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I. Resumen
La epilepsia es un problema de salud mundial que afecta a mas de 900,000

personas en México. El tratamiento farmacologico se basa en la administracion de
diferentes farmacos antiepilépticos (FAEs); no obstante, se puede presentar
resistencia al tratamiento en un 30% de los pacientes o reacciones adversas de
diversos grados de severidad. La carbamazepina (CBZ) es un antiepiléptico de primera
linea, indicado en crisis parciales y tdénico-clénicas. Sin embargo auto induce su
metabolismo por lo que presenta alta variabilidad de concentracion sistémica (Bialer,
2012). Uno de sus principales metabolitos es la 10,11-epoxicarbamazepina (E-CBZ) la
cual es activa y presenta una potencia equiparable de la CBZ, Por esta razon,
contribuye tanto a la eficacia como a la ocurrencia de reacciones adversas. Diversas
enzimas (CYP3AS5, EPHX1, NR112) y transportadores (ABCC2) participan en el
metabolismo de CBZ y en la formacion de E-CBZ. Es por ello que la variabilidad
interindividual e interétnica en la respuesta a CBZ es evidente en el tratamiento de la
epilepsia debido a que los polimorfismos en estos genes que codifican para dichas
proteinas pueden impactar el metabolismo de este farmaco, resultando en variaciones
en las concentraciones plasmaticas de ambos compuestos. Ademas existen factores
no genéticos como la edad, el género, el tipo de epilepsia y los farmacos
concomitantes, que contribuyen de manera importante a la variabilidad en la eficacia
del tratamiento. Es por ello que es de importancia el monitoreo de los niveles de CBZ
con el fin de generar conocimiento cientifico que pueda ayudar a mejorar la respuesta
farmacoldgica.

El objetivo del presente trabajo, fue el desarrollo y la validacién de un método
analitico para la cuantificacion simultanea de CBZ y E-CBZ, el cual permitira evaluar
la variacién en los niveles plasmaticos de estos metabolitos, siendo una herramienta
util para realizar ajustes en la posologia de los pacientes y asi obtengan el efecto
terapéutico. El método fue lineal en el intervalo de 0.5 a 20 ug CBZ/mL y de 0.2 a9 ug
E-CBZ/mL. Fue selectivo para ambos analitos en presencia de los siguientes
farmacos: fenitoina, lamotrigina, valproato de magnesio, clonazepam vy levetiracetam
no interfirieron con la respuesta. Se demostré precisién y exactitud, con un CV<11%y
una DS<12%, para cada punto control. Las muestras fueron estables en todas las

condiciones evaluadas.
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Glosario de términos

Biodisponibilidad, proporcion de farmaco que se absorbe a la circulacion general
después de la administracion de un medicamento y el tiempo que requiere para
hacerlo.

Concentracion, cantidad del farmaco presente en el medicamento.

Corrida analitica, conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las

mismas condiciones experimentales.

Curva de calibracién, conjunto de concentraciones que describen el intervalo en el

cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Matriz bioldgica, material de origen biolégico en el cual se encuentra el analito o

farmaco de interés.

Muestra blanco, matriz bioldgica sin la adicion de la sustancia de interés y sin el

estandar interno.
Muestra cero, matriz biolégica con la adicion del estandar interno.

Muestras control, muestras de matriz adicionada con el analito en concentraciéon

especifica usada para validar y monitorear el desempefio de un método analitico.

Muestra control baja, muestra de la matriz adicionada de analito en concentracién

equivalente hasta 3 veces el limite inferior de cuantificacion.

Muestra control media, muestra de la matriz adicionada de analito en concentraciéon

intermedia entre muestra control baja y la muestra control alta.

Muestra control alta, muestra de la matriz adicionada de analito en concentracidn
entre el 75-85% de la concentracién del limite superior de cuantificacion.

Muestra control diluida, muestra de la matriz adicionada de analito en concentracion

mayor al limite superior de cuantificacion de la curva de calibracién, que se diluye con

[xiii]



matriz exenta del analito a una concentracién dentro del intervalo de la curva de

calibracién.

Sustancia de referencia, sustancia de uniformidad reconocida destinada a utilizarse
en comprobaciones analiticas, fisicas o quimicas en el transcurso de las cuales sus
propiedades se comparan con las sustancias en evaluacion [Secretaria de Salud,
2013].

Ataxia, dificultad de coordinacién de los movimientos, caracteristica de ciertas

enfermedades neuroldgicas.

Hipertrofia gingival, aumento del tamano de las encias debido a un proceso de
inflamacion [Harrison, 2013].
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Il. Introduccion

La epilepsia es una enfermedad que afecta aproximadamente a 50 millones de
personas a nivel mundial. En México afecta a mas de 900,000 personas, de las cuales
la mayor parte se encuentra en edad productiva (OMS, 2016).

Existen diferentes tipos de farmacos antiepilépticos (FAEs) que ofrecen una
alternativa para controlar este padecimiento. No obstante, a pesar de los diferentes
tipos de FAEs y los avances en la terapéutica de la epilepsia, cerca del 30% de
pacientes recién diagnosticados con la enfermedad se volveran refractarios al
tratamiento, con un impacto en la actividad cotidiana, la independencia, el entorno
social, en aspectos econdémicos y en la calidad de vida de los pacientes. Aunado a
ello, la variabilidad interindividual en la respuesta y la presencia de efectos adversos
dificulta proporcionar una terapia ideal para estos pacientes (Lundgren et al., 2008;
Krasowski, 2010).

Entre los FAEs de primera linea se encuentra la carbamazepina (CBZ), la cual
se indica generalmente para el tratamiento de crisis parciales y ténico-clonicas, asi

como para neuralgias del trigémino y para el trastorno bipolar (Chisholm, 2005).

La variabilidad interindividual e interétnica en la respuesta a CBZ es evidente
en el tratamiento de epilepsia. Es por ello que el estudio de los niveles plasmaticos de
CBZ y su metabolito en pacientes mexicanos es de importancia para generar
conocimiento cientifico que pueda ayudar a optimizar el tratamiento y asi mejorar la

respuesta farmacoldgica y reducir la ocurrencia de algunas reacciones adversas.

Adicionalmente, factores no genéticos como la edad, el género, el tipo de
epilepsia y los farmacos concomitantes contribuyen de manera importante a la
variabilidad en los niveles plasmaticos, por lo que deben ser tomados en cuenta en un

monitoreo clinico de CBZ.
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lll. Antecedentes

Actualmente se han desarrollado diversos métodos analiticos para la
cuantificacion de CBZ. Comunmente son empleadas técnicas de inmunoanalisis como:
ensayos de polarizacion de fluorescencia (FPIA), ensayos inmunoenzimaticos (EMIT),
ensayos turbidimétricos y ensayos de quimioluminiscencia (CMIA) por su facilidad de
uso y su automatizacién, permitiendo la obtencién de resultados con unos tiempos de
respuesta cortos. Sin embargo las técnicas cromatograficas, como la cromatografia
liqguida de alta resolucion (CLAR), es una técnica mas versatil, sensible y especifica,
circunstancias que las sittian como una alternativa. Si bien, en este tipo de técnica se
incluye un pre-tratamiento previo de las muestras a través de una extraccion liquido-
liquido o una extraccion en fase soélida en cartuchos de extraccion, su exactitud es
determinante para la confiabilidad de los resultados (Aldaz et al., 2011).

Martinavarro-Dominguez et al desarrollaron un método de HPLC para
carbamazepina, fenobarbital y fenitoina con resultados ligeramente inferiores a los
obtenidos por FPIA, aunque sin diferencias significativas para la interpretacion clinica.

Ademas dado que es muy habitual que un paciente se encuentre en tratamiento
con varios antiepilépticos, su deteccion simultanea es interesante. Bugamelli et al. y
Vermeij et al desarrollaron métodos analiticos a través de CLAR para determinar
simultaneamente lamotrigina, oxcarbamazepina, carbamazepina, fenobarbital,
primidona, fenitoina y los metabolitos activos de carbamazepina y oxcarbamazepina
en plasma. La ventaja en este tipo de método es que los antiepilépticos como
felbamato, gabapentina, lamotrigina, levetiracetam, oxcarbamacepina, tiagabina,
topiramato, vigabatrina, zonisamida y carbamazepina se determinan por CLAR con
deteccion ultravioleta (Aldaz et al., 2011).

La finalidad de estos métodos analiticos es el monitoreo de CBZ, optimizando
el tratamiento a partir de la concentracion del farmaco. Sin embargo para individualizar
la posologia se deben tomar en cuenta la presencia de la variabilidad interindividual y
el empleo de otros farmacos concomitantes (Johannessen et al., 2003).
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IV. Marco Teodrico

4.1 Epilepsia.

La epilepsia es una enfermedad cerebral cronica que afecta a personas de todo
el mundo y se caracteriza por convulsiones recurrentes. Estas convulsiones son
episodios breves de movimientos involuntarios que pueden afectar a una parte del
cuerpo (convulsiones parciales) o a su totalidad (convulsiones generalizadas) y a
veces se acompanan de pérdida de la consciencia y del control de los esfinteres (OMS,
2016). Los episodios de convulsiones se deben a descargas eléctricas excesivas de
grupos de células cerebrales; estas descargas pueden producirse en diferentes partes
del cerebro. Las convulsiones pueden ir desde episodios muy breves de ausencia o
de contracciones musculares hasta convulsiones prolongadas y graves (Harrison,
2013).

4.1.1 Epidemiologia general.

En la actualidad, cerca de 50 millones de personas de todo el mundo padecen
epilepsia. La proporcion estimada de la poblacion general con epilepsia activa oscila
entre 4 y 10 por cada 1000 personas. Sin embargo, algunos estudios realizados en
paises de ingresos bajos y medianos sugieren una proporcion mucho mayor, entre 7
y 14 por cada 1000 personas (OMS, 2016).

Anualmente, en todo el mundo se diagnostican cerca de 2,4 millones de casos
de epilepsia. En los paises de altos ingresos, los nuevos casos registrados cada ano
oscilan entre 30 y 50 por cada 100 000 personas. En los paises de ingresos bajos y
medianos esa cifra puede ser hasta dos veces mas alta, esto se debe probablemente
al mayor riesgo de enfermedades endémicas tales como el paludismo o la
neurocisticercosis, ademas de una mayor incidencia de traumatismos relacionados
con accidentes de transito, traumatismos derivados del parto y la disponibilidad de
programas de salud preventiva y atencion (OMS, 2016).

4.1.2 Causas de la epilepsia.

El tipo mas frecuente de epilepsia, es la idiopatica, es decir, que no tiene una
causa identificable de aparicién, pero asociable a un origen genético. Este tipo afecta

17
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a 6 de cada 10 pacientes diagnosticados con epilepsia (OMS, 2016). La epilepsia con
causas conocidas se denomina epilepsia secundaria o sintomatica (Megiddo et al.,
2016). Dichas causas pueden consistir en:

e Danfo cerebral por lesiones prenatales o perinatales

e Traumatismo craneoencefalico grave

e Accidente cerebrovascular que limita la llegada del oxigeno al cerebro

¢ Infecciones cerebrales como las meningitis y encefalitis o la neurocisticercosis

e Malformaciones congénitas o alteraciones genéticas con malformaciones

cerebrales asociadas

e Algunos sindromes genéticos

e Tumores cerebrales
Ademas se encuentra la epilepsia criptogénica: esto es cuando la causa para la
epilepsia de una persona no se ha encontrado, a pesar de las investigaciones clinicas
de causalidad y estudios genéticos (Megiddo et al., 2016).

4.1.3 Crisis epilépticas.

Se han propuesto distintos criterios para la clasificacion de las crisis epilépticas
(CE), debido a que se trata de una enfermedad multifactorial. En el siguiente diagrama
se muestra la clasificacién internacional de crisis epilépticas segun la Liga

Internacional contra la Epilepsia (ILAE) (Secretaria de Salud, 2015).

Clasificacion de CE (2010)

CE 5
( i FR e ( GE Focales ( Desconocidas

I | CE Tonico-Clonica | I—‘—-
G- ==
" apiléapticos
Ausencia E z
: ( Alipica }4 - i | CE ausencia | }-‘- -
/; caracteristicas espedaes | | cE ok | |_' 1
Mioclonia ¢
palpebral

| | CE tanica | I-- 1

[ cemen [l
e
& )
banica ”
atdnica

Diagrama 1. Clasificacion de crisis epilépticas (Secretaria de Salud, 2015).
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4.2 Tratamiento farmacolégico en la epilepsia.

El objetivo de la terapia con anticonvulsivos es reducir la frecuencia de las crisis
y maximizar la calidad de vida con un minimo de efectos adversos. El descubrimiento
fortuito de las propiedades anticonvulsivantes del fenobarbital en 1912 marcé la
fundacion de la farmacoterapia moderna de la epilepsia, 70 afios después se produjo
la introduccidn de la fenitoina, la etosuximida, la carbamazepina, el valproato de sodio,
incluidas benzodiacepinas como clonazepam y clobazam. Estos compuestos son

considerados como los farmacos antiepilépticos (FAE) modernos (Sills, 2011).

4.2.1 Mecanismo de accion de los farmacos antiepilépticos.

Los mecanismos principales a través de los cuales los FAEs ejercen su efecto
farmacolégico se presentan en la Tabla 1. Como puede apreciarse, la mayoria de ellos
actua a través de uno de los tres mecanismos siguientes: (a) la modulacién de canales
ibnicos dependientes de voltaje; (b) la neurotransmision inhibitoria mediada por el
acido gamma-aminobutirico (GABA) y (c) la atenuacién de la neurotransmision
excitatoria mediada por glutamato. Uno de los aspectos interesantes de la
farmacologia de los FAEs es que, aparentemente, no hay una relacion directa entre el

modo de accion y la eficacia (Sills, 2011).

Tabla 1. Dianas farmacologicas de los farmacos antiepilépticos actuales (Sills, 2011).

w2 - o o 22 o o < &z 7
2828 I5 8 o3 B 8z 2 a2 255 8%
<328 >B  »B _5xB 98 > 3 ES p8s2 g%
cags o2 0% o27o = o 8= >=23 e
§8-2 %2 %32 5% o F3 >3 33 gab 8
°oF B o o TEF © > 9 = g.g e o o B
Fenobarbital + +++ +
Fenitoina +++
Etosuximida 4+
Carbamazepina +++
Valproato de sodio ++ ++ ++
Benzodiacepinas +++
Vigabatrina e+
Lamotrigina +++ ++
Gabapentina + ++ +
Topiramato ++ ++ + ++ ++ +
Oxcarbamazepina +++
Levetiracetam + + +++
Pregabalina ++

(+++ principal mecanismo, ++ probable mecanismo, + posible mecanismo)
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4.2.2 Clasificacion y uso de los farmacos antiepilépticos de acuerdo a su eficacia
en las crisis epilépticas.

Con el fin de guiar en la seleccion del farmaco més adecuado para el tratamiento
de los diferentes tipos de crisis convulsivas en la epilepsia, se han propuesto dos
grupos: un grupo general de FAEs de primera eleccién y uno alternativo (Tabla 2)
(Harrison, 2013). El tratamiento debe iniciarse en monoterapia, empleando dosis
terapéuticas adecuadas o bien alcanzando paulatinamente las dosis maximas del FAE
(Lonso L. 2009).

Tabla 2. Seleccion de los farmacos de acuerdo a las crisis (Harrison,2013)
Crisis Crisis de ausencia

Crisis de ;. . s .
e s atipicas, mioclonicas,
ausencia tipica 2.4
atonicas

generalizadas y Crisis focales
toénico clonicas

Primera linea
‘. . Lamotrigina o . ‘- .
Acido valproico mOrigin: Acido valproico Acido valproico
. Carbamazepina . S
Lamotrigina . Etosuximida Lamotrigina
. Oxcarbamazepina .
Topiramato : Topiramato
Levetiracetam
Alternativas
Topiramato
ST
Zonisamida* /Z.O nlsamlda'
. Acido valproico
Fenitoina . E o
. Tiagabina
Carbamazepina T .
. Gabapentina Lamotrigina Clonazepam
Oxcarbamazepina VI
. Lacosamida Clonazepam Felbamato
Fenobarbital )
. Fenobarbital
Primidona .
Felbamato Primidona
Felbamato
Fenitoina
*Como tratamiento adjunto

Por otro lado, 1a guia practica clinica (GPC) de la Secretaria de Salud en México
en su actualizaciéon 2015, menciona el uso de la carbamazepina (CBZ), el
levetiracetam (LEV), la fenitoina (PHT) y la zonisamida (ZNS) como farmacos de
eleccion en el tratamiento inicial en monoterapia para adultos con epilepsia. La
lamotrigina (LTG) y la gabapentina (GBP) son los tratamientos de eleccién para adultos
que presenten CE focales, mientras que el tratamiento de primera linea para las CE
ténico clonicas generalizadas (TCG) es el acido valproico (AVP) que es mas eficaz que
la LTG y mejor tolerado que topiramato (TPM) considerando el riesgo teratogénico
asociado a este (Secretaria de Salud, 2015).
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4.3 Carbamazepina y su mecanismo de accion.

La carbamazepina (CBZ) es un antiepiléptico derivado de iminoestilbeno
relacionado con los antidepresivos triciclicos utilizado principalmente en neuralgia del
trigémino, como antimaniaco y en las crisis ténico-clonicas parciales o convulsiones
generalizadas secundarias (Aldaz et al., 2011). Como antiepiléptico pertenece al grupo
denominado de “segunda generacion” y es eficaz para el tratamiento de las
convulsiones tonico-clonicas generalizadas y las crisis parciales, pero no frente a
ausencias tipicas, mioclonias y convulsiones febriles. Se sabe que la CBZ estabiliza
las membranas nerviosas hiperexcitadas, inhibe las descargas neuronales y reduce la
propagacion sinaptica de los impulsos excitatorios. Aunque el modo de accidn no esta
claro, su principal mecanismo de accion puede ser la prevencidon de descargas
repetitivas de potenciales de accion dependientes de sodio en neuronas
despolarizadas y el bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje. Por otra
parte, la reduccién del glutamato y la estabilizacién de las membranas neuronales
pueden ser los responsables de los efectos antiepilépticos, mientras que los efectos
antipsicéticos se deben a la reduccion de la produccion de dopamina y de la
noradrenalina. El alivio del dolor en neuralgia puede ser debido al bloqueo de la
transmision sinaptica en el nudcleo trigémino. La CBZ posee adicionalmente
propiedades anticolinérgicas, antiarritmicas, relajantes musculares, sedantes y

bloqueantes neuromusculares (Benarroch, 2009).

4.3.1 Propiedades fisicoquimicas.

% Formula quimica: C1sH12N20

% Peso molecular: 236.27 g/mol

% Descripcién: polvo cristalino blanco.

% Es insoluble en agua, soluble en cloroformo, poco soluble en metanol y
acetona (a 25°C)

% Punto de fusion: 190-192 °C

% Densidad: 1.296 g/cm3 (-115 °C)
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% pKa: 13.94

% Coeficiente de particién: 2.67 (a 25 °C en n-octanol/agua)

% Entalpia de vaporizacion: 66,3 kJ / mol

% Es estable a presion de 760 mmHg y temperatura de 25 °C.

% Se descompone en O6xido nitrogenado, monéxido y diéxido de carbono
(O’Neil, M. 2006) (FEUM. 2010).

4.3.2 Posologia de carbamazepina.

En adultos con epilepsia, al principio se administraran 100-200 mg, 1 0 2 veces
al dia, y la dosis se aumentara lentamente hasta alcanzar el efecto 6ptimo, que en
general es de 400 mg, 2 a 3 veces diarias. En algunos pacientes pueden ser
apropiados 1600 mg o incluso 2000 mg/dia.

En nifios con epilepsia se aconseja iniciar el tratamiento de la siguiente manera:

e De 4 anos o menores se recomienda 20-60 mg/dia, que se aumentara en 20-
60 mg cada 2 dias hasta llegar a la dosis de mantenimiento.
e Enlos ninos mayores de 4 afios 100 mg diarios, incrementandose en 100 mg a

intervalos semanales, hasta llegar a la dosis de mantenimiento.

En general, la dosis de mantenimiento es de 10-20 mg/kg de peso corporal al dia

repartida en varias tomas.

En el tratamiento de la mania aguda y en los trastornos afectivos bipolares, el
margen posolégico es de aproximadamente 400-1600 mg/dia; la dosis usual es de
400-600 mg diarios distribuidos en 2 o 3 tomas. En la neuralgia del trigémino, se
elevara lentamente la posologia inicial de 200 a 400 mg/dia, hasta que se instaure la
analgesia. Posteriormente, se hara la reduccidén gradual de la dosis hasta el nivel de
mantenimiento mas bajo posible. Se aconseja la dosificacion inicial de 100 mg 2 veces
al dia en los pacientes de la tercera edad (Novartis, 2009).
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4.3.3 Farmacocinética.

Las propiedades farmacocinéticas de la CBZ son complejas; ya que dependen
de su limitada solubilidad y de su capacidad para autoinducir el metabolismo hepatico,
lo que incrementa su inactivacion enzimatica. Al ser administrada por via oral se
absorbe con lentitud y de manera erratica, siendo su biodisponibilidad cercana al 70%.
La CBZ se distribuye con rapidez por todos los tejidos y el tiempo para alcanzar la
concentracion maxima (Cmax) en sangre es muy variable, de 4 a 24 horas. Alrededor
de un 75-80% de la CBZ se fija a proteinas plasmaticas, mientras que el E-CBZ se une
en un 50%, resultando en una fraccién libre de farmaco de 20 a 25% (Ruiz, 2011).

Como consecuencia de la induccidn de las enzimas hepaticas, la vida media de
la CBZ es mas larga en individuos que reciben so6lo una dosis de 200 mg (promedio
cercano a 40 horas) respecto a quienes reciben tratamiento crénico (alrededor de 20
horas) (Figura 1) (Aldaz et al., 2011). El efecto terapéutico y las concentraciones
séricas de carbamazepina en estado estacionario se pueden evaluar 2-3 semanas
después de iniciar el tratamiento o después de un aumento de la dosis. A partir de ese
momento el aclaramiento aumenta, la vida media disminuye y la acumulacién del

farmaco se vuelva mas lenta.

Concentracion plasmatica (pg/ml)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
/T\

Tiempo (horas) Ultima dosis

Figura 1. Concentracion plasmatica de carbamazepina segun su tratamiento: agudo (linea
continua) y cronico (puntos). Dosis de mantenimiento (linea punteada) (Ruiz, 2011).

Algunos estudios retrospectivos y observacionales recomiendan para el
tratamiento de las crisis epilépticas, trastornos psiquiatricos y neuralgia del trigémino
un intervalo terapéutico entre 4-12 pg/mL (17- 51mol/L). La uniéon a proteinas
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plasmaticas es muy variable entre los individuos, ya que esta ligada tanto a la aloumina

como a la a-1-glicoproteina acida (AGP) (Bauer, 2008).
4.3.4 Biotransformacion.

La CBZ se metaboliza casi completamente en el higado y sélo alrededor del 5%
del farmaco se excreta de forma inalterada (Kim et al., 2005). La principal via
metabdlica es la conversidén a E-CBZ (Pearce et al., 2008). Esta reaccion es catalizada
principalmente por el CYP3A4, aunque se ha sugerido que CYP2C8 y CYP3AS5
también se encuentran involucrados (Hung et al., 2010).

Por otro lado, las vias metabdlicas menores incluyen una hidroxilacion
aromatica para formar el compuesto 2-hidroxi-CBZ (2-OH-CBZ) a través de multiples
CYPs involucrados y la formacion de 3-hidroxi CBZ (3-OH CBZ), catalizada por las
isoformas CYP2B6 y CYP3A4 (Pearce et al., 2008). En la Figura 2 se muestra la forma
molecular de CBZ y de sus metabolitos.

Carbamazepina

0

Qo

[

OH

H2N HEN

10,11-epoxicarbamazepina 3-hidroxicarbamazepina 2-hidroxicarbamazepina

HzN Q' trans-10,11-dihidroxicarbamazepina

Figura 2. Forma molecular de carbamazepina y sus metabolitos (Ruiz, 2011).
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4.3.5 Metabolito principal (10,11-epoxicarbamazepina).

La 10,11-epoxicarbamazepina (E-CBZ) es un metabolito activo que contribuye
tanto a los efectos terapéuticos, como a los efectos tdxicos del farmaco. Las
concentraciones de E-CBZ tienden a ser mayores en los pacientes que toman
inductores enzimaticos y menor en los pacientes que toman inhibidores de las enzimas
CYP3A4 y CYP3AS. En la actualidad, el rango terapéutico de este metabolito, no se
conoce con precision aunque un intervalo recomendado es de 0.4-4 ug/mL (Bauer,
2008).

4.3.5.1 Propiedades fisicoquimicas del 10,11-epoxicarbamazepina.

% Férmula quimica: C15H12N202

< Peso molecular: 252.268 g/mol

% Solubilidad en agua: 1.34 mg/ mL (a 25 °C)

% Coeficiente de Particion: 1.97 (a 25 °C en n-octanol/agua)

s pKai:-3.7

% pKaz: 15.96

% Distribucion bioldgica: citoplasma, sangre, orina, rinén e higado
(The Metabolomics Innovation Centre (TMIC), 2016)

4.3.6 Monitoreo y reacciones adversas de carbamazepina.

Los niveles plasmaticos de CBZ deben ser monitoreados en los pacientes para
prevenir y detectar efectos secundarios relacionados con concentraciones elevadas
de CBZ como son: nauseas, vomitos, letargo, mareos, somnolencia, dolor de cabeza,
vision borrosa, diplopia, inestabilidad, ataxia y falta de coordinacion. Se ha reportado
gue algunos pacientes comienzan a experimentar dichos efectos cuando se presentan
niveles cercanos al extremo superior del intervalo terapéutico de CBZ (> 8 ug/mL).

Ademas debido a su autoinduccion hepatica, estos efectos adversos también
pueden ser observados durante periodos de ajuste de la dosis cuando ésta es

aumentada; es por eso que los cambios en la dosis deben realizarse lentamente para
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minimizar los efectos secundarios. Sin embargo, los pacientes con concentraciones
mayores a los 12 pg/mL, clasificadas como "téxicas" pueden no presentar signos o
sintomas de toxicidad, pero aumenta la probabilidad de que se produzca un efecto

adverso.

Debido a que la CBZ tiene efectos antidiuréticos asociados a niveles reducidos
de argipresina (hormona antidiurética HAD), algunos pacientes pueden desarrollar
hiponatremia (disminucion de sodio) durante el tratamiento cronico, siendo

recomendable la evaluacion periddica de las concentraciones séricas de sodio.

Los efectos adversos hematolégicos por el tratamiento con CBZ se pueden
dividir en dos tipos: la anemia aplasica y la agranulocitosis. En raras ocasiones se
produce leucopenia, pero esta no requiere una intervencidn terapéutica, ya que en
algunos pacientes, una disminucion del recuento de glébulos blancos (3000
células/mm? o menos) puede persistir y no parece causar ningln efecto perjudicial.
Por otro lado se puede observar una trombocitopenia en conjunto con una leucopenia
severa (<2500 células / mm?) o una anemia. Estos efectos pueden ser graves y por lo
general requiere la interrupcién farmacolégica (Novartis, 2009).

La hepatitis inducida por medicamentos se ha reportado también debido a la
terapia con carbamazepina; sin embargo, estos efectos adversos tienden a ocurrir al
principio del tratamiento (Bauer, 2008). Otros efectos secundarios idiosincraticos
incluyen erupciones en la piel, como el sindrome de Stevens-Johnson y reacciones

similares al lupus sistémico (Novartis, 2009).

Es importante que las concentraciones seéricas de carbamazepina sean
medidas en la mayoria de los pacientes epilépticos con este tipo de terapia, para evitar
los efectos adversos asociadas a este farmaco. Debido a que la epilepsia es un estado
de enfermedad episddica, los pacientes no experimentan convulsiones de forma
continua. De este modo, durante el ajuste de la dosis es dificil determinar si el paciente
esta respondiendo al tratamiento con farmacos o simplemente no esta experimentando

descargas anormales del sistema nervioso central en ese momento (Bauer, 2008).
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4.3.7 Interacciones farmacoldgicas de la carbamazepina.

Se ha demostrado que la CBZ es un potente inductor de enzimas
metabolizadoras de farmacos como CYP1A2, CYP2C9 y CYP3A4, por lo que presenta

diversas interacciones con farmacos que se administran de manera concomitante y

que utilizan estas rutas metabdlicas (Tabla 3).
Tabla 3. Sustratos, inhibidores e inductores de la familia CYP3A4 (Bauer, 2008).

Enzima
Citocromo P- Sustratos Inhibidores Inductores
450
Alfentanilo Midazolam Amiodarona Aminoglutetimida
Alprazolam Nefazodona Amprenavir Barbituricos
Amiodarona Nelfinavir Aprepitant Bexaroteno
Amlodipino Nicardipina Atazanavir Bosentan
Atorvastatina Nifedipina Claritromicina Carbamazepina
Bepridil Nisoldipine Danazol Dexametasona
Bromocriptina Nitrendipina Darunavir Efavirenz
Buspirona Oxicodona Delavirdina Modafinilo
Carbamazepina Pioglitazona Diltiazem Nevirapina
Cerivastatina Prednisolona Eritromicina Oxcarbamazepina
Clorfeniramina Prednisona Fluconazol Fenobarbital
Cilostazol Progesterona Fluvoxamina Fenitoina
Cisaprida Quinidina Jugo de toronja Primidona
Claritromicina Quinina Imatinib Rifabutina
Clonazepam Rifabutina Indinavir Rifampicina
Clopidogrel Ritonavir Isoniazida Hierba de San
Ciclosporina Salmeterol Itraconazol Juan
Delavirdina Saquinavir Ketoconazol Troglitazona
Familia Dexametasona Sildenafilo Mifepristona
Diazepam Simvastatina Miconazol
CYP3A4 Diltiazem Sirolimus Nefazodona
Disopiramida Sufentanilo Nelfinavir
Donepezilo Tacrolimus Norfloxacina
Doxorrubicina Telitromicina Quinupristina
Eritromicina Teniposido Ritonavir
Estradiol Terfenadina Saquinavir
Felodipino Testosterona Tamoxifeno
Fentanilo Teofilina Telitromicina
Finaterida Topiramato Troleandomicina
Flurazepam Triazolam Verapamilo
Hidrocortisona Verapamilo Voriconazol
Indinavir Vinblastina Zafirlukast
Itraconazol Vincristina
Ketoconazol Voriconazol
Lansoprazol Zalepion
Lidocaina Ziprasidona
Loratadina Zolpidem
Losartan Zonisamida

Lovastatina

Metilprednisolona
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Algunos FAEs, como el felbamato, la lamotrigina, la fenitoina, el fenobarbital, la
primidona, la tiagabina y el topiramato disminuyen las concentraciones de CBZ en el
estado estacionario ya que aumentan el aclaramiento debido a que son inductores de
la enzima CYP3A4 (Bu et al., 2005).

Los inductores de la CYP3A4 como la CBZ disminuyen las concentraciones
séricas en estado estacionario de diversos farmacos como: anticonceptivos orales,
antagonistas de canales de calcio, antidepresivos triciclicos, ciclosporinas, tacrolimus,
teofilina y warfarina. Por esta razén, cuando se afiade CBZ al régimen de
medicamentos de un paciente, se debe evaluar la pérdida del efecto terapéutico de los

farmacos concomitantes.

La cimetidina, los antibiéticos macrdlidos, los antifungicos azoles, la fluoxetina,
la fluvoxamina, la nefazodona, la ciclosporina, el diltiazem, el verapamilo, el indinavir
y el ritonavir son ejemplos de medicamentos que inhiben el metabolismo de la CBZ,
por lo que disminuyen su aclaramiento, aumentando las concentraciones de CBZ en

el estado estacionario.

Por ultimo, es importante tener en cuenta que la administracién de una dosis de
CBZ con jugo de toronja aumenta alrededor del 40% el area bajo la curva (AUC) y la

concentracion maxima sérica (Cmax) del farmaco (Bauer, 2008).

4.4 Cromatografia liquida de alta resolucion.

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es la técnica analitica de
separacibn mas empleada por su versatilidad, sensibilidad, facil adaptaciéon a
cuantificaciones exactas y su idoneidad para la separacidon de especies no volatiles o
termolabiles (Aldaz et al., 2011)

Su fundamento consiste en la separacién de un analito de una mezcla por medio
de su distribucion entre una fase mavil (un liquido con cierta polaridad) (y una fase
estacionaria (un sélido empacado dentro de una columna). La separacion se logra
gracias a que cada molécula avanzara a lo largo del sistema con una velocidad

diferente que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Por lo tanto, al
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término del recorrido por la columna, cada una de las moléculas eluird con un tiempo
diferente (Skoog, 2001).

Existen dos tipos de cromatografia segun la polaridad de la fase estacionaria:

o Cromatografia de fase normal: La fase estacionaria puede ser un sélido
adsorbente (silice o alumina), o bien, un soporte al que se unen quimicamente
moléculas organicas que presentan grupos funcionales de alta polaridad (ciano, amino,
etc).

e Cromatografia de fase reversa (inversa): La fase estacionaria tiene una
naturaleza apolar (cadenas hidrocarbonadas, grupos fenilo) y las interacciones que se
producen son inespecificas.

Los componentes basicos de un sistema de cromatografia de liquidos de alta

resolucién son:

» Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de mezclado de
eluyentes si es de tipo gradiente)
» Dispositivo de inyeccion

A\

Columna analitica
> Detector

4.4.1 Detectores

Los detectores empleados en la cromatografia liquida de alta resolucién se han
disefiado y adaptado con la finalidad de medir bajas concentraciones de analito.
Ademds, serd seleccionado con base a las caracteristicas fisicoquimicas de la
molécula analizada. Los distintos detectores se clasifican segun se encarguen de
medir una propiedad del soluto (como deteccién de absorcion UV, de masas, de
fluorescencia y electroquimico) o de la disolucion (como detector del indice de
refraccion, de constante dieléctrica y de densidad) (Skoog, 2001).
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4.4.1.1 Detector de ultravioleta/visible.

Cuando se hace pasar una radiacidn electromagnética a través de compuestos
que presentan determinados grupos funcionales, éstos experimentan una excitacion
electronica a causa de la absorcion de energia, a una longitud de onda que sera
especifica para cada grupo funcional.

En los detectores de absorcidn ultravioleta, la linea base representa la maxima
transmision de luz, y cualquier desviacion de ella indicara pérdida o absorcion de
radiacion. La utilizacion de la absorcion de luz ultravioleta o visible para analizar a los
distintos componentes que lleva una disolucién, es una extensién natural de la
espectrofotometria, por lo tanto las moléculas analizadas que presenten grupos
cromoforos absorberan en alguna region del espectro. Las caracteristicas de la
absorcién UV de una determinada muestra se pueden conocer por medio del registro

de su espectro de absorcidén en un espectrofotémetro de barrido (Kenneth, 2004).

4.4.2 Métodos analiticos para la cuantificacion de carbamazepina en plasma a
través de CLAR con detector de UV.

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas principales de los métodos
analiticos publicados para la cuantificaciéon de CBZ asi como para algunos de sus

metabolitos por cromatografia liquida de alta resolucién con detector de UV/vis.
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Analito
cuantificado

Carbamazepina

Método de
extraccion

Liquido-
Liquido con
Hexano-
alcohol
isoamilico

Tabla 4. Métodos analiticos por CLAR /UV para la cuantificacion de

Estandar
Interno

Prazicuantel

Selectividad en
presencia de

lamotrigina,
valproato,
primidona,
fenitoina

Intervalos de
linealidad.

CBZ0.8a20
ug/mL

CONDICIONES DE

Fase Estacionaria

Columna Zorbax
Eclipse XDB-C8

de 5 um (4.6 x 150

mm)

Fase I

H20/ ACN
(55/45 % \

Carbamazepina
oxcarbamazepina
y lamotrigina
monohidroxi-
carbamazepina
dihidroxi-
carbamazepina
E-CBZ

Fenobarbital,
primidona,
fenitoina,
carbamazepina
E-CBZ

trans-diol,
oxcarbamazepina
licarbamazepina
lamotrigina

Extraccion
en fase
sélida.

Desproteinizac
ion con 1 mL
de metanol.

Extraccién
en fase
sélida en
cartucho
Oasis® HLB
(30 mg, 1
mL).

Cieptamida

Ketoprofeno

Felbamato,
gabapentina,
topiramato,
levetiracetam,
etosuximida,
fenitoina, acido
valproico.

amitriptilina,
clorpromazina,
clonazepam,
dexametasona,
diazepam,
digoxina,
fluoxetina,
haloperidol,
hidroclorothiazid
a, ibuprofeno,
levetiracetam,
lorazepam,
mirtazapina,
naproxen,
omeprazol,
paracetamol,
ranitidina, acido
salicilico,
sertralina,teofilin
a, venlafaxina.

CBZ 0.3-60 pug/mL,
LTG 0.3-80 pg/mL,
oxcarbamazepina
0.1-50 pg/mL.
monohidroxi-

carbamazepina 0.5—

150ug/mL dihidroxi-

carbamazepina 0.5—

50 pg/mL.

Fenobarbital 0.25—-

100 pg/mL
primidona 0.4-50
pg/mL

fenitoina 0.5-50
pg/mL

CBZ,E-CBZyLTG

0.1-50 g/mL
oxcarbamazepina
0.1-25 pg/mL
trans-diol
carbamazepina
0.25-10 pg/mL
licarbamazepina
0.15-80 pg/mL.

Columna Zorbax
SB-CN, 5um
(4.6 x 250 mm)
Pre-columna
LichroCART®
4-4 RP-8, 5um

Pre-columna
LiChroCART®

Columna
Purospher Star®
C18 3 uym (55 mm
x 4 mm)

H20O/ ACN/
(72.5/ 15.0/
viv
Adicionadc
1mL acido :
y 0.6 mL de
trietilamina
pH 4.2 con
acético

H20/ meta
ACN/ trieti
(68.7/25/6,
%V/IV)

pH 6.5 cor
orto-fosfor
85%



Analito
cuantificado

Oxcarbamazepina,
carbamazepina,
lamotrigina,
fenitoina,
fenobarbital,
primidona

Carbamazepina
E-CBZ
trans-diol
carbamazepina

Método de
extraccion

Precipitacion
de proteinas
con metanol

Extraccion en
fase sélida.

Extraccién en
fase sélida:
Cartuchos
Oasis HLB.

Estandar
Interno

Clozapina

Amoxapina

Selectividad en
presencia de

Desmetilclozapina
desclorfeniramina
dibenzapina,
maprotilina,
risperidona,
triprolidina,
haloperidol,
orfenadrina y
reboxetina

Fenobarbital,
lamotrigina,
olanzapina,
clonazepam
fenitoina.
clozapina

Intervalos de
linealidad.

CBz,

E-CBZ,

trans-diol
carbamazepina,
primidona: 2—40
png/mL
fenobarbital: 0.5~
20 pg/mL

oxcarbamazepina:

CBZ:0.5-15.0
pg/mL,

E-CBZ: 12.5-15
000.0 ng/mL
trans-diol
carbamazepina,
12.5-2500.0

CONDICIONES DE

Fase
Estacionaria

Columna
Spherisorb C18
4.5 um

(150 x 4.0 mm)

Columna
Microsorb MV
Rainin C8
5um

(150 x 4.6 mm)

Fase

Metanol/AC
de fosfatos
pH 3 (19.2/
64.0 % v/v)

con 0.63%
trietilamina

Metanol/AC
de fosfatos
15 mM pH
(62.5/20.0/
V/V) con trie
18 mM

Carbamazepina
E-CBZ,
fenitoina
fenobarbital

Extraccion en
fase sélida.

Acido metil-
pentil
barbitdrico

especificaciones
de los farmacos
antiepilépticos
evaluados.

Sin datos del
intervalo de
linealidad.

LiChrospher 100
RP-18 column
(125 mm x 4
mm, 5 um

Agua: Acet
(78:22 %v/

Carbamazepina y
E-CBZ

Extraccion
liquido-

liquido con
acetato de

Lamotrigina
valproato,
fenitoina,
fenobarbital

CBZ: 0,4-20,0
pug/mL

E-CBZ: 0,3-12,0
pug/mL

Columna
LiChrospher
60 RP-Select B
5um

(250 x 4 mm)

pH 7,0/ A
tetrahidrof
isopropan
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4.5 Validacion de un método analitico.

La validacion de un método analitico consiste en una serie de procedimientos
que demuestran que un método es reproducible y confiable para cumplir con el
propdsito para el que fue disefiado (FDA, 2013).

Mientras que una validacién parcial (confirmacion del método) se basa en
evidencia objetiva para demostrar que al aplicar un método normalizado o
anteriormente validado, cumple con las especificaciones del mismo y se cuenta con la
competencia técnica para realizarlo adecuadamente tomando en consideracion las

instalaciones, equipo y personal.

Los métodos normalizados son aquellos que son publicados por alguna instancia
regulatoria o establecida como:

¢ Normas Oficiales Mexicanas (NOM)

e Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)
¢ Normas Mexicanas (NMX).

e Métodos Oficiales del AOAC

e Standard Methods

e Environmental Protection Agency (EPA)

e Pesticide Analytical Manual (PAM)

e Collaborative International Pesticides Analytical Council (CIPAC)
e United States Pharmacopoeia (USP)

e British Pharmacopoeia (BP)

e American Society for Testing Materials (ASTM)

¢ International Standard Organization (ISO)

e Codex Alimentarius

e Food and Drug Administration (FDA)

e Food and Agriculture Organization (FAQO)

e European Commission (CE)

e United States Department of Agriculture (USDA)
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Un método no normalizado es aquel que fue desarrollado por un laboratorio
(método propio). Incluyendo también a aquellos métodos normalizados que han sido

modificados, ampliados o usados fuera de su alcance (COFEPRIS, 2011).

Para el caso de métodos destinados al analisis de muestras bioldgicas, existen
diversas guias que ayudan para el desarrollo de la validacion de los métodos
analiticos. En México se emplea la Norma Oficial Mexicana NOM 177-SSA1-2013. En
su apartado 9 habla sobre validacién de métodos analiticos. Por otro lado, en Estados
Unidos, la agencia regulatoria FDA expidié una guia para la validacion de métodos
bioanaliticos. Ambas indican los pardmetros a evaluar y criterios que se deben cumplir
en métodos analiticos para cuantificar farmacos en matrices biol6gicas. También
incluyen algunas consideraciones generales como que todas las curvas de calibracion
y puntos control (PC) de farmaco deben prepararse en la misma matriz en la que se
cuantificaran las muestras reales y que el contenido de disolvente usado en ellas no

debe ser mayor al 5 % del volumen total preparado.
4.5.1 Definiciones de los parametros de validacion.

Para entender los procedimientos que se evalian en una validacién, es
necesario definir cada uno de los parametros. La guia de la Naciones Unidas
(UNODC, 2010) incluye definiciones generales de los parametros de validacién en

muestras bioldgicas, las cuales son:

o Selectividad. Mide la capacidad del método para identificar/cuantificar los
analitos de interés en presencia de otras sustancias, endégenas o exégenas, en una

muestra problema en las condiciones exigidas por el método.

o Linealidad e intervalo de trabajo. Se considera que un método es lineal cuando
existe una relacién directamente proporcional entre la respuesta obtenida cuando se
aplica el método y la concentracion del analito en la matriz dentro del rango de
concentraciones del analito buscado (intervalo de trabajo). El intervalo de trabajo esta
definido por la finalidad del método y puede representar sélo una parte de la totalidad
de la linea recta. Frecuentemente se utiliza como criterio de aceptacion un coeficiente

de correlacion (r) alto; del 0.99. Sin embargo se puede utilizar un método que no

34



cumpla con un coeficiente de correlacion tan alto pero permita cumplir los fines

previstos para lo que fue desarrollado.

o Precisién. Refleja los errores aleatorios que se producen cuando se utiliza un
método. Las condiciones en que se mide la precision se dividen en condiciones
repetibles y condiciones reproducibles. La repetibilidad de las condiciones existe
cuando el mismo analista, analiza muestras el mismo dia y con el mismo instrumento
o los mismos materiales, asi como en el mismo laboratorio. Cualquier cambio de estas
condiciones (por ejemplo, diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
instrumentos, diferentes laboratorios) implica que las condiciones seran reproducibles.
La precision normalmente se mide en términos de coeficiente de variacidén (CV) de los
resultados analiticos obtenidos con patrones de control preparados

independientemente.

La precisidén depende de la concentracion y debe medirse con concentraciones
diferentes dentro del intervalo aceptado, normalmente en la parte baja, media y alta de
éste. Una precision aceptable en el nivel inferior de concentracion es del 20% de CV,
mientras que en concentraciones mas altas la precision debe menor al <15% de CV.
En algunos casos estos criterios de aceptacion pueden ser flexibles; por ejemplo, en
los analisis de muestras de material bioldgico, en los que los efectos de matriz pueden

ser importantes.

o Exactitud. Describe la cercania del valor obtenido por el método, con el valor
real del analito adicionado (FDA, 2013). Esta diferencia entre los resultados previstos
del analisis y el valor obtenido, es debido a un error sistematico del método.
Normalmente se expresa en porcentaje. Los criterios de aceptacion de la exactitud

deben ser similares a los utilizados para medir la precision (UNODC, 2010).

o Recuperacién: Se entiende por recuperacion a la respuesta obtenida en el
detector después de la adiciéon y extraccién del analito en la matriz biolégica, en
comparacién con la respuesta obtenida del analito en disolucién. También puede
entenderse como el porcentaje de farmaco, metabolito o estandar interno presente

inicialmente en la matriz, que llega hasta el final del procedimiento.
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Los analisis de recuperacién deben hacerse comparando los resultados
analiticos de las muestras extraidas con tres concentraciones (normalmente iguales a
las de las muestras control utilizadas para valorar la precision y exactitud del método).
No es necesario que la recuperacion del analito sea del 100%, pero el porcentaje de
recuperacion (del analito y del estandar interno) debe ser constate (a cualquier tipo de
concentracion analizada), preciso y reproducible.

o Estabilidad: Para validar un método debe demostrarse las condiciones en las
que los analitos se mantienen estables durante todo el procedimiento de analisis,

incluido su almacenamiento antes y después de éste (UNODC, 2010).
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V. Planteamiento del problema

Actualmente, la CBZ es uno de los farmacos de eleccion para iniciar el
tratamiento de la epilepsia. El efecto terapéutico, asi como la toxicidad de la
carbamazepina estan relacionados con su biodisponibilidad y esta es afectada por la
biotransformacion hepética a través de la enzima CYP3A4, la cual es autoinducida por
el propio farmaco durante el tratamiento crénico (Giessmann et al., 2004). Por otro
lado, la disminucion o el aumento de las concentraciones plasmaticas del farmaco
pueden deberse a un efecto de induccién o inhibicidbn enzimatica por farmacos
administrados de manera concomitante asi como por variaciones en la respuesta
interindividual. Lo anterior crea la necesidad de analizar la correlacion de la funcion
enzimatica con las concentraciones plasmaticas de CBZ y E-CBZ, asi como la
implicacién con la aparicion de reacciones adversas en pacientes epilépticos. Sin
embargo, un requisito para establecer esta relacién es contar con un método analitico
validado capaz de cuantificar de manera confiable las concentraciones plasmaticas de
CBZ asi como de su metabolito principal E-CBZ.

VI. Justificacion

Es necesario el monitoreo terapéutico, tanto de CBZ como de E-CBZ, con el fin
de optimizar la terapia individual y disminuir los efectos adversos tales como mareos,
cefalea, temblor, somnolencia, insomnio, vértigo, ataxia, diplopia, depresion,
hiponatremia, parestesias, etc. De acuerdo a la literatura, la aparicion de los eventos
adversos puede presentarse cuando las concentraciones plasmaticas de CBZ son
mayores a 8 ug/mL, aunque el intervalo terapéutico de CBZ sea de 4-12 ug/mL (Bu et
al., 2005), mientras que para el E-CBZ el intervalo recomendado para no presentar
reacciones adversas es de 0.4 - 4 ug /mL (Bauer L., 2008).

La cuantificacién de CBZ y E-CBZ en plasma brindara informacién sobre las
concentraciones en los pacientes con este tratamiento y su asociacidon con la aparicion
de eventos adversos, mejorando el diagnéstico diferencial de los signos y los sintomas
atribuibles a una toxicidad dependiente de la concentracion (Bialer, 2012).
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VII. Hipétesis

e Sise desarrolla un método por CLAR que cumpla con los parametros indicados
en la NOM-177-SSA1-2013 sera posible la cuantificacién de CBZ y E-CBZ en

pacientes con epilepsia bajo tratamiento con CBZ.

VIil. Objetivo General

e Desarrollar y validar un método analitico por CLAR para cuantificar los niveles
plasmaticos de CBZ y E-CBZ en sus intervalos terapéuticos, de acuerdo a la
NOM-177-SSA1-2013.

IX. Objetivos especificos

« Establecer las condiciones cromatograficas para la separacion y cuantificacioén
de CBZ y de su metabolito E-CBZ a través de CLAR.

« Seleccionar un estandar interno para la cuantificacion de CBZ y E-CBZ.

o Seleccionar un sistema de extraccion liquido-liquido que permita obtener el
mayor porcentaje de recuperacion del farmaco y de su metabolito a partir de
plasma adicionado.

« Establecer los intervalos de trabajo para cuantificar CBZ y E-CBZ.

« Validar el método analitico conforme a las especificaciones de linealidad,
precision, exactitud, selectividad y estabilidad que indica la NOM-177-SSA1-
2013.

o Comprobar la aplicabilidad del método analitico con muestras provenientes de
consulta externa del INNN con tratamiento de CBZ y E-CBZ para determinar

sus niveles plasmaticos.
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X. Metodologia

10.1 Material, reactivos, instrumentos y equipos.

10.1.1 Materiales.

X/
L X4

Tubos de ensayo con tapén de rosca de 16x100 mm
Tubos de ensayo Pyrex 16x100 mm ®

Matraz volumétrico de 5 mL, 10 mL, 25 mL, 500 mLy 1L
Tubo aforado de 1 mly 2 mi

Frasco de rosca de 500 mL y 1000 mL

Vaso de precipitado de 25, 50, 250 y 500 mL

Probeta de 100, 250 y 500 mL

Embudos de vidrio

Embudo de separacién

Matraz Erlenmeyer 1 L

Tubos de plastico de rosca de 100 mL

Papel filtro #4 (125mm) y #42 (Whatman ® )

Micro pipetas 10-100 pL, 20-200 uL y 100-1000 pL Eppendorf ®
Puntas para micro pipetas

Repipeteador 0.5 — 10 mL Eppendorf ®

Punta para repipeteador 10 mL Eppendorf ®

Piseta con agua destilada y desionizada

Pipetas pasteur de vidrio

Para film

Guantes de latex

10.1.2 Consumibles cromatograficos.

s
s
<
DS

*

X/
o

Microviales 100 uL

Septas para microviales

Membranas de filtracion 0.45 um (Millipore®)

Sistema de filtracion para disolventes HPLC

Columna cromatografica Eclipse XDB C18 5 um (4.5 x 150 mm) (Agilent®)
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10.1.3 Sustancias de referencia.

% Carbamazepina grado HPLC Sigma-Aldrich®

% 10,11-epoxicarbamazepina grado HPLC Sigma-Aldrich®
% Venlafaxina grado USP Sigma-Aldrich®

% Valproato de magnesio grado HPLC Sigma-Aldrich®

% Lamotrigina grado HPLC Sigma-Aldrich®

+ Difenil-hidantoina (fenitoina) grado HPLC Sigma-Aldrich®
% Clonazepam grado HPLC Sigma-Aldrich®

% Prazicuantel grado HPLC Sigma-Aldrich®

% Clozapina grado HPLC Sigma-Aldrich®

% Acetaminofén grado HPLC Sigma-Aldrich®

% Levetiracetam grado HPLC Sigma-Aldrich®

10.1.4 Reactivos.

¢+ Acetonitrilo J.T Baker, grado HPLC

% Agua desionizada Milli Q®

% Alcohol metilico J.T Baker, grado HPLC

“ Metil ter butil éter grado analitico

++ Alcohol isoamilico grado analitico

% Hexano grado analitico

% Acetato de etilo grado analitico

% Eter isopropilico grado analitico

% Hidroxido de sodio (NaOH) grado analitico.

% Fosfato de potasio monobasico (KH2PQO4) grado analitico.

% Acido clorhidrico (HCI) 1 N

% Plasma humano proveniente del banco de sangre del INNN, con pruebas
serolégicas negativas a: Anti T cruzi ELISA, ANTI-VIH + 2 ELISA, Ags HB
ELISA, ANT-VHC ELISA, ANTI-T pallidum ELISA y rastreo de anticuerpos

irregulares.
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10.1.5 Equipos e instrumentos.

% Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (Agilent® 1200 Series) con detector de
uv

% Potenciémetro marca Beckman ®

% Centrifuga marca Beckman ®

% Parrilla eléctrica marca Thermolyne ®

% Sistema de purificacién de agua marca Milli-Q ® Integral

% Balanza analitica marca Sartorius ®

% Vortex marca Thermolyne ®

% Multiagitador de pulsos Glas-Col ®

% Ultracongelador Thermo Scientific™ REVCO ™

< Evaporador con corriente de Nitrogeno (N2) para tubos de muestra y bano maria
(Thermolyne ®).

+ Bano de ultrasonido (Branson ®)

10.2 Desarrollo del método analitico.

10.2.1 Principales condiciones cromatograficas evaluadas. En el Diagrama 2 se
muestran los parametros evaluados para el desarrollo empirico del método. Las
condiciones cromatograficos se evaluaron con la finalidad de seleccionar las mas

apropiadas para el analisis, principalmente se enfoc6 en obtener una resolucion

completa.
CBZ 0.5—-20 pg/mL 0.4 ng/mLCBZ
E- CBZ 0.2-10 pg/mL 0.2 ng/mL E-CBZ Longitud de 210 nm
Onda 235 nm
Intervalos de trabajo
Lic Flujo 1.0 mL/min
Fenitoina
Lamotrigina Inyeccién 20 pL

Valpraato de o Condiciones
Magnesio Selectividad .

cromatograficas
Clonazepam Estandar
Levetiracetam interno
Fluoxetina

Prazicuantel
Clozapina
Acetaminofem
Venlafaxina

Fase estacionaria Fase movil
Columna Eclipse pH ajustado
XBD C18 5 pum ACN - H,0 ACN-MeOH-H,0 ACN-MeOH-KH,PO, ACN-KH,PO, a 3.0 con
(4.5 x 150 mm) HCla 1 N.
(45:55 % v/v) - ( 7
(40:60 % v/v) _ _ 17:20:63 % 35-65 % v/v
(30:70 % v/v) (25: 20: 55% v/v) ( v/v) (33-67% v/v)

Diagrama 2. Condiciones Cromatograficas evaluadas durante el desarrollo del método.
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10.2.2 Preparacion de soluciones de trabajo.

10.2.2.1 Preparacion de las soluciones stock y diluciones.

Solucién stock de CBZ: Se pesaron 5 mg de CBZ los cuales se disolvieron en
metanol. Finalmente se aforé a un volumen de 5 mL con metanol, obteniendo una

concentracion de 1mg/mL.

Solucién stock de E-CBZ. Se pesaron 2.5 mg de E-CBZ los cuales se disolvieron
en metanol. Finalmente se afor6 a un volumen de 5 mL con metanol, obteniendo una

concentracion de 500 pg/mL.

Solucién stock de VXN (estandar interno (El)). Se pesaron 5 mg de VXN los
cuales se disolvieron en metanol. Finalmente se aforé a un volumen de 5 mL con

metanol, obteniendo una concentracion de 1mg/mL.
10.2.2.2 Soluciones estandar

o Solucién estandar de CBZ (100 pug/mL): de la solucion stock de 1 mg/mL se tomé

0.5 mL y se aforé a 5 mL con metanol grado HPLC.

o Solucién estandar de E-CBZ (100 ug/mL): de la solucién stock de 500 pg/mL se
tom6 1 mL y se |aforé a 5 mL con metanol grado HPLC.

o Solucién estandar de CBZ (100 pug/mL): de la solucion stock de 1 mg/mL se tomé
0.5 mL y se aforé a 5 mL con metanol grado HPLC.

Dichas soluciones tanto las stock, como las estandar se conservaron refrigeradas y
aisladas de la luz hasta su uso.
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10.2.2.3 Diluciones de las soluciones stock de carbamazepina y 10,11-

epoxicarbamazepina en metanol (linealidad en disolucién).

Se prepararon a partir de las soluciones stock de CBZ y E-CBZ, los 7 niveles
de concentracién evaluadas en la linealidad del método, aforadas en 1 mL de metanol.
Las concentraciones propuestas se muestran en la tabla 5. De igual forma se
presentan las concentraciones de la muestra control baja (MCB), muestra control
media (MCM) y muestra control alta (MCA) en metanol.

Tabla 5. Concentraciones propuestas para las disoluciones de la curva patrén y muestras control

CBZ (ug/mL) H E-CBZ (ug/mL)
Intervalo terapéutico *
en monoterapia [4-12.0] e
Intervalo de trabajo [0.5-20.0] [0.2-9.0]
Muestras Concentracién
0.5 0.2
Curva de ;g 01'5
calibracion (7 5 3
niveles de 10 5
concentracion) 15 2
20 9
MCB 1 0.4
MCM 6 2.5
MCA 12 6
MCD 24 12
LiC 0.5 0.2

* Intervalo recomendado para el monitoreo del metabolito en pacientes con tratamiento de CBZ (Bauer, 2008)

10.2.2.4 Preparacion de la curva de calibracion de CBZ y E-CBZ en plasma
(linealidad en matriz biologica).

En las tablas 6 y 7 se muestra las alicuotas de CBZ y E-CBZ adicionadas en un
mismo matraz aforado de 10 mL, para la preparacion de las curvas de calibracién en
plasma de cada uno. La adicion de ambas alicuotas para aforar a 10 mL de plasma no
excedid el 5% del volumen final cumpliendo la caracteristica que indica la NOM-177-
SSA1-2013.

43



Tabla 6. Preparacion de la curva de calibracion de carbamazepina en plasma

Concentracionde Volumende Volumende Concentracion

CBZ (pg/mL) la alicuota aforo con final de CBZ
(mL) plasma (mL) (ng/mL)

100 0.05 10 0.5
100 0.15 10 1.5
100 0.25 10 2.5
1000 0.05 10 5

1000 0.1 10 10
1000 0.15 10 15
1000 0.2 10 20

Tabla 7. Preparacion de la curva de calibracion de E-CBZ en plasma

Concentracion de Volumen de Volumen de Concentracion
E-CBZ (ng/mL) la alicuota aforo con final de E-CBZ
(mL) plasma (mL) (ng/mL)
100 0.03 10 0.2
100 0.06 10 0.6
100 0.1 10 1
100 0.3 10 3
500 0.1 10 5
500 0.14 10 7
500 0.18 10 9

10.2.2.5 Preparacion de las muestras control en plasma humano.
En la Tabla 8 y 9 se muestra la preparacion de las muestras control en plasma
para CBZ y E-CBZ respectivamente.

Tabla 8. Preparacion de las muestras control baja, media y alta de carbamazepina en plasma

Muestra Concentracionde Volumende Volumende Concentracion

control la disolucion la alicuota aforo con final de CBZ
stock (ug/mL) (mL) plasma (mL) (ng/mL)
Baja 100 0.1 10 1
Media 1000 0.06 10 6
Alta 1000 0.12 10 12

Tabla 9. Preparacion de las muestras control baja, media y alta de E-CBZ en plasma

Muestra Concentracionde Volumen de Volumen de Concentracion

control la disolucion la alicuota aforo con final de E-CBZ
stock (ug/mL) (mL) plasma (mL) (ng/mL)
Baja 100 0.04 10 0.4
Media 500 0.05 10 2.5
Alta 500 0.12 10 6
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10.2.2.6 Preparacion de la disolucion del limite inferior de cuantificacion en
plasma humano.

Se prepar6 una dilucion a una concentracion de 0.2 pg/mL para E-CBZ y 0.5
ug/mL para CBZ en plasma humano a partir de diluciones de 100 pg/mL de acuerdo a
latabla6y 7.

10.2.2.7 Solucién de hidréxido de sodio (NaOH) a 1.5 N.
Se pesaron 30 g de NaOH y se depositaron en un vaso de precipitado de 500
mL afadiendo aproximadamente 200 mL de agua grado HPLC para disolver.

Posteriormente se transfirid a un matraz volumétrico de 500 mL y llevado a volumen.

10.2.2.8 Preparacion de las muestras control en disolucion (recuperacion).

A partir de las soluciones stock se preparé 1 mL de las muestras control en
solucién, a una concentracién final obtenida por la relacién de la concentracion inicial
contenida en 1 mL de muestra en plasma y el volumen de reconstitucion.

Las concentraciones finales al reconstituir con 50 pL de metanol, se calcularon a partir

de la siguiente formula:

[concentracion inicial de la muestra plasmatica]

[concentracién final] = —
volumen de reconstitucion

Tabla 10. Concentraciones finales de CBZ y E-CBZ para la curva de calibracion y muestras control.

Muestra Concentracion final Concentracion final
carbamazepina (ug/mL) de E-CBZ (ug/mL)
MCB 20 8
MCM 120 50
MCA 240 120
LIC 10 4
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10.2.2.9 Preparacion de las disoluciones de los farmacos propuestos para la
evaluacion de selectividad en metanol y plasma.

Se obtuvo una incidencia de los farmacos concomitantes utilizados en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” a través de
un muestreo de pacientes bajo tratamiento de CBZ (tamafo de la muestra: 120
pacientes con epilepsia y una duracion de muestreo de 2 afios). Se prepararon en un
1 mL de metanol las soluciones stock de VPA, LTG, PHT, CZP y LEV a una
concentracion de 1 mg/mL. Y se prepararon diluciones en plasma a las
concentraciones mostradas en la Tabla 11 de cada una de las muestras control baja,
media y alta de los farmacos evaluados en selectividad.

Tabla 11. Concentraciones propuestas de los farmacos evaluados en selectividad.

Estandar Intervalo terapéutico  MCB MCM MCA
evaluado (ng/mL) (wg/mL)  (ng/mL)  (ng/mL)
VPA [50-100] 50 75 100
LTG [4.0-10.0] 4 7.5 10
PHT [10.0-20] 10 15 20
Cczp [0.5-6.0] 0.5 3 6
LEV [12-46] 12 30 46

10.2.3 Preparacion de soluciones de fase movil.
10.2.3.1 Preparacion de la solucion de acetonitrilo: agua.

Se preparé una mezcla de 500 mL de acetonitrilo: agua (ACN: H20) a una
proporcién de 45:55, 40:60 y 30:70 % v/v, las proporciones en volumen se midieron en

probetas por separado y se mezclaron en un frasco de vidrio de 500 mL con tapa rosca.

10.2.3.2 Solucién de buffer de fosfato de potasio monobasico 15 mM, pH 3.0.

Para obtener una concentraciéon de 15 mM, se pesaron 2.040 g de fosfato de
potasio monobasico (KH2POs4) el cual se disolvié en 400 mL de H20. Se ajust6é a un
pH de 3 con HCI 1N y se colocé en un matraz volumétrico de 1 L. Se llevo al volumen
con agua grado HPLC.
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10.2.4 Seleccion de estandar interno.

El estandar interno (El) es util para asegurar la confiabilidad de los resultados y
éste es seleccionado de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas, las cuales deben
denotar un comportamiento similar al analito evaluado durante todas las etapas de
extraccion y cuantificacién. Se evaluaron los siguientes farmacos: prazicuantel (PZQ),
clozapina (CZP), acetaminofén (APAP) y venlafaxina (VXN). Estos farmacos fueron
seleccionados de los antecedentes analizados de los métodos validados para la
cuantificacion de CBZ, entre las principales propiedades fisicoquimicas compartidas,
es el valor cercano de pka y absorcion de UV a la misma longitud de onda.

10.2.5 Selecciéon del método de extraccion liquido-liquido de CBZ y E-CBZ en
plasma.

Con la finalidad de obtener una recuperaciéon constante y cuantificable de los
compuestos se evalu6 empiricamente una mezcla de extraccion hexano: alcohol
isoamilico (98.5:1.5 %v/v) como disolvente de extraccion, asi también se empled por
separado, disolventes como acetato de etilo, éter isopropilico y metil terbutil éter.

Se transfiri6 1 mL de muestra plasmatica (muestra blanco, muestra control o
muestra problema) a un tubo de centrifuga por quintuplicado y se le agregaron 400 pL
de NaOH a 1.5 N, asi como 100 pL de estandar interno (El) de una dilucion de 100
ug/ml. Se agregaron 4 mL de disolvente de extraccion y se agité por 2 min en un vortex
multi-pulso a 95 rpm.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min y se
congelaron a -70 °C por 25 min. Se decant6 el disolvente y se evapor6 en un bafno
maria a 40 °C, bajo corriente de nitrdgeno. La muestra se reconstituyé con 50 pL de
metanol, transfiriéndola a micro viales para su analisis cromatografico. Se incluyé una

muestra blanco de plasma y muestra cero (matriz con estandar interno).
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10.3 Validacion de método analitico.
Una vez que se seleccionaron tanto las condiciones cromatograficas como el
método de extraccion, se procedio a la validacion del método analitico como se indica

a continuacion.

10.3.1 Parametros de validacion de acuerdo a la NOM-177.
10.3.1.1 Selectividad.

Se debe demostrar la no interferencia de compuestos enddégenos de la matriz
biol6gica, mediante la evaluacion individual de al menos 6 unidades de ésta. Asimismo
demostrar que la matriz lipémica y hemolizada no interfieren en la separacién
cromatografica y cuantificacioén de los metabolitos en estudio.

Se agregd la concentracion correspondiente al limite superior e inferior del
intervalo terapéutico de cada uno de los farmacos concomitantes seleccionados (PHT,
LGT, VPA, CZP y LEV) en la MCA y MCB, de la CBZ y del E-CBZ en metanol y en
plasma.
10.3.1.2 Limite inferior de cuantificacion.

Este criterio se determind por medio del andlisis por quintuplicado de la
concentracion mas baja de la curva de calibracion, 0.5 pg/ml para CBZ y 0.2 pg/mi
para E-CBZ. Esta concentracion corresponde al 5% del limite superior del intervalo
terapéutico.

Criterio de aceptacion:
e Se determind el limite inferior del E-CBZ y CBZ con base a su intervalo terapéutico

recomendado.

10.3.1.3 Linealidad.

Se prepararon y analizaron tres curvas de calibracion, a siete niveles diferentes
de concentracion (N=21), dentro del intervalo de 0.5-20.0 pg/mL para CBZ y 0.2-9.0
ug/mL para E-CBZ. Se incluy6 una muestra blanco de matriz y una muestra cero por
cada curva de calibracién.
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Las correlaciones se construyeron como Rh vs concentracion, donde Rh es la relacion
de alturas de pico obtenidas para los analitos y el estandar interno. La linealidad se
determind a través del coeficiente de correlacidén mayor o igual al 0.99%.

Criterios de aceptacion:

e Los datos de concentracidon recuperada de la curva de calibracion deben estar
dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel de concentracion,
excepto para el limite inferior de cuantificacién, ya que puede ser menor o igual
que el 20%. Al menos el 75% de las concentraciones de la curva de calibracion
con un minimo de 6 puntos deben cumplir con este criterio.

e Cuando un punto de la curva de calibracion no cumpla con el criterio de
aceptacion, debe ser rechazado y la curva de calibracién debe ser recalculada

sin modificar el modelo matematico.

10.3.1.4 Precision.
10.3.1.4.1 Repetibilidad.
Se prepararon por quintuplicado las muestras plasmaticas correspondientes a
LIC, MCB, MCM y MCA, MCD.
Criterio de aceptacion:
e EI CV% del valor promedio no debe ser mayor que el 15%, excepto para el limite
inferior de cuantificacién, el cual debe ser menor o igual que 20% para métodos

cromatograficos.

10.3.1.4.2 Reproducibilidad.

Se analizaron en tres corridas analiticas diferentes y en 2 dias diferentes, las
muestras control baja, media, alta y el LIC, cada una por quintuplicado. Para concluir
que el método es reproducible el criterio de aceptacion es que el CV sea menor a 15%

para muestras control y menor o igual a 20 % para el LIC.
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10.3.1.5 Exactitud.
De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculd la desviacion de la
concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacién) empleando la

siguiente ecuacion.

% desviacion= 100 x (Concentracion adicionada - Concentracion obtenida)

Concentracion adicionada

Criterio de aceptacion:
El valor promedio del % de desviacién no debe ser mayor que el 15%, excepto

para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que 20%.

10.3.1.6 Estabilidad.

10.3.1.6.1 Pruebas a largo plazo.

Se analizaron por quintuplicado la muestra control alta y baja almacenadas a -
20°C, durante 30 y 60 dias. Esta temperatura es en la que el laboratorio almacenaria
las muestras provenientes de pacientes tratados con la CBZ. Transcurrido este tiempo,
las muestras fueron procesadas y analizadas. La concentracién se calculé por medio
de la interpolacion de la respuesta en una curva de calibracion recién preparada. Se
determind precisidn y la exactitud con respecto tanto de CBZ como de E.CBZ.

Como criterio de aceptacion: la concentracién promedio debe estar dentro de un CV <
15% y un DS < 15% comparadas con la concentracion nominal.

10.3.1.6.2 Estabilidad de la muestra procesada.

Se analizé por quintuplicado la estabilidad de los analitos de muestras control
procesadas, las cuales después de la extraccion se mantuvieron las muestras sin
reconstituir en refrigeracién a -20°C, completamente protegidas de contaminacién y de
luz. Las muestras plasmaticas fueron MCB y MCA, mientras que los lapsos de
almacenamiento fueron de 3, 7 y 15 dias. Los resultados fueron interpolados en una
curva de calibracién elaborada en el momento, verificando parametros de precisioén y

exactitud (< 15%) como criterios de aceptacion.
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10.3.1.6.3 Estabilidad en el automuestreador.

Las muestras control baja y alta procesadas fueron analizadas y colocadas en
el automuestreador por quintuplicado con tapa y septa a temperatura ambiente.
Ademas en la corrida analitica se incluyé adecuabilidad, curva patrén en plasma de 7
niveles de concentracion, asi como muestra de plasma blanco y muestra cero. El

tiempo total de esta corrida analitica en promedio fue de 9 horas.

10.3.1.6.4 Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion.

Se prepararon muestras plasmaticas de CBZ y E-CBZ, las cuales se
almacenaron a temperatura de congelacién (-20°C) durante 12 horas, pasando ese
lapso de tiempo se colocaron en la mesa de trabajo para ser descongeladas durante
4 horas a temperatura ambiente. Este procedimiento se denomina “ciclo de
congelacién-descongelacién”, de acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013, se realiz6 un
total de tres ciclos de congelacién-descongelacion.

10.3.1.7 Recuperacion de acuerdo a la FDA.

De acuerdo a los parametros de validacion de la NOM-177-SSA1-2013, este
criterio ha sido eliminado en su actualizacion 2013, sin embargo se considerd
importante realizarla con base a la guia de validacién de la FDA.

La recuperacién en las muestras plasmaticas se evalué comparando la
respuesta de las concentraciones MCB, MCM y MCA en plasma preparadas por
quintuplicado, contra la respuesta de las concentraciones esperadas en solucion. Se
calculé el porcentaje de recuperacién en plasma a partir de la siguiente formula:

(h)Altura de la concentracion obtenida en plasma

Porcentaje de recuperacion = —
(h) Altura de la concentraciéon esperada en metanol

Los datos promedio de las evaluaciones de las muestras control por
quintuplicado debe tener un coeficiente de variacion (CV) menor al 15%, excepto para
el limite inferior de cuantificacion, ya que puede ser menor o igual que el 20%. El
porcentaje de recuperacién no necesariamente debe ser del 100%, pero debe ser
constante y reproducible. (FDA, 2013)
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10.4 Aplicacion del método analitico para el analisis de muestras provenientes

de pacientes con epilepsia bajo tratamiento con CBZ.

Con el objetivo de evaluar la aplicacién del método en muestras reales, se analizaron

muestras de plasma provenientes de pacientes bajo tratamiento con CBZ
10.4.1 Poblacién.
30 Pacientes con diagnéstico de epilepsia tratados con CBZ en mono o politerapia.
10.4.2 Criterios de inclusion.
» Pacientes con diagnéstico de epilepsia bajo tratamiento con CBZ en mono o
politerapia.
= Pacientes que acudan a consulta en el INNNMVS que acepten participar en el
estudio y firmen el consentimiento informado.
» Hombres y mujeres mayores de 18 anos de edad.

10.4.3 Criterios de exclusion.

= Pacientes que no acepten participar en el estudio.

= Pacientes con falta de adherencia al tratamiento con CBZ.

» Pacientes que no cumplan con las condiciones necesarias para la toma de
muestra sanguinea para la cuantificacién de las concentraciones plasméaticas
de CBZy E-CBZ.

» Pacientes con participacidon en otro protocolo de investigacion, donacién de
sangre o pérdida significativa de sangre en las 12 semanas previas al estudio.

10.4.4 Toma de muestra sanguinea.

Una vez que el paciente hubiera alcanzado el estado estacionario (10 dias), se
tomaron dos tubos de sangre (5 mL cada uno), en ayuno y antes de la siguiente dosis.
Las muestras se tomaron en tubos con heparina de sodio. Las muestras sanguineas
se centrifugaron para separar el plasma y el paquete globular y se congelaron a -20°C

hasta el momento de su analisis.
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Xl. Resultados y Discusion

11.1 Desarrollo del método analitico.
11.1.1 Condiciones instrumentales evaluadas.

Las condiciones propuestas que resultaron adecuadas para el método, fueron
las siguientes: columna Eclipse XBD C-18 5 um (4.5 x 150 mm), el volumen de
inyeccion de 20 pL y el flujo de la fase movil a 1 mL/min. Estas condiciones fueron
establecidas por un método previo, el cual fue desarrollado solo para la cuantificacion
de CBZ en plasma (Guerrero, 2014).

La evaluacion de una longitud de onda de 235 nm propuesta por Serralheiro
(2013) para la deteccion de CBZ y sus metabolitos no tuvo variacién con respecto a la
respuesta obtenida a la longitud de onda de 210 nm reportada por Madrioli y
colaboradores (2002) consiguiendo dos opciones de deteccién en el método. Se eligid
esta ultima por ser evaluada en la deteccion de otros antiepilépticos, asi este método
podria ser evaluado para la cuantificacién de alguno de estos, en una perspectiva de
cuantificacion simultanea.

En la figura 3 se muestra un cromatograma de CBZ, E-CBZ y prazicuantel (El)
evaluados a la longitud de onda seleccionada y las condiciones cromatograficas
evaluadas inicialmente (ACN: H20 45/55 %v/v, prazicuantel como El y deteccion a 210
nm).
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Figura 3. Cromatograma de CBZ y E-CBZ con las condiciones cromatogréficas iniciales.
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Se obtuvo una curva patron con los 7 niveles de concentracién para CBZ y E-
CBZ en solucién, demostrando una correlacion lineal (r?) de 0.9962 para el ECBZ y
0.9979 para CBZ (Figura 4).
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Figura 4. a) Curva de calibracién de E-CBZ en metanol. b) Curva de calibracién de CBZ en metanol.

11.1.2 Seleccidn del disolvente para la extraccion liquido- liquido.

En la tabla 12 se muestran los resultados de recuperacion para cada uno de los
disolventes evaluados. Como puede observarse, se obtuvieron porcentajes bajos de
recuperacion del E-CBZ con la mayor parte de los disolventes estudiados; la relacion
de la senal del metabolito en relacion a la senal de la CBZ y el El denotan un bajo
porcentaje de recuperacion (alrededor de 4%). La evaluacion de diferentes disolventes
para la extraccion tuvo como objetivo aumentar la recuperacion del E-CBZ, mostrando
una sefal detectable, constante y cuantificable.
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Tabla 12. Porcentaje de recuperacion de las muestras control de CBZ y ECBZ
con diferentes disolventes.

: Muestra CBZ E-CBZ (E]
DISOIVente en P taje d P taje d Py taje d
HH orcentaje de | dasyiacion ® orcentaje e jaqyiacign o rgéﬁe:raal:‘aié: desviacion
utilizado plasma A | % C.V. recuqsracmn v A ATA ;z% A AAA
Mezcla MCB | 4419 | 847 | 19.18 | 344 | 061 | 17.76 | 67.56 | 12.0 | 17.77
Hexano- MCM 49.25 10.29 | 20.91 4.76 0.98 | 20.60 67.04 12.58 | 18.77
Alcohol MCA 48.37 3.51 7.26 5.45 0.87 | 15.96 77.74 8.05 10.35

MCB 134.77 | 20.01 14.85 85.70 6.92 8.08 76.49 5.22 6.83
Acetatode | MCM 94.04 5.97 6.35 82.08 2.01 2.45 84.91 3.73 4.39

etilo MCA | 97.99 | 101.91| 1.04 | 77.61 | 2.59 | 3.34 | 79.90 | 4.94 | 6.19
promedio| 108.93 | 81.80 80.43

MCB | 7534 | 3.8 | 423 | 1092 | 0.63 | 580 | 7196 | 3.28 | 4.57

Eter McM | 5172 | 296 | 573 | 1053 | 055 | 522 | 7353 | 212 | 2.89

isopropilico| MCA 61.08 2.84 4.65 10.50 0.98 9.40 73.42 3.95 5.39

promedio

MCB 75.00 1.08 1.45 39.95 1.63 4.10 80.61 3.38 4.20

té\fsm” MCM 80.00 3.6 4.50 42.28 1.72 4.08 97.85 2.83 2.89
éter MCA 78.00 0.94 1.20 43.00 1.58 3.69 99.80 2.90 291

promedio  77.67 | 41.74 92.75%
*Se muestran los resultados de 5 extracciones por cada disolvente (n=5).

El resultado de la extraccion a partir de una mezcla de hexano-alcohol

isoamilico mostré una recuperacion baja del metabolito (4.55 %), como se observa en

la Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma de MCA extraida con hexano-alcohol isoamilico (98.5-1.5 % v/v).
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Al emplear el acetato de etilo como disolvente de extraccion se obtuvieron
porcentajes de recuperacion mayores al 100% para la CBZ, Esto fue debido a la
extraccidon de impurezas provenientes de la matriz bioldgica que coeluyen con el
analito, lo que gener6 un aumento en la respuesta asi como la pérdida de simetria del
pico correspondiente (Figura 6). La presencia de esta impureza se corrobor6 en la
muestra blanco extraida con este disolvente. Con el fin de evaluar que la impureza no
se debiera al NaOH empleado para la extraccion (Ruiz M., 2011), se realizaron pruebas
de extraccién con adicién y sin adicion de NaOH; sin embargo, no hubo cambios
notorios, observandose en ambos casos la misma impureza. Se obtuvo un promedio
de recuperacién de 81.80% para E-CBZ y de 108.93% para E-CBZ. Los coeficientes
de variacion para de las muestras control empleando este disolvente se puede
observar en la Tabla 12.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (ECBZ0000067.D)
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Figura 6. Cromatograma de CBZ y E-CBZ extraida con acetato de etilo. (MCA).

Otro disolvente evaluado para la extraccion fue el éter isopropilico (figura 7). Se
obtuvieron porcentajes de recuperacion constantes (CV% <15). Sin embargo, la
recuperacion del metabolito continud siendo baja, de 10.65% en promedio y de 62.71%
para el farmaco (Tabla 12). Se realiz6 una variante en la metodologia de extraccién,
aumentando el tiempo de agitacion establecido de 2 a 4 min con la finalidad de
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mantener un mayor contacto disolvente-matriz; sin embargo, se obtuvieron los mismos

resultados.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (ECBZ0000126.D)
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Figura 7. Cromatograma de CBZ y E-CBZ en MCB extraida con éter isopropilico.

Considerando que con el éter isopropilico se obtuvieron porcentajes de
recuperacion constantes, se optd por emplear un disolvente similar, pero con mas
afinidad para la extraccion de la CBZ. De esta manera, se evalud el uso de metil terbutil
éter como disolvente de extraccién. Con este disolvente se logré un porcentaje de
recuperacion del 40 % de metabolito, el cual fue ademas constante (Figura 8). Para la
CBZ la recuperacion fue del 80 %, manteniendo un coeficiente de variaciéon menor al
5 %, haciéndolo iddéneo para ser empleado para la cuantificacion de estos metabolitos.
Por otro lado, se comprobd que la alcalinizacion con NaOH a 1.5 N beneficia la
extraccion al mantener al farmaco y al metabolito en forma no ionizada, debido a su
elevado pka de 13.94 para la CBZ (FEUM, 2016) y de 15.96 para el E-CBZ (TMIC,
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Figura 8. Cromatograma de CBZ y E-CBZ en MCB extraida con metil tert butil éter.
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11.1.3 Seleccion de la fase movil.

La eleccidn de la fase movil se realiz6 con base en la resolucion de las senales
correspondientes a la CBZ, el E-CBZ y el El. De manera similar, se buscé una

selectividad adecuada en presencia de algunos farmacos antiepilépticos utilizados de

manera concomitante en el tratamiento de pacientes con epilepsia. En la Figura 9 se

muestra un cromatograma correspondiente al analisis que se hizo empleando la fase
mévil ACN: H20 en una proporcién 55:45 (% v/v). Como puede observarse, la senal

correspondiente a la LTG aparece en el mismo en el tiempo de retencion del E-CBZ,

mientras que la PHT apareci6 en el mismo tiempo de retencién de la CBZ (Figura 10).

=]
<

Q&
T‘

.
(

s )

R
a
w
N

50 —

| ‘i‘ LTG

4} 3.174

VWD1 A, Wavelength=210 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-08-24 14-11-57\ECBZ0000283.D)
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Figura 9. Cromatograma de E-CBZ y LTG eluidas con fase mévil ACN: H20 (55:45 % v/v).
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Figura 10. Cromatograma de: a) CBZ b) CBZ/PHT eluidas con fase mévil ACN: H20 (55:45 % v/v).
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A partir de estos resultados se realizaron evaluaciones de la fase mévil antes
mencionada con variaciones en la proporciéon de los componentes de la misma. La
primera evaluacion fue una proporcion (40:60 %v/v); como resultado de este cambio
se obtuvo una ligera separacion de las sefales provenientes de la PHT y la CBZ, como
se muestra en la figura 11, en donde se identifican ambos. Sin embargo, no hay una
resolucién completa de los picos. De acuerdo a lo reportado por Costa Q. y
colaboradores en el 2008, donde emplearon una fase mdévil con mayor proporcion
acuosa (70 %) y evaluaron la separacion empleando la fase mévil 30: 70 % (v/v) ACN:
H20 logrando una resolucion completa, se optd por evaluarla esa misma fase pero solo
se obtuvo un separacién parcial de las sefiales correspondientes a la CBZ y la PTH,

aunque no hay una resolucién completa de los picos (Figura 12).
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Fiaura 11. Cromatoarama de todos los farmacos en fase movil de ACN: H20 (40:60 % v/v).

Por otro lado, con esta fase mévil no se logré la separacion de las senales del
metabolito y la LTG, ya que los tiempos de retencion fueron cercanos (Figura 12). Es
por ello que se evalud el incluir un disolvente polar que sustituyera la proporcidon
aumentada en la fase acuosa con la finalidad de mejorar la resolucién de los
componentes, proponiendo una proporcion de 25: 20: 55 % v/v de ACN: MeOH: H20;
esta fase mévil fue propuesta por Franceschi en el 2005 y por Serralheiro en el 2013.
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Sin embargo, como puede observarse en la Figura 13, no se obtuvo la selectividad

deseada.
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Fiaura 12 Cromatoarama de los farmacos en fase mévil de ACN: H>O (30:70 % v/v).

VWD1 A, Wavelength=210 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-08-28 12-09-32\ECBZ0000340.D)
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Figura 13. Cromatoerama de los farmacos en fase movil de ACN: MeOH: H»O (25: 20: 55 % v/v).

Conforme a estos resultados, se opté por cambiar por completo la fase acuosa
a buffer de fosfatos 15 mM, ajustado a pH 3 con HCI 1N. La proporcion de la fase no
polar se mantuvo como en la evaluacién anterior (ACN: MeOH: KH2PO4 % v/v de 17:
20: 63). En la Figura 14 se muestra la separacion completa de las sefales
correspondientes al E-CBZ (6.772 min) y la LTG (3.328 min), obteniendo resultados

60



Maestria en Ciencias Farmacéuticas

que concuerdan a lo reportado por Bugamelli, en el 2012. Sin embargo, ademas de
que fue necesario incrementar el tiempo de la corrida para que apareciera la senal de
la CBZ, no hubo resolucion de las senales de CBZ (15.028 min) y PHT (15.582 min).

VWD1 A, Wavelength=210 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-08-31 13-30-02.ECBZ0000343.D)
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Figura 14 Cromatograma de los farmacos en fase mévil de ACN: MeOH: buffer KH2PO4 (17: 20: 63 % Vv/v).

A continuacién, con base a los resultados obtenidos, se propuso evaluar una
fase mévil de 35: 65 % v/v de ACN: KH2PO4. En la Figura 15 se muestra la resolucion

casi completa de todos los farmacos comprobando una mejor separacion de las

sefales.
VWD1 A, Wavelength=237 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-09-01 12-04-05\ECBZ0000358.D)
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Figura 15. Cromatograma de los farmacos en fase mévil de ACN: buffer de KH2PO4 (35: 65 % v/v).
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Finalmente, para optimizar la resolucion de CBZ con PHT, se realiz6 una ligera
modificacién, evaluando una proporcion de 33:67 % v/v de ACN: KH2PO4 15 mM.
Como puede observarse en la Figura 16, con esta fase mévil se logré la resolucién de
todas las sefales, por lo que se selecciond como la mas adecuada para la separacion

o
cromatografica.
VWD1 A, Wavelength=210 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-09-02 10-59-38\ECBZ0000364.D)
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Figura 16. Cromatograma de los farmacos en fase mévil de ACN: buffer de KH2PO4 (33: 67 % v/v).

Es importante mencionar que en todas las evaluaciones para la seleccién de la
fase movil, se incluyé al valproato de magnesio; sin embargo, éste no fue detectable
debido a que no absorbe en la regidon UV/vis. De igual forma se incluyeron al
clonazepam y al levetiracetam los cuales tuvieron un tiempo de retencion de 1.885 y

1.693 min respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Cromatograma de CLZ (a) y LEV (b) en fase moévil de ACN: buffer de KH2PO4 (33: 67 % v/v).
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11.1.4 Seleccidén de estandar interno.

Un estandar interno debe mostrar caracteristicas fisicoquimicas similares a la
CBZ, entre las principales a considerar son el pka y que su absorcion en la regién de
ultravioleta fuera en la longitud de onda de 210 nm. Ademas, el estandar interno debe
presentar un tiempo de retencién aceptable, una recuperacién constante, asi como
una buena resolucién cromatografica, lo cual es mas probable si posee caracteristicas

fisicoquimicas similares a las del analito en cuestion.

A partir de estas caracteristicas, el primer estandar interno propuesto fue
prazicuantel (PZQ) el cual presenta un pka de 19.38 y es detectable a 210 nm (TMIC,
2016). Al evaluar el PZQ se observd que el tiempo de retencién se vio afectado por el
cambio de la polaridad de la fase mévil empleada para mejorar la selectividad,
mostrando tiempos de retencién cercanos a los 20 min (Figura 13), totalmente
diferente al tiempo de retencion inicial de 6 min, cuando se evalu6 una fase movil de
ACN: H20 (45:55%uv/v) (Figura 18). Ademas mantuvo este comportamiento similar al
emplear buffer de fosfatos 15 mM.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (LTGISRT\ECBZ 2015-05-13 13-27-47\ECBZ0000005.D)
mAU <

600 —

11.282

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Figura 18. Cromatograma de PQZ en fase mévil de ACN: H20 (45: 55 % v/v).

Por lo anterior, se propuso la evaluacién de otros farmacos para la seleccion del
estandar interno. El primer farmaco evaluado fue la clozapina, que presentd un tiempo
de retencion de 4.174 min (Figura 19), el cual no interferia en la cuantificacién CBZ ni
del metabolito. Sin embargo, se present6 una variabilidad significativa en la extraccion.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (ECBZ0000366.D)
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Figura 19 Cromatograma de clozapina en fase mévil de ACN: buffer de KH2PO4 (33: 67 % viv).

A continuacion, se evalué al acetaminofén por presentar caracteristicas
fisicoquimicas semejantes a los antiepilépticos, su pka es de 9.38 (TMIC, 2016). Este
farmaco present6 un tiempo de retencidén de 1.789 min (Figura 20) por lo que tanto la
LGT como la CLZ pueden interferir con la sefial del acetaminofén (tiempos de retencion

1.94 y 1.88 min, respectivamente).
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Figura 20. Cromatograma de acetaminofén en fase mévil de ACN: buffer de KH2PO4 (33: 67 % v/v).

Por ultimo, se evalud a la venlafaxina como posible estdndar interno cuyo pka
es de 14.42 (FEUM, 2010); ademas, absorbe en la misma regiéon que la CBZ de
acuerdo a lo reportado por Sarmiento en el 2012. Este farmaco presenté un buen
porcentaje de recuperacion (90 %) al ser extraido con metil ter butil éter, ademas de
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no interferir en los tiempos de retencion de los metabolitos cuantificados (tiempo de

retencion 2.567 min, Figura 21). Ademas, la variabilidad en la respuesta fue baja, con
un CV% menor a 5 %.
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Figura 21 Cromatograma de venlafaxina en fase mévil de ACN: buffer de KH2PO4 (33: 67 % v/v).
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11.2 Validacion del método analitico.
11.2.1 Condiciones instrumentales seleccionadas.
En la Tabla 13 se resumen las condiciones instrumentales que resultaron adecuadas

a partir del desarrollo del método para la cuantificacién de CBZ y su metabolito.

Tabla 13. Condiciones instrumentales para la cuantificacion de CBZ y E-CBZ en plasma.

| Parametros instrumentales _______ Condiciones |
Fase movil ACN: Buffer de KHoPO4 15mM (33:67 %
v/v) pH=3
Modo de elucion Isocratico
Longitud de onda 210 nm
Columna Eclipse XBD C-18 5 mcm, 4.6 x 150 mm
Flujo de fase movil 1 mL/min
Volumen de inyeccion 20 uL
Temperatura de trabajo Ambiente
Modo de cuantificacion Estandar interno y curva de calibracion
Unidades de concentracion ug/mL
Parametro de integracion Altura
Volumen de EI agregado 100 uL (solucion stock 100 pg/mL)
Tiempo de retencion de CBZ 5.8 min
Tiempo de retencion de E- CBZ 3.2 min
Tiempo de retencion de EI (VXN) 2.3 min
Tiempo de corrida 7 min

En la figura 22 se muestra el cromatograma con los analitos extraidos en plasma

adicionado y analizado con las condiciones seleccionadas para la cuantificacién de la
CBZy el E-CBZ.
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Figura 22. Cromatograma de una muestra plasmatica adicionada con E-CBZ (0.4 ug/mL), CBZ
(1.0 pg/mL) y VXZ (10.0 pg/mL).
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11.2.2 Selectividad.

Como resultado de la evaluacién de 6 unidades de matriz biolégica normal, se
demostrd6 que los componentes enddégenos del plasma no interfieren en la
cuantificacion de la CBZ y su metabolito (Figura 25). Ademas, se demostro selectividad
a partir de matriz hemolizada y lipémica; en ambos casos no existen interferencias
enddgenas que estén presentes en los mismos tiempos de retencién de la CBZ y el E-
CBZ.

AN A, WMok 1] I S0 EI I T

a . 1 2 = 4 . 3 E e

Figura 25. Cromatograma de plasma normal sin presencia de interferencias endoégenas en los tiempos
de retencion de la CBZ y el E-CBZ

En la Figura 26 se muestra la selectividad del método al evaluar la presencia de
farmacos antiepilépticos concomitantes (LTG, VPA, PHT, CLZ y LEV) en conjunto con
los analitos en solucién, observando que no interfieren ni modifican los tiempos de
retencion de los mismos. En la figura 27 se muestra el cromatograma correspondiente
a una muestra plasméatica adicionada con los farmacos concomitantes y los analitos.
Al extraer las muestras plasmaticas con los farmacos mencionados se observé que ni
la PHT, nila CLZ son recuperados de la matriz biolégica, de tal forma que en el andlisis

de estas muestras ya no son detectables.
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Figura 26. Cromatograma de CBZ, E-CBZ, VXN (El) y los farmacos concomitantes (PHT, VPA, LTG, CLZ
y LEV) en metanol.

mAl ]
3500 (LTG)
3000-5
2500—5 é
: ©
zooo—; (CB2)
1500—5 (E'CBZ)
o
3 o
: 3
1000 (VxN) [El] i (PHT)
Compuestos o
500- Endégenos - (CLZ) N
5 BN g
0- L —lTTEN e N o 5 e D
0 i 2 2 s s e 7 mn

Figura 27. Cromatograma de una muestra plasmatica adicionada con CBZ, E-CBZ, VXN (El) y los
farmacos concomitantes (PHT, VPA, LTG, CLZy LEV).

11.2.3 Limite inferior de cuantificacion.
Se evalué por quintuplicado el valor mas bajo de la curva de calibracion, el cual

fue de 0.2 ug/mL para el E-CBZ y de 0.5 pg/mL para la CBZ. Los resultados mostraron
una precision en CV de 6.9% y una exactitud (DS) del 15.8% para el caso de la CBZ;
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para el E-CBZ se obtuvo una precisién de 5.10%, asi como una exactitud de 18.42%
cumpliendo con el parametro de aceptacion.

11.2.4 Linealidad en plasma.

Se demostr6 que el método es lineal, al evaluar 3 curvas patrén con 7 niveles de
concentracion. Se graficaron los factores de respuesta (Rh) vs concentracion,
obteniéndose un coeficiente de correlaciéon (r?) promedio de 0.9926 para CBZ y de
0.9981 para el E-CBZ (Figura 23). Con los resultados obtenidos de las tres curvas, se
calculé la relacion de areas promedio, la desviacidén estandar y el % del coeficiente de
variacion. Los resultados para la CBZ se muestran en la Tabla 14, donde se muestra
la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r). Estos
mismos parametros determinados para E-CBZ se muestran en la Tabla 15.

Rhvs [ CBZ ] Rh /[ E-CBZ]

a) | b)

y = 0.3944x-0.0997
R*=0.9926 15 4

y=0.3844x-0.0754
R*=0.9981

T T T T O T T T T
5 10 15 20 2 0 2 4 6 8

Concentracién (pg/mL) Concentracién (pg/mL)

Figura 23. a) Curva de calibracion de E-CBZ en plasma. b) Curva de calibracion de CBZ en plasma.

Tabla 14. Pendiente, intercepto, ecuacion de la recta y coeficiente de correlacién para las tres curvas
de calibracion para la cuantificacién de CBZ

Parametro Curva i Curva 2 Curva 3
Pendiente 0.3818 0.3912 0.3921
Intercepto 0.0414 -0.0304 -0.0913
Ecuacion de la recta y=0.3818x+0.0414 | y=0.3912x+(-0.0304) | y=0.3921x+(-0.0913)
Coeficiente de 0.9907 0.9969 0.9893
correlacion
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de calibracion para la cuantificacién de E-CBZ

Tabla 15. Pendiente, intercepto, ecuacion de la recta y coeficiente de correlacién para las tres curvas

Parametro Curva i Curva 2 Curva 3
Pendiente 0.3949 0.3798 0.3848
Intercepto 0.0171 -0.0437 -0.0799
Ecuacion de la recta y=0.3949x+ 0.0171 | y=0.3798x+(-0.0437) | y=0.3848x+(-0.0799)
Coeficiente de 0.995 0.9994 0.9975
correlacion

Los datos obtenidos de la regresion lineal se utilizaron para obtener la
concentracion recuperada y el % de desviacion con respecto a la concentracion
nominal para cada uno de los puntos de la curva de calibracién. Los resultados para

CBZ se muestran en la Tabla 16 y para el E-CBZ en la Tabla 17.

Tabla 16. Concentracién recuperada y % desviacion de las tres curvas de calibracion para la
cuantificacién de CBZ (de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013)

Concentracion Concentracion recuperada % Desviacion
nominal (pg/mL)
(ng/mL) Curval | Curva2 | Curva3 | Curval | Curva2 | Curva3
0.5 0.48 0.55 0.57 4.55 9.13 14.0
1.5 1.35 1.58 1.57 9.68 5.43 4.5
2.5 2.68 2.85 2.82 7.08 14.10 12.9
5 4.74 4.98 4.64 5.22 0.35 7.1
10 10.67 9.10 9.12 6.73 8.96 8.8
15 14.44 15.13 15.20 3.72 0.85 1.3
20 20.14 20.30 20.33 0.68 1.52 1.7

Tabla 17. Concentracién recuperada y % desviacion de las tres curvas de calibracion para la
cuantificacién de E-CBZ (de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013)

Concentracion Concentracion recuperada % Desviacion
nominal (pg/mL)
(ng/mL) Curval | Curva2 | Curva3 | Curval | Curva2 | Curva3
0.2 0.17 0.24 0.24 14.53 19.50 18.10
0.5 0.47 0.48 0.57 5.76 3.82 14.20
1 1.01 0.97 1.03 1.18 3.01 3.28
3 3.44 3.09 2.85 14.67 3.13 5.12
5 4.55 4.92 4.73 8.98 1.59 5.32
7 6.50 6.88 6.95 7.21 1.65 0.75
9 9.46 9.10 9.23 5.16 1.16 2.57
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El método analitico para cuantificar la CBZ y el E-CBZ en plasma, de acuerdo
ala NOM-177-SSA1-2013, es lineal para CBZ en un rango de concentracion de 0.5 a
20 pg/mL debido a que el coeficiente de correlacion para cada una de las rectas es
mayor al valor de 0.99, el % de desviacion no supera el 20% para el limite inferior de
cuantificacion y no supera el 15% para los demas puntos. De mismo modo se cumplen
los criterios de aceptacién para la linealidad del E-CBZ, en un rango de concentracion
de 0.2a9 pg/mL

11.2.5 Precision y exactitud.

11.2.5.1 Repetibilidad
De los datos que se presentan en la tabla 18 se observa que el método analitico es
repetible para CBZ ya que el CV en cada muestra control es menor a 15% vy en el limite

inferior de cuantificacidon es menor a 20%.

Tabla 18. Repetibilidad del método para la cuantificacién de CBZ
Concentracion
Muestra nominal

(pg/mL)

Concentracion Promedio | Desviacion
recuperada(ug/mL) | (png/mL) estandar

0.51
0.51
LIC 0.5 0.52 0.51 0.006 1.10
0.51
0.52
1.15
1.12
MCB 1 1.15 1.13 0.017 1.50
1.15
1.11
6.03
6.38
MCM 6 6.41 6.32 0.167 2.65
6.36
6.43
13.18
13.18
MCA 12 13.28 13.24 0.124 0.939
13.11
13.43

%CV
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En la Tabla 19 se presentan los datos de %CV para el E-CBZ, los cuales
muestran que la repetibilidad se encuentra al estar dentro de los criterios de

aceptacion.

Tabla 19. Repetibilidad del método para la cuantificacion de E-CBZ

Muestra

Concentracion
nominal

(ng/mL)

Concentracion
recuperada(pg/mL)

Promedio
(ng/mL)

Desviacion
estandar

%CV

LIC

0.2

0.21

0.22

0.22

0.21

0.23

0.22

0.008

3.84

MCB

0.4

0.45

0.41

0.46

0.43

0.42

0.43

0.022

5.08

MCM

2.5

2.42

2.56

2.54

2.50

2.56

2.52

0.06

2.52

MCA

6.55

6.55

6.19

6.73

6.73

6.55

0.22

3.37

11.2.5.2 Reproducibilidad

Se evaluaron en 3 corridas analiticas y en diferente dia (reproducibilidad) las
muestras control baja (MCB), media (MCM), alta (MCA) y el limite inferior de
cuantificacion (LIC), cada una por quintuplicado. En la Tabla 20 se muestran los
resultados de reproducibilidad donde se obtiene un coeficiente de variacion (CV) que
no excedio del 13%, para el valor con mas dispersién, en el caso de las muestras
control de CBZ. Mientras que para E-CBZ no se excedié un CV de 11 % para las
muestras control (Tabla 21).
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Tabla 20. Reproducibilidad del método para la cuantificacion de CBZ

Dia LIC MCB MCM MCA
0.5 pg/mL | 1 pg/mL 6 ug/mL 12 pg/mL
0.51 1.05 6.58 11.42
0.51 1.13 6.07 13.73
1 0.52 1.13 5.86 11.45
0.51 1.13 6.15 10.62
0.52 1.14 6.38 10.58
0.56 1.04 5.71 10.23
0.58 1.13 5.82 10.98
2 0.55 1.10 5.72 10.56
0.56 1.13 5.76 11.03
0.59 1.10 5.75 10.94
0.40 0.85 5.48 13.48
0.42 0.99 5.56 11.81
3 0.44 0.86 5.62 11.14
0.42 0.86 5.82 11.96
0.42 0.87 5.62 11.45
Promedio 0.50 1.03 5.86 11.43
Desviacion
estandar 0.06 0.11 0.30 0.97
%CV 12.48 10.77 5.08 8.51

Tabla 21 Reproducibilidad del método para la cuantificacion de E-CBZ

Dia LIC MCB MCM MCA
0.2 pg/mL | 0.4 pg/mL | 2.5 pg/mL | 6 pg/mL

0.24 0.45 2.42 5.69

0.23 0.45 2.17 5.82

1 0.23 0.46 2.16 5.76

0.23 0.43 2.13 5.54

0.22 0.43 2.29 5.90

0.24 0.46 2.15 5.22

0.23 0.45 2.13 5.14

2 0.24 0.45 2.19 5.31

0.23 0.46 2.14 5.25

0.22 0.44 2.17 5.79

0.16 0.35 2.19 6.74

0.16 0.36 2.34 5.71

3 0.17 0.36 2.14 5.33

0.17 0.36 2.37 5.54

0.17 0.35 2.28 5.66

Promedio 0.21 0.42 2.22 5.63

Desviacion | o4 0.04 0.09 0.38

estandar
%CV 14.65 10.28 4.16 6.75
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10.2.6 Exactitud

Las tablas 22 y 23 se muestran los resultados para la CBZ y el E-CBZ

respectivamente, Esta incluido cada nivel de concentracion de las muestras control asi

como

del limite de cuantificacion obtenidos de los datos de repetibilidad, su

correspondiente % de desviacion con respecto al valor nominal (exactitud) asi como el

promedio del % de desviacion. El método es exacto ya que el valor promedio del % de

desviacion no supera el 15% y en el limite inferior de cuantificacion no supera el 20%.

Tabla 22. Exactitud del método para la cuantificacion de CBZ, datos de repetibilidad

LIC

%

%

%

%

. ° MCB A MCM A MCA A
Réplica 0.5 Desviacion 1 na/ml Desviacion 6 ua/mL Desviacion 12 na/ml Desviacion
ng/mL LIC Hg/m MCB Hg MCM Hg MCA
1 0.51 1.19 1.15 14.62 6.03 0.44 13.18 9.84
2 0.51 2.21 1.12 11.94 6.38 6.35 13.18 9.84
3 0.52 3.26 1.15 14.79 6.41 6.80 13.28 10.72
4 0.51 1.05 1.15 14.49 6.36 6.07 13.11 9.32
5 0.52 3.46 1.11 11.21 6.43 7.19 13.43 11.96
Promedio’e| - 2.23 . 13.41 . 5.37 . 10.34
Tabla 23. Exactitud del método para la cuantificacion de E-CBZ, datos de repetibilidad
LIC % MCB % MCM % ] MCA % N
Réplica 0.2 Desviacion 0.4 Desviacion 25 Desviacion 6 ua/mL Desviacion
ug/mL LIC ug/mL MCB ug/mL MCM Hg/m MCA
1 0.21 6.05 0.45 12.90 2.42 3.19 6.55 9.18
2 0.22 10.62 0.41 1.93 2.56 2.59 6.55 9.18
3 0.22 11.06 0.46 14.86 2.54 1.75 6.19 3.23
4 0.21 5.61 0.43 7.21 2.5 0.19 6.73 12.21
5 0.23 15.62 0.42 4.41 2.56 2.23 6.73 12.25
Fromedio el - 9.79 . 8.26 . 1.99 . 9.21

En el caso de la exactitud de los datos de reproducibilidad, se muestran en la

Tabla 24 los promedios de las desviaciones absolutas de las 3 corridas analiticas que

se realizaron. Se obtuvo una desviacion absoluta maxima del 11.0 % en el caso de las

muestras control de CBZ y el LIC no excedié el 20 %. Para el caso del E-CBZ la

desviacion absoluta no excedié del 20 % en el LIC y fue del 12.0 % para las muestras
control (Tabla 25).
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Tabla 24. Exactitud del método para la cuantificacion de CBZ, datos de reproducibilidad

a LIC % MCB % MCM % MCA %
Dia Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion

0.5 pg/mL LIC 1 pg/mL MCB 6 ng/mL MCM 12 ug/mL MCA

0.51 1.19 1.05 491 6.58 9.61 11.42 4.80
0.51 2.21 1.13 12.85 6.07 1.12 13.73 14.42

1 0.52 3.26 1.13 12.70 5.86 2.38 11.45 4.58
0.51 1.05 1.13 13.45 6.15 2.57 10.62 11.49
0.52 3.46 1.14 13.83 6.38 6.28 10.58 11.85

0.56 12.74 1.04 4.44 5.71 4.91 10.23 14.71

0.58 16.21 1.13 12.67 5.82 3.02 10.98 8.54
2 0.55 10.46 1.10 10.24 5.72 4.64 10.56 11.96
0.56 12.91 1.13 13.10 5.76 3.96 11.03 8.11

0.59 18.02 1.10 9.61 5.75 414 10.94 8.83
0.40 19.85 0.85 14.70 5.48 8.67 13.48 12.37

0.42 15.61 0.99 0.63 5.56 7.27 11.81 1.58

3 0.44 11.51 0.86 13.89 5.62 6.38 11.14 713
0.42 15.44 0.86 13.52 5.82 3.08 11.96 0.34

0.42 16.77 0.87 13.27 5.62 6.42 11.45 4.61

Promedio
% 10.71 10.92 4.96 8.35
desviacion

Tabla 25. Exactitud del método para la cuantificaciéon de E-CBZ, datos de reproducibilidad

LIC % MCB % MCM % MCA %
Dia 0.2 Desviacion 0.4 Desviacion 25 Desviacion Desviacion
ug/mL LiC ugmL | MCB | pgmL | Mcm | 6re/mL i yca
0.24 19.92 0.45 13.66 2.42 3.20 5.69 5.19
0.23 16.91 0.45 11.45 2.17 13.12 5.82 2.95
1 0.23 13.05 0.46 14.14 2.16 13.69 5.76 3.94
0.23 15.53 0.43 7.33 2.13 14.71 5.54 7.68
0.22 11.44 0.43 8.48 2.29 8.26 5.90 1.60
0.24 19.96 0.46 12.94 2.15 14.00 5.22 14.94
0.23 17.46 0.45 14.40 2.13 14.64 5.14 11.33
2 0.24 19.73 0.45 11.44 2.19 12.32 5.31 11.80
0.23 16.83 0.46 12.53 2.14 14.42 5.25 14.84
0.22 11.48 0.44 3.54 2.17 13.15 5.79 11.20
0.16 19.53 0.35 12.24 2.19 12.41 6.74 12.34
0.16 19.96 0.36 9.11 2.34 6.50 5.71 4.81
3 0.17 12.52 0.36 9.60 2.14 14.35 5.33 11.18
0.17 13.02 0.36 9.04 2.37 5.28 5.54 7.71
0.17 14.30 0.35 12.07 2.28 8.82 5.66 5.68
Promedio
% 16.11 10.80 11.26 8.48
desviacion
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De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 se ha demostrado que el método, respecto a

lo anterior es preciso y exacto.

11.2.7 Estabilidad de la muestra.

En la Tabla 26 se recopilan las condiciones de estabilidad evaluadas, de
acuerdo a las condiciones de almacenamiento propuestas para las muestras de
plasma que contengan CBZ y su metabolito. Se observa que, en el caso de la muestra
procesada, en donde su almacenamiento en refrigeracion fue a -20 y protegidas de la
luz, solo fue estable durante 7 dias, en el dia 15 se obtuvo una disminucién en la
concentracion obtenida. Como resultado el % de desviacion de concentracion nominal
fue mayor al 15 %, no cumpliendo con los criterios de aceptacién.

En la evaluacidon de estabilidad a largo plazo durante 30 y 60 dias, se observo
que las muestras fueron estables. Ademas después de la evaluacion de la estabilidad
en el automuestreador, se observa que no tiene efecto la temperatura de trabajo para

obtener resultados precisos y exactos.

Tabla 26. Estabilidades evaluadas para las muestras de CBZ y E-CBZ en plasma.

Parametro Evaluacion realizada

A largo plazo 30 dias y 60 dias almacenados en refrigeracion (-20 ° C).
De muestra procesada Estable hasta por 7 dias en congelacién (-20 ° C).
En el automuestreador 9 horas de corrida analitica colocadas las muestras

control en viales con tapa engrapada.

Ciclos de congelacion 3 ciclos de congelacion-descongelacion

11.2.7.1 Estabilidad a largo plazo
Se observa en la tabla 27 que las muestras de plasma conteniendo CBZ fueron

estables durante al menos 30 dias y 60 dias mantenidas a una temperatura de -20 °C
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posteriores a su preparacion, ya que la desviacion no fue mayor al 15% con respecto

al valor de la concentracién nominal. De igual forma se observa en la Tabla 28 que los

valores del E-CBZ cumplen con este mismo criterio de aceptacion.

Tabla 27. Estabilidad de CBZ en plasma a largo plazo

Muestras de referencia

% Desviacion respecto

% Desviacion respecto

Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion MCA 12 a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.99 0.96 12.19 0.99
2 1.01 1.36 11.84 1.35
3 1.02 1.67 11.91 0.76
4 1.00 0.08 11.89 0.94
5 1.00 0.29 11.94 0.51
Promedio 1.005 0.87 11.94 0.91
Desviacion estandar 0.011 0.68 0.11 0.31
%CV 1.07 0.90
Muestras largo plazo, tiempo 30 dias
o % Desviacion re§pecto MCA 12 % Desviacion re§pecto
Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.85 14.92 11.46 4.52
2 0.94 6.46 10.50 12.51
3 0.93 6.64 10.68 11.04
4 1.10 9.54 10.95 8.78
5 1.09 8.72 11.63 3.10
Promedio 0.980 9.26 11.041 7.99
Desviacion estandar 0.11 0.49
%CV 10.90 4.42
Muestras largo plazo, tiempo 60 dias
o % Desviacion regpecto MCA 12 % Desviacion re§pecto
Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.95 5.45 11.09 7.61
2 0.97 3.35 13.32 10.98
3 0.95 4.99 12.79 6.58
4 0.92 7.96 12.36 3.00
5 0.96 4.35 12.47 3.94
Promedio 0.95 5.22 12.41 6.42
Desviacion estandar 0.017 0.825
%CV 1.81 6.65
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Tabla 28. Estabilidad de E-CBZ en plasma a largo plazo

Muestras de referencia

% Desviacion respecto

% Desviacion respecto

- MCB 0.4 oy MCA 6 g
Réplica mL a concentracion mL a concentracion
g nominal g nominal
1 0.43 7.92 6.05 0.80
2 0.44 10.89 5.91 1.48
3 0.44 11.02 5.94 0.96
4 0.43 8.68 5.94 1.03
5 0.44 8.94 5.97 1.07
Promedio 0.438 9.49 5.95 1.07
Desviacién estandar 0.006 0.053
%CV 1.27 0.89
Muestras largo plazo, tiempo 30 dias
% Desviacion respecto % Desviacion respecto
MCB 0.4 MCA 6 !
Réplica / L a concentracion mL a concentracion
ng/m nominal g nominal
1 0.36 9.21 5.89 1.87
2 0.35 12.48 5.23 12.84
3 0.36 9.52 5.24 12.72
4 0.35 11.86 5.39 10.13
5 0.36 11.08 5.72 4.70
Promedio 0.357 10.83 5.49 8.45
Desviacién estandar 0.01 0.30
%CV 1.60 5.40
Muestras largo plazo, tiempo 60 dias
% Desviacion respecto % Desviacion respecto
MCB 0.4 MCA 6 !
Réplica / L a concentracion mL a concentracion
Hg/m nominal Hg nominal
1 0.45 11.52 5.96 0.69
2 0.45 11.65 6.08 1.30
3 0.44 9.52 6.50 8.27
4 0.42 5.83 6.51 8.45
5 0.44 9.63 6.51 8.43
Promedio 0.44 9.63 6.31 5.43
Desviacién estandar 0.009 0.269
%CV 2.15 4.26

11.2.7.2 Estabilidad de la muestra procesada

La tabla 29 muestra los resultados de la estabilidad de la muestra procesada

para la CBZ donde se encontrd que el valor promedio de la concentracion de las
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muestras procesadas y almacenadas por 7 dias estan dentro del 15% del valor
nominal, lo que demuestra que el CBZ es estable en una muestra procesada hasta por
7 dias almacenada a una temperatura de -20 °C. En la misma muestra procesada esta

contenido el E-CBZ, el cual también cumple con los criterios de aceptacién evaluados

(Tabla 30).

Tabla 29. Estabilidad de CBZ en muestra procesada

Muestras de referencia

] % Desviacion respecto MCA 12 % Desviacion re§pecto
Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal pg/mL nominal
1 1.03 2.95 12.34 2.82
2 1.04 3.85 12.37 3.07
3 1.04 4.21 12.40 3.32
4 1.04 3.97 12.41 3.45
5 1.02 2.43 12.48 3.98
Promedio 1.04 3.48 12.40 3.33
estingar | 0007 0.052
%CV 0.73 0.42
Muestras procesadas, tiempo 7 dias
] % Desviacion respecto MCA 12 % Desviacion re.specto
Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal pg/mL nominal
1 1.144 14.43 11.81 1.59
2 1.127 12.67 11.60 3.37
3 1.150 14.95 11.63 3.09
4 1.114 11.44 11.53 3.94
5 1.126 12.62 11.81 1.58
Promedio 1.132 13.22 11.674 2.7
estingar 0.014 0.129
%CV 1.27 1.11
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Tabla 301. Estabilidad de E-CBZ en muestra procesada

Muestras de referencia

% Desviacion respecto

MCA 6

% Desviacion respecto

Réplica MCB 0.4 ng/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.45 13.35 6.100 0.17
2 0.45 12.93 6.107 0.18
3 0.45 13.23 6.127 0.21
4 0.45 12.88 6.119 0.20
5 0.44 10.74 6.142 0.24
Promedio 0.45 12.62 6.119 0.20
Desviacion
estandar 0.042 0.016
%CV 0.95 0.27
Muestras procesadas, tiempo 7 dias
o % Desviacion re§pecto MCA 6 % Desviacion regpecto
Réplica MCB 0.4 ng/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.43 7.23 5.18 13.66
2 0.43 7.48 5.10 14.98
3 0.46 14.78 512 14.66
4 0.43 8.00 5.34 10.93
5 0.44 10.00 5.18 13.70
Promedio 0.44 9.50 5.19 13.58
Desviacion
estandar 0.13 0.10
%CV 2.87 1.84

11.2.7.3 Estabilidad en el automuestreador

La tabla 31 muestra los resultados de la estabilidad de las muestras en el

automuestreador para la CBZ donde se encontré que la desviacion con respecto al

valor nominal es menor al del 15%, lo que demuestra que la CBZ en solucion de

reconstitucion en los viales del automuestreador es estable durante un periodo de 9

horas a temperatura ambiente. Mientras que en la Tabla 32 se muestra lo valores de

E-CBZ que cumple con el mismo criterio de aceptacion.
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Tabla 31. Estabilidad de CBZ en el automuestreador.

Muestras de referencia

% Desviacion respecto

MCA 12

% Desviacion respecto

Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 1.00 0.50 12.05 0.38
2 1.00 0.33 12.06 0.49
3 0.99 0.90 11.88 1.02
4 1.00 0.14 12.05 0.38
5 0.98 1.50 12.06 0.49
Promedio 1.00 0.67 12.02 0.55
Desviacion
estandar 0.046 0.078
%CV 0.75 0.65
Muestra en el automuestreador, tiempo 9 horas
o % Desviacion re§pecto MCA 12 % Desviacion re_specto
Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 0.89 10.64 12.93 7.75
2 0.92 7.52 13.01 8.44
3 0.92 7.93 12.92 7.64
4 0.93 6.84 12.93 7.79
5 0.84 16.12 13.15 9.57
Promedio 0.902 9.81 12.989 8.24
Desviacion
estandar 0.038 0.097
%CV 4.23 0.75
Tabla 32. Estabilidad de E-CBZ en el automuestreador
Muestras de referencia
o MCB 0.4 % Desviacion re_specto MCA 6 % Desviacion re_specto
Réplica a concentracién a concentracién
ug/mlL nominal ng/mL nominal
1 0.431 7.71 6.03 0.545
2 0.434 8.55 6.05 0.863
3 0.428 6.99 5.98 0.387
4 0.437 9.15 6.03 0.545
5 0.425 6.26 6.05 0.863
Promedio 0.995 7.73 6.029 0.64
Desviacién
estandar 0.074 0.031
%CV 0.75 0.51
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Muestra de E-CBZ en el automuestreador, tiempo 9 horas
o MCB 0.4 % Desviacion re_specto MCA 6 % Desviacion re§pecto
Réplica a concentracion a concentracion
ug/mL nominal ng/mL nominal
1 0.38 5.66 6.87 14.47
2 0.43 6.38 6.89 14.80
3 0.45 11.37 6.79 13.10
4 0.42 4.03 6.85 14.10
5 0.45 11.91 6.81 13.50
Promedio 0.42 7.87 6.84 13.99
Desviacién
estandar 0.028 0.041
%CV 6.74 0.61

11.2.7.4 Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion

En la tabla 33 y 34 se muestran los resultados de estabilidad de las muestras

control preparadas en plasma sometidas a 3 ciclos de congelacién-descongelacién.

Se observa que la CBZ y el E-CBZ son estables en la matriz biolégica cuando se

somete a 3 ciclos de congelacion-descongelacion, ya que la concentracién obtenida

se encuentra dentro del intervalo + 15% con respecto al valor nominal.

Tabla 33. Estabilidad de CBZ en ciclos de congelacion-descongelacion.

Muestras de referencia
% Desviacion respecto % Desviacion respecto
Réplica MCB 1 ug/mL a concentracion MCA 12 a concentracion
nominal ug/mlL nominal

1 0.97 2.86 11.10 7.53

2 0.96 4,14 11.31 5.73

3 0.96 3.86 10.55 12.11

4 0.97 2.85 11.67 2.74

5 0.96 4.14 11.17 6.94
Promedio 0.964 3.57 11.16 7.01

%CV 0.70 3.65
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Muestras de CBZ después de 3 ciclos de congelacion-descongelacion

% Desviacion respecto

MCA 12

% Desviacion respecto

Réplica MCB 1 pg/mL a concentracion a concentracion
nominal ng/mL nominal
1 1.13 13.22 12.54 4.54
2 1.15 14.64 12.64 531
3 1.14 13.61 13.72 14.34
4 1.02 2.31 13.70 14.17
5 1.14 14.38 13.58 13.18
Promedio 1.116 11.63 13.237 10.31
D:;‘gggg” 0.052 0.593
%CV 4.70 4.48
Tabla 34. Estabilidad de E-CBZ en el automuestreador
Muestras de referencia
Replica | MCBOA | T racion | MCAs | tracion
pg/mL nominal pg/mL nominal
1 0.42 5.32 5.65 5.90
2 0.42 491 5.53 7.85
3 0.42 5.21 5.62 6.42
4 0.42 5.32 5.45 9.12
5 0.42 491 6.39 6.62
Promedio 0.42 5.14 5.73 7.18
ostincar | 000 0381
%CV 0.20 6.66
Muestras después de 3 ciclos de congelacion-descongelacion
Repiica | MCBO4 | T racien | MCAG | T entracin
pg/mL nominal pg/mL nominal
1 0.42 5.08 6.62 10.31
2 0.34 14.79 6.58 9.65
3 0.39 3.462 6.88 14.63
4 0.34 13.86 6.90 14.93
5 0.35 11.82 6.90 14.94
Promedio 0.369 5.08 6.773 12.89
Deesst\gr?g;n 0.034 0.160
%CV 9.18 2.36
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11.2.8 Recuperacion (De acuerdo a la FDA, 2013).

En la tabla 35 se muestran los porcentajes de recuperacion de 3 evaluaciones
en donde se puede observar un porcentaje de recuperacién promedio del 85%
aproximadamente para CBZ, ademas presenta un CV < al 10%. En la Tabla 36 para
el E-CBZ, se observan resultados constantes de recuperacion promedio del 35%, con
un CV maximo del 11%. Los resultados son constantes cumpliendo con los criterios

de aceptacion. Tabla 35. Porcentaies de recuneraciéon de CBZ.
Muestra Porcentaje de recuperacion CBZ Promedio CV%
LIC 89.65 91.96 83.52 88.38 4.94
MCB 87.28 83.63 89.12 86.68 3.22
MCM 75.82 62.03 69.64 69.17 9.99
MCA 75.63 72.34 75.63 74.53 2.55
Tabla 36. Porcentajes de recuperacion de E-CBZ.

Muestra Porcentaje de recuperacion E-CBZ Promedio CV%
LIC 30.16 26.53 29.66 28.79 6.83
MCB 34.50 36.43 35.76 35.56 2.76
MCM 31.87 35.89 39.70 35.82 10.93
MCA 39.74 40.40 40.45 40.19 0.99

11.3 Niveles plasmaticos de pacientes con tratamiento de CBZ.

El método analitico validado para la cuantificacién de CBZ y E-CBZ en plasma
fue aplicado de manera exitosa en el andlisis de muestras plasmaticas de pacientes.
En la tabla 37 se muestran los niveles plasmaticos de pacientes provenientes de la
consulta externa del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, quienes
recibieron tratamiento con CBZ. Las muestras sanguineas se obtuvieron cuando los
pacientes ya se encontraran en el estado estacionario. Se observa que los niveles
plasmaticos de los pacientes en monoterapia se encuentran dentro del intervalo
terapéutico de 4 a 12 ug/mL. Sin embargo, en tres de los pacientes que recibieron
terapia antiepiléptica concomitante se encontraron concentraciones superiores al
intervalo terapéutico recomendado. Es importante mencionar que todas las muestras
tuvieron concentraciones tanto de CBZ como de E-CBZ que pudieron ser cuantificadas
de manera confiable con el método desarrollado.
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Cabe destacar la importancia del monitoreo terapéutico de CBZ, ya que en pacientes
que reciben este tratamiento existe la posibilidad de que reciban terapia concomitante.
En el caso de algunos farmacos como la fenitoina y el clonazepam se sabe que son
inductores del CYP3A4, por lo que los niveles del farmaco podrian modificarse, lo cual

a su vez podria tener efecto en el éxito del tratamiento.

Tabla 37. Niveles plasmaticos de pacientes con tratamiento de CBZ.

Clave del paciente cBz E-CBZ Clave del paciente CcBz E-CBZ
en monoterapia [ng/mL ] [ng/mL] con concomitantes  [ug/mL ] [ng/mL]
ECBZ 03 5.43 0.82 ECBZ 06 4.57 1.00
ECBZ 05 9.63 1.65 ECBZ 10 8.03 1.89
ECBZ 09 5.29 1.01 ECBZ 12 4.85 2.67
ECBZ 13 7.47 0.88 ECBZ 14 7.87 1.11
ECBZ 15 472 0.74 ECBZ 16 8.61 1.41
ECBZ 17 5.05 0.69 ECBZ 04 15.28 3.96
ECBZ 07 10.18 2.32
ECBZ 11 12.40 3.60
ECBZ 01 7.39 3.71
ECBZ 02 9.33 3.92
ECBZ 018 4.83 2.02

En relacion a la lamotrigina (LTG), ésta se metaboliza principalmente por
glucuronidacion, por lo que no esta relacionada directamente con la epoxidacion de la
CBZ. Por otro lado, el acido valproico (VPA) es un inhibidor de la enzima epdxido
hidroxilasa mitocondrial, por lo cual los niveles de E-CBZ podrian incrementarse al no
ser metabolizados al CBZ-diol; como consecuencia hay un aumento en la aparicion de
efectos adversos (Yukawa, 2000). En relacién al clonazepam (CLZ), esté es sustrato
de la CYP3A4, por lo que puede generar un aumento en la concentracion plasmatica
de CBZ al competir por la ruta metabdlica (De Le6n, 2015). Por ultimo, el levetiracetam
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presenta una eliminacion predominantemente renal y solo una pequefo porcentaje es
por metabolismo hepatico por lo que la variacibn que pueda causar en las
concentraciones plasmaticas de CBZ no es significativa (Aldaz et al, 2011).

XIl. Conclusiones

e Se seleccionaron y optimizaron las condiciones del método analitico para
cuantificar CBZ y su metabolito E-CBZ por CLAR con detector de UV.

e Se estableci6 un método de extraccion liquido-liquido a partir de muestras de
plasma empleando metil-tert-butil éter.

e Se determind un intervalo de trabajo de 0.5-20.0 pg/mL para CBZ y 0.2-9.0 pg/mL
para E-CBZ.

e Se valido el método analitico, el cual cumplié con los parametros de linealidad,
precision, exactitud, selectividad, limite inferior de cuantificacion y estabilidad de
acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013.

e El método analitico se aplico de manera exitosa para la cuantificacion de muestras
plasmaticas de pacientes del INNN con tratamiento en mono y politerapia con CBZ.

XIll. Perspectivas

% El uso del método para la asociacion de biomarcadores farmacogenéticos de
carbamazepina con los niveles plasmaticos de CBZ y su metabolito E-CBZ.

% La implementacién del monitoreo continuo en pacientes del metabolito activo:
el E-CBZ, ya que un analisis habitual, es la cuantificacion de CBZ en este tipo
de pacientes.

% A partir de este método se puede modificar y ampliar la metodologia para que
pueda realizarse una cuantificacion multiple simultanea de distintos FAEs como

lamotrigina, levetiracetam y clonazepam.
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