado para elaborar las muestras con farmaco de prueba

y la muestra (a) se obtuvieron de cuando menos de seis voluntarios.
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Tabla 8 Farmacos de prueba empleados en la demostraciéon de selectividad del método.

Naxén

] Hepl

Posteriormente, se aplicéd el proceso de extraccion seleccionado a todas las muestras

y se inyectaron éstas muestras en CLAR para su analisis.

Se obtuvieron los cromatogramas de cada una de las muestras, y se buscé que la
respuesta de los farmacos de prueba no interfiripran con la respuesta de azitromicina ni con

la respuesta del E.I. (14)
3.3 Diseiio del estudio clinico en ican [l

3.3.1. Tipo de estudio:

Se aplico un diseiio paralelo con dos grupos de 12 voluntarios cada uno (un grupo de
hombres y un grupo de mujeres) y se administrd a un mismo tiempo una dosis unica de
500mg de Azitromicina por via oral en condiciones de ayuno. El lugar para realizar el estudio

contaba con servicios médicos adecuados que pudieran intervenir en caso de riesgo, segun
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lo establece el Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la

Salud (Titulo 2°, Capitulo 1, Art. 19).(15) EI producto evaluado se describe en la tabla 9.

Tabla 9 Descripcién del medicamento.

, Laboatorio: Pfizer ‘

" No. de Lote: 01864031 C _

-

Tomando en cuenta que el t,, para azitromicina corresponde a 22 hrs., se tomaron las

muestras sanguineas a tiempos de: 0 (predosis), 1, 2, 3, 4, 6, 8, 16, 24, 48 y 72 horas.

El estudio se rsaliz6 contando con el dictamen favorable de las comisiones de

investigacion, ética y seguridad.

3.3.2. Eleccién de voluntarios para el estudio clinico:
Los voluntarios que participaron en el estudio clinico para evaluar la biodisponibilidad
de azitromicina en poblacibn mexicana, fueron elegidos segun los criterios de inclusion y

exclusion que a continuacidn se presentan.

Criterios de Inclusién:

@ se Incluyeron en el estudio solo voluntarios mexicanos del género femenino y

masculino con una edad de 20 a 40 afios y un indice corporal comprendido entre 19 a
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30 Kg/m? para'voluntarios de género masculino y 18.5 a 29 Kg/m? en voluntarlos'del

género femenino.

@ Los voluntarios de ambos géneros se encontraban clinicamente sanos; ello se
sustenté con pruebas de gabinete (examen fisico y electrocardiograma), pruebas de
laboratorio (quimica sanguinea, biometria hematica, examen general de orina, VDRL,
deteccién de virus de hepatitis y VIH), deteccién de drogas de abuso (ABUSING) y

prueba de embarazo.

@ Los voluntarios no ingirieron medicamento alguno al menos dos semanas previas at
estudio y durante el mismo. Dichos voluntarios tampoco pudieron consumir alcohol,
café, tabaco o bebidas de cola por lo menos 48 horas antes de estudio y durante el

mismo.
Criterios de Exclusién:

@ Se eliminé del estudio a todo aquel voluntario que no cumpliera con los criterios de
inclusion propuestos.

@ No se aceptaron sujetos con sensibilidad o alergia a azitromicina.

@ No se incluyeron a voluntarios que presenten signos vitales alterados.

@ No se consideraron a aquellos voluntarios con trastomos gastrointestinales,

hipertensién arterial e insuficiencia renal o hepatica.
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@ No se incluyeron a aquellos voluntarios que presentan antecedentes de drogadiccion o

de abuso de farmacos.

@ No se incluyeron en el estudio a las mujeres que presentan positiva la prueba de
embarazo.

@ se excluyeron del estudio a los voluntarios que presentan un padecimiento médico
actual o pasado que pudiera alterar el comportamiento farmacocinético y/o

farmacodinamico de Azitromicina.

Una vez elegidos los voluntarios, éstos! fueron informados sobre los objetivos, los
procedimientos y los riesgos que presenta el estudio. Posteriormente se obtuvo el
consentimiento por escrito de cada uno de los voluntarios que desearon participar en el
estudio de biodisponibilidad de azitromicina en poblacibn mexicana. Las actividades
anteriores se realizaron segun lo indica el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia

de Investigacion (Titulo 2°, Capitulo 1, Articulos 20, 21 y 22)

3.3.3 Procedimiento:

Posterior a un ayuno de 12 horas, se administré a los voluntarios, por via oral una
tableta de 500 mg de azitromicina junto con 250 mL de agua. Se tomaron muestras
sanguineas por medio de un catéter localizado én el brazo, se obtuvieron muestras de 10 mL.
en tubos “Vacutainer” con heparina como anticoagulante a tiempos de: 0 (pre-dosis), 1, 2, 3,
4,6, 8, 16, 24, 48 y 72 horas. Posterior a la toma de muestra se registraron los signos vitales
de los voluntarios. Se centrifugé a 3000 rpm por 10 rin. y se separd el plasma en tubos

limpios para después almacenarios a —~20°C hasta su andlisis.
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3.4) Procedimiento para el anilisis de Ilas muestras /]

andlisis.

Se analizaron todas las muestras de cada tres voluntarios por corrida. Por cada
corrida se cuantificé una curva de muestras esténdar (plasma y azitromicina) con E.l. Las
concentraciones a emplear de azitromicina para ésta curva son de: 20, 30, 75, 100, 200, 500
y 1000 ng/mL. Se asegurd que el proceso de cuantificacién fuera consistente a lo largo del
estudio, para ello se elaboraron muestras control (plasma y azitromicina) con E.l. Se
emplearon concentraciones de azitromicina de: 50, 400 y 750 ng/mL. Se elaboraron éstas
muestras segun lo indica la Tabla 6 y 7 que presentan la preparacion de muestras (plasma y
azitromicina) con E.l. Se analizé una serie de muestras control por voluntario, para elio se
colocé una muestra control por cada 9 muestras de voluntario. Se cuantificé azitromicina y

E.l. por medio de! integrador computacional Millennium de Waters S.A.

Se ajusto la relacion de alturas (“y”) y las concentraciones de las muestras estandar
(“x") por medio de un analisis de regresién lineal con minimos cuadrados, a la ecuacibny = b
+ mx, donde "b" es la ordenada al origen (intercepto-y), y "m" es la pendiente de la curva de
calibracibn. A partir de cada curva de calibracién, se obtuvieron las concentraciones

recuperadas para cada una de las muestras de voluntario en la cormrida.

3.4.1 Criterios de Validez de /a Corrida:
Se determin la validez de cada comida durante el procesamiento de las muestras al
examinar la linealidad de la curva patrén y la concentracién recuperada en muestras de

control de calidad. Se acepté una corrida si:
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1) La curva de calibracion contiene al menos 5 valores de concentraciones estandar (de
cada 7 utilizados), cuyos valores se encuentren dentro del limite del +15% con respecto a

su valor nominal y el valor del coeficiente de cormrelacion "r" es = 0.99.

2) Si al menos el 65% de los valores de las muestras control se encuentran dentro del limite

+20% de los valores esperados

3) Si mas del 75% del total de muestras analizadas en la comrida presentaron un coteo en los
picos cromatograficos de interés menor a 2 (calculado con el integrador Millennium de
Waters con el método USP) Repetir el anilisis de aquellas muestras que no cumplan con

dicho criterio.
3.4.2. Criterios de Seleccién de datos en caso de Repeticién:

En el caso de repetir el andlisis de una muestra, los criterios para saber que

concentracion utilizar en los calculos finales, en orden de aplicacion, fueron los siguientes:

1. Si el valor de la repeticion se encuentra dentro del £15% del valor original, el valor

original es utilizado en los calculos finales.

2. Si el valor de la repeticion es mayor que +15 % del valor original, el anélisis de la

muestra es repetido otra vez. La formula utilizada para calcular esto es:



|Original — Re peticion )|
Promedio(Original + Re peticion 1)

Diferencia% = X100

. Si los valores de las segundas repeticiones estan dentro del +15% del valor

original, el valor original es usado en los célculos finales.

|Original — Re peticion 2|

Diferencia% =
iferen ° Promedio(Original + Re peticion 2)

X100

. Si los valores de las primeras y segundas repeticiones son mayores que +15% del

valor original, pero la diferencia % (ver formula abajo) entre las dos repeticiones no
es mayor que +15%, entonces se utiliza el valor promedio de las repeticiones para

los calculos finales.

|Re peticionl — Re peticién2)
Promedio(Re peticionl + Re peticion2)

X100

Diferencia% =

. Si la diferencia % de las repeticiones sefialadas en el punto anterior es mayor que

+15%, entonces el promedio del valor original, el valor de la repeticion 1 y el valor

de la repeticién 2, es usado para los calculos finales.

. El valor original es usado si no existe plasma suficiente para efectuar el re-analisis.

No se incluyeron en los calculos tas concentraciones de las muestras por debajo del

limite de cuantificaciéon (tomando en cuenta la variabilidad maxima permitida del £20%).
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3.5) Célculo de los rémetros farmacocinétic azitromicina _en blacién

mexicana.

A partir de los registros de cuantificacion de muestras, se obtuvo el perfil
farmacocinético de cada uno de los voluntarios al graficar: concentracion de azitromicina

(ng/mL) contra tiempo (hrs). Posteriormente se determind el siguiente conjunto de

parametros farmacocinéticas:

@ Determinar el area bajo la curva de concentracion plasmadtica en el perfil
farmacocinético, desde la administracion hasta el ultimo tiempo "t" (ABC o), para ello

puede emplear el método trapezoidal.

@ calcular el 4rea bajo la curva de concentracién plasmatica extrapolada desde el
tiempo "t* a infinito (ABC n), al dividir la ultima concentracion plasmatica entre la

pendiente terminal (p).

@ cailcular el area bajo la curva de concentracion plasmatica desde la administracién

(tiempo cero) a infinito (ABC o_um) al sumar el ABC o,y €l ABC ¢.int.

@ Identificar la concentracibn plasmdtica méxima (Cmax) a partir del perfil

farmacocinético.
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@ Identificar el tiempo al cual se alcanza la concentracion plasmatica maxima (Tmax) a

partir del perfil farmacocinético.

@ calcular los parametros o, B vy ka por medio del método de las residuales.
@ calcular la vida media de eliminacion (t 4r2) como 0.936 / B.

@ calcular CL / F como Dosis / ABC oo

@ calcular Vd / F como Dosis / (ABC o X ).

Se construyeron los perfiles farmacocinéticos con ayuda del software Microsoft Excel

version 2000 y calcular los parametros farmacocinéticos con el software Biopak® version 2.0.

3.6 Andlisis estadistico de los pardmetros farmacocinéticos

Se determind si existe una diferencia entre los datos del género masculino y los datos
de género femenino. Para ello se identificoé el tipo de distribucion que presentan los datos
farmacocinéticos de ambos géneros con la “Prueba de Normalidad de Kolmogorov-Smimov®
y la “Prueba de Igualdad de Varianzas de Levene". A continuacion se aplicé una “Prueba t de
student” sobre aquellos datos cuya distribucion fuera normal y una “Prueba de Mann
Whitney” en los datos cuya distribucién no fuera normal. Para realizar cadab una de éstas

pruebas estadisticas, se empled el softiware Sigma Stat ® .
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CAPITULO IV ’
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS .

El presente capitulo tiene por finalidad realizar la exposicion de los resuitados y el

andlisis de los mismos. Asi pues, el siguiente capitulo comprende las siguientes secciones:

4.1 Resultados del desarrollo del método analitico para cuantificar azitromicina de muestras
plasmaéticas por medio de CLAR.

4.2Resultados de la validacion del método analitico para cuantificar azitromicina de muestras
plasmaticas por medio de CLAR.

4.3 Andlisis de las muestras obtenidas para el ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE

AZITROMICINA EN POBLACION MEXICANA.
4.4 Obtencion de parametros farmmacocinéticos de azitromicina, en voluntarios mexicanos.
4.5 Evaluacion de los parametros fammacocinéticos obtenidos, respecto a otras poblaciones

diferentes a la mexicana.

4.1 Resultados del desarrol analitic ra8_cuan

muestras plasméticas por R.

4.1.1. Condiciones cromatogréficas del método analitico:
Después de evaluar varias condiciones cromatograficas, se determiné un conjunto de |
resultados, mismos que se exponen en la Tabla 10. A partir de éstas condiciones de trabajo,

se obtuvieron tiempos de retencidén para azitromicina y claritromicina (E.l.) de 4.4 min. y 6.0



min. respectivamente. El tiempo de corrida se considerd de 9 min. tiempo suficiente para
registrar las respuestas de azitromicina y claritromicina. Mientras que la resolucion entre los
picos de interés fue mayor a 1.5 y la constante de capacidad (k') se mantuvo dentro del
rango 2 < k' < 10, con valores de 2.14 para azitromicina y 3.28 para claritromicina. Por otra
parte la simetria para los picos de azitromicina y claritromicina fue menor a 2 con éstas
condiciones.

Tabla 10 Condiciones Cromatogréficas finales.

Tipo de detector Detector electroquimico DECADE-Waters

Columna para cromatografia en fase reversa C18 (X-Terra

Tipo de columna RP18 (250 x 4.6 mm) Sum.

Fase mévil Mezcla 40:60 v/v acetonitrilo y soluciéon amortiguadora de
A fosfato de sodio dibésico anhidro (0.05My pH 7.2

AT e e

Estandar intemo Claritromicina

Con las condiciones cromatograficas anteriores fue posible realizar el anélisis de las
muestras para las diferentes técnicas de extraccion ensayadas. Asi mismo, la eficiencia de
cada técnica de extraccion se relacioné directamente con la cantidad recuperada de
azitromicina y E.l. y la ausencia de impurezas que pudieran interferir en la respuesta de

ambos compuestos.
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[ 50 uL de solucién de Claritromicina (20 uamL) |

Evaporar a sequedad bajo
4 corriente de nitrégeno
y
L Reconstituir en 500 ulL de plasma |

Basificar con

200 pL solucién de NaOH (1N)

L Agregar 2.5 mL de t-butil-metil-éter 1
]

Agitar por 30 seg.
Centrifugar a 3500rpm por 5 min.

\.. Separaci6n de fases ~ :

Fase
Orgdanica

Evaporar a sequedad bajo
comiente de nitrégeno

Reconstituir en 250 pL de una mezcla
(40:60) viv acetonitrilo solucién
amortiguadora de fosfatos (0.05M pH 7.2)

Agitar por 30 seg.
Centrifugar a 3500rpm por 2 min.)

Fase
Acuosa

Desechos A

Separacién de fases

l Fase Oradnica j

Desechos B

[ Fase Acunsa I

v

Tomar 100 pl. e inyectarios en
la columna de CLAR

Figura 5. Técnica analitica para la extraccién de azitromicina de muestras plasmaticas.

[52]



La técnica de extraccion presentada en la Figura 5 presenta la mayor eficiencia, ya que
se eliminaron totalmente las impurezas y se obtuvo una buena cantidad recuperada tanto de

azitromicina como del E.I.

Los desechos generados al emplear ésta técnica de extraccion se colectaron en
recipientes limpios etiquetados como: desechos tipo A y desechos tipo B. Posteriormente se

enviaron al edificio A de la Facultad de Quimica para su tratamiento y disposicién final.

Mmuestras plasmdéticas por medio de CLAR.

Como ya se mencioné en el capitulo anterior, los parametros evaluados en la validacién
del método analitico para cuantificar azitromicina en muestras plasmaticas por medio de
CLAR, se obtuvieron principaimente de la NOM-177 SSA1 1998, misma que incluye los
valores de respuesta para determinar el cumplimiento de cada parametro. A continuacion se

realizara una exposicién de los resultados obtenidos para cada rubro evaluado.

4.2.0 Adecuabllidad del Sistema:

A continuacion se presenta el registro (Tabla 17) hecho a partir de la adecuabilidad del
sistema al inicio de corrida. Observar la reproducibilidad del tiempo de retencion, el factor de
capacidad (min) y la respuesta a lo largo de 5 inyecciones continuas. En ésta serie de

valores se puede observar que el CV% permarlece inferior al 2%. Por otra parte los valores
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para resoluciéon se mantuvieron en todos los casos mayores a 1.5; de la misma forma los

valores para simetria fueron inferiores a 2 en todos los casos.

Tabla 11. Adecuabilidad del sistema.

Este es tan solo uno de los registros hechos durante el proceso de validacién y
posteriormente a lo largo del proceso de cuantificacion de azitromicina en las muestras
plasmaticas. Al igual que en éste, los demdas registros cumplen con los limites de
repetibilidad, por lo que podemos asegurar que el equipo trabajé en 6ptimas condiciones a lo

largo el estudio.
4.2.1 Resulitados de Ia Validacién del Sistema:

4.2.1.1 Linealidad:

La Tabla 12 presenta los resultados obtenidos a! evaluar la linealidad del sistema. Es
importante apreciar que en la grafica: relacion de alturas versus concentracién nominal de
azitromicina, se encontré un coeficiente de cormrelacion mayor al 0.99 y un error debido a la

regresion (EDAR%) menor al 2% para ambas curvas.



Tabla 12. Linealidad del sistema.

Con ésta evidencia se concluye que el sistema es lineal dentro del intervalo de
trabajo, que va desde 20 ng/mL hasta 1000 ng/mL. Esto se puede apreciar de forma aun mas
clara al observar la Figura 6.

Linealidad del Sistema

=1
& 25000
§ oo —
8 15000 —
2 10000 o
% 0.5000 —
o.oooo-/ v —_
2 o 200 400 600 800 1000 1200
c 16n de Azkromicina (ng/mL)

Figura 6. Linealidad del Sistermna (Promedio)
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4.2.1.2  Precision:

Este rubro se analizé a partir de los resultados obtenidos en ia linealidad del sistema.
Para ello se determiné el F.R. de cada respuesta (ver tabla 13) y posteriormente se obtuvo el
CV% de todos los F.R. el cual fue de 0.98%. Segun lo anterior podemos seifialar que el

sistema es preciso.

Tabla 13. Precisién del Sistema.

4.2.2 Resultados para la Validacién de Método:

4.2.2.1 Linealidad:

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos al evaluar la linealidad del método a
través de la relacién de alturas versus eoncentrqcién nominal; se observa que para cada una

de las tres curvas, el valor del coeficiente de regresion es mayor al 0.99.



Tabla 14. Linealidad del método.

A partir de ésta tabla se obtuvo la informacién suficiente para concluir que el método
analitico es lineal dentro del intervalo de trabajo. Esto se ve reflejado de forma aun mas clara

en la Figura 7 que se muestra a continuacion.

Linealidad del Método y =0.0033x- 0.0037

R? = 0.9987

35
g 3 =
3_28
el 2
551.5 <
87 1
2 o5 -

0 / —

L] 200 400 600 800 1000 1200
Concentracién nominal (ng/mL)

Figura 7. Linealidad del Método (Promedio)



.Y

3
W\,

~ns

4.2.2.2 Recuperacién Absoluta;

La Tabla 15 presenta los datos obtenidos en la evaluacién de la recuperacién

absoluta. Se observa que el porcentaje promedio obtenido es 91.91%, raz6én que se

conserva dentro del intervalo de trabajo.

Tabla 15. Recobro Absoluto.

147305
136024
14

WN =2

77953
77790
75479

WN =

9072
8878
9229

WN =

4.2.2.3 Precisi6n — Repetibilidad:

124209

113306
137089

75732
67540
67389

8348
8920
8911

Para evaluar la repetibilidad de! método analitico se determiné el coeficiente de

variacion para cada nivel de concentracién analizado. Es necesario decir que la serie de

muestras evaluadas para este rubro se corrieron en un mismo dia. Como se puede observar

en la Tabla 16 el coeficiente de variacién se mantuvo inferior al 15% en todos los casos, por

ello podemos decir que el método cumple con el parametro repetibilidad.



Tabla 16 Repetibilidad del método analitico.

Muestra 1 44.52 392.90 723.69

Muestra 3 51.54 386.91 696.46

Muestra§ 61.44 423.88 7685.60

Promedio .
bzl

pr e

401.60
‘ A DR
Coeficiente de
] ariaoié %

R N
; el

4.2.2.4 Precision - Reproducibilidad :
Por otra parte, las muestras empleadas para evaluar la reproducibilidad del método, se
corrieron durante tres dias consecutivos, una ez obtenidos los resuitados se determiné el

coeficiente de variacion. La Tabla 17 muestra los resultados de dicha evaluacion.

Tabla 17 Reproducibilidad del método analitico.

389.67

4.01




Como se puede ver en ésta tabla los valores que toma el coeficiente de variacion para
cada nivel de concentracion son menores al 15%. A partir de éstos resultados podemos

concluir que el método es reproducible.

4.2.2.5 Exactitud:

A continuacién se presenta la Tabla 18 en la que se pueden observar los coeficientes
de variacion promedio por nivel de concentracion, obtenidos en los rubros de repetibilidad y
reproducibilidad del método. Partiendo de dichos resultados se obtuvo el porcentaje de

desviacion absoluta.

Tabla 18 Exactitud del Método.

Como se puede ver, la desviacion absoluta para cada nivel de concentracién se

mantiene por debajo del 15% del valor nominal, es decir que el método analitico es exacto.



4.2.2.6 Estabilidad:

En las Tablas 19, 20, 21, 22 y 23 se muestran los resuitados obtenidos a partir de las

pruebas de estabilidad de acuerdo a lo establecido en el protocolo de trabajo.

La Tabla 19 indica la estabilidad de la muestra procesada a una temperatura
ambiente. Si observamos los valores que toma el porcentaje de desviacion absoluta
conforme pasa el tiempo, podremos advertir que la muestra pmceséda se mantuvo estable,

ya que en ningin caso la desviacién absoluta excede el 15%.

Tabla 19 Estabilidad de muestra procesada.

La Tabla 20 presenta los resultados obtenidos para la estabilidad de las muestras sin

procesar a temperatura ambiente, como se puede apreciar la estabilidad de la muestra se



demostrd hasta las 48 horas, pero aun cuando los resultados en la tabla se mantienen por

debajo del 15% de desviacién absoluta, se puede ver que no es aconsejable exponer las

muestras sin procesar por tanto tiempo a temperatura ambiente.

Tabla 20. Estabilidad a temperatura ambiente.

En la Tabla 21 se puede ver que al menos después de dos ciclos de congelacién
descongelaciéon (desde —70°C hasta temperatura ambiente) la muestra se conservd
estable, ya que el porcentaje de desviacion absoluta se mantuvo muy por debajo del 15%,
por lo cual es aconsejable procurar la congelacién de las muestras, pero no se debe exceder
de mas de dos ciclos de congelaciéon descongelacién, ya que la estabilidad de un tercer ciclo

se desconoce.
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410.87
409.83

La Tabla 22 presenta los resuitados obtenidos para la estabilidad de la muestra sin
procesar a una temperatura de almacenamiento de refrigeracién (4°C). Como se puede
ver la estabilidad de las muestras se puede asegurar en la mayoria de los casos hasta
después de 9 dias, sin embargo al dia 21 de almacenamiento los valores de desviacién

absoluta traspasan el limite del 15%.

Tabla 22 Estabilidad de la muestra refrigerada.




En la Tabla 23 se hace un resumen de las prusbas de estabilidad para las

muestras procesadas y sin procesar; a partir de esta tabla podemos decir que conocemos las

condiciones de tiempo y temperatura bajo las cuales el método asegura la integridad de la

muestra.

Tabla 23 Resumen de las pruebas de estabilidad.

A B
Estabilidad de la
muestra 103 horas 3.19 8.77 6.49

. LY 1 3
Estabilidad de
congelacion 21 dias 0.01 0.06 0.06
dsco elacion

B

4.2.2.7 Limite de cuantificacion:

La concentracibn probada como limite de cuantificacién fue 20ng/mL, una vez
obtenida la respuesta, se obtuvieron los comespondientes valores de concentracién
interpolada. Como podemos observar en la Tabla 24, el porcentaje de desviacién absoluta

se mantiene por debajo del 20%, ello indica que la concentracidn de 20ng/mL puede ser

empleada confiablemente como limite de cuantificacion .



Tabla 24. Limite de cuantificacién.

4.2.2.8 Limite de deteccion:
La concentracibn determinada como limite de deteccion se registr6 en 10ng/mL,
concentracion que puede ser distinguida del ruido, pero que no presenta precision al ser

cuantificada. Para realizar esta determinacion se empleo el software Millenium Waters.

4.2.2.9 Selectividad:

Después de realizar el analisis de los cromatogramas correspondientes a los farmacos
de prueba no se observaron picos de otras respuestas que pudieran interferir con la
determinacion de azitromicina o el E.I. Al tomar en cuenta la observacién anterior podemos
decir que el método es selectivo y no presenta interferencia por parte de los farmacos de

prueba. (Figura 8)
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Figura 8. Cromatogramas de evidencia para la demostracién de selectividad del

método analitico.
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Nota: (a) una muestra blanco de plasma con E.I., (b)juna muestra de voluntario sano (2 hrs. después de la
administracién) con E.L.; (c) una muestra de prueba {plasma y azitromicina) con E.l. (d) Muestra de pruebes
(plasma y ranitidina) (o) Muestra de prueba (plasma y heparina) (f) Muestra de prueba (plasma
paracetamol) (g) Muestra de prueba (plasma y natroxen) (h) Muestra de prusba (plasma y écido acetil
salicllico) .

<
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4.3 Anélisis de las muestras obtenidas para el E IDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE
AZITROMICINA EN POBLACION MEXICANA.

El estudio clinico se realizé en la Unidad de Farmacologia Clinica del Hospital Espariol
y como lo marca el protocolo de trabajo, llas muestras se obtuvieron de voluntarios

mexicanos en estado de salud, que cumplieron los criterios de inclusién.

Uno de dichos criterios es el Indice de Masa Corporal (IMC) comprendido entre 19 a
30 Kg/m? para voluntarios de género masculino y 18.5 a 29 Kglm2 en voluntarios del género
femenino. La Tabla 27 presenta el registro de IMC de los voluntarios que participaron en el
estudio. Como se puede observar todos los voluntarios que participaron cumplieron con los

rangos de IMC permitidos.

Tabla 25. Relacién de peso, talla e IMC de los voluntarios.

13 58 165 21.30

15 57.00 174 18.83

17 89.50 167 24.92

19 53.00 163 19.95

21 51.50 159 20.37

l

11 6200 174 2048 23 50.00 166 21.41

Siguiendo el protocolo de trabajo, se tomaron las muestras sanguineas a tiempos de:

0 (predosis), 1, 2, 3, 4, 6, 8, 16, 24, 48 y 72 horas. Una vez obtenidas las muestras se
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trasladaron al laboratorio de la Farmacocinética de la Torre de Investigacién, en la Facultad

de Medicina de la UNAM, donde se realizé el andlisis de las muestra por medio de una
técnica previamente desarrollada y validada para cuantificar azitromicina por medio de

CLAR.

Como se sefiald en el procedimiento de andlisis de las muestras, antes de cada
corrida se realizd la cuantificacion de una curva patrén (Tabla 26). Posteriormente se obtuvo
la ordenada de origen, la pendiente y el coeficiente de regresion “r" (Tabla 27), para la curva:
concentracién nominal contra respuesta. El objetivo de ésta curva de muestras control, es
identificar la cantidad recuperada de azitromicir}a en las muestras de voluntarios, por medio
de interpolacion.

Tabla 26. Curvas de muestras control.

13,14y 15

L 19.20y21

Repeticiones

Desviacidn Estindsr
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Tabla 27. Ecuaciones de las curvas de muestras control.

7,8y0 -0.0013 1.0000

13,14y 15 -0.0011 1.0000
19, 20y 29 -0.0015 1.0000

Repeticiones -0.0005 1.0000

Para asegurar que el proceso de cuantificacion fuera consistente a lo largo del estudio,
se introdujeron muestras control, una por cada 9 muestras de voluntario. El resultado

obtenido de los controles se muestra en la tabla 28,
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Tabla 28 Muestras control analizadas a lo largo del estudio.

737.54 336.47 62.97

731.7 392.51 426

s

* Fuera del limite £ 20%

La Tabla 29 presenta aquellas muestras que una vez cuantificadas, no cumplieron
con los criterios de validez, razén por la cual se realizé nuevamente su andlisis, con el fin de

eliminar posibles datos eméneos.
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Tabla 29. Resumen de las muestras repetidas por incumplimiento en los criterios de validez.

2 Valor fuera dela curve 1030.88 935.62 1036.88 1

fuera de la ) 1723.7 1427.83 17237 )

i

21 2 Valor

MY

e TN v e A .
4 2 ] Valor fuera de

acuva 1156.82 930.13 1156.82 6
A partir de los datos crudos mostrados en las tablas A y B del anexo I, se obtuvo la
concentracién plasmatica (Cp) promedio de azitromicina para cada género de la poblacién

mexicana y un promedio de ambos para los diferentes tiempos de muestreo ( Tabla 30).

Tabla 30 Concentraciones plasméticas (Cp) de azitromicina por género y promedio.

302.74 + 119.63 425.31 + 230.52 364.02 + 190.20

8 115.43 + 32.44 177.11 + 97.94 146.27 + 78.00

24 57.15 + 14.55 80.98 + 39.96 69.06 + 31.83

72 23.69 + 3.23 34.51 + 12.64 29.70 + 10.90

Nota: las concentraciones plasmaticas registradas a 72h tanto en hombres como en mujeres
poseen respectivamente valores de 4 y 5 para n.

En la tabla 30 podemos observar que a tiempo cero (pre-dosis) no hay presencia de
azitromicina. En las primeras cuatro horas posteriores a la administracién el valor de Cp
aumenta de forma rapida. Para el siguiente tiempo de muestreo se observa una disminucién
muy lenta del Cp. Otra tendencia indica que el grupo de mujeres muestra una absorcién

mayor del famaco.
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Partiendo de las tablas A y B del Anexo | se elaboré el perfil farmacocinético (Cp vs.
tiempo) de cada voluntario (Ver anexo ), asi como el perfil para los valores generales de
cada género y los valores de poblacién totat (Figuras 9, 10, 11y 12).

Figura 9. |. Perfil farmacocinético en voluntarios mexicanocs
sanos (Via Oral 500mg de AZM) Diferencia del género

Concentracién (ngimL)

Tiempo (h)

Figura 10. Ampliacién al Perfil farmacocinético de voluntarios
mexicanos sanos (Via Oral 500mg de AZM) Diferencia del género

Concentracién (ng/mL)

Tiempo (h)
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Concentracion (ng/mL)

Concentracion (ngimL)

Figura 11. Perfil farmacocinético en voluntarios mexicanos
sanos (Via Oral 500mg de AZM) Promed¥o

Tiempo (h)

Figura 12. Ampliacién al Perfil farmacocinético de
voluntarios mexicanos sanos (Via Oral 500mg de AZM)
Promedio

Tiempo (h)




A través de los perfiles farmacocinéticos,anteriores, podemos advertir claramente las
tendencias que la tabla 30 mostraba. Por un lado la comparacion de! los perfiles
farmacocinéticos para ambos géneros presenta una diferencia en la absorcién del farmaco,

siendo ésta probablemente mayor para las mujeres.

La tendencia de la curva en los perfiles farmacocinéticos y en el grafico: logaritmo de
Cp vs. tiempo mostrado en la figura 13, revela una distribucion blicompartimental, ya que
una vez alcanzada la concentracion maxima podemos observar un periodo de rapida
disminucion del farmaco (pendiente mayor) seguido de un periodo de disminucion lenta
(pendiente menor). Esto podria significar que “Azitromicina” se distribuye primero de forma
rapida en un grupo de tejidos, (posiblemente rifién, higado y otros 6rganos aitamente
irrigados), y posteriormente lo hace en un segundo grupo (musculo y tejido adiposo). De tal
forma que los perfiles farmacocinéticos estarian reflejando la diferencia entre las velocidades

de eliminacién de ambos compartimentos.

Figura 13. Gréfica Ln de Cp vs. tiempo parala Cp
promedio de los 24 voluntarios.

7.00
6.50
6.00 ¥
5.50
5.00
4.50
4.00 4
3.50
3.00

LnCp

) 20 40 60 80
Tiempo (h)
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4.4. Obtencién de rémetros farma inéticos zitromicina, en volun

mexicanos.

El siguiente paso fue obtener aquellos pardmetros farmacocinéticos que nos
permitieran evaluar la biodisponibilidad de azitromicina en ambos géneros y en la poblacién
total. Con éste fin se tomaron los perfiles farmagocinéticos (Anexo /) de cada voluntario, asf
como los valores registrados en las fablas A y B del Anexo I para determinar: ABCq ,
ABCp,», Cmax, Tmax y ty2 segun el algoritmo establecido en el protocolo, los resultados se

muestran en las tabla C y D del anexo I.

Una vez obtenidos los parametros farmacocinéticos para cada voluntario, se
obtuvieron los promedios para ambos géneros y para la poblacién total, los resuitados

obtenidos se muestran a continuacién en |a tabla 31.
Tabla 31. Parametros farmacocinéticos de voluntarios mexicanos sanos a los cuales se les

administré una dosis tnica de 500mg de azitromicina via oral. (ambos géneros y poblacién
total)

ABC (0-t) mg*h/L 5.1617 + 1.8459 6.6052 + 34561 5.8521 + 2.7707

Cmax ( mg/ mL. 0.6395 + 0.1872 0.8166 + 0.5150 0.7242 + 0.3825

t 1/2 (h 22.8776 + 6.6512 20.7777 + 6.8004 21.8277 + 6.0048

75



Con la finalidad de identificar posibles diferencias entre los parametros
farmacocinéticos de hombres y mujeres de Ial poblacion mexicana, se realizé un analisis
comparativo por medio de la estadistica . Dicho analisis comprendié varios pasos, el primero
de ellos fue determinar si los datos obtenidos poseian una distribuciéon normal o no; para ello
se empled una “Prueba de Normalidad de Kolmogorov-Smimov” y una “Prueba de Igualdad
de Varianzas de Levene". El siguiente paso consistié en aplicar una “Prueba de t” en aquellos
valores con distribucién normal y una “Prueba de Mann Whitney” en los datos sin distribucion

normal. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 32.

Tabla 32. Resultados del anélisis estadistico para determinar diferencia en la

Biodisponibilidad de Azitromicina para ambos géneros en poblacién mexicana.
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Como se observa en la tabla 32, los parametros que describen la farmacocinética de

azitromicina no presentan una diferencia estadisticamente significativa. Lo anterior revela
que en la poblacibn mexicana el comportamiento farmacocinético de azitromicina es similar
en hombres y mujeres. Es decir, que la cantidad absorbida de azitromicina y la velocidad a
la que este fenémeno sucede no son afectadas directamente por el género, esto en el caso

de la poblacién mexicana.

En la Tabla 33 se presentan el resto de los parametros farmacocinéticos debidos a la

distribucién bicompartimental que presenta azitromicina.

Tabla 33 Constantes calculadas para el modelo bicompartimental de azitromicina,

después de una administracién oral unica de 500mg en voluntarios mexicanos sanos.

1.1314

ka () 20487+ 1 2229 ol 2.2668 + 1.1441 21941

*Enel caleulode kaseempleo n=5 pam hombres y n=10 para mujeres.
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CAPITULO W

CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultadcs obtenidas, las conclusiones fueron las siguientes:

@ se desarrolls y validé un método analitico para cuantificacién de azitromicina de
muestras plasmaticas, empleando para ello una extraccidn liquido — liquido y una
técnica por CLAR.

@ Al comparar los parametros que describen la farmacocinética de azitromicina en
hombres y mujeres de la poblacibn mexicana: no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas; por lo cual se conciuye que el génerc no influye en la
farmacocinética de azitromicina en la poblacién mexicana.
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ANEXO| DATOS FARMACOCINETICOS

Tabla A Concentracién de azitromicina en muestras plasmaticas de voluntarios mexicanos

sanos a diferentes tiempos. (voluntarios hombres).

] R SR AR
45.68 64.32 N.C. 673.42 128.92 _N.D. 29.81 662.33 67.32 88.09 97.13 _ 33.16

3 ‘ 233.08 456.20 87569 409.69 799.08 459.83 306,32 40580 377.04 25449 492.33  519.67
el ead 4 . . N ' 4 .

6 130.26 15556 18468 11665 167.32 14560 12765 124.94 201.80 76.88 210.86  262.21

16 59.24 20468 9278 85.51 7223 78.28 57.57 66.53 75.04 47.11 58.17 237.07

&

3038 2002 2994 6420 37.04 2843 2204 3752 2843 2036 21.52 _ 23.80

N.D.= No determinada; y N.C.= No cuantificada. Nota: La mayoria de las muestras obtenidas después de las
72 horas de la administracién fueron N.C.

Tabla B Concentraciéon de azitromicina en muestras plasméticas de voluntarios mexicanos

sanos a diferentes tiempos. (voluntarios mujeres).

S ND R8T NG 2183 4827 2316 32005 | G881 2015 23.58 | NO. . 80.88
TT3 27734 22500 536.78 48579 34004 15553 34570 005.04 620.53  1243.63 96298 103216

6 9544 9662 18853 13805 15354 8902 30620 227.06 41572 278.34 211.14_ 497.16
- 16 5943 7831 9533  S5B6 5500 3622 15099 11233 12783 12400 11578 21372

No determinada; y N.C.= No cuantificada. Nota: La mayoria de las muestras oblenidas después de las
72 horas de ta administraciéon fueron N.C.
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Tabla C Parametros farmacocinéticos de voluntarios mexicanos sanos a los cuales se les

administré una dosis unica de 500mg de azitromicina via oral. ( hombres)

Tabla D Parametros farmacocinéticos de voluntarios mexicanos sanos a los cuales se les

administré una dosis tinica de 500mg de azitromicina via oral. (mujeres)
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PERFILES FARMACOCINETICOS

Voluntario No. 1

Voluntario No. 2

Voluntario No. 3
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ANEXO Wi TOXICIDAD DE REACTIVOS

Acetato de etilo: Se absorbe por inhalacién e ingestion ocasionando la irritacion de

superficies mucosas, 0jos, tracto respiratorio. Es narcético. En exposiciones
repetidas y prolongadas causa irritacion de la conjuntiva, cormmea y puede
ocasionar dermatitis. Altas concentraciones causan congestion de higado y rifién.

Acetonitrilo: Limite de exposicion: 40 ppm.
DL50: 120 mg/kg
Debido a la capacidad de liberacion de cianuro su ingestion, inhalacion y
absorcion cutanea puede causar vértigo, respiracion rapida, vomito, bochornos,
cefalea, somnolencia, caida de la presion arterial, pulso rapido e inconsciencia.

Acido clorhidrico: Su ingestion deriva a un dolor intenso con sensacion de quemadura en

boca, faringe y abdomen, seguido por vomito y diarrea de sangre precipitada. La
presion arterial cae bruscamente. Cuando se inhala provoca tos, cefalea,
sensacion de ahogo, vértigo y debilidad, opresion toracica, falta de aire, vértigo,
esputo espumoso y cianosis. Al contacto directo con la piel se produce un dolor
intenso y quemaduras que penetran profundamente la piel. El contacto ocular
produce un edema conjuntiva y la destruccion de Ia cérnea.

Acido orto-fosférico: Su ingestibn suele provocar dolor intenso, vémito, diarrea,
disminucién de ta presién arterial. Inhalado provoca tos, sensacién de ahogo,
cefalea, vértigo, esputo espumoso, cianosis, hipotension arterial, alta presion. En
lesiones en (a piel ocasiona dolor intenso, manchas parduscas. En el
envenenamiento ocular provoca edema conjuntival, destruccién de la cémea,
dolor, lagrimeo y fotofobia.
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Cloroformo: Puede ser irritante para los ojos, piel y tracto respiratorio. Se considera
moderadamente tdxico. Sus 6rganos diana son el sistema nerviosos central,
higado y rifiones. Ocasiona dolor de cabeza, vomito, dolor, inconsciencia,
somnolencia, latido cardiaco irregular, muerte.

Diclorometano: Limite de exposicién: 100 ppm

Dosis letal: 25 mL
E! envenenamiento por inhalacion e ingestion provoca depresion del SNC dando
lugar a inconsciencia y la falta de respuesta a fos estimulos dolorosos.

Eter dietilico: Limite de exposicion: 400 ppm
Ya sea por inhalacién o por ingestién puede causar inconsciencia, paralisis
respiratoria, convulsiones, reduccién de la presién arterial, cianosis.

Fostato de sodio dibdsico: Se convierte en un purgante cuando se ingiere. Inhalado irrita
medianamente las membranas mucosas. En |a piel puede causar irritacion.

Hexano: Limite de exposicién: 50 ppm
Su inhalacién, ingestion o contacto con la piel ocasionan irritacion, tos, dificultad
para respirar, dolor en el pecho, disturbios gastrointestinales, nausea, dolor de
cabeza, vomito. En forma cronica puede causar efectos reproductivas adversos y
edema.

Hidréxido de sodio: Causa quemaduras severas al contacto con multiples areas de

destruccion superficial de la piel. Su ingestion provoca quemaduras de boca,
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garganta, eséfago y estémago. Ocularmente pusde destruir el 0jo y ocasionar la
pérdida de 1a vision.

tsopropanol: Manifestacién principal de envenenamiento agudo es la depresiéon del Sistema
Nervioso Central. Se produce nausea, vomito persistente, dolor abdominal,
hematemesis, narcosis rebelde al tratamiento, arreflexia , respiracion deprimida y
oliguria seguida de diuresis. Puede ocurrir hiperestesia generalizada y edema. La
exposicion al vapor puede causar irritacion ocular. El contacto prolongado con la
piel puede causar corrosion.

Metanol: La ingestion, inhalacion o absorcion cutanea puede ocasionar distintos niveles de
envenenamiento con sus sintomas y signos.
Envenenamiento ligero: Fatiga, cefalea, nausea y después de un periodo de
latencia, visién borrosa temporal.
Envenenamiento Moderado: Cefalea grave, desvanecimiento, nausea, vomito
y depresion del SNC.
Envenenamiento Grave: Aparicion de respiracion rapida y superficial por la
acidosis, aparece la cianosis, coma, caida de la presion arterial, dilatacion de
las pupilas.

Terbutit metil éter: Su inhalacidn y contacto cutdneo irrita las membranas mucosas y del
tracto respiratorio superior; asi como ojos.
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GLOSARIO

Angioedema: Inflamacién dérmmica, subcutdnea o submucosa, aguda e indolora, de breve
duraciéon, que afecta a la cara, cue'llo. labios, laringe, manos, pies, genitales o
visceras.

Artralgia: Dolor de una articulacion.
Astenia: Falta o pérdida de fuerza o energia, debilidad.
Cladinosa: Uno de los dos tipos de azlicar que esta unido al anillo de los macrélidos

Dispepsia: Sensacion de molestia géstrica vaga que se siente después de la ingesta.
Combina sensaciones de plenitud, ardor, meteorismo y nauseas.

Ictericia colestética: Coloracién amarillenta de la piel, mucosas y conjuntivas causada por
cifras de bilirubina en sangre duperiores a las nomales; se encuentra
relacionada con fa bilis.

Linfogranuloma venéreo: Infeccion producida por una cepa de Chlamydia trachomatis . Se
caracteriza por la aparicion de lesiones genitales ulcerosas con aumento de
tamaiio de los ganglios linfaticos inguinales, cefalea, fiebre y malestar general.

Linfoma: Neoplasia de tejido linfoide en algunos casos benigna, pero por lo general de
naturaleza maligna.

Nefritis intersticial aguda: Inflamacidon del intersticio histico del rifon, incluyendo los
tubulos. Se debe a una reaccidn inmunoldgica frente a ciertos medicamentos.

Aparecen fracaso renal agudo, fiebre, erupcién y proteinuria. En la mayoria de
los casos, al retirar el medicamento'iesivo, el rifidn recupera su funcionalismo.

2
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Neutropenia: Disminucién anormal del niumero de neutréfilos en la sangre.

Orofaringe: Una de las tres divisiones anatémicas de la faringe. Se extiende detras de la
boca desde el paladar blando hasta el nivel del hueso hioides.

Otitis: Inflamacién o infeccién del oido.

Parestesia: Cualquier sensacién subjetiva experimentada como entumecimiento, hormigueo

o sensacion de pinchazos.
i

Prueba clastogénica: Prueba de laboratorio para determinar si un fairmaco es capaz de
romper a los cromosomas.

Rash: Erupcién cutanea.

Sindrome de Lemierre: Condicién médica aguda caracterizada por infeccion faringea u
odontégena producida generalmente por gérmenes Gram-negativos anaerobios
dando lugar a una tromboflebitis séptica de la vena yugular intema con frecuentes
metastasis sépticas.

Sindrome de Stevens-Johnson: Enfermedad inflamatoria grave que afecta al niffo y al
adulto joven. Se caracteriza por un comienzo agudo con aparicién de fiebre y
dlceras en las membranas mucosas de los labios, los ojos, la boca, las vias
nasales y los genitales. Todo se acompaiia con frecuencia de neumonia, dolor
articular y postracion. Este sindrome puede corresponder a una reaccion alérgica
frente a determinados farmacos.

Tinnitus: Zumbido de uno de los dos oldos.
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