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Abreviaturdas

ABREVIATURAS

Para efecto de esta tesis se entiende por:

5-HT 5-hidroxitriptamina (Serotonina)
ABCO Area bajo la curva de concentracién plasmatica
extrapolada a tiempo infinito.
Area bajo la curva de concentracién plasmatica desde
ABCO-t

la administracién hasta el tiempo t.

ABC % Extrap

Area bajo la curva porcentaje extrapolado. Compara
el ABC obtenido del estudio con ABC determinado a

tiempo infinito.

ACN Acetonitrilo

AINEs Antiinflamatorios no esteroidales.

APCI lonizacidén quimica con presién atmosférica.

API lonizacién a presién atmosférica.

ATF Acido trifluoroacético

B Beta, receptores adrenérgicos beta.
Brunauer, Emmett, and Teller, los tres cientificos que

SET optimizaron la medicién de areas.

c.b.p. Cuanto baste para.

CLAR (o LC) Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Cmax Concentracion plasmatica maxima.

CP Concentracion plasmatica.

C.V. Coeficiente de variacién.

D.E. Desviacion estandar




Abreviaturdas

EPT Trastorno de estrés post traumatico.

E.E. Error estandar

ESI lonizacién con electrospray.

FEUM F.armacopea de los Estados Unidos Mexicanos
vigente.

g Gramos.

GABA Acido gamma-aminobutirico.

h Horas.

IMAO Inhibidores de la monoamina oxidasa

IMC Indice de masa corporal.

ISRS Inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina

Ke Constante de eliminacion

kg Kilogramos

Mg Microgramos

MAO Monoamina oxidasa

Max Maxima

MeOH Metanol

min Minuto o minutos

Min Minima

mg Miligramos

mm Milimetros.

MS Espectrometria de masas.

ng

Nanogramos




Abreviaturdas

Coeficiente de correlacion

rpm Revoluciones por minuto.

S Segundos.

SNC Sistema nervioso central

t2 Vida media de eliminacion.

THF Tetrahidrofurano

Tmax Tiempo transcurrido desde la administracion hasta
que se produce la concentraciéon plasmatica maxima.

TMR Tiempo medio de residencia

uv Ultravioleta

UV-VIS Detector UV-Visible.

V Volts.

Vs Contra.
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RESUMEN

La biodisponibilidad es la medida de la cantidad relativa del farmaco que llega a la
circulacion general y la velocidad a la que esto ocurre. También puede entenderse
como la fraccién inalterada de un farmaco que llega a la circulacion sistémica,
luego de su administracion por cualquier via. La maxima biodisponibilidad de un
farmaco se puede alcanzar cuando es administrado por via intravenosa, donde la

biodisponibilidad tiene un valor de 1 (f =100%).

Los estudios de biodisponibilidad permiten obtener informacién acerca del
comportamiento farmacocinético del principio activo de un medicamento en el
organismo. Para realizar estudios de biodisponibilidad, se desarrollan métodos
analiticos que permitan la cuantificacion de este principio en fluidos bioldgicos. Al
realizar este tipo de estudios en diferentes poblaciones, se observa que hay
diferencias significativas entre los parametros evaluados, indicando que la dosis
terapéutica administrada en una poblacion, puede no ser la dosis terapéutica para

otra o causar reacciones adversas exacerbadas.

Uno de los trastornos mentales que mas incapacita a las personas y se prevé que
para el 2020 sea una de las primeras causas de mortalidad en el mundo, es la
depresidén. En México, casi 40 por ciento de los mexicanos han padecido alguna
vez depresion, la cual se ha convertido en un problema de salud publica. Cuando
el mal es grave, las personas piensan en el suicidio, duermen mucho y modifican
sus habitos. A escala mundial, se estima que un millon de personas terminan con

su vida cada ano.

En el presente proyecto, se caracteriz6 la biodisponibilidad de Citalopram que es
un inhibidor de la recaptura de serotonina (ISRS) relacionado estructuralmente a
otros IRSS triciclicos asi como a otros agentes antidepresivos. Para lograr lo
anterior, se desarrollo y valido un método analitico por cromatografia liquida de

alta resolucion con deteccion por fluorescencia, para su cuantificacién en plasma.
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La validacion del método analitico correspondiente tuvo como base la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998. La norma establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, las cuales

solo son realizadas por terceros autorizados.

Dentro de la validacion del método se evaluaron: selectividad, linealidad, precision,
recobro, exactitud, limite de deteccién, limite de cuantificacién y estabilidad a

diferentes condiciones de almacenamiento.

El método resulto ser confiable, lineal, exacto y preciso para Citalopram en el
intervalo de 2-160 ng/mL, con un recobro total de 98.79%. El limite de deteccién

fue de 1 ng/mL y de cuantificacion de 2 ng/mL.

Las muestras plasmaticas de Citalopram fueron estables bajo condiciones de
congelacién a -70°C durante 78 dias; en refrigeracién a 3°C durante 48 horas;
estable después de tres ciclos de congelacion-descongelacion, temperatura
ambiente a 21 °C durante 48 horas y como muestra procesada durante 48 horas.

Una vez validado el método, se realiz6 el analisis de las muestras plasmaticas de

los voluntarios.

Las muestras plasmaticas fueron obtenidas de poblacibn mexicana en 12
voluntarios sanos, a los cuales se les administré una dosis de 40 mg de
Citalopram, recolectando 22 muestras sanguineas durante un periodo de 96
horas, las cuales fueron almacenadas a —70° C hasta su analisis. Estas muestras
fueron procesadas de acuerdo al método analitico desarrollado y validado
previamente, los resultados obtenidos fueron analizados para determinar los
parametros farmacocinéticos principales de Citalopram, obteniéndose valores
promedio + D.E. para Tmax de 2.67+ 1.09 h, Cmax de 62.12+ 14.78 ng/mL, ABC
0-t 1755.75+ 279.71 h*ng/mL, ABC O0-inf 2150.98+ 379.40 h*ng/mL, t "2
38.31+7.12 h, TMR 0-inf 52.66+ 8.52 hr.
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Asimismo, se mostrd6 que existen diferencias estadisticamente significativas al
comparar los parametros farmacocinéticos de Citalopram entre diferentes

poblaciones.

Los resultados obtenidos muestran que el método analitico desarrollado es
confiable para ser utilizado en la cuantificacion de Citalopram en plasma y su

aplicacién en estudios de biodisponibilidad/bioequivalencia.



Introduccion

INTRODUCCION

Los trastornos depresivos interfieren con la vida normal de las personas, causando
dolor y sufrimiento, no solamente a quien la padece, también a quienes le rodean.
La mayoria de las personas que padecen algun trastorno depresivo no buscan
atencién médica, a pesar de que, aun aquellos pacientes con depresion severa

pueden recibir tratamiento y mejorar su calidad de vida.

Algunas enfermedades pueden llevar al paciente a un estado depresivo como son:
un ataque cardiaco, cancer, mal de parkinson, desérdenes hormonales. Otras
situaciones como la pérdida de un ser querido, problemas econémicos, relaciones
personales dificiles, o situaciones estresantes asi como cambios drasticos en el
estilo de vida tienen la misma consecuencia. En la mayoria de los casos, el
desarrollo de la enfermedad es una combinacion de factores genéticos,
psicoldégicos y ambientales. El tratamiento generalmente consiste en recetar
antidepresivos y complementar con terapia psicoldgica. Uno de los farmacos
recetados es el Citalopram, un furanocarbononitrilo que inhibe la recaptura de
serotonina, efectivo también en la reduccidn de la ingesta de alcohol y utilizado en

pacientes con discinesia tardia.

Dentro de las pruebas que se realizan con los nuevos farmacos, se encuentran los
estudios de biodisponibilidad, los cuales generan una serie de parametros que
brindan informacion acerca de la farmacocinética del farmaco para una poblacion
en especifico, en este caso poblacion mexicana, y asi determinar los factores
propios de cada poblacién que influyen en este comportamiento. Para lograr lo
anterior, es necesario cuantificar al farmaco en un fluido biolégico, desarrollando
un método analitico con base en sus propiedades fisicoquimicas. Una vez
desarrollado el método analitico, se procede a realizar la validacién del mismo. El
método analitico debe se confiable y para ello debe demostrar su linealidad,

exactitud y precision en el intervalo de trabajo establecido.
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GENERALIDADES

Depresidn, palabra derivada del latin depressus que significa abatido. Enfermedad
que no solo afecta el estado de animo de la persona, también su comportamiento
y percepcion de lo que le rodea. Si no se trata, los sintomas pueden durar

semanas, meses 0 anos.
Trastornos depresivos'
Los trastornos depresivos mas comunes son:

Depresidn severa: también conocida como depresioén clinica o depresién unipolar,
puede causar serios problemas en el comportamiento, estado animico, actividades
laborales o escolares, cambios en el patron de suefio. Afecta a cualquier persona,
sin importar su edad, género, nivel econémico o grupo étnico. Suele presentarse

varias veces en la vida de una persona.

Distimia: forma crénica de depresién; las personas que la padecen tienen bajo
estado de &nimo permanentemente. Sin embargo no suele llegar a incapacitar a la
persona como en otros tipos de depresion. Estos pacientes llegan a presentar
episodios de depresién severa.

Trastorno bipolar: se caracteriza por cambios ciclicos en el estado de animo; de
modo que la persona puede tener fases de animo excesivamente elevado o
euforico (mania) y fases de animo extremadamente bajo (depresién). Estos
cambios pueden ser repentinos y dramaticos, pero generalmente son graduales.
Durante el ciclo, la persona puede llegar a manifestar de uno a varios sintomas de
un trastorno depresivo. Si la mania se deja sin tratar, puede empeorar a una

psicosis.

Sintomas’

En la depresion se presentan diferentes sintomas a los que se ven en la mania:

Depresién: ansiedad, melancolia, pesimismo, desesperanza, sentimiento de culpa,
sensacién de inutilidad, pérdida del interés por la vida y/o actividades que antes

representaban disfrute o placer. Fatiga, cansancio, respuesta lenta a estimulos,
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falta de concentracion, insomnio, pereza, pérdida del apetito, irritabilidad,
pensamientos suicidas. Fisicamente se manifiesta dolor de cabeza, desérdenes

digestivos, dolor crénico.

Mania: irritabilidad espontanea o en demasia, falta de sueno, necesidad de hablar
constantemente, aumento de la libido, hiperactividad, presentan un

comportamiento social extrafio e inaceptable.

Causas’
Se presume que en el caso del trastorno bipolar puede ser hereditario de acuerdo
a resultados obtenidos de estudios genéticos realizados en familias de pacientes
con la enfermedad. En el caso de la depresidon severa, su desarrollo se asocia con

cambios en la estructura cerebral o su funcionamiento.

La depresion en México?®
En México, se estima que los trastornos neuropsiquiatricos ocupan el quinto lugar
como carga de enfermedad, que considera indicadores de muerte prematura y
dias vividos con discapacidad. Segun estos criterios, 4 de las 10 enfermedades
mas discapacitantes son neuropsiquiatricas: esquizofrenia, depresién, trastorno
obsesivo-compulsivo y alcoholismo. La depresion se integra en el conglomerado
de trastornos mentales que cada dia cobran mayor importancia y se estima que en
2020 sera la segunda causa de anos de vida saludable perdidos a escala mundial
y la primera en paises desarrollados. En México se han llevado a cabo algunos
estudios epidemiolégicos para estimar la prevalencia de trastornos mentales,
incluidos los trastornos y episodios depresivos, identificando ademas, el proceso

de busqueda de ayuda.

La Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica, llevada a cabo en 2002 y
2003 entre poblacién urbana de 18 a 65 afnos de edad, concluyé que los trastornos
afectivos —dentro de los que se incluyen los trastornos depresivos—, se ubican,
respecto al resto de los trastornos investigados, en tercer lugar con una
prevalencia alguna vez en la vida (9.1%), después de los trastornos de ansiedad
(14.3%) y los trastornos por uso de sustancias (9.2%). Al analizar los trastornos
individualmente, el episodio depresivo pasa a un quinto lugar (luego de las fobias
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especificas, los trastornos de conducta, la dependencia al alcohol y la fobia
social), con una prevalencia de 3.3% alguna vez en la vida. Entre las mujeres, la

depresiéon mayor ocupa el segundo lugar.

La alta prevalencia asociada a los niveles mas bajos de escolaridad, a las edades
mas avanzadas, al sexo femenino y al hecho de vivir en zonas rurales puede
interpretarse como la manifestacion de una mayor vulnerabilidad de estos grupos
a los diversos factores que pueden condicionar el desarrollo de un episodio
depresivo. Una variable adicional que ha sido referida como disparador de este
tipo de episodios, y que en la encuesta realizada mostré asociacién sélo en el
caso de los hombres, es el desempleo.

Los datos obtenidos en la encuesta apoyan la necesidad de incrementar los
esfuerzos orientados a hacer mas disponibles los servicios y de acercar a la
poblacion a ellos.

Diagnéstico y tratamiento™*
Se necesita de una revision médica y pruebas de laboratorio, ya que algunas
infecciones virales pueden causar los mismos sintomas. La historia clinica del
paciente, el seguimiento de los sintomas y el tratamiento dado para cada uno de
ellos puede ayudar a un buen diagnéstico. Al paciente se le debe realizar una
revision de su estado mental para determinar si el habla, los patrones de
pensamiento o0 la memoria se han visto modificados como ocurre en pacientes

maniaco-depresivos.

El tratamiento generalmente consiste en recetar antidepresivos y complementar
con terapia psicologica: el medicamento para poder aliviar los sintomas y la
psicoterapia para aprender de diferentes maneras a enfrentar los problemas vy
situaciones cotidianas.

Los medicamentos recetados mas comunmente para tratar estos trastornos
incluyen a los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) con
pocos efectos secundarios, los antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la
monoamina oxidasa (IMAQ). El médico recurre a probar varios tratamientos antes
de encontrar el tipo de antidepresivo o la combinacién de ellos que resulte mas
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efectiva para el paciente. Para poder observar alguna mejora en el estado del
paciente se debe esperar un periodo de 3 a 4 meses de haber comenzado el
tratamiento y después continuar por 4 0 9 meses para evitar una recaida. En el
caso de las personas con trastorno bipolar se debe continuar con el tratamiento de

manera indefinida.

Tabla 1. Farmacos utilizados en trastornos del SNC.*
; MECANISMO DE
FARMACO ACCION EMPLEO
Ansioliticos
Benzodiacepinas Actlian sobre el receptor Tratamiento de corta duracion de la
(diacepam, alprazolam) GABAa ansiedad.
Azapironas (Buspirona) Actuan sgbﬁrel receptor Eficaz para tratar ansiedad generalizada.
- 1A
Depresion Auténoma
Inhibe los receptores - Trastornos de comportamiento social y
Propranolol . . e P
adrenérgicos (B1,82) ansiedad, panico escenico.
Antidepresivos

Imipramina Antidepresivo triciclico Tratamiento del trastorno del panico.

. . - Fobia social, mania y trastornos de
Fenelcina, meclobemida Inhibidores de la MAO estrés postraumatico EPT (PTSD)

Fluoxetina (uso
Lrj)e)éiéltricc();j ISRS En trastornos Obsesivo-Compulsivo
. L TOC (OCD) y de panico.
Sertralina, Citalopram

Propiedades fisicoquimicas del Citalopram °
Creado en 1989 por la compania farmacéutica Lundbeck, el Citalopram es una
mezcla racémica, cuyo efecto farmacolégico reside principalmente en el
enantiomero S-(+). Es metabolizado en higado por el sistema citocromo P450
(CYP).

Estructura quimica:
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Figura 1. Citalopram

Nombre IUPAC :1-(3-dimetilaminopropil)-1-(4-fluorofenil)-1,3-
dihidroisobenzofurano-5-carbononitrilo.

Numero CAS: 59729-33-8

Codigo ATC: NO6AB04 NOG6AB10
Férmula condensada: CxoH21FN2O
Peso molecular: 324.392 g/mol
Punto de fusion: 182-183°C
Solubilidad en agua: 31 mg/L

Log P: 4.222

pKa: no esta reportado

Maximo UV: 294 nm

En el caso del bromhidrato de Citalopram,

Figura 2. Bromhidrato de Citalopram

Nombre IUPAC: Bromhidratto de 1-(3-dimetilaminopropil)-1-(4-fluorofenil)-1,3-
dihidroisobenzofurano-5-carbononitrilo.
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Numero CAS: 59729-32-7

Férmula condensada: CooH21FN>O*HBr , CogH2oBrEN-O
Peso molecular: 405.31 g/mol

Punto de fusion: 182-188°C

Y se conoce como: Celexa, hidrobromuro de Citalopram, Nitalapram, Cipramil,
Elopram, Seropram (disponible en México).

Citalopram es un medicamento utilizado en el tratamiento de la depresion,
pertence al grupo conocido como ISRS. Es util en el control de los cambios de
animo, desorden dismérfico y ansiedad. La accién antidepresiva, antiobsesiva
compulsiva y antibulimica se cree que esta asociada a la inhibicidon que ejerce en
la recaptura de serotonina del sistema nervioso central. Los estudios in vitro han
demostrado que tiene un efecto casi nulo en la recaptura de norepinefrina y
dopamina. Citalopram no tiene una afinidad significativa por los receptores
oy, Oy, P adrenérgicos, colinérgicos, GABA, dopaminérgicos, histaminérgicos
5HT1A, 5HT1B, 5HT2, y de benzodiacepinas. Una administracién crénica de
Citalopram desregula la actividad del receptor norepinefrina, no inhibe a la

monoamino oxidasa.

Indicaciones terapéuticas’®
Antidepresivo (inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina). Tratamiento de la
depresioén y prevencion de la recurrencia o recaida, trastorno de panico con y sin

agorafobia, asi como trastorno obsesivo-compulsivo.

Farmacodinamia °
Los estudios farmacoldgicos indican que R y S-Citalopram interaccionan a nivel
del sitio alostérico del transportador de la serotonina, mediante un mecanismo
diferente a la simple ocupacién antagonista del lugar primario de fijacion. Los
estudios bioquimicos han demostrado que al menos hay dos lugares de unién
para el Citalopram en el transportador de la serotonina: un receptor primario de
alta afinidad que media la inhibicion de la recaptura de serotonina y un receptor

alostérico de menor afinidad, que modula la unién de los ligandos al receptor
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primario. Un estudio demuestra que los dos enantiomeros de Citalopram se unen
al receptor alostérico, disminuyendo la constante de disociacion de 3H-S-
Citalopram del transportador de la serotonina, siendo la potencia de R-Citalopram
tres veces menor que la de S-Citalopram.

Terminal presinapticointraceilar

Sitio alostérico -— =

Seratoning
Ezpacio intersinapticoiextracelular

= Sitio primario

Figura 3. Esquema de la liberacion de serotonina al espacio intersinaptico. ®

Farmacocinética "®
Después de la administracién oral de Citalopram, su biodisponibilidad es cercana
a 80%. Los niveles maximos de Citalopram en plasma se alcanzan de 2 a 4 horas
después de la dosis. La union a proteinas es de 50%.

La enzima Citocromo P450 2C19 (CYP2C19) junto con el CYP3A4, metabolizan el
Citalopram a N-desmetilcitalopram, todo esto ocurre en higado. El Citalopram sin
cambios es el compuesto predominante en plasma. La cinética es lineal. Las
concentraciones estables se logran en 1 a 2 semanas. La vida media biologica es
de alrededor de un dia y medio (aproximadamente 35 horas). La excrecion es via

urinaria y por heces.

El Citalopram tiene muy baja o nula afinidad por diversos receptores, incluyendo
los receptores colinérgicos a la muscarina, los receptores de histamina y los alfa

adrenoreceptores. Esta ausencia de efectos sobre los receptores puede explicar la
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cualidad por la que el Citalopram tiene una menor incidencia de efectos adversos
tradicionales de los antidepresivos triciclicos, como sequedad de boca, vision
borrosa, sedacién, cardiotoxicidad e hipotension ortostatica. Cuando estos efectos
llegan a presentarse son leves y transitorios. A diferencia de otros antidepresivos
inhibidores de la recaptura de serotonina, Citalopram es sélo un inhibidor muy
débil de la ruta metabdlica del citocromo P450 Il D6, con una consecuente
reduccion del potencial para producir efectos adversos e interacciones. Por lo
general, el efecto antidepresivo se establece después de 2 a 4 semanas. La baja
frecuencia de efectos secundarios y propiedades sedativas minimas de Citalopram
lo hacen especialmente util en el tratamiento a largo plazo. Se debe estar alerta a
la manifestacién de uno o varios de los siguientes sintomas: ansiedad, ataques de
panico, insomnio, irritabilidad, hostilidad, agresividad, mania o cualquier cambio en
la conducta del paciente, especialmente al inicio del tratamiento y cada vez que se
haga un ajuste de dosis. EI monitoreo debe hacerse diario ya que algunos
cambios pueden aparecer de manera abrupta y deben reportarse inmediatamente

al médico ya que podrian indicar un cambio necesario en el tratamiento.

Precauciones generales "2
No debe ser administrado a pacientes que reciben inhibidores de Ila
monoaminooxidasa o por lo menos 14 dias después de su descontinuacion. El
tratamiento con IMAOs puede ser introducido luego de 7 dias de la
descontinuacién de Citalopram. Si el paciente entrara en una fase maniaca
durante el tratamiento con Citalopram, éste debe ser descontinuado y habra de
instaurarse un tratamiento con un antipsicético. No altera la funcion intelectual y

psicomotora.

Contraindicaciones
Hipersensibilidad al Citalopram y administracién concomitante con inhibidores de
la MAO.

Reacciones secundarias y adversas "®
Las reacciones adversas observadas son en general leves y transitorias. Son mas

notables durante la primera o segunda semana de tratamiento y por lo general se
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atentan cuando se mejora el estado depresivo. Las reacciones secundarias
observadas mas comunmente se relacionan con el uso de Citalopram y consisten
en sequedad de boca, nausea, somnolencia, incremento de la sudacion, diarrea y
temblores. En casos excepcionales, se han presentado convulsiones. Puede
causar una pequefa reduccién en la frecuencia cardiaca, la cual no es de

importancia clinica.

Interacciones medicamentosas y de otro género "®
La administracion simultanea de Citalopram e inhibidores de la MAO puede causar
crisis hipertensivas (sindrome serotoninérgico). La cimetidina causa un incremento
moderado de los niveles de estado-estable de Citalopram. No hay interaccidén con
litio o alcohol y no hay interacciones farmacocinéticas de importancia clinica con
fenotiacinas o antidepresivos triciclicos. Los estudios han demostrado que
Citalopram parece no tener ningun efecto en la farmacocinética de la
carbamazepina y su metabolito carbamazepina-peroxidasa. No se han encontrado
farmacodinamicas en estudios clinicos en los cuales se ha dado
concomitantemente  con  benzodiazepinas, neurolépticos, analgésicos,
antihistaminicos, antihipertensivos, betabloqueadores, digoxina y otros farmacos
cardiovasculares. No se recomienda administrar Citalopram junto con sumatriptan
ya que se sospecha que los efectos serotoninérgicos de éste aumentan con
inhibidores de la recaptura de serotonina. El uso de Citalopram con aspirina u
otros AINE's que afecten la coagulacion puede incrementar el riesgo de

hemorragias.

No ingerir la hierba de San Juan, debido al efecto inhibitorio que esta hierba ejerce
sobre el conjunto de enzimas Citocromo CYP450.

Restricciones de uso durante el embarazo y la lactancia "®
La seguridad durante el embarazo y la lactancia no esta establecida. Por lo tanto,
es recomendable que durante el embarazo o la lactancia la mujer no sea tratada
con Citalopram a menos que los beneficios clinicos sobrepasen a los de los
riesgos teoricos.



Generalidades

Precauciones en relacion con efectos de carcinogénesis, mutagénesis y

teratogénesis.

No han sido reportados efectos carcinogénicos con el uso de Citalopram. Estudios
en animales no han mostrado evidencia de potencial mutagénico o teratogénico.

No afecta la funcion reproductora o las condiciones perinatales.

Dosis y via de administracién *®
Oral. Se administra en una sola dosis al dia. Las tabletas pueden tomarse a
cualquier hora, independientemente de la ingesta de alimentos.

Adultos:

Tratamiento de depresidn: debe administrarse en una sola dosis oral de 20 mg al
dia. Dependiendo de Ila respuesta individual del paciente, ésta puede

incrementarse a un maximo de 60 mg al dia.

Tratamiento de trastorno de panico: Una sola dosis de 10 mg se recomienda en la
primera semana y después aumentar la dosis a 20 mg al dia. La dosis podra ser
aumentada posteriormente, hasta un maximo de 60 mg al dia, dependiendo de la
respuesta individual del paciente.

Tratamiento de trastorno obsesivo-compulsivo: Se recomienda una dosis inicial de
20 mg al dia. La dosis puede aumentarse hasta 60 mg diarios, si es necesario,

basado en un juicio clinico.

Insuficiencia renal: No se requiere de ajustar las dosis en pacientes con
insuficiencia renal leve a moderada. No se tienen datos sobre pacientes con
insuficiencia renal severa (depuracion de creatinina < 20 ml/min).Insuficiencia

hepatica: No se debe exceder de 30 mg al dia.

En los ancianos mayores de 65 afos: La dosis diaria recomendada es de 20 mg al
dia. Dependiendo de Ila respuesta individual del paciente, ésta puede
incrementarse a un maximo de 40 mg al dia. No es recomendable el empleo en
ninos, ya que la seguridad y eficacia no han sido establecidas en esta poblacion.
Un periodo de tratamiento de por lo menos 6 meses es usualmente necesario para

minimizar el potencial de recaidas.
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Manifestaciones y manejo de sobredosis o ingesta accidental "2
En caso de sobredosificacién, los signos y sintomas son somnolencia, coma,
convulsiones, taquicardia sinusal, ritmo nodal ocasional, sudacion, nausea, vémito,
cianosis, hiperventilacién. No existe un antidoto especifico. El tratamiento es
sintoméatico y de apoyo. El lavado gastrico debe ser realizado tan pronto como sea

posible.

Presentaciones y recomendaciones sobre almacenamiento. "2

Caja con tabletas de 40 y 20 mg.
Consérvese a temperatura ambiente a no mas de 30°C.

Fabricantes en México
SEROPRAM® LUNDBECK México S.A. de C.V. Dosis de 20 y 40 mg.

CITOX® SUN PHARMA DE MEXICO S.A. de C.V. Dosis de 20 mg.
XYLORANE® RANBAXY DE MEXICO S.A. de C.V. Dosis de 10, 20 y 40 mg.
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Métodos utilizados para cuantificar principios activos %"

Un método analitico es un procedimiento que permite descomponer un proceso o
fenébmeno en cada una de sus partes para poder analizarlo y asi lograr

comprenderlo.

Dentro del método analitico se encuentra la parte instrumental que va a permitir

realizar la medicidén cuantitativa y cualitativa del principio activo de interés.

De forma general y dependiendo de las actividades de cada empresa, se utilizan

los siguientes métodos en la industria farmacéutica:

e CLAR con detecciéon por UV, PDA y MS

Cromatografia idnica con deteccién por ICP-MS o amperométrica
e Cromatografia de gases con deteccion por TCD y MS

e Cromatografia de gases de espacio de cabeza

e Espectrofotometria por UV-VIS

e Electrodo de ion especifico

e Quimica humeda

o Area superficial por adsorcién de gas BET

Cromatografia de liquidos®'°
La cromatografia es un procedimiento mediante el cual se separan solutos por un
proceso dinamico de migracién diferencial en un sistema que consta de dos o mas
fases, una de las cuales se mueve continuamente en una direcciéon dada y en la
que las sustancias individuales presentan diferentes movilidades a causa de
diferencias de adsorcion, particién, solubilidad, presiébn de vapor, tamano
molecular o densidad de carga idnica.

La técnica general requiere que un soluto se distribuya entre dos fases, una fija
(fase estacionaria) y otra movil (fase mévil). La fase mdvil transfiere el soluto a
través del medio, hasta que se obtiene separado de otros solutos que eluyen
antes o después del compuesto de interés.
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La cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), es la técnica de separacion de
sustancias mas utilizada para la separacién de una mezcla de componentes para
andlisis cualitativo y cuantitativo. La separacion se logra por procesos de particion,
adsorcion o intercambio i6nico, dependiendo de la fase estacionaria empleada.
Las ventajas que tiene son: sensibilidad, la posibilidad de realizar determinaciones
cuantitativas exactas, capacidad para la separacién de especies no volatiles o
termolabiles, la mayoria de las separaciones se realizan a temperatura ambiente.
Una gran mayoria de compuestos dentro de los andlisis farmacéuticos se realizan

mediante el fendmeno de particion.

La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria y su tiempo de retencién en
la columna, se controla mediante una fase movil relativamente polar. La polaridad
de la fase movil se puede variar agregando un segundo y hasta un cuarto
componente. Generalmente las columnas utilizadas en separaciones analiticas

tienen diadmetros internos desde 2 mm hasta 5 mm.

Existen detectores de fluorescencia, detector diferencial de indice de refraccién,
electroquimicos, potenciométricos, voltamétricos o polarograficos y otros de
caracter universal como el detector de UV-VIS, arreglo de diodos y espectrometria
de masas. El detector a utilizar en cada método, dependera de las caracteristicas

del compuesto a analizar

Detectores de fluorescencia'’

Ademas de los detectores de UV-VIS, hay otro tipo que es muy popular para la
deteccion de compuestos: el detector de fluorescencia. Estos detectores son
sensibles a compuestos inherentemente fluorescentes o que pueden convertirse
en derivados fluorescentes mediante la transformacién quimica del compuesto o
mediante el acoplamiento de reactivos fluorescentes con grupos funcionales

especificos.

Cuando una luz es emitida por moléculas que fueron excitadas por radiacién
electromagnética, el fendbmeno se denomina fotoluminiscencia. Si la liberacion de

la energia electromagnética es inmediata, la molécula es fluorescente. Por el
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contrario, si la liberaciéon de energia es retardada o continua después de haber
retirado la fuente de radiacién, la molécula es fosforescente.

Al absorber luz una molécula, se da una transicién de un estado energético a otro
de mayor nivel, siendo la absorcién mas especifica para las moléculas afectadas;
la radiacion energética solo se absorbe por una estructura molecular en
especifico. Si los electrones son excitados a un nivel energético superior debido a
la absorcién de luz, y el exceso de energia no se libera de manera inmediata
debido a las colisiones que suceden con otras moléculas, la luz es emitida a una
frecuencia mas baja y al mismo tiempo los electrones regresan a su estado basal,
la sustancia fluoresce. Debido a que se pierde energia antes de que ocurra la
emision de la misma, la onda de fluorescencia siempre es mayor que la onda de

incidencia.

La técnica de deteccion de fluorescencia presenta una mayor sensibilidad al
analito pero una menor sensibilidad a la inestabilidad debida a la instrumentacion.
Esto se debe a que la luz fluorescente se mide en contraste con un fondo bajo en
luz o un nivel bajo de ruido. Algunos compuestos farmacéuticos, alimenticios,
colorantes presentan la cualidad de fluorescer y otros mas pueden hacerse
fluorescentes al sintetizar derivados de estos.

Un detector de fluorescencia se compone de un espectrometro fluorescente
acoplado a una celda de absorcion de un tamano pequeno de manera que no se
vea afectada la resolucién de la columna del cromatdgrafo. Se tienen dos longitud

de onda: la longitud méaxima de emision y la maxima de absorcion.
Pueden ser simples o complejos:

Simples: una sola fuente luminosa de excitacién y un censor que monitorea las
emisiones fluorescentes provenientes de todas las longitudes de onda. En algunos
casos, este tipo de detector puede ser muy sensible, pero no permite un amplio

margen de sustancias a analizar.

Complejos: Esta acoplado a una pequena celda que sirve como sensor, pueden

seleccionarse tanto la onda de emisién como de excitacién.



Generalidades

El equipo utilizado en este trabajo fue un cromatografo de liquidos acoplado a un
detector de fluorescencia, teniendo los siguientes componentes:

Columna

Cromatograma

Inyector

Procesador de datos

l i Lo

Fase } i‘. -

movil Muestra

Detector

Desechos

Figura 4. Instrumentacion de un equipo de CLAR.*°

Métodos analiticos por CLAR para cuantificar Citalopram en
sangre total y en plasma. '*"7
En la siguiente tabla se presentan los diversos métodos encontrados en la revision

bibliogréafica para extraer y cuantificar Citalopram en matrices bioldgicas.

ng/mL
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Validacion de métodos bioanaliticos '%2% 2122

En el ambito internacional hay una gran variedad de organismos que establecen
parametros y/o caracteristicas con las que debe cumplir un método analitico que
se considere validado. La validacién de estos métodos es critica para poder llevar
a cabo de manera exitosa los estudios preclinicos y/o biofarmacéuticos vy
farmacolégicos. La validacion de métodos bioanaliticos incluye todos aquellos
procedimientos que demuestren que este método es confiable y reproducible en
una matriz biolégica como puede ser: sangre, plasma, orina o suero. Es comun
que métodos reportados en diversas publicaciones sean modificados de acuerdo a
los requerimientos del laboratorio que realiza el ensayo. Todos los cambios deben
ser validados incluso cuando son realizados a métodos anteriormente validados

por el laboratorio.

La ICH (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF
TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS
FOR HUMAN USE), es la conferencia que determina los parametros base para ser
aplicados en las legislaciones de cada pais. Las pruebas son: especificidad,
linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacién.

Las pruebas se basan en que el equipo, los instrumentos, las operaciones
analiticas y las muestras son parte integral del sistema a evaluar. Los parametros

se establecen para el procedimiento en particular.

En Estados Unidos el organismo que establece los parametros a considerar en un
estudio biofarmacéutico y por tanto los criterios de validacion de los métodos
analiticos es la FDA (Food and Drug Administration) establecida en 1906 aunque
sus inicios datan de 1901 como Bur6 de Quimica. Los principales parametros para
una validacion de acuerdo a la FDA son: (1) exactitud, (2) precision,
(3)selectividad, (4)sensibilidad, (5)reproducibilidad y (6)estabilidad. En la Unién
Europea esta la EMEA (European Medicines Agency) establecida en 1995. De
acuerdo a este organismo las caracteristicas con las que debe cumplir un método
analitico son: (1)estabilidad de las soluciones de referencia y del analito,
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(2)especificidad, (3)exactitud, (4)precisién, (5)limite de cuantificacion vy

(6)funcién/factor de respuesta.

Como puede verse, las diferencias entre los requerimientos de ambos organismos

son minimas.

En la mayoria de los paises de América Latina se tienen reglamentos o normas
individuales para la validacion de un método analitico y la realizacién de estudios
de biodisponibilidad/bioequivalencia. En la siguiente tabla se muestra la legislacién

vigente para cada pais.

Tabla 3. Legislacion vigente sobre biodisponibilidad/bioequivalencia
en paises de América Latina
Pais Legislacion vigente
Argentina ANMAT 3185/99
Brasil ANVISA 987/99
Colombia Decreto 677/95 Res. 1400/2001-1890/2001
Costa Rica Reg. 28466-S
México NOM-177-SSA1-1998
Venezuela Ley 37.006 (por aprobar)

En México, las pruebas y criterios generales para la validacion de un método

analitico son:

Validacion: Evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el propésito para el que fue disefiado. Dentro de los parametros a

considerar en una validacion se encuentran:

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

referencia.

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

compuesto en la muestra.



Generalidades

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

Limite de cuantificacion: Concentracién mas baja del compuesto que puede

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

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

homogénea del producto, se evalia como repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad: Precision de un método analitico que expresa la variacién dentro
de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones.

Reproducibilidad intralaboratorio: Precisién de un método analitico que expresa
la variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el
mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de andlisis, tales como dias,

equipo, columnas o analistas.

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

en comun e incluyan el limite de cuantificacion y concentracion maxima del rango.

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

los compuestos por analizar en la muestra biolégica.

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

pudieran estar presentes en la muestra.

Tolerancia: Capacidad de un método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequefnas pero deliberadas, en sus parametros vy
condiciones de trabajo y que proporciona una indicacién de su confiabilidad

durante el uso normal.
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Estabilidad de la muestra: a la propiedad del compuesto por analizar, de

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

Sustancia de referencia: Sustancia de uniformidad reconocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas, fisicas, quimicas o microbioldgicas en el
transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con las sustancias en

evaluacion.

Curva de calibracion: al conjunto de concentraciones que describen el rango en

el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Muestras control: Muestras de concentracion conocida que se cuantifican
durante la corrida analitica para corroborar la validez del método, estas no forman

parte de la curva de calibracién, sin embargo, estan dentro del rango de trabajo.

Matriz biolégica: Material de origen bioldgico en el cual se encuentra la sustancia
de interés.

Calibracion: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificas, la relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de
medicién, o los valores representados por una medicidbn material y los valores

conocidos correspondientes a un patron de referencia.

Corrida analitica: Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las

mismas condiciones experimentales.
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OBJETIVOS

En este trabajo se desarrollo y valido una metodologia analitica, aplicada en

muestras de voluntarios sanos (mujeres). Los objetivos del presente estudio
fueron:

- Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar Citalopram
en plasma.

- Aplicar el método en un estudio de biodisponibilidad en poblacién
mexicana.

- Comparar y determinar posibles diferencias entre distintas
poblaciones.
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PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se divide en dos fases:

Fase 1: Desarrollo y validacion del método analitico por CLAR para cuantificar el

farmaco en plasma.

Fase 2: Aplicacion del método en muestras de voluntarios sanos de nacionalidad

mexicana.

Material, reactivos, equipos e instrumentos

I EEEERERE

Y

Material
Matraces volumétricos calibrados: 20, 25, 50, 100 y 1000 mL.

Frascos de vidrio con tapa rosca de: 500 y 1000 mL.
Vasos de precipitados de vidrio: 20, 100 y 250 mL

Puntas para pipeta repetidora 200, 1000, 2500 y 5000 pL.
Viales para automuestreador 2695.

Pipetas volumétricas: 1y 5 mL.

Gradillas para microtubos.

Probeta graduada de 1 L.

Guantes de nitrilo

Microtubos de polipropileno.

Equipos e instrumentos
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion, que consta de:

Sistema de bombeo marca Jasco modelo PU-2080 Plus No. de serie
C329860860

Detector ultravioleta marca Jasco modelo XLC-3075-UV No. de serie
A004961089
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Automuestreador marca Jasco modelo AS-2057 Plus No. de serie
B059160878

Sistema de control de temperatura para columnas marca Jasco
modelo C0-2067 Plus No. de serie B016961013

Valvula selectora de disolventes marca Jasco modelo LV-2080-03
No. de serie BO07360883

Interfase marca Jasco modelo LC-NETII/ADC No. de serie
B105661095

Desgasificador en linea marca Jasco modelo XLC-3080-DG No. de
serie A000661091

Mezclador de alta presién marca Jasco modelo XLC-3080-MX No. de
serie A001261093

Detector de fluorescencia marca Jasco modelo XLC-3120-FP No. de
serie A002061214

Balanza analitica marca Ohaus modelo EP214C No de serie 1239
1125333712P.

Agitador vértex marca Thermolyne, modelo Maxi Mix Il M37615 No
de serie 871980379619.

Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-5-A36 No de serie
S200-208914-S0

Sistema de purificacion de agua marca Barnstead

Pipeta repetidora electronica marca Eppendorf modelo Multipette
plus No. de serie 3270096.

Micropipeta volumen fijo 200 pL marca Hirschmann Laborgerate
modelo Hirschmann Labopette No de serie 6051860.

Micropipeta volumen variable 100-1000 marca Hrischmann
Laborgerate modelo Labopette No de serie 6057184.
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- Microentrifuga Eppendorf Modelo 5424.

4

Refrigerador Torrey R-16 No de serie k04-02209.

e Potenciometro Oakton.

Reactivos y disolventes

ap Metanol grado cromatografico J.T. Baker

o Acetonitrilo grado cromatografico, Mallinckrodt
- Acido trifluoroacético J. T. Baker

¥ Fosfato de amonio dibasico, J. T. Baker

Sustancias de referencia
- CITALOPRAM. Estandar secundario, APOTEX INC. Potencia 100%.
Vigencia 15-11-2008.

Desarrollo del método
Columnas
Se probaron las columnas: ZORBAX SB-C18 3.5 um 2.1*100 mm, ZirChrom BBD
3 um 4.6*150 mm, Pursuit xRs 5 um 4.6*150 mm y Water Spherisorb 5 pm
4.6*250 mm CNRP. Los parametros utilizados para definir la columna de trabajo
fueron tiempo de corrida, condiciones de la fase movil (pH, disolventes y
proporciones de los mismos), flujo, sensibilidad y especificidad al analito.

pH de la fase movil
El pH, la proporcién y los componentes estan relacionados con las propiedades

fisicoquimicas de la molécula. Se estudiaron diversas fases:

ACN 100%, ACN/POy4 55:45, ACN/PO4 10:90, ACN/PO, 15:85, ACN/PO, 77:23,
ACN/PO4 60:40, ACN/PO, 50:50, ACN/Agua 70:30, ACN/Agua 60:40, ACN/Agua
80:20, ACN/Agua 50:50, ATF/ACN 50:50, ATF/(NH4):HPO,; 50:50, ATF 1%,
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ATF/ACN 40:60. Todas las proporciones estan en una relacion volumen/volumen.
Los pH aprobados van de 3.00 hasta 6.50.

Métodos de extraccion evaluados
Se evaluaron diversos métodos de extraccion en funcion de la prueba de recobro y
la linealidad del método. En principio se eligid la extraccién por precipitacion-
evaporacién, sin embargo no cumplia con un recobro mayor a 50% y la linealidad
era variable entre dias. Posteriormente se procedié a probar la extraccion liquido-
liquido, en la cual no era posible extraer el analito a analizar y por tanto no se
obtenia respuesta alguna en el detector. Finalmente se probd la extraccion sélido-
sblido. Las diversas modificaciones realizadas al método se describen a

continuacion.

Sélido-liquido
Método 1: Extraccion sélido-liquido con cartuchos MCX. Activacién de los
cartuchos: 2 ml de ACN, 1 ml agua, se colocé 0.5 mL de plasma en el cartucho,

lavado con 1 mL de agua. Elucién con 2 mL de ACN.

Método 2. Cartuchos HLB. Activacion de cartuchos con 2 ml de ACN, 1 ml agua.
Se coloc6 0.5 mL de plasma en el cartucho, lavado con 1 mL de agua. Elucién con
2 mL de ACN.

Método 3. Extraccion en condiciones acidas. Activaciéon de los cartuchos con 2 ml
de ACN, 1 ml agua, 1mL de HCI 0.1 N. Se adicion6é 0.5 mL de plasma en el
cartucho, lavado con 1 mL de agua. Elucién con 2 mL de ACN.

Método 4.Extraccion en condiciones basicas. Los cartuchos se activaron con 2 ml
de ACN, 1 ml agua, 1TmL de (NH4)2HPO4 20 mM pH 6.5. Se adicion6 0.5 mL de
plasma en el cartucho, lavado con 1 mL de agua. Elucién con 2 mL de ACN.

Método 5. Extraccion en condiciones bésicas, con cartuchos Bond Elute.
Método 6. Extraccion en condiciones bésicas con cartuchos Bond Elute junior.

Método 7. Extraccion en condiciones basicas. Cartuchos HLB. Se activaron con 2
ml de ACN, 1 ml agua, 1mL de (NH4)2HPO4 20 mM pH 6.5. Se adicion6 0.5 mL
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de plasma en el cartucho, el cual se lavo con 0.5 mL de agua. La elucion se
realiz6 con 2 mL de MeOH.

Volumen de inyeccidén
El volumen a inyectar fue de 30 pL debido a que a un mayor volumen se
presentaba deformacion de los picos en el cromatograma. La velocidad de flujo

fue de 1TmL/min.

Estandar Interno
El desarrollo de un método analitico implica conocer las propiedades
fisicoquimicas del farmaco de interés y las condiciones del detector, condiciones
cromatograficas y eleccibn de un estdndar interno. Los estandares que se

probaron se enlistan a continuacion:
*Fluoxetina

*Paroxetina

*Glibenclamida

*Cisaprida

*Piroxicam

La seleccion de los analitos candidatos a estandar interno, se baso en su
caracteristica de ser fluorescentes, como nuestro primer criterio de eleccion, la
obtencién de un tiempo de corrida breve y sin interferencias endégenas del fluido
biolégico utilizado, aunado a lo anterior, el nUmero de platos tedricos pretendido
fue mayor a 2000 con una resolucién mayor a 1.5.

Validacion del método
Una vez establecidas las condiciones 6ptimas del método analitico se procedi6 a
la validacién del mismo; dicha validacion se realizdé de acuerdo a los requisitos y
parametros establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998.

A continuacién se enumeran las condiciones y pruebas mediante las cuales se

llevé a cabo la validacion:
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Curva de calibracion.
Se prepararon las soluciones de trabajo de acuerdo a la siguiente tabla, utilizando
una pipeta repetidora Eppendorf con puntas de 2.5 mL y 5 mL para tomar las
alicuotas correspondientes. Depositar cada alicuota a un matraz volumétrico de 10
mL y cada solucion llevar a volumen con metanol grado cromatografico. De cada
solucién transferir 25 puL a microtubos de polipropileno.

Los puntos control de calidad para sistema se realizaron colocando los 25 uL de
las soluciones correspondientes en microtubos y agregando 475 uL de ACN/ATF
1% pH 4.0, 60:40 v/v.

Preparacion de soluciones

Solucién amortiguadora de fosfato de amonio 20 mM pH 6.5

Pesar 2.64 g de fosfato dibasico de amonio y transferirlos a un matraz volumétrico
de 1 L, ajustar el pH a 6.5 con acido fosforico concentrado.

Solucién de acido trifluoroacético 0.1 % pH 4.0

Tomar 1 mL de &cido trifluoroacético con pipeta volumétrica y transferir a un
matraz volumétrico de 1 L, llevar a volumen con agua grado CLAR previamente
filtrada a través de membrana de 0.2 um. Ajustar el pH de la solucién a 4.0 con
hidréxido de potasio diluido.

Solucién de referencia de CITALOPRAM 100 pg/mL (Solucién A).

Pesar el equivalente a 10 mg de Citalopram y transferirlos a un matraz volumétrico
de 100 mL, llevar a volumen con MeOH grado cromatogréfico.

Dilucién de la solucién de referencia de CITALOPRAM 40 pg/mL (Solucidon
B).
Transferir 10 mL de la solucién de referencia (A) a un matraz volumétrico de 25

mL y completar el volumen con MeOH grado cromatogréfico.

Dilucién de la solucién de referencia de CITALOPRAM 2 pg/mL (Solucién
C).
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Transferir 1 mL de la solucién de referencia B a un matraz volumétrico de 20 mL,

llevar a volumen con MeOH grado cromatografico.
Preparacién de la solucion de Citalopram para evaluar la adecuabilidad del
sistema.

Transferir 5 mL de la solucion de referencia C a un matraz volumétrico de 20 mL,
llevar a volumen con fase de reconstitucion (acido trifluoroacético 1% pH 4.0 :

acetonitrilo 40:60 v/v), esta solucién tiene una concentracion de 0.5 pg/mL.

Tabla 1. Soluciones estandar para la preparacion de la curva de calibracion.
VOLUMEN VOLUMEN
SOLUCION DE | SOLUCION DE
REFERENCIA | REFERENCIA VOLUMEN CONCENTRACION
DE DE FINAL FINAL # SOLUCION
CITALOPRAM | CITALOPRAM | (METANOL) (ng/mL)
2 pg/mL 40 pg/mL (mL)
(ML) (ML)
100 - 10 20 1
200 - 10 40 2
400 - 10 80 3
600 - 10 120 4
800 - 10 160 5
1000 - 10 200 6
- 100 10 400 7
- 200 10 800 8
- 300 10 1200 9
- 400 10 1600 10
- 500 10 2000 11
- 600 10 2400 12
- 700 10 2800 13
- 800 10 3200 14
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Tabla 5. Soluciones de trabajo para la preparacion de la curva de calibracion en
plasma.
ALICUOTA DE ) )
A CADA ALICUOTA DE CONCENTRACION
llEion] SOLUCION PLASMA FINAL CITALOPRAM
ESTANDAR (ML) (ng/mL)
(ML)
1 25 475 1%
2 25 475 2%
3 25 475 4
4 25 475 6*
5 25 475 8
6 25 475 10
7 25 475 20
8 25 475 40
9 25 475 60
10 25 475 80*
11 25 475 100
12 25 475 120
13 25 475 140"
14 25 475 160

*Puntos control de calidad bajo, medio y alto. **Limite de cuantificacion; ***Limite

de deteccion

Linealidad
Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes, las
concentraciones fueron 2, 4, 8, 10, 20, 40, 60, 100, 120, 160 ng/mL.

La relacion entre la respuesta cromatografica con respecto a la concentracién en
cada curva de calibracion, fue ajustada a través de una regresion lineal por

minimos cuadrados a la ecuacién y = mx + b, donde la variable “y” es el area
obtenida para Citalopram y “x” es la concentracion nominal del mismo. La
linealidad del método se definid a partir del coeficiente de correlacion (r), cuyo
valor para cada curva de calibracion fue igual o mayor a 0.99. Para evaluar la
linealidad, se consideraron 5 curvas de la validacién del método analitico, asi
como la desviacién porcentual de la concentracidén recuperada (interpolada) con
respecto a la nominal (adicionada) y si era menor o igual al 15% en todos los
puntos que constituyen la curva de calibracion, a excepcién del limite de

cuantificacion cuya desviacion no debia ser mayor al 20%.
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Selectividad del método
Se evalud la selectividad del método inyectando un blanco de plasma (mezcla de
las muestras de plasma de 6 donadores) y una muestra de plasma conteniendo
cada una, uno de los siguientes farmacos: paracetamol 20 pg/mL, naproxeno 100
ug/mL, cafeina 10 pug/mL, acido acetilsalicilico 300 pg/mL, heparina 143 unidades
USP. Todos se analizaron a las condiciones cromatograficas establecidas.

Precision del método.
La precision del método se evalua como repetibilidad y reproducibilidad. Se

definen como:

Repetibilidad; Precisiébn de un método analitico que expresa la variaciéon dentro
de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones.

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

equipo, columnas o analistas.

Repetibilidad

A partir de las soluciones de referencia preparadas para los puntos control se
prepararon y cuantificaron por quintuplicado, muestras con Citalopram 6, 80 y 140
ng/mL, las cuales se procesaron con el método establecido. Con los resultados
obtenidos se determind el promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de la concentracion recuperada para las 5 determinaciones de cada

nivel. El coeficiente de variacion no debia ser mayor al 15%.

Reproducibilidad

Se preparé una curva en plasma con controles de calidad (6, 80 y 140 ng/mL) por
quintuplicado, durante tres dias, empleando cada dia soluciones de referencia
preparadas recientemente.
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Se calcul6 el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacién de los
puntos de control de calidad (concentracion recuperada), para cada dia. El
coeficiente de variacion global no debi6é ser mayor al 15% en cada nivel de

concentracion.

Exactitud del método.
Se tomo6 en cuenta el valor promedio en cada nivel de concentracién de los puntos
control durante las pruebas realizadas para evaluar repetibilidad vy
reproducibilidad, cada nivel de concentracion debia estar dentro del 15% de su

valor nominal correspondiente. Se utilizé la siguiente ecuacion:

Concertracidn nominal -Concertrac idn recuperada

Desy Ak = = -
Concertrac idon nominal

Recobro
Se prepararon y procesaron por quintuplicado los puntos de control de calidad de
Citalopram en plasma, concentraciones de 6, 80 y 140 ng/mL. Las respuestas
cromatograficas (area de pico) promedio obtenidas de cada muestra se
compararon contra las respuestas promedio obtenidas de Citalopram en la fase de
reconstitucion a las mismas concentraciones, las cuales no fueron sometidas al

proceso de extraccion.

El recobro no necesariamente debi6 ser del 100%, pero si tuvo que ser constante
en los niveles de concentracién evaluados y poder utilizarse para poder
cuantificar el nivel mas bajo de concentracién en la curva de calibracion; por lo que

se recomienda sea mayor al 50%.

Para Citalopram, los valores promedio individuales no deben desviarse del

promedio total en mas del 15%.

Limite de deteccidén y cuantificacion.
Por quintuplicado se prepararon muestras de Citalopram en plasma a las
concentraciones de 1.0 y 2.0 ng/mL, estas muestras fueron procesadas e
inyectadas en el sistema cromatografico correspondiente. El limite de
cuantificacion (LC) se define como la concentracidn mas baja del rango de trabajo

cuyo valor promedio no se desvia mas del £20% del valor nominal (concentracion
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adicionada), con un C.V. < 20%; mientras que el limite de deteccion (LD) como la
concentracion a la cual la sefial del compuesto por analizar en la matriz biologica
se distingue del nivel de ruido (aproximadamente tres veces mayor) y el C.V. de la
concentracion recuperada (precision) y/o la desviaciébn absoluta por ciento
(exactitud) no son mayores al 20%.

Estabilidad
Su evaluacién permitié determinar si hubo algun efecto de los cambios en las
condiciones de temperatura y tiempo, a las que Citalopram en plasma fue
sometido durante su manejo, almacenamiento y procesamiento, y si se mantuvo
estable. Esta determinacion se logré al evaluar la concentracion de Citalopram en
plasma.

Estabilidad en ciclos de congelacion-descongelacion en matriz
bioldgica.

Se prepararon por triplicado, muestras de Citalopram en plasma a las
concentraciones de: 5, 50 y 80 ng/mL. Una serie recién preparada se analizé de
acuerdo al método analitico, estas muestras correspondieron a tiempo cero. Los
controles restantes se sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion a -
70°C, dejando entre cada ciclo un periodo de 24 horas. Se analizd una serie de
muestras control al final del tercer ciclo de congelacién-descongelacién y sus
concentraciones interpoladas se compararon contra aquellas de controles

recientemente preparados.

Estabilidad a temperatura ambiente (21°C) y refrigeracion (3°C) en

matriz bioldgica.

Se prepararon dos series de muestras por triplicado: 6, 80 y 140 ng/mL de
Citalopram, las cuales se analizaron para cada condicion a las 48 horas

posteriores a su preparacion. Las concentraciones interpoladas se compararon



Parte experimental

contra las concentraciones obtenidas a partir de muestras control recién

preparadas.

Estabilidad de la muestra procesada

Se prepararon por triplicado muestras de Citalopram en plasma, a tres niveles de
concentracion (6, 80, 140 ng/mL), estas se sometieron al procedimiento de
extraccion establecido para después inyectarlas en el sistema cromatografico. Las
muestras procesadas permanecieron en el automuestreador a 10°C y fueron
inyectadas 48 horas después de su procesamiento. Estas muestras fueron
comparadas con controles de reciente preparacion.

Estabilidad a largo plazo (78 dias)

Se prepararon muestras de Citalopram en plasma a tres niveles de concentracién
(6, 80, 140 ng/mL, cada una por triplicado y se colocaron en refrigeracion a -70° C
durante 78 dias. Una vez transcurrido el periodo de tiempo se procesaron de
acuerdo al método de extraccidén y se inyectaron en el sistema cromatografico. Las

muestras fueron comparadas con muestras control recién preparadas.

Los valores promedio de concentracién interpolada obtenidos en cada nivel de
concentracion, deben encontrarse dentro de el limite de +15% del valor original
(tiempo cero) para considerar que son estables bajo esas condiciones durante
determinado tiempo.

Estabilidad de la muestra procesada en el automuestreador.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada, se prepararon por
triplicado las muestras de control de calidad de Citalopram en plasma (6, 80 y 140
ng/mL), las muestras se sometieron al procedimiento de extraccion y se
inyectaron al sistema cromatografico (tiempo cero). Las muestras se almacenaron

en el automuestreador y se inyectaron de nuevo a las 24 y 48 horas después de
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su preparacién. Se compararon con muestras de control de calidad recién

preparadas.

Para considerar al farmaco estable a la condicién evaluada, los resultados de
concentracion interpolada promedio para cada nivel de concentracion deben estar

dentro del £15% del valor promedio obtenido al tiempo cero.

Tolerancia
Este parametro evalla la capacidad del método analitico para obtener resultados
precisos y exactos ante variaciones pequenas pero deliberadas, en sus
parametros y condiciones de trabajo. Estos cambios proporcionan una indicacion
de su confiabilidad durante el uso normal.

Se utilizaron 250 pyL de una muestra de 80 ng/mL de Citalopram. El volumen se
complet6 con 250 pL de plasma y se sometié al método de extraccidon establecido.
La prueba fue aceptada si la diferencia de concentraciones entre las muestras
extraidas con el volumen normal y la concentracion calculada de las muestras a la
mitad del volumen, multiplicando por un factor de diluciéon de 2, no excedia el 15%

del promedio del valor original

Etapa clinica
Se realiz6 de acuerdo a los lineamientos establecidos en la Ley General de Salud
y en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para
la Salud.

Criterios de inclusion
Participaron 12 mujeres de manera voluntaria con un intervalo de edad entre 19 y
35 afios, con un indice de masa corporal (IMC) entre 20 y 26.61 kg/m?.

Los voluntarios fueron declarados clinicamente sanos de acuerdo a su historia
clinica completa y a los resultados de los siguientes examenes de laboratorio y

gabinete:
W Historia clinica completa

- Biometria hematica completa
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Quimica sanguinea de 27 elementos
Examen general de orina
Marcadores para hepatitis By C.
Deteccion de VIH.

Prueba de embarazo

Prueba de abuso de drogas.

O T I T I

Electrocardiograma.

Criterios de exclusidén
a) Sujetos con alguna alteraciébn en sus constantes vitales registradas en la

seleccion de voluntarios.
b) Voluntarios que no cumplieron con los criterios de inclusion propuestos.

c)Voluntarios que requirieron de cualquier medicamento durante el curso del
estudio, aparte del medicamento que se encontraba en estudio.

d) Voluntarios que recibieron cualquier medicamento, durante 14 dias o 5 vidas
medias (cualquiera que sea mas largo) previos al inicio del estudio.

e) Sujetos que hayan recibido farmacos en investigacion 2 meses antes del
presente estudio.

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

meses previos al inicio del estudio.
g) Sujetos con antecedentes de abuso de drogas y alcoholismo.

A cada voluntario se le administraron 2 tabletas de bromohidrato de Citalopram 20
mg (equivalentes a 40 mg de Citalopram). Las muestras sanguineas, fueron
recolectadas y procesadas para obtener el plasma, antes de cada administracion y
a los siguientes tiempos: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,45,5,6, 7, 8,
10, 12, 24, 48, 72 y 96 horas, después de la administracién del medicamento.

No se tomd ningun otro medicamento durante el tiempo que dur6 el estudio a

menos que fuera necesario ante la presencia de reacciones adversas y autorizado
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por el Investigador Principal. Los sujetos debieron reportar al personal médico
responsable de la conduccion del estudio cualquier sintoma que presentaron,
asimismo el personal médico realizd un interrogatorio dirigido en cada uno de los
momentos de las tomas sobre cualquier sintoma que presente el voluntario
después de la administracion del medicamento y si fue el caso debié quedar

asentado en la Forma de Reporte de Caso correspondiente.

Antes de iniciar el estudio, debié efectuarse valoracidén clinica consistente en
interrogatorio por aparatos y sistemas, con el fin de verificar que el voluntario fue y

seguia siendo apto para el estudio.

Cuantificacion de Citalopram en plasma
Fueron recibidas 525 muestras para su procesamiento correspondiente
procedentes de 12 voluntarios. Las muestras se separaron de acuerdo a los
tiempos de muestreo y se almacenaron a —=70°C en el ultracongelador hasta el

momento de su andlisis de acuerdo a la metodologia establecida.

Determinacion de parametros farmacocinéticos
Cmax: Concentracion plasmatica maxima obtenida de manera gréfica, a partir del

perfil de concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

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

concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

ABC o-t: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la
administracion hasta el tiempo t (Ultimo tiempo de muestreo) calculada por el
método trapezoidal. El procedimiento para el calculo de este parametro se

describe en la siguiente férmula

ABC o = Z (Ci + Ci—l)(ti _ ti—l)
i1 2
Donde:
n= numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil plasmético.

ti= tiempo en que se realiza la i-ésima toma de muestra
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Ci= Concentracién obtenida en el i-ésimo tiempo de muestreo.

ABC o-inf : Area bajo la curva de la concentracién plasmatica desde la

administracion al tiempo extrapolado al infinito.
ABC 0-inf = ABC 0-t + Cf/Ke

Donde:

Cf= Concentracién de la ultima muestra

Ke= Constante de eliminacion

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

semilogaritmica)

Vida media de eliminaciéon: mediante el cociente de Ln(2)/Ke
TMRo-inf: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

ABCM,

TMR, = ABC
0—inf

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

(tnCn+tn—1Cn-1)(tn_tn-1)+thf + Cy
i1 2 Ke  Ke?

M>

ABCM

0-inf ~

Donde:
ti = Tiempo de la ultima muestra

Ct = Concentracion de la ultima muestra
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Analisis estadistico

Se realizé el analisis de los datos obtenidos, calculandose las siguientes variables:
N: namero de voluntarios que participaron en el estudio.

Promedio: Cantidad o valor medio que resulta de dividir la suma de todos los

valores entre el nimero de estos.

D.E. Desviacion estandar de cada variable analizada.

E.E. Error estandar de cada variable analizada.

Min: Valor minimo de los datos obtenidos para cada variable.

Mediana: valor de la variable que deja el mismo nimero de datos antes y después
que él. De acuerdo con esta definicidn el conjunto de datos menores o iguales que
la misma, representaran el 50% de los datos, y los que sean mayores que esta,

representaran el otro 50% del total de datos de la muestra.
Maxima: valor maximo de los presentados para una variable.

C.V.%: permite comparar la dispersién entre dos poblaciones distintas e incluso,
comparar la variacion producto de dos variables diferentes (que pueden provenir
de una misma poblacién).

Estadistica comparativa entre tres poblaciones'’"'®

Se realizd un estudio comparativo entre poblacién mexicana, espafnola y checa.

En el articulo denominado “Ensayo clinico cruzado y aleatorizado de
bioequivalencia de dos formulaciones de Citalopram comprimidos, tras su
administracion en una dosis Unica a voluntarios sanos.”, se describi6 el estudio de
biodisponibilidad realizado en Espana para Citalopram Bayvit comprimidos. Fue
llevado a cabo en el Hospital Universitario de la Princesa de Madrid. Las
caracteristicas del estudio fueron las siguientes:

Voluntarios sanos : 24.

Estudio abierto, cruzado, aleatorizado, 2 periodos y dosis unica. Con un tiempo de
muestreo de 120 h, obteniéndose 16 muestras por voluntario.
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Mendoza Luis, Hadjuch Marian, et.al. del laboratorio de medicina experimental
ubicado en la Republica checa, condujeron un estudio en 26 voluntarios de género
masculino, entre 18 y 50 afios y un peso entre 55 y 77 kg. El estudio fue cruzado,

aleatorizado con 2 periodos y dosis Unica de 40 mg de Citalopram.

Ambos estudios contaban con los siguientes parametros farmacocinéticos:

ABCy.t (ng*h/mL), ABCo.int , (ng*h/mL) , Cmax (ng/mL) y Tméx (h). Cada parametro
registraba la media y D.E, lo que permiti6 realizar la prueba de t. Esta prueba de t
de Student, compara las medias de dos poblaciones basandose en el nimero de
observaciones (voluntarios), la media y la D.E. de cada grupo. Se realiz6 el
estudio comparativo entre estas poblaciones para poder determinar si existian

diferencias significativas entre ellas.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Desarrollo del método analitico

Se determinaron las condiciones necesarias para realizar el método. La columna a
utilizar se eligié en base al tiempo de corrida, la sensibilidad y el funcionamiento con la
fase movil, la cual se determiné en relacién a las propiedades de la molécula y la
resolucién de los picos obtenidos, siendo el mismo caso para el volumen de inyeccidn.
En el caso del estandar interno, ninguna de las sustancias probadas presento una
buena separacion de picos con respecto al de Citalopram, observandose picos
encimados que no pudieron separarse con las condiciones establecidas. Se utilizd un
cromatdgrafo CLAR marca Jasco y un detector de fluorescencia marca Jasco modelo
XLC-3120-FP No de serie A002061214.

Condiciones cromatograficas.
En la siguiente tabla se resumen las condiciones cromatograficas encontradas como

Optimas para el método.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas utilizadas en el estudio.
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Detector: Fluoresencia
. . Aem 240
Longitud de excitacion y emision:
Aexc 296
Columna: Spherisorb CN RP 5pm 4.6 x 250 mm
Fase Movil: Acido trifluoroacético 0.1% pH 4.0:Acetonitrilo (45:55 v/v)
Velocidad de Flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion 30 uL
Temperatura columna 40°C
Temperatura automuestreador 10°C
Solucidén de lavado del sistema Acetonitrilo:Agua 70:30 (V/V)
Tiempo de retencion aproximado: .
7-9 min
CITALOPRAM
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Método de extraccion
En el estudio se utilizé aquel con el que se obtuvieron mejores resultados.

1.- Se tomaron 500 pL de plasma con pipeta repetidora punta de 1000 pL y se

colocaron en un microtubo.

2.-Se agitaron en vortex durante 1 minuto y se centrifugaron a 4500 rpm durante 5

minutos.

3.- Mientras se centrifugaban las muestras se procedi6 a la activacion de cartuchos:
3 mL de ACN
1 mL de agua grado cromatogréfico.
1 mL de (NH4)o,HPO, 20 mM pH 6.5

4.- Una vez activados los cartuchos, con micropipeta de 1000 pL se paso el plasma de
cada muestra a los cartuchos. Una vez que la muestra paso por el cartucho se procedio
a la fase de lavado con 0.5 mL de agua grado cromatografico.

5.- Los cartuchos se dejaron secar por 2 minutos antes de realizar la eluciéon con 2 mL
de MeOH, los cuales son colocados en tubos de ensaye para su evaporacion a 50°C

bajo corriente de aire.

6.- La muestra evaporada se reconstituy6é con 200 pL de ACN/ATF 1% H 4.0 60:40 v/v.
Se tomaron 30 uL para inyectarlos al sistema cromatografico.
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Tomar 500 pyL de muestra
plasmatica

A 4

Pasar la muestra por el cartucho previamente
acondicionado con 3 mL de acetonitrilo, 1 mL de agua y 1
mL de soluciéon amortiguadora de fosfato de amonio pH
6.5

A 4

Lavar el cartucho con 0.5 mL de agua

\ 4

Eluir la muestra con 2 mL de MeOH

A 4

Evaporar la muestra bajo corriente de aire a 50°C

A 4

Reconstituir la muestra con 200 pL de solucién de
acido trifluoroacético 0.1%:acetonitrilo (45:55)

Inyectar 30 pL al sistema
cromatografico

Figura 5. Diagrama del método de extraccion.
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Figura 6. Cromatograma de una muestra de plasma t, (blanco de plasma).

Figura 7. Cromatograma de una muestra de plasma de una voluntaria t,.
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Validacion del método analitico
Linealidad
Se muestran los resultados obtenidos de la prueba de linealidad a partir de cinco curvas
de calibracién en plasma, Las curvas fueron ajustadas a través de un arreglo lineal con

ponderacién 1/x2, obteniéndose un valor de r de 0.999.

Tabla 7. Resultados de la linealidad del método para las corridas de validacion.
Concentracion recuperada*

c°“(‘r’"g ?'n‘:'ll‘)i“a' 2 4 8 | 10 | 20 | 40 | 60 | 100 | 120 | 160
Curva 1 2.16 3.49 798 | 921 | 19.41 | 39.80 | 59.94 | 101.80 | 125.37 | 175.95
Curva 2 1.97 . 822 | 1029 | 24.60 | 42.72 | 58.04 | 97.01 | 118.11 | 154.78
Curva 3 2.07 3.76 * 959 | 19.21 | 4229 | 65.19 | 98.23 . 156.36
Curva 4 1.98 397 | 829 | 10.24 | 20.13 | 38.80 | 61.87 | 99.60 | 114.37 | 160.13
Curva 5 2.11 3.83 710 | 966 | 19.50 | 39.79 | 61.97 | 104.65 | 125.15 | 166.66
Promedio 2.06 3.76 7.89 | 979 | 20.57 | 40.68 | 61.40 | 100.26 | 120.75 | 162.78

D.E 0.08 019 | 055 | 046 | 2.28 1.72 | 2.66 3.03 5.43 8.67

C.V (%) 3.97 527 | 6.94 | 469 | 11.07 | 423 | 4.34 3.02 | 449 | 533

Desv. Abs. (%) 3.01 5.94 126 | 202 | 2.84 169 | 2.34 026 | 0.62 1.73

*puntos que excedieron el limite de aceptacion para exactitud

Tabla 8. Parametros de linealidad del método para las corridas de
validacion.

Conc. Nominal (ng/mL) Pendiente Ordenada r
Curva i 49122.00 60071.50 0.996
Curva 2 47118.60 54258.60 0.999
Curva 3 46999.00 1555128.00 0.999
Curva 4 44945.70 63344.40 0.999
Curva 5 42447.90 32165.20 0.998

Promedio 46126.64
D.E 2532.04
C.V (%) 5.49
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Las curvas de calibracidén cumplen con los criterios de aceptacién dados, la mayoria de
los puntos tienen desviaciones menores al 15 % con respecto de su valor nominal y

cada curva unr = 0.99.

80.00 -

70.00 -

60.00 -

50.00 -

30.00 -

Respuesta promedio
N
o
o
o

y = 0.467x + 0.5936

20.00 -
R2 = 0.999
10.00 -
OOO I I T T 1
0 50 100 150 200

Concentracion nominal Citalopram ng/mL

Figura 8. Grafico de linealidad del método.
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Precision del método

Repetibilidad

A continuacién se presentan los resultados correspondientes a la repetibilidad y a la
exactitud intradia, el coeficiente de variacion en cada uno de los niveles de
concentracion evaluados fue menor o igual que 3.05%, mientras que la desviacion

absoluta (Desv. Abs %) fue menor o igual que 4.10 %.

Tabla 9. Repetibilidad del método analitico.
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.60 81.79 143.32
2 5.74 83.10 144.26
3 5.47 86.95 145.00
4 6.19 87.04 137.10
5 6.01 82.23 146.63
Promedio 5.80 84.22 143.26
D. E. 0.30 2.57 3.65
C. V. (%) 5.10 3.06 2.55
Conc. Nominal 6.0 80.0 140.0
Desv. Abs. (%) 3.31 5.28 2.33

Reproducibilidad

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y
exactitud interdia, se observa que el coeficiente de variacidén entre los diferentes dias de
trabajo fue de 3.43 a 6.86 %, mientras que la desviacion absoluta % fue igual o menor a

4.75 %, en las diferentes concentraciones evaluadas.
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Tabla 10. Resultados de reproducibilidad del método analitico.
Concentracion
Dia Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)

5.60 81.79 143.32

5.74 83.10 144.26

Dia 1 5.47 86.95 145.00

6.19 87.04 137.10

6.32 80.44 146.63

5.64 82.79 147.41

5.96 83.02 142.30

Dia 2 6.27 78.66 147.49

5.56 82.63 147.79

6.01 82.32 155.49

6.63 81.01 152.85

6.01 80.40 150.64

Dia 3 6.83 79.56 153.18

6.08 89.94 142.50

5.06* 81.85 144.26

Promedio 6.02 82.76 146.60
D. E. 0.40 3.05 5.03
C. V. (%) 6.72 3.69 3.43
Conc. Nominal (ng/mL) 6.0 80.0 140.0
Desv. Abs. (%) 0.35 3.45 4.71

El método fue repetible, reproducible y exacto al cumplir con los criterios: un coeficiente
de variacién y una desviacion absoluta % no mayores al 15% para la concentracién en

plasma promedio.
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Recobro

El recobro fue definido como el cociente de la respuesta de Citalopram, obtenida
después de someterse al método de extraccién en plasma, entre la respuesta obtenida
en muestras en solucibn a concentraciones equivalentes, las cuales no fueron

sometidas al proceso de extraccion (muestras para evaluacién del sistema).

Tabla 11. Recobro absoluto del método analitico.
‘ Desv.
Nivel de Areas Recobro | ape (%)
concentracion -
SISTEMA* METODO
264638 303387
296351 306404
Control Bajo 289015 303448
(6 ng/mL)
285595 290811
266363 312054
Promedio 280392 303221 108.14 9.47
Control Medio 3804883 3630333
(80 ng/mL) 3951434 3604744
3690353 3483354
3457935 3511926
3699535 3555761
Promedio 3720828 3557224 95.60 3.23
6436847 6028717
6458422 6030552
Control Alto 6184988 6015144
(140 ng/mL)
6515584 6028370
6684162 5796660
Promedio 6456001 5979889 92.63 6.24
Promedio Global 98.79 6.31

* Las soluciones de sistema, fueron los puntos de control de calidad preparados de
acuerdo a la tabla 5. Las alicuotas fueron de 25 pL y se anadieron 475 uL de ATF 0.1%
pH 4.0 : ACN (45:55 v/v).
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El recobro fue constante en las concentraciones evaluadas (puntos control bajo, medio
y alto), obteniéndose un recobro global del 98.79% y una desviacion de los promedios

individuales con respecto al global, menor al 15%.
Limite de deteccion y cuantificacion.

Se determind la sensibilidad del método a partir del limite de deteccion (LD) y la

concentracion minima cuantificable 6 limite de cuantificacion (LC).

Tabla 12. Limite de deteccién y cuantificacion del método analitico.
Concentracion
Muestra Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(1 ng/mL) (2 ng/mL)
1 0.95 1.91
2 1.00 1.91
3 1.05 2.02
4 1.03 1.78
5 0.92 1.82
Promedio 0.99 1.89
D.E. 0.05 0.09
C. V. (%) 5.48 4.87
Conc. Nominal 1.00 2.00
Desv. Abs. (%) 1.00 5.61

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, indica que el LC es la concentracién
mas baja del rango de trabajo cuyo valor promedio no se desvia mas del £20% del valor
nominal (concentracién adicionada), con un coeficiente de variacidn menor o igual que
20%; mientras que el LD se define como la concentracién a la cual la senal del
compuesto por analizar en la matriz biolégica se distingue del nivel de ruido
(aproximadamente tres veces mayor) y el coeficiente de variacién de la concentracién
recuperada (precision) y/o la desviacion absoluta por ciento (exactitud) no son mayores
al 20%.
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El limite de cuantificacién establecido para esta metodologia fue de 2 ng/mL (C.V.=
4.87% y Desv. Abs%= 5.61). La concentracién de 1 ng/mL se consideré como el limite
de deteccién, debido a que la relacion sefnal/ruido que se presenta a este nivel es

cercana a 3. (Figura 9).
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Selectividad

La selectividad del método fue determinada, analizando el blanco de plasma y muestras
de plasma conteniendo los siguientes farmacos: acido acetilsalicilico, paracetamol,
cafeina, naproxeno y heparina. Se evalué el método contra posibles interferencias en
los tiempos de retencion de Citalopram. EI método mostré ser selectivo para los
compuestos evaluados al no presentarse interferencias con el pico cromatografico de

Citalopram.
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Estabilidad
La prueba de estabilidad tiene como funcién determinar el efecto de los cambios de
temperatura sobre la estabilidad del analito (ciclos congelacién/descongelacion), asi
como de las condiciones de temperatura y tiempo en las que el compuesto permanece
estable en la matriz biolégica durante su manejo, almacenamiento y procesamiento,
evaluando la concentracion recuperada del compuesto por analizar en la matriz

bioldgica.

Estabilidad en ciclos de congelacion-descongelacion en matriz
bioldgica.

Se analizaron muestras control (6, 80 y 140 ng/mL) al final de cada uno de los tres
ciclos de congelacion-descongelacion y sus concentraciones interpoladas se
compararon contra aquellas de controles recientemente preparados; Los resultados se
presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 13. Estabilidad de Citalopram en plasma en ciclos de congelacion-
descongelacion.
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
MUESTRA Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 6.39 84.77 141.27
2 6.46 84.16 141.31
3 6.39 81.30 140.95
Promedio 6.41 83.41 141.18
D.E. 0.04 1.85 0.20
C.V. (%) 0.63 2.22 0.14
Concentraciones plasmaticas después del CICLO 3
MUESTRA Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 6.13 82.28 141.61
2 5.95 80.28 132.50
3 5.73 82.57 140.99
Promedio 5.93 81.71 138.37
D.E. 0.20 1.25 5.09
C.V. (%) 3.34 1.53 3.68
Desv. Abs. (%) 7.48 2.04 1.99

Las muestras sometidas a los tres ciclos de congelacion-descongelacion cumplen con
un C.V.% < 15% y una diferencia no mayor al 15% con respecto al valor de referencia
(muestras recién preparadas). Las muestras plasmaticas con Citalopram son estables
después de tres ciclos de congelacion-descongelacion a -70°C.

Estabilidad a temperatura ambiente (21°C) y refrigeracion (3°C) en matriz
bioldgica.

Se analizaron dos series de muestras por triplicado: 6, 80 y 140 ng/mL de Citalopram
para cada condicién a las 48 horas posteriores a su preparacion. Las concentraciones
interpoladas se compararon contra las concentraciones obtenidas a partir de muestras

control recién preparadas.
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Las muestras almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion resultaron
estables durante 48 horas, en ambos casos se presenta una desviacion absoluta menor

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

Tabla 14. Estabilidad a temperatura ambiente de Citalopram en plasma. (21 °C)
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.67 76.93 131.64
2 6.26 84.86 143.12
3 5.27 79.04 142.08
Promedio 5.73 80.28 138.95
D.E. 0.50 4.11 6.35
C.V. (%) 8.73 5.12 4.57
Concentraciones plasmaticas a las 48 h
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.93 83.83 148.23
2 5.46 80.85 153.66
3 5.54 81.32 146.80
Promedio 5.64 82.00 149.56
D.E. 0.25 1.60 3.62
C.V. (%) 4.46 1.96 2.42
Desv. Abs. (%) 1.62 2.15 7.64
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Tabla 15. Estabilidad de Citalopram en refrigeracion (3°C)
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.67 76.93 131.64
2 6.26 84.86 143.12
3 5.27 79.04 142.08
Promedio 5.73 80.28 138.95
D.E 0.50 411 6.35
C.V. (%) 8.73 5.12 4.57
Concentraciones plasmaticas después de 48 h
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 6.26 80.76 136.34
2 5.54 80.89 136.95
3 5.87 78.75 144.09
Promedio 5.89 80.13 139.13
D.E 0.36 1.20 4.31
C.V. (%) 6.18 1.50 3.10
Desv. Abs. (%) 2.75 0.18 0.13

Estabilidad de la muestra procesada

Las muestras procesadas permanecieron en el automuestreador a 10°C y fueron
inyectadas 48 horas después de su procesamiento. Los resultados fueron comparados

con controles de reciente preparacion.
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Tabla 16. Estabilidad de muestras procesadas de Citalopram
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.50 84.17 150.10
2 5.58 83.85 146.23
3 5.91 84.46 144.71
Promedio 5.67 84.16 147.01
D.E. 0.22 0.31 2.78
C.V. (%) 3.84 0.36 1.89
Concentraciones plasmaticas después de 48 h
Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.64 96.653" 152.63
2 5.32 81.49 141.75
3 5.61 84.30 139.26
Promedio 5.52 82.90 144.55
D.E. 0.18 1.98 711
C.V. (%) 3.23 2.39 4.92
Desv. Abs. (%) 2.57 1.50 1.68

Las muestras fueron estables en solucién para inyeccién por un periodo de 48 horas

posteriores a su preparacion.

Estabilidad a largo plazo

Después de permanecer un periodo de 78 dias a una temperatura de -70° C, las

muestras se procesaron de acuerdo al método de extraccidn y se inyectaron en el

sistema cromatogréfico.

Los

resultados obtenidos se compararon

correspondientes a muestras recién preparadas.

con

los
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Tabla 17. Estabilidad a largo plazo de Citalopram.

Concentraciones muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.74 81.56 143.44
2 6.31 72.78 158.37
3 5.46 79.07 141.81
Promedio 5.84 77.80 147.87
D.E. 0.43 4.52 9.13
C.V. (%) 7.40 5.81 6.17

Concentraciones plasmaticas en muestras a largo plazo (78 dias)

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(6 ng/mL) (80 ng/mL) (140 ng/mL)
1 5.75 92.28* 149.13
2 5.29 80.25 132.09
3 5.80 76.49 134.16
Promedio 5.61 78.37 138.46
D.E. 0.28 2.66 9.30
C.V. (%) 5.06 3.39 6.72
Desv. Abs. (%) 3.79 0.73 6.37

Las muestras almacenadas en refrigeracién y analizadas 78 dias después, fueron
estables, se presenta una desviacién absoluta menor a 15% con respecto al valor de
muestras control de calidad recién preparadas.
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Etapa clinica

Estadistica descriptiva
Se calcularon los siguientes parametros: media, desviacion estandar (D.E.), error
estandar (E.E.), minimo (Min), mediana, maximo (Max.) y coeficiente de variacion
(CV%). de las variables demograficas edad, peso, talla e indice de masa corporal (IMC)

de las voluntarias participantes en el estudio. Los datos demograficos por individuo se
encuentran en el Anexo |

Tabla 18. Estadistica descriptiva de las variables demograficas.
Variable N Promedio D.E. E.E. Min Mediana Max C.V.%
Edad
(afios) 12 26.250 5.101 1.473 19 27 35 19.43
F('ﬁz;’ 12 58.442 | 5619 | 1.622 | 493 61.45 69.5 9.61
Talla
(cm) 12 158.166 5.556 1.604 150 152 171 3.51
IMC 12 23.3766 2.139 0.618 20 26.595 26.61 9.15
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Estadistica de los datos de concentracion de Citalopram en plasma
(ng/mL) con respecto al tiempo (h)
Se muestra la estadistica descriptiva de los datos obtenidos de concentracion
plasmatica de Citalopram con respecto al tiempo en horas. Los datos individuales se

encuentran en el Anexo ll.

Tabla 19. Estadistica descriptiva de concentracion plasmatica de Citalopram con
respecto al tiempo.
lempO | Tiempo (h) | Promedio | D.E. | EE. | Min. | Mediana | Max. | C.V.%
0 0 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 0.25 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
0.5 0.5 1.99 452 | 1.31 | 0.00 0.00 15.82 | 227.00
0.75 0.75 10.94 16.07 | 4.64 | 0.00 4.52 53.13 | 146.88
1 1 25.73 27.03 | 7.80 | 2.25 16.23 91.14 | 105.03
1.5 1.5 42.57 2545 | 7.35 | 8.44 35.68 84.44 | 59.78
2 2 52.56 17.73 | 5.12 | 25.56 50.40 77.66 | 33.74
25 25 50.97 14.32 | 413 | 24.94 52.03 72.29 | 28.09
3 3 51.33 9.09 | 2.62 | 34.07 52.49 64.10 | 17.71
3.5 3.5 52.00 6.42 | 1.85 | 42.99 51.37 65.62 | 12.35
4 4 49.02 8.02 | 2.31 | 32.27 49.74 63.47 | 16.36
4.5 4.5 50.50 7.88 | 2.27 | 39.31 50.72 67.40 | 15.60
5 5 49.26 6.50 | 1.88 | 41.60 47.42 63.68 | 13.20
6 6 44.55 496 | 1.43 | 38.74 44.04 53.04 | 11.14
7 7 40.42 2.81 | 0.81 | 37.30 39.84 46.14 6.96
8 8 39.95 3.50 | 1.01 | 35.15 39.28 46.40 | 8.77
10 10 36.22 4.74 | 1.37 | 29.43 34.09 4544 | 13.09
12 12 33.16 4.65 | 1.34 | 27.32 33.11 41.99 | 14.02
24 22 24.86 428 | 1.24 | 20.98 22.56 33.21 | 17.22
48 46.33 14.87 2.83 | 0.82 | 11.37 13.90 20.32 | 19.05
72 70.08 10.13 2.64 | 0.79 | 6.65 9.71 14.05 | 26.02
96 94.08 6.80 1.74 | 0.52 | 4.15 6.87 9.46 | 25.52
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Perfiles farmacocinéticos

A continuacion se presentan los graficos, de concentracion en plasma, de Citalopram

con respecto al tiempo, tanto en escala normal como semilogaritmica. En el Anexo Il

se presentan en ambas escalas los perfiles farmacocinéticos de cada individuo.
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Figura 11. Perfil farmacocinético de Citalopram (promedio) + error estandar. Escala normal.
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Figura 12 Perfil farmacocinético de Citalopram (promedio) + error estandar. Escala

semilogaritmica.
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Estadistica de los parametros farmacocinéticos.
.Los pardmetros farmacocinéticos se determinaron a través de una técnica modelo
independiente (modelos no compartimentales). En la tabla 19 se presenta la
estadistica descriptiva de los datos obtenidos de los voluntarios. En el Anexo lll se

presentan de manera individual los parametros farmacocinéticos.

Tabla 20. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de Citalopram

Variable | N | Promedio | D.E. E.E. Min Mediana Max CV%
Tmax 12 2.67 1.09 0.32 1.00 2.75 4.50 41.03
Cmax 12 62.12 14.78 4.27 45.84 55.42 91.14 23.79

12 1755.75 | 279.71 | 80.74 | 1435.63 | 1681.85 2240.99 15.93

ABC 0-inf | 12 | 2150.98 | 379.40 | 109.52 | 1707.62 | 2013.11 2801.08 17.64
Ke 12 0.0198 0.0031 0.0003 0.0157 0.0193 0.0247 17.60
T1/2 12 38.31 7.12 2.05 30.34 37.86 51.41 18.58
TMR 0-inf | 12 52.66 8.52 2.46 40.25 52.90 64.88 16.18
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Estadistica comparativa entre tres poblaciones.
Comparando la to con la tipias para cada uno de los parametros farmacocinéticos
se puede determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa entre

las poblaciones.

Tabla 21. Parametros farmacocinéticos de tres poblaciones (dosis unica de 40 mg).'"'®
MEXICO ESPANA REPUBLICA
(N=12) (N = 24) CHECA (N=26)
Variable Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Tmax 2.8 12 3 2 2.1 0.6
(h) . . . .
Cmax
62.1 14.8 35.6 7.9 50.3 13.6
(ng/mL)
ABCO-t
1775.9 289.3 1199.8 266.7 649.5 165.6
(h*ng/mL)
ABCO-inf
2055.5 379.5 1321.4 307.8 1246.4 359.7
(h*ng/mL)
Constante dg?"")m'"ac'“ Ke | 0.0198 | 0.0031 . - | 0.0370 | 0.0081
T E———
ida Media t(i:)e iminacion 35.8 5.5 ] ) 196 40

Tabla 22. Prueba de t entre las tres poblaciones.

Variable to Republica Checa to Espana t tablas
Tmax 1.944 5.811 2.031
(h) ) ) )
Cmax 2.346 0.377 2.031
(ng/mL)
ABCO-t
12.571 g7 2.031
(h*ng/mL) 5 5.779 03
ABCO-inf
2 812 2.031
(h*ng/mL) 6.209 5.8 03
Constante de eliminacion Ke 9550 i 5 031
(1/h)
Vida Medi liminacio
ida Media c(i:)e iminacion 9.101 ) 5031

* o =0.05, 95% de confianza.
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En el caso de el T max (h) para las poblaciones mexicana y checa, no hay una
diferencia significativa entre los datos obtenidos. Al comparar la poblacién
mexicana con la poblacion espafola, t calculada es mayor que la t tablas, con lo

que se concluye que la diferencia entre ambas es estadisticamente significativa.

En la comparacién realizada entre la poblacién mexicana y la proveniente de la
Republica checa, para el resto de los pardmetros farmacocinéticos, la to calculada
es mayor que la taas encontrada para 36 grados de libertad (en tablas el valor
mas préximo es 35), por lo que se deduce que con un 95% de confianza, si hay

diferencia significativa entre las dos poblaciones.

Para la poblacién espafola, se observa que unicamente la t calculada para el
parametro Cmax es menor a la t tablas, lo que indica que la diferencia existente
entre los mexicanos y los espafnoles no es significativa desde el punto de vista
estadistico. En los parametros Tméax, ABC 0-t y ABC 0-inf, si hay una diferencia

significativa.

Este tipo de pruebas estadisticas nos permiten en un momento dado determinar la
dosis a administrar para una poblacion en especifico y evitar que se presenten

efectos secundarios o reacciones adversas de manera exacerbada.



Concliusiones

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico para cuantificar Citalopram en plasma por
CLAR, el cual fue validado y resulté lineal en un intervalo de concentraciones de
2.00 a 160.00 ng/mL. Asi mismo fue preciso, selectivo, exacto en las condiciones
experimentales con las cuales se trabajé. El método de extraccion desarrollado
presentd un menor tiempo de corrida con respecto a los reportados, asi mismo la

fase mavil utilizada resulté ser mucho mas facil de preparar que las reportadas.

El farmaco fue estable a las diferentes condiciones experimentales y de

temperatura evaluadas. Por todo lo anterior, el método cumple con los parametros
establecidos en la norma oficial mexicana NOM-177-SSA1-1998 para la validacion
de métodos analiticos y es confiable para su utilizacion tanto en estudios de
biodisponibilidad como para la cuantificacién de Citalopram en plasma.

Se determinaron los siguientes parametros farmacocinéticos a partir de los datos
provenientes de las muestras de las voluntarias: Tmax., Cmax., ABC ¢.;, ABCo.inf,
ke, t12. El Cmax. encontrado fue de 62.1 ng/mL y el t max. de 2.75 h.

Se realizd una prueba de t para comparar los parametros farmacocinéticos de tres
poblaciones: voluntarios espafoles, mexicanos y de la republica checa. En todos
los casos, se administrd la misma dosis, obteniéndose para la poblacion mexicana
Cmax.: 62.1 ng/mL y t max. de 2.75 h; para la poblacién de la republica checa:
50.3 ng/mL y Tmax. de 2.1 h. Al comparar la poblacién espanola con la mexicana,
se observan diferencias en cuanto al Tmax de 35.6 h, bastante menor al reportado
para la poblacibn mexicana, siendo el Unico pardmetro que no presenta una
diferencia estadisticamente significativa. El Cmax fue de 7.9 ng/mL, alrededor de
la mitad del valor presentado por la poblacion mexicana. A pesar de que para
ambas poblaciones los valores de ABCy.: y ABCo.int SON muy parecidos, al realizar
la prueba se indica que si hay una diferencia desde el punto de vista estadistico.
Por medio de esta prueba se pudo observar que si hay diferencias significativas
entre estas poblaciones, lo que puede ayudar a determinar la dosis apropiada para
una poblacién en especial.
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ANEXOS

ANEXO | Datos demograficos de los voluntarios. (Mujeres) participantes

en el estudio.

No. Voluntaria | Edad (ahos) | Peso (kg) | Talla (cm) | IMC (kg/mz)
1 26.0 62.0 157.0 25.2
2 28.0 59.5 158.0 23.8
3 21.0 61.0 167.0 21.9
4 35.0 63.1 154.0 26.6
5 21.0 51.5 157.0 20.9
6 31.0 57.0 156.0 23.4
7 27.0 52.0 157.0 211
8 23.0 69.5 171.0 23.8
9 22.0 56.6 157.0 23.0
10 32.0 60.0 157.0 24.3
11 30.0 49.3 157.0 20.0
12 19.0 59.8 150.0 26.6
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ANEXO Il Datos de concentracion para cada voluntaria a los diferentes

tiempos de muestreo.

VOLUNTARIA 1 VOLUNTARIA 2
Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL)
0 0.00 0 0.000
0.25 0.00 0.25 0.000
0.5 0.00 0.5 0.000
0.75 0.00 0.75 2.534
1 5.34 1 13.662
1.5 26.72 1.5 29.540
2 42.29 2 44.526
25 45.72 25 39.479
3 50.23 3 47.634
3.5 48.74 3.5 42.994
4 52.99 4 32.270
4.5 50.94 4.5 41.200
5 46.64 5 43.763
6 39.35 6 41.945
7 38.34 7 37.841
8 39.09 8 39.459
10 33.28 10 38.788
12 27.69 12 34.729
24 22.63 24 30.840
48 16.04 48 17.194
72 10.89 72 14.049
96 6.87 96 9.459
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VOLUNTARIA 3 VOLUNTARIA 4
Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL)
0 0.000 0 0.000

0.25 0.000 0.25 0.000
0.5 2.253 0.5 0.000
0.75 13.217 0.75 0.000
1 38.455 1 2.962
1.5 75.304 1.5 14.353
2 59.948 2 32.226
2.5 57.074 25 24.935
3 56.710 3 34.066
3.5 55.330 3.5 48.143
4 50.015 4 43.970
4.5 47.611 4.5 43.989
5 47.885 5 41.595
6 44.013 6 39.618
7 39.432 7 37.296
8 40.365 8 37.241
10 34.020 10 34.152
12 33.410 12 29.615
24 21.363 24 21.787
48 11.371 48 13.299
72 6.645 72 No se tomo
96 4.155 96 4.152
VOLUNTARIA 5 VOLUNTARIA 6
Tiempo Nominal (h) | Concentracidon (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentraciéon (ng/mL)
0 0.000 0 0.000
0.25 0.000 0.25 0.000
0.5 0.000 0.5 0.000
0.75 8.602 0.75 2.865
1 20.107 1 12.005
1.5 51.375 1.5 28.698
2 70.951 2 39.743
2.5 72.293 2.5 36.480
3 64.104 3 38.796
3.5 65.619 3.5 45.837
4 63.471 4 41.313
4.5 67.399 4.5 39.314
5 63.683 5 44167
6 53.039 6 38.738
7 44.435 7 38.448
8 46.399 8 43.507
10 41.401 10 37.338
12 41.989 12 35.051
24 29.709 24 27.677
48 20.321 48 18.359
72 12.798 72 12.789
96 8.107 96 8.052




Anexos

VOLUNTARIA 7 VOLUNTARIA 8
Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL)
0 0.000 0 0.000

0.25 0.000 0.25 0.000
0.5 0.000 0.5 0.000
0.75 9.329 0.75 3.563
1 34.127 1 7.997
1.5 44.444 1.5 26.125
2 68.815 2 38.303
2.5 61.364 2.5 48.588
3 59.475 3 52.777
3.5 61.412 3.5 52.139
4 58.859 4 51.830
4.5 59.078 4.5 50.497
5 55.756 5 47.217
6 52.887 6 44.063
7 46.138 7 41.301
8 44.914 8 35.861
10 45.441 10 29.428
12 41.061 12 27.320
24 33.213 24 20.984
48 16.900 48 12.253
72 12.561 72 8.779
96 8.590 96 6.432
VOLUNTARIA 9 VOLUNTARIA 10
Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL)
0 0.000 0 0.000
0.25 0.000 0.25 0.000
0.5 15.822 0.5 0.000
0.75 53.127 0.75 0.000
1 91.144 1 2.248
1.5 84.441 1.5 8.438
2 77.655 2 25.560
2.5 67.801 2.5 38.998
3 60.495 3 43.097
3.5 51.659 3.5 47.483
4 49.463 4 47.360
4.5 54.937 4.5 54.565
5 55.396 5 53.508
6 49.525 6 45.526
7 42.940 7 40.246
8 40.933 8 35.150
10 41.845 10 33.323
12 30.450 12 30.425
24 22.487 24 22.315
48 13.932 48 13.862
72 6.867 72 8.884
96 5.411 96 6.291
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VOLUNTARIA 11 VOLUNTARIA 12
Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL) Tiempo Nominal (h) | Concentracion (ng/mL)
0 0.000 0 0.000
0.25 0.000 0.25 0.000
0.5 3.352 0.5 2.491
0.75 32.550 0.75 5.471

1 61.917 1 18.802
1.5 79.616 1.5 41.829
2 74.432 2 56.270
2.5 63.438 25 55.474
3 56.371 3 52.196
3.5 53.538 3.5 51.074
4 50.319 4 46.398
4.5 50.958 4.5 45.526
5 47.619 5 43.914
6 44.702 6 41.171
7 40.485 7 38.085
8 37.569 8 38.847
10 32.705 10 32.872
12 33.154 12 33.058
24 23.412 24 21.919
48 12.894 48 12.019
72 7.466 72 9.712

96 7.310 96 No se tomo
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ANEXO Il Perfiles farmacocinéticos de cada voluntaria, en escala normal

y semilogaritmica.

Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 5
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 6
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 7
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 8
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 10
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 11
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Perfil farmacocinético de Citalopram (escala normal)

Voluntario 12
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ANEXO Ill Parametros farmacocinéticos de cada voluntaria.

MeEliiEe || RE e T?:m?x (r?ngam)l(_) (hl:’E\Z/?r-\tL) (ﬁggge;:mnl_f) ABC Z{:}Sx“ap
1 0.017 | 41.86 | 4.00 53.00 1681.63 2096.71 19.80
2 0.016 | 4223 | 3.00 47.63 2055.11 2631.38 21.90
3 0.022 | 3133 | 1.50 75.30 1534.22 1722.02 10.91
4 0.023 | 30.34 | 3.50 48.14 1525.90 1707.62 10.64
5 0.019 | 36.45 | 2.50 72.29 2240.99 2667.29 15.98
6 0.017 | 41.47| 3.50 45.84 1932.86 2414.63 19.95
7 0.014 | 48.94 | 2.00 68.82 2194.54 2801.08 21.65
8 0.013 | 51.41 | 3.00 52.78 1517.05 1994.12 23.92
9 0.021 | 3258 | 1.00 91.14 1704.87 1959.22 12.98
10 0.018 | 39.28 | 4.50 54.57 1564.07 1920.58 18.56
11 0.021 | 3319 | 1.50 79.62 1682.07 2032.10 17.23
12 0.023 | 30.65 [ 2.00 56.27 1435.63 1865.04 23.02
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WEMAEHE || uelit) (L(/:I:r) (hre*ﬁrg:\\ng?r-r:L) (mﬁﬂg}iﬁ'{) TM(:::)O-t TMI:{h())-inf
1 1151.98 | 19.08 56718.95 120834.43 33.73 57.63
2 926.10 | 15.20 73941.28 164705.05 35.98 62.59
3 1049.91 | 23.23 42732.73 69319.92 27.85 40.25
4 1025.21 | 23.42 46769.42 72227.67 30.65 42.30
5 788.57 | 15.00 74127.84 137660.70 33.08 51.61
6 991.17 | 16.57 67391.14 141994.42 34.87 58.81
7 1008.32 | 14.28 71010.91 172053.34 32.36 61.42
8 1487.81 | 20.06 48695.06 129378.40 32.10 64.88
9 959.71 | 20.42 47937.49 84215.48 28.12 42.98
10 1180.26 | 20.83 50294.09 104069.69 32.16 54.19
11 94256 | 19.68 49567.57 99337.05 29.47 48.88
12 94827 | 21.45 36512.06 86535.22 25.43 46.40
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