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RESUMEN

Q.F.B. Jorge Armando Yaiiez Gonzalez Fecha de Graduacion: Diciembre 2016
Universidad Autonoma de Nuevo Leoén Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: MONITOREO CLINICO DE AMIODARONA EN PACIENTES CON
OBESIDAD, RELACION ENTRE CONCENTRACIONES PLASMATICAS, PARAMETROS
ANTROPOMETRICOS Y EFECTOS ADVERSOS

Numero de paginas: 100 Candidato para el grado de
Maestro en Ciencias con Orientacion en Farmacia

Propésito y Método del Estudio: La cuantificacion de las concentraciones séricas de los
medicamentos es una actividad que pretende establecer correlaciones de efectividad/toxicidad de
los medicamentos para garantizar una terapia segura y efectiva. Amiodarona es el antiarritmico
mas utilizado debido a su alta efectividad, ademas de poseer un mecanismo de accion Gnico. Su
farmacocinética compleja y variable, y la incidencia de sus efectos adversos puede limitar su
uso. Diversos factores modifican la farmacocinética de los farmacos, y la incidencia de presentar
efectos secundarios a estos, siendo el indice de masa corporal (IMC) uno de los factores
emergentes y de gran importancia debido a alta prevalencia de la obesidad en México. La
cinética de los medicamentos se ve afectada en individuos con obesidad por diversos
mecanismos fisiopatoldgicos, encontrandose en ocasiones concentraciones séricas mayores de
los farmacos en este grupo comparado con sujetos con un IMC normal. Con base en lo anterior,
el objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un método de Cromatografia de
Liquidos de alta resolucion para la cuantificacion de amiodarona en plasma humano, el cual se
utiliz6 para determinar la influencia del indice de masa corporal sobre los niveles plasmaticos de
amiodarona, asi como la incidencia de los efectos adversos del mismo en pacientes bajo
tratamiento crdnico.

Contribuciones y conclusiones: Se desarrolld y valido un método de Cromatografia de
Liquidos de Alta Resoluciéon para medir los niveles de amiodarona de muestras de plasma
humano en individuos con y sin obesidad. Se utiliz6 como fase estacionarias una columna
Phenomenex Hyperclone ODS C18 y una fase movil compuesta de acetonitrilo/acetato de
amonio (pH 4.5) /metanol (60:10:30 (v/v)), bajo un caudal isocratico de 2 mL/min, la deteccion
se hizo a 240 nm. El tiempo de retencion para amiodarona fue de 5.6 £ 0.5 min. No se encontro
una correlacion entre los niveles séricos de amiodarona y el IMC de los sujetos, ninguno
presentd concentraciones por encima del rango terapéutico (0.5-2.5 pg/mL), lo cual puede ser
debido a la acumulacion del fArmaco en tejido adiposo, provocando asi que solo una fraccion de
éste se encuentre en circulacion sistémica. El tiempo bajo tratamiento con amiodarona, asi como
la dosis acumulada fueron los Unicos factores que se vieron relacionados directamente con la
concentracion plasmatica. Se encontrd que los efectos adversos causados por amiodarona se
pueden presentar independientemente de la concentracion elevada del medicamento, siendo la
hepatotoxicidad el mas frecuente encontrado en este estudio. Se sugiere realizar mas estudios en
poblaciones mayores para recomendar el monitoreo de las concentraciones plasmaticas de
amiodarona como herramienta de monitoreo clinico.
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1. INTRODUCCION

1.1. Fisiopatologia de las arritmias

1.1.1. Ritmo cardiaco y conduccién del impulso eléctrico

En condiciones normales el ritmo cardiaco, también conocido como ritmo
sinusal, es generado a partir de un impulso eléctrico por el nédulo sinoauricular
(SA), el cual actua como el marcapasos natural del corazén, el impulso viaja
desde el musculo auricular a través del nddulo auriculoventricular (AV) hacia el
sistema ramificado de conduccidn His-Purkinje para finalmente llegar al

musculo ventricular.

La contraccion y relajacion del musculo cardiaco es el resultado de dichos
cambios eléctricos en las células del miocardio, cuando se genera la
contraccion en las auriculas y ventriculos se conoce como despolarizacion y
repolarizacion cuando existe una relajacién de los ventriculos. (Trevor et al.

2012; Josephson y Zimetbaun 2001)

1.1.2. Potencial cardiaco de accién

La conduccion del impulso eléctrico es dependiente de potenciales de

accion, los cuales son el resultado de la actividad de canales ionicos de sodio,



calcio y potasio. El potencial de accion puede definirse como la activacion de
las células miocardicas como consecuencia del movimiento de iones a través
de la membrana celular. Ademas existe un potencial de reposo de la célula el
cual esta determinado por el gradiente de concentracion de potasio en la célula
cardiaca. De acuerdo al tipo de tejido cardiaco, el potencial de accién varia en
el numero de fases que lo conforman, generalmente cinco fases. Durante la
fase 0 ocurre una rapida despolarizacion, la cual es consecuencia de la entrada
de sodio hacia el interior de la célula miocardica, posteriormente ocurre una
entrada lenta de calcio. Las fases 1 a 3 abarcan el proceso de repolarizacién de
la célula en donde existe una salida de potasio a través de la membrana de la
misma. Finalmente el potencial de reposo corresponde a la fase 4. (Josephson

y Zimetbaun 2001, Gaztanaga et al. 2011; Trevor et al. 2012)

Phase 2 (l; and l)

A<
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Phase 0 -. 100 ms
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Figura.1 Representacion del potencial de accion cardiaco de las fibras de

Purkinje. (Trevor et al. 2012)



Cuando ocurren alteraciones en la propagaciéon o conduccion del impulso
cardiaco se presenta una arritmia. Las arritmias se definen como todo ritmo
cardiaco distinto al ritmo normal. Con respecto a su ubicacion las arritmias se
pueden dividir en ventriculares, en la zona inferior del corazén vy
supraventriculares cuando se ubican en la parte superior a los ventriculos. A su
vez los latidos irregulares pueden presentarse de dos maneras, cuando se
presentan de manera lenta se conoce como bradiarritmia y taquiarritmias en el

caso de los latidos muy rapidos. (TexasHeart.org 2015; Trevor et al. 2012)

1.1.3. Clasificacion de las Taquiarritmias Ventriculares

1.1.3.1. Taquicardia ventricular

Es debida a una alteracion en la formacion del impulso y se caracteriza por
un descontrol de los latidos en los ventriculos debido a que éstos ya no se
generan en su totalidad en el nédulo SA, como consecuencia se producen focos
ectdpicos y la funcion de marcapasos pasa a ser dependiente de diversas
regiones localizadas en el sistema de conduccién. De acuerdo a la duracion de
la arritmia se clasifica como no sostenida o sostenida, cuando se mantiene por
mas de 30 s, generalmente se presenta en conjunto con alguna cardiopatia y

otras alteraciones. (Josephson y Zimetbaun, 2001; TexasHeart.org, 2015)



1.1.3.2. Fibrilacion ventricular

Se define como una despolarizacion cadtica, rapida e irregular en diferentes
zonas del miocardio ventricular. Debido a la gran cantidad de impulsos
cardiacos generados se puede llegar hasta los 300 latidos por minuto (Ipm). Es
el tipo de arritmia mas peligrosa, ya que la actividad ventricular y la contraccion
muscular cesa, por lo que el corazén deja de bombear sangre suficiente
convirtiéndose asi en una de las principales causas de muerte subita en

ataques cardiacos. (Gaztafiaga et al. 2011; TexasHeart.org, 2015)

1.1.4. Clasificacion de las Taquiarritmias Supraventriculares

1.1.4.1. Taquicardia supraventricular

En la taquicardia supraventricular (TSV) los impulsos eléctricos son
generados en puntos ectopicos en el miocardio auricular en lugar del ndédulo
SA. Por su parte el nédulo AV es incapaz de conducir los impulsos generados
dando lugar a un bloqueo del mismo. La frecuencia cardiaca se presenta de
manera regular pero elevada, de al menos 100 latidos por minuto (Fox et al.
2008; TexasHeart.org, 2015). Al igual que otros tipos de arritmias suele
generarse de manera espontanea o paroxistica, tanto en los pacientes sanos

como en individuos con afecciones cardiacas. (Josephson y Zimetbaun, 2001)



1.1.4.2. Fibrilacion auricular

Se presenta de manera aislada o paroxistica en el caso de personas con
alguna enfermedad cardiaca y/o pulmonar, y se caracteriza por una
despolarizacion irregular en las auriculas y con una frecuencia cardiaca de 350
a 600 Ipm. La conduccion de los impulsos eléctricos de las auriculas hacia los
ventriculos se da de manera desordenada ya que solo algunos de estos son
transmitidos de manera normal hacia el nédulo AV. Debido a esta irregularidad
la funcién de las auriculas es deficiente, teniendo como consecuencia una
contraccion deficiente, aumentado asi el riesgo de formacion de coagulos en las
auriculas. Los coagulos formados pueden desprenderse formando émbolos que
pueden viajar a través de la circulacion comprometiendo la funcion de 6érganos
importantes, por esta razoén la fibrilacidén auricular se encuentra entre las causas
mas comunes de accidentes cerebrovasculares. (Josephson y Zimetbaun,

2001; Gaztarfiaga et al. 2011)

1.1.4.3. Aleteo auricular

Este tipo de arritmia de alta frecuencia es similar a la fibrilacion auricular
(FA) pero a diferencia de ésta, la despolarizacion de las auriculas ocurre de
manera regular. Su duracion es menor, pudiéndose transformar en ésta cuando
persiste por mas de siete dias. Se caracteriza por presentar una frecuencia

auricular de entre 250 y 350 Ipm y al igual que en la FA, se pueden presentar



embolias sistémicas pero con menor frecuencia. (Josephson y Zimetbaun,

2001; Gaztariaga et al. 2011)

1.1.4.4. Bloqueo Auriculoventricular (AV)

Se presenta cuando existe una alteracion o falla en la conduccién de los
impulsos eléctricos del nédulo SA hacia el nédulo AV. (TexasHeart.org, 2015;
Yeo et al. 2011) De acuerdo a su severidad puede ser clasificado en tres

grados.

e Bloqueo AV grado I: se define como una conduccidn lenta, no existe bloqueo

como tal en el nédulo AV.

e Bloqueo AV grado lI: es conocido como bloqueo intermitente, se produce
cuando algunos impulsos auriculares no son conducidos al ventriculo de

manera regular.

e Bloqueo AV grado llI: se produce cuando el impulso auricular no se propaga
a los ventriculos, es el mas grave ya que al no existir conduccion hacia los
ventriculos, la contraccion se afecta de manera importante. (Josephson y

Zimetbaun, 2001).



1.2. Tratamiento farmacolégico de las taquiarritmias

Los medicamentos antiarritmicos pueden ser agrupados en cuatro clases

segun la clasificaciéon Vaughan Williams. En esta clasificacion los farmacos se

separan de acuerdo al receptor donde actuan, ya sea alterando el flujo de

iones de Na*, K* o Ca?* modificando asi, la duracién del potencial de accion.

(Razavi, 2005; Trevor et al. 2012)

» Clase |: su mecanismo de accién es el bloqueo de canales de Na*

dependientes de voltaje. Inhiben la entrada rapida de sodio que inicia con
el potencial de accion, por lo tanto disminuyen la velocidad de

conduccibn 'y la  excitabilidad de la célula cardiaca.

» Clase Il: farmacos que actuan bloqueando receptores beta-adrenérgicos

>

>

en el miocardio. Este bloqueo trae como resultado una disminucion en
las corrientes de sodio y calcio, que son los iones encargados de iniciar

el potencial de accion.

Clase lll: farmacos bloqueadores de canales de potasio, cuyo
mecanismo de accion es el retraso en la repolarizacion de la célula

cardiaca y por tanto una prolongacion del potencial de accion cardiaco.

Clase IV: bloqueadores de los canales de Ca?* dependientes de voltaje,

disminuyendo la velocidad de conduccion de las células cardiacas.



Tabla.1 Clasificacion de antiarritmicos

- la Ib Ic
ase Quinidina Lidocaina Flecainida
Procainamida Aprindina Encainida
Disopiramida Mexiletina Lorcaidina
Tocainida Profafenona
Clase Il Beta.-.bloqueadores
Bretilio
Amiodarona
Clase lll Sotalol
Clase IV Verapamilo

Existen algunos antiarritmicos que pueden ser considerados en mas de una
clase, tal es el caso de la quinidina, el cual se considera como de clase | y Ill, ya
que bloquea tanto canales de sodio como de potasio. Otro caso unico es el de
amiodarona debido a que, ademas de poseer actividad antiarritmica, por el
bloqueo de canales potasio, produce un bloqueo de canales de sodio y de
calcio, de la misma manera actua como un beta-bloqueador en el corazon.

(Roden, 2000, Campbell et al. 2001, Vasallo et al.2007)

Amiodarona es un antiarritmico clase Ill ampliamente utilizado en clinica
para diferentes tipos de arritmias, que a pesar de su amplio patrén de efectos
adversos, bajo un estricto protocolo de manejo ha resultado efectivo en el

tratamiento de arritmias auriculares y ventriculares. (Salem et al. 2016)



1.3. Fisiologia de la Obesidad

1.3.1. Sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa
corporal (IMC) es un indicador simple de la relacion entre el peso y la talla que
se utiliza ampliamente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos.
Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos entre el cuadrado de su
talla en metros (kg/m?), un IMC menor a 25 indica un peso normal, mientras que
un valor de 30 o superior indica obesidad. (WHO.Int, 2015; Flegal et al. 2009;

Rosales 2011)

La obesidad es una condicion que aumenta la morbilidad y mortalidad en
quien la padece comparados con individuos sin obesidad, ya que los sujetos
con un excesivo peso son mas propensos a desarrollar otras enfermedades
como diabetes, hipertension, alteraciones respiratorias y enfermedades

cardiacas. (Casati y Putzu 2003)

1.3.2. Prevalencia del sobrepeso y la obesidad en México

El sobrepeso y la obesidad son uno de los principales problemas de Salud
Publica en México. El pais esta inmerso en un proceso de transiciéon donde la

poblacién experimenta un aumento inusitado de IMC que afecta a las zonas



urbanas y rurales, a todas las edades y a las diferentes regiones del pais.

(ENSANUT, 2012)

De acuerdo con lo reportado en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
en 2012, las enfermedades clasificadas en el grupo de diabetes, enfermedad
cardiovascular y obesidad, concentran el 11.5% de las causas de consulta
ambulatoria en México. Segun esta encuesta, entre los hombres mayores de 20
afos de edad, 42.6% presentan sobrepeso y 26.8%, obesidad; mientras que en
las mujeres estas cifras corresponden a 35.5 y 37.5%, respectivamente. La
prevalencia de la obesidad, se presenta mayormente en el grupo de edad de 40

a 49 afos en hombres y de 50 a 59 afios en las mujeres (ENSANUT, 2012)

1.3.3. Obesidad y cambios fisiopatolégicos

La obesidad esta asociada a diferentes cambios fisiopatoldgicos, el aumento
del gasto cardiaco, un aumento en el volumen sanguineo y del flujo sanguineo
hepatico, disminucién en la funciéon pulmonar y disminucion en la funcién renal.

(Casati y Putzu, 2003; Brill et al. 2012)

Como resultado de estos cambios, los parametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos de los medicamentos se ven modificados, lo cual es un
importante tema de estudio debido a la alta incidencia y prevalencia de la
obesidad en las poblaciones y a la poca informacion del cambio de los

medicamentos en esta condicién. (Brill et al. 2012)
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1.3.4. Farmacocinética en la obesidad

En el sobrepeso y obesidad los principales parametros farmacocinéticos que
se afectan son la depuracion o aclaramiento renal (Cl) y el volumen de
distribucién (Vd), éste ultimo se utiliza para calcular dosis de mantenimiento y
de carga de los farmacos. En el caso de la depuracién los cambios dependen
de la ruta de eliminacion, para los farmacos que se metabolizan por la
isoenzima hepatica CYP3A4 se ha encontrado una menor depuracion en

pacientes obesos comparados con no obesos. (Brill et al. 2012)

El aumento de triglicéridos, colesterol, lipoproteinas y acidos grasos en el
paciente obeso, disminuye la cantidad de proteinas de unién a farmacos como
es el caso de la albumina. Al disminuir los complejos proteina-farmaco, existe
una mayor cantidad de fraccion libre de los medicamentos, lo cual se traduce en
una mayor concentracién sanguinea y por consiguiente en un aumento en la
probabilidad de que se presenten los efectos adversos de los mismos. (Casati y

Putzu, 2003)

1.4. Monitoreo Terapéutico de Medicamentos

Los medicamentos son el principal insumo utilizado en el tratamiento de las
diferentes enfermedades. Estos se someten a rigurosas pruebas que garantizan
su seguridad y eficacia cuando son utilizados por los pacientes para diferentes
patologias. A pesar de ello, existen muchos factores que afectan su efectividad
como son la variabilidad individual en edad, peso, género, constitucion genética,

embarazo, obesidad, estado de la enfermedad, dafo renal y/o hepatico entre
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otros. Ademas, los medicamentos experimentan cambios particulares acordes a
estas diferencias. Por esta razon es necesario individualizar la terapia segun
estas caracteristicas para optimizar el resultado terapéutico. Esta no es una
tarea facil para el clinico, que requiere de diferentes estrategias para lograrlo.
Una de ellas es utilizar la medicion de las concentraciones plasmaticas del
medicamento, que es el reflejo de los cambios cinéticos que experimenta el
farmaco en cada paciente y muestra la concentracion terapéutica efectiva
identificada como una variable cinética propia representada como concentracion

en el estado estable.

La mayoria se cuantifican por Cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) con diferentes detectores dependiendo de la complejidad de su
estructura quimica. Esto la hace inaccesible y complicada para poder ser
utilizada en el medio hospitalario donde se manejan medicamentos que son
idéneos para ser analizados y asi asegurar su seguridad por monitoreo

terapéutico. (Calvo, 2002)

1.5. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

1.5.1. Caracteristicas

Dentro de todas las técnicas cromatograficas, la cromatografia de liquidos
de alta resolucion es la mas conocida, su campo de aplicacion es por mucho,

mas extenso que la cromatografia de gases. Posee como principal ventaja una
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gran selectividad, dicha propiedad depende principalmente de la apropiada
eleccion de la fase estacionaria y de la composicion del eluente o fase movil. En
la cromatografia HPLC la separacion dependera del coeficiente de distribucion
del analito que interacciona con ambas fases, al ser acarreado por una fase
movil (liquida) a través de la fase estacionaria bajo altas presiones. Pueden
analizarse una gran cantidad de compuestos de caracteristicas muy variadas,
por lo que se ha convertido en la técnica de eleccion para cuantificacion de
compuestos en industrias alimenticias, farmacéuticas, petroquimicas, etc.

(Gumustas et al. 2013, Rouessac y Rouessac, 2007)

De manera general, el sistema cromatografico consta de diversos
instrumentos especializados que se pueden encontrar en unidades separadas o
como conjunto. Internamente, cuenta con tuberias metélicas o poliméricas de
diametros de 0.1 mm que se encargan de la circulacion de la fase movil entre

los diferentes componentes. (Kupiec 2004, Gumustas et al. 2013)

1.5.2. Bomba del cromatégrafo

La funcion de la bomba es impulsar la fase mévil a través de la columna bajo
un caudal constante, la presidbn generada por la bomba, generalmente
cuaternaria, es un factor determinante para lograr una mejor resolucion, entre
mayor sea la presion generada mejor sera la separacion de los compuestos. La
presion generada debe ser elevada, ya que es necesario lograr que la fase

movil pase a través de la columna, las cuales se encuentran altamente
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compactadas. El incremento de la presion dependera de diversos factores,
como el flujo con el que se bombea la fase movil, la viscosidad de la misma y el
tamarno de particula de la fase estacionaria. Las bombas se componen de dos
pistones que permiten generar un flujo estable, ya que mientras un piston
empuja la fase mévil el otro se llena con la disolucién. (Kupiec, 2004, Gumustas

et al. 2013, Rouessac y Rouessac, 2007)

En ocasiones se encuentran presentes gases atmosféricos como N2 y O>
disueltos en los solventes utilizados, los cuales pueden interferir con la
separacion al modificar la compresién en la fase moévil y generando burbujas.
Es por eso que se recomienda desgasificar los solventes mediante diferentes

técnicas, siendo el ultrasonido la mas utilizada. (Rouessac y Rouessac, 2007)

1.5.3. Inyector

En la mayoria de los instrumentos se cuenta con un inyector de muestra
automatizado, el cual permite realizar inyecciones precisas en la columna.

(Gumustas et al. 2013)

La inyeccion de la muestra en el sistema cromatografico debe ser de manera
rapida, esto con el fin de evitar la mayor cantidad de perturbacioén en el flujo de
la fase movil, el cual se debe mantener estable en todo el sistema. El proceso
se da en dos fases, en la primera la muestra es introducida por la jeringa en un
loop o porcion tubular, el cual posee un volumen definido. Una vez en esta

posicion, la muestra es insertada rapidamente en la circulacion de la fase mavil,
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la cual contendra al analito durante todo el analisis. (Rouessac y Rouessac,

2007)

1.5.4. Fase estacionaria

Las columnas utilizadas en la cromatografia HPLC son tubos hechos de
acero inoxidable que poseen longitudes de 3 a 15 cm. La fase estacionaria se
encuentra empacada dentro de la columna y los didmetros internos son
usualmente de 4.6 mm, sin embargo existen columnas con diametros menores
a 1 mm, las cuales generan una mayor resolucion, asi como menores tiempos
de analisis. Una gran variedad de materiales se han utilizado para empacar
columnas, siendo el gel de silice el mas comun. Es un material rigido, se
encuentra en forma de particulas esféricas con un diametro de 2 a 5 um.

(Gumustas et al. 2013, Rouessac y Rouessac, 2007)

De acuerdo con la polaridad de la fase estacionaria podemos obtener dos
modalidades de la misma técnica. Si la fase estacionaria es polar, el analisis
sera en fase normal, por el contrario, en la fase reversa la columna posee un
caracter no polar. Cuando se trabaja en fase reversa, se debe elegir una fase
movil polar, los cambios en su composicidon y por ende en su polaridad,
afectaran los coeficientes de distribucion de los analitos, lo que causara un
cambio en la retencion de los mismos sobre la fase estacionaria. (Gumustas et

al. 2013, Rouessac y Rouessac, 2007)

15



1.5.5. Fase movil

La fase movil que se utiliza en HPLC es un liquido el cual debe ser de alta
pureza y libre de interferencias. La naturaleza del solvente dependera del
analito, ya que éstos deberan ser miscibles. Las condiciones de elucion estan
en funcién de la composicion de la fase movil, de los analitos y de la fase
estacionaria. La eluciéon de moléculas puede ser de dos tipos: isocratica o en
gradiente. En el tipo de elucion isocratica, se genera usando una fase mévil de
composicion constante durante todo el analisis, mientras que en elucion por
gradiente la composicién de la fase movil se varia en el sistema cromatografico

dependiendo de las necesidades de la separacion. (Gumustas et al. 2013)

1.5.6. Detector

Los detectores pueden ser de distintos tipos, dependiendo las caracteristicas
fisicoquimicas del compuesto de interés. Uno de los principales objetivos de la
cromatografia es la cuantificacion de los compuestos, por lo que es importante

la eleccion del detector adecuado. (Gumustas et al. 2013)

Para el analisis de farmacos, los métodos de deteccion mas utilizados son
aquellos que se basan en las propiedades 6pticas de los analitos, como o son
los de absorcion, fluorescencia e indice de refraccidon. Los detectores

espectrofotométricos basan su deteccion en la ley de Lambert-Beer, donde la
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absorbancia del analito disuelto en la fase mévil es medida a su salida de la
columna a una longitud de onda en el rango del ultravioleta-visible. La
intensidad de la absorcion dependera del coeficiente de absorcion molar de la
especie detectada. Con el fin de evitar interferencias en el analisis, la fase movil
debera ser transparente en la longitud de onda medida. Una vez que la sefnal es
generada, el area del pico es el parametro utilizado en el cromatograma para

hacer el calculo de la concentracion del compuesto. (Kupiec 2004)

1.6. Farmacocinética de Amiodarona

1.6.1. Caracteristicas

Amiodarona, un derivado del benzofurano, es un potente farmaco
antiarritmico indicado para el manejo de arritmias ventriculares, como fibrilacién
ventricular y taquicardia ventricular, de igual manera es ampliamente utilizado

para el tratamiento de fibrilacion auricular. (Goldschlager et al. 2007)

Figura 2. Estructura quimica de Amiodarona.
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Su farmacocinética es compleja, con una biodisponibilidad que varia del 20
al 80%, tiene un volumen de distribucién grande (66 L/kg), que da como
resultado un retraso en el inicio de accion del farmaco de 2 dias a 3 semanas.
Posee una vida media de eliminacion larga con un promedio de 58 dias, que se
cree que es resultado de la liberacion lenta del farmaco acumulado en los
tejidos ricos en lipidos, ya que al ser una molécula altamente liposoluble se
almacena en grandes concentraciones en tejido adiposo, muscular esquelético,

higado, pulmones y piel. (Bickford y Spencer, 2006)

Su excrecion ocurre casi totalmente por via biliar y fecal, solo existe una
minima depuracion renal (<1%) asi como una eliminacion por via lagrimal. Su
metabolismo es principalmente a nivel hepatico por el sistema enzimatico del
citocromo P-450 3A4 (CYP3A4), siendo su principal metabolito la
desetilamiodarona, la cual posee propiedades electrofisiolégicas similares a las
del farmaco original. El rango establecido de concentraciones plasmaticas
terapéuticas para amiodarona varia entre 1.0 a 2.5 ug/mL, concentraciones por
arriba de éstas son consideradas como tdxicas. (Goldschlager et al. 2007;

Siddoway et al 2003)

1.6.3. Efectos adversos

A pesar de ser uno de los antiarritmicos mas utilizados y efectivos, el uso de

amiodarona conlleva ciertos riesgos debido a la alta probabilidad de que se
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presenten efectos adversos en los pacientes bajo tratamiento. (Campbell et al.

2001; Lafuente-Lafuente et al. 2009)

La introduccion al mercado de antiarritmicos analogos menos tdéxicos, como
la dronedarona, ha sido un intento por disminuir la presencia de dichos efectos.
La dronedarona es también un derivado de benzofurano, que a diferencia de
amiodarona, no contiene moléculas de iodo en su estructura, ademas no se le
han asociado efectos adversos graves y ha sido aprobada para el manejo de
fibrilaciéon auricular. Sin embargo su efectividad comparada con amiodarona no
ha sido bien estudiada. (Piccini et al. 2009). Solo algunos estudios
retrospectivos han propuesto a dronedarona como una alternativa para
tratamiento de FA en pacientes que no han respondido a otros antiarritmicos

(Guerra et al. 2014)

La mayoria de los efectos adversos causados por amiodarona pueden ser
reversibles con la disminucion de la dosis y/o suspensién del medicamento
(Siddoway et al. 2003). La toxicidad del farmaco afecta diferentes érganos,
principalmente glandula tiroides, pulmones, higado, ojos, piel, corazon asi como

al sistema nervioso (Lafuente-Lafuente et al. 2009)

1.6.3.1. Toxicidad Pulmonar

Los efectos adversos a nivel pulmonar son considerados como uno de los

mas peligrosos causados por amiodarona. Suele presentarse con una
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incidencia del 2 — 17%, y los sintomas clinicos mas caracteristicos son
aparicion o empeoramiento de tos seca, disnea progresiva, y el principal dafio
se presenta por alveolitis y neumonia intersticial, asi como también fibrosis

pulmonar. (Siddoway et al. 2003; Vasallo et al. 2007).

Los principales mecanismos propuestos por el que se presenta dicho efecto
son por inducciéon de fosfolipidosis y por reaccion de hipersensibilidad al
farmaco. Algunos de los productos del metabolismo de amiodarona que se
generan son especies reactivas de oxigeno, las cuales se cree son las
encargadas de dafar el epitelio pulmonar. (Wolkove y Baltzan, 2009; Al-

Shammari et al. 2015)

1.6.3.2. Disfuncion tiroidea

En tratamientos cronicos con amiodarona se puede presentar tanto
hipotiroidismo como hipertiroidismo, con una frecuencia del 6 y 2%
respectivamente. (Vasallo et al. 2007). Las células de la glandula tiroidea, bajo
el efecto de la hormona estimuladora de tiroides (TSH), sintetizan tiroglobulina,
la cual al incorporar en su estructura moléculas de yodo da lugar a las

hormonas tiroideas triyodotironina (T3) y tiroxina (T4).

El hipotiroidismo es debido al alto contenido de yodo que posee el farmaco,
y a la disminucion de la sintesis de hormonas tiroideas por autorregulacion.

Ademas, amiodarona compite por los receptores de hormonas tiroideas debido
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a la similitud estructural con éstas (Figura 3). Es posible revertir este efecto
adverso sin necesidad de suspender el farmaco antiarritmico y esto se logra
con una terapia farmacolégica de reemplazo con levotiroxina, un analogo de la

T4. (Cohen-Lehman et al. 2010; Rizzo y Bruno, 2011)
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Figura.3 Comparacién de estructuras de amiodarona con hormonas tiroideas

(T3 yT4).

Otro de los mecanismos por los que se puede presentar hipertiroidismo
incluye la sobreproducciéon de hormonas tiroideas por el exceso de yodo o

también por dafo citotdxico sobre la glandula tiroidea por amiodarona y/o su
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metabolito. Aunque es menos probable se puede revertir dicho efecto mediante

tiroidectomia. (Brogioni et al. 2006, Rizzo y Bruno, 2011)

1.6.3.3. Toxicidad hepatica

La toxicidad en el higado se presenta clinicamente como una elevacion en
las enzimas hepaticas (transaminasas; ALT y AST) en un 30% de los pacientes
con tratamientos crénicos, en algunos casos se puede desarrollar

padecimientos como hepatitis y cirrosis. (Vasallo et al. 2007)

La causa por la que se produce es desconocida, se cree que es por dafo
directo a las bicapas de lipidos y a los lisosomas y/o la funcién mitocondrial
debido a la lipofilicidad del farmaco (Aronson 2009). Se recomienda suspender
amiodarona cuando los niveles de transaminasas se encuentran elevados el

triple de su nivel basal. (Siddoway et al. 2003, Kneeman et al. 2012)

1.6.3.4. Micro depésitos corneales

Los microdepdsitos corneales son reportados como uno de los efectos
adversos mas frecuentes en pacientes bajo tratamiento con amiodarona, con
una frecuencia mayor al 80%. Los depdsitos cornéales son el resultado de la
acumulacion de amiodarona en el epitelio corneal, debido a que existe

eliminaciéon del farmaco por la via lagrimal. (Vidal et al. 2009; Aronson 2009).
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En ocasiones esta alteracién puede ocasionar problemas visuales, como visién
borrosa y fotofobia, sin embargo suele ser reversible y desaparece una vez que
el tratamiento es suspendido. Las concentraciones lacrimales del farmaco se
relacionan de manera proporcional a la concentracion sanguinea, siendo un

reflejo de la misma. (Vidal et al. 2009; Aronson 2009)
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2. ANTECEDENTES

2.1. Desarrollo y validaciéon del método bioanalitico

El monitoreo terapéutico de farmacos es una practica clinica que se define
como la medicidon de concentraciones de los medicamentos en algun fluido
biolégico (sangre, plasma, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, etc.) con el fin
de mejorar la eficacia y seguridad de los tratamientos farmacoldgicos, el
primero asegurando una concentracidon terapéutica requerida para el tipo de
padecimiento y el segundo evitando que el medicamento alcance niveles
toxicos en el cuerpo, disminuyendo asi la probabilidad de que se presenten

efectos adversos y/o mortales. (Kang y Lee, 2009)

Ademas de las caracteristicas propias de los medicamentos, hay diversos
factores que pueden influenciar las concentraciones plasmaticas de los mismos
y en consecuencia la presencia de sus efectos adversos, dentro de los cuales
se encuentran dosis diaria 0 de mantenimiento, duracién del tratamiento, dosis
acumulada, asi como también otros factores como la edad, el sexo y el IMC.
Este ultimo es un factor poco estudiado y de importancia debido al aumento de
la prevalencia de la obesidad en las poblaciones. (Ernawati et al. 2008, Fukuchi

et al.2009, Cohen et al. 2010)

Los métodos para monitoreo deben de ser sensibles y especificos para los
farmacos de estudio, deben de establecer relaciones entre las concentraciones
plasmaticas y la toxicidad y/o efectividad de los mismos. Existen diversas
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técnicas analiticas, como lo son los métodos espectrofotométricos y
fluorométricos, los cuales poseen una sensibilidad limitada con respecto a los
inmuno ensayos, debido a que estos incorporan un anticuerpo especifico para
el farmaco de estudio, pero que poseen desventajas de ser mas costosos y en
ocasiones no diferenciar entre el farmaco y sus metabolitos. (Campbell et. al.

2001)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) ha sido descrita
como la técnica de eleccion para la cuantificacion de medicamentos en matrices
bioldgicas, que en combinacién con detectores espectrométrico de masas o
espectrofotométrico ha permitido mediciones confiables para el monitoreo de

farmacos. (Karvaly et al. 2013)

Los métodos bioanaliticos pueden definirse como aquellos donde el analito a
medir se encuentra dentro de una matriz biolégica, como puede ser sangre,
plasma, saliva, orina, etc. Al igual que los métodos analiticos convencionales
deben ser desarrollados y validados con el fin de asegurar su confiabilidad y
reproducibilidad, utilizando estandares de referencias. (Wal et al. 2010). Para
ello existen diversas guias nacionales e internacionales que contienen los
requisitos necesarios que conforman los lineamientos para el desarrollo del
método, la validaciéon del mismo y el analisis de las muestras reales. (NOM-177-

SSA1-2013, EMA 2013)
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Existen dos tipos de validacién de métodos bioanaliticos, completa o parcial,
en la primera deben analizarse todos los parametros necesarios para una
validaciéon basada en las recomendaciones de la literatura. Una validacion
parcial debe realizarse a partir de un método previamente validado, al cual se le
ha modificado algun punto en su metodologia analitica, como puede ser la
extraccion del analito de la matriz, o cuando se utiliza un equipo y/o software

diferente. (Wal et al. 2010, NOM-177-SSA1-2013)

2.1.1. Parametros de la validacion completa

2.1.1.1. Selectividad

La selectividad es la capacidad del método de poder cuantificar y diferenciar
el analito de los demas componentes enddgenos de la matriz biolégica. Deben
de analizarse individualmente al menos seis matrices diferentes y la respuesta
analitica de las interferencias préximas al tiempo de retencion del analito debe
ser menor al 20% del limite inferior de cuantificacion del mismo. (Wal et al.

2010, EMA 2013, NOM-177-SSA1-2013)

2.1.1.2. Limite inferior de cuantificaciéon (LIC)

El limite inferior de cuantificacion se considera como el punto mas bajo de la

curva de calibracion que puede ser medido con precision y exactitud. Su
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respuesta debe ser al menos cinco veces mayor que la seial de blanco al

tiempo de retencion del analito. (EMA 2013, NOM-177-SSA1-2013)

2.1.1.3. Curva de calibraciéon

La curva de calibracion permitira conocer la concentracién del analito con
respecto a la respuesta del equipo, debe constar de al menos seis niveles de
concentracion y un blanco (muestra bioldgica sin analito), debe ser construida
en un rango considerando las concentraciones en que se encontrara el analito

durante el analisis de las muestras. (EMA 2013, NOM-177 SSA1-2013)

Los datos de concentracion recuperada de la curva de calibracién deben
estar dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel de
concentracion, excepto para el LIC, ya que este puede ser menor o igual que el
20%, y al menos el 75% de los puntos en la curva de calibracién deben cumplir

con este criterio para ser aceptada. (NOM-177-SSA1-2013)

2.1.1.4. Precisiony Exactitud

La precision se define como la cercania de mediciones individuales y
repetitivas para un analito, se divide en la repetibilidad y reproducibilidad del
método. Mientras que la exactitud describe la cercania del valor de
concentracion obtenido con respecto al valor nominal o adicionado de la

concentracion del analito. (EMA 2013; IUPAC Goldbook 2014)

Para evaluar la precision y exactitud del método deben realizarse un minimo

de 5 determinaciones por nivel de concentracion para las muestras control alta
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(MCA), muestras control medias (MCM), muestras control baja (MCB) y para el
LIC. Estos puntos control se preparan a partir de la misma matriz bioldgica
adicionada con el analito de interés, a niveles de concentracion alto, medio y
bajo. Las concentraciones se calculan a partir de la curva de calibracion. (EMA
2013, NOM-177-SSA1-2013) En cuanto a precision el %CV del valor promedio
de cada concentracion calculada no debe ser mayor que el 15%, excepto para
el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que 20%.
(NOM-177-SSA1-2013) ElI parametro de exactitud expresado como el
porcentaje de desviacién, es calculado a partir de la concentracion obtenida

respecto a la concentracion afiadida. (NOM-177-SSA1-2013)

2.1.1.5. Estabilidad de la muestra

Debe ser evaluada la estabilidad del analito contenido en la matriz biolégica
con el fin de asegurar que no haya cambios en la concentracién del analito
durante los procesos de procesamiento de muestras y de analisis de éstas.
Para ello se deben hacer las determinaciones de las MCA y MCB por triplicado,
las cuales son analizadas antes y después de ser sometidas a las condiciones a
evaluar. La concentracion obtenida de cada nivel debe estar dentro del 15% de

la concentracion nominal. (EMA 2013, NOM-177-SSA1-2013)
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2.1.2. Procesamiento de muestras biolégicas

Las matrices bioldgicas suelen ser complejas, ya que ademas de contener al
analito poseen una gran cantidad de compuestos enddgenos, tal es el caso del
plasma sanguineo donde es posible encontrar una gran variedad de
componentes desde proteinas de union a farmacos, fosfolipidos, sales y
diversos desechos del metabolismo. Es necesario realizar una buena extraccién
del analito de interés y eliminar la mayor parte de estos compuestos, ya que
pueden dar lugar a interferencias durante el analisis de las muestras o afectar el
funcionamiento de los equipos de medicion. Para ello se pueden realizar
diferentes técnicas de extraccion, las mas comunes son la extraccién liquido-
liquido, extraccidn en fase sdlida y la extraccidn por precipitacion de proteinas.

(Wal et al. 2010)

2.1.2.1. Extraccioén liquido- liquido

Es uno de los métodos mas utilizados, consiste en realizar una mezcla de
dos disoluciones inmiscibles, una fase acuosa y una fase organica, la cual
consiste en un solvente. La extraccion del analito dependera de su coeficiente
de particion entre las fases, los analitos que sean de naturaleza hidrofilica se
desplazaran hacia la fase acuosa, la cual puede ser inyectada directamente al
cromatografo. En el caso de analitos que sean de caracter hidrofébico se
encontraran en la fase organica, la cual debe ser evaporada y posteriormente

reconstituida para su inyeccion en el equipo. Es una técnica rapida y
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relativamente barata, con la ventaja de tener una preconcentracion del analito

cuando existe una evaporacion del solvente. (Wal et al. 2010; Prabu et al. 2012)

2.1.2.2. Extraccion en fase soélida

La extraccidon se realiza sobre una fase soélida la cual retiene al analito que
posteriormente se eluye en el disolvente adecuado. Para la fase sodlida se
emplean cartuchos o discos en jeringas cargados con el material adsorbente, el

octadecilsilano (C18) suele ser el material mas utilizado. (Wal et al. 2010)

La extraccion en fase sélida se puede dar de dos maneras, se puede retener
el analito fuertemente a la fase y eluir con el solvente la mayoria de las
interferencias para posteriormente recuperar el analito en otro disolvente
adecuado. Por el contrario, es posible retener las interferencias permitiendo que
el analito eluya y se recupere. En ambos casos es posible inyectar directamente
al equipo o realizar evaporacion del solvente y reconstiucion de la muestra.
Presenta una separacién mas eficiente y con menor numero de interferencias

con respecto a la separacion liquido-liquido. (Prabu et al. 2012)

2.1.2.3. Precipitacion de proteinas

La precipitacion de proteinas es la técnica mas sencilla y rapida comparada

con las anteriores, ademas de eliminar los componentes indeseados, rompe
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con la interacciéon farmaco-proteina. Para lograr precipitar las proteinas es
necesario modificar las interacciones que permiten que éstas se encuentren
solubles en medio acuoso, como lo son las interacciones polares entre los
aminoacidos que conforman a la proteina y el agua del medio, las interacciones
idbnicas que se dan entre las proteinas cargadas y las sales contenidas en la
matriz, asi como las fuerzas de repulsién electroestaticas que se generan entre
proteinas cargadas y que evitan que se de lugar a la agregacién. La solubilidad
de una proteina también es dependiente de su punto isoeléctrico, el cual se
define como el pH en donde una proteina se encuentra con una carga neutra, a
pH debajo de este punto la proteina se encontrara con carga positiva y tendra
una carga negativa cuando el pH sea mayor. El rango de pH en donde la
mayoria de las proteinas se encuentran sin carga es entre 4 y 6. (Shafaati y

Clark, 2002; Polson et al. 2003)

Los agentes utilizados para la precipitacion pueden ser de naturaleza
diversa, desde solventes organicos, acidos y sales. La precipitacion por
solventes organicos como acetonitrilo, metanol y etanol, desplaza las moléculas
de agua hacia el solvente organico, lo que genera que las proteinas se
agreguen y precipiten posteriormente. Al mismo tiempo al existir aminoacidos
hidrofébicos en la proteina, éstos tienen una mayor afinidad con el solvente,
produciéndose asi desnaturalizacion de las proteinas. El uso de precipitantes
acidos, como el acido perclérico y acido tricloroacético, genera sales insolubles
con los aminoacidos con carga positiva. Por su parte, las sales en altas

concentraciones ocasionan precipitacion de proteinas al hidratarse y disminuir
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la cantidad de moléculas de agua disponibles en el medio. (Shafaati y Clark,

2002; Prabu et al. 2012)

2.2. Manejo Clinico de Amiodarona

Amiodarona es un medicamento usado preferente por médicos especialistas
del area de cardiologia. Por sus particularidades cinéticas, su mecanismo de
accion y por su indicacion clinica, la experiencia en su uso en diferentes grupos
de pacientes a nivel internacional ha orientado a seguir recomendaciones
estrictas sobre su manejo que garanticen reducir su potencial de toxicidad,
asegurando mayor efectividad. Existen diversas guias clinicas de manejo del
medicamento en diferentes indicaciones y en distintos grupos de pacientes que
pueden ser utilizadas por los profesionales de la salud y que son sometidas a
revisiones constantes. Estas recomendaciones senalan las indicaciones de
dosis, duraciéon del tratamiento, criterios de uso y contraindicaciones,
interacciones con otros medicamentos, efectos adversos, parametros clinicos
que deben monitorearse durante la terapia y los cuidados posteriores para el
cumplimiento del paciente, entre otros. Estas guias, forman parte de la
experiencia que orienta la utilizacion de medicamentos y fomenta su uso
racional, ademas de estar certificadas por las comunidades cientificas estan
disponibles para su consulta e implementacion. A pesar de poder consultar

facilmente estos documentos, hasta ahora, en ninguno se ha utilizado la
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deteccion plasmatica de amiodarona para relacionarla con su efectividad

terapéutica o téxica. (Siddoway, 2003; Spence et al. 2011)

Se ha recomendado medir niveles plasmaticos de amiodarona vy
desetilamiodarona (DEA) como estrategia para evitar el cambio temprano en la
terapia en aquellos pacientes que no responden adecuadamente al tratamiento.

(Karvaly et al. 2013)

Ambos, medicamento y metabolito, pueden ser medidos por cromatografia
de liquidos de alta resolucién en fase reversa, obteniéndose mediciones con
bajos limites de cuantificacién y en un tiempo de andlisis corto. Por otra parte,
existen autores que han logrado validar métodos por cromatografia de liquidos
para la determinacién de amiodarona bajo diversas condiciones. (Juenke et al.

2004)

Haffajee et al. en 1983 mediante cromatografia de liquidos logré cuantificar
niveles séricos de amiodarona en 122 pacientes en tratamiento cronico oral
para el control de taquiarritmias auriculares y ventriculares, controlando en un
83% las primeras y en un 76% las segundas. También reportaron que pacientes
con concentraciones séricas de amiodarona mayores a 2.5 mg/L presentaron
efectos adversos del sistema nervioso central. Sin embargo el método no fue

suficiente sensible para separar el metabolito activo de la muestra.
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2.3. Relacion de amiodarona y obesidad

El Vd de los farmacos altamente lipofilicos se ve significativamente
aumentado en la obesidad, por lo que algunos anestésicos como propofol y las
benzodiacepinas se han recomendado dosificar en base al peso ideal y no al
peso total, ésto con el propdsito de evitar una sobre dosificacidon que puede dar
lugar a una sedacién excesiva. (De Baerdemaeker et al. 2004, Casati y Putzu
2005). Sin embargo, existen excepciones como es el caso de remifentanil cuyas
caracteristicas farmacocinéticas no se modifican, a pesar de ser un opioide
altamente lipofilico. (De Baerdemaeker et al. 2004) Dentro de los farmacos
antiarritmicos de clase Il, se ha justificado el monitoreo de niveles séricos de
propanolol ya que existe un aumento proporcional entre las concentraciones

plasmaticas y el grado de obesidad (Pereira et al. 2003)

En el caso de amiodarona existen pocos estudios farmacocinéticas con
pacientes con obesidad, por sus caracteristicas lipofilicas y su elevado Vd, es
probable que las dosis requeridas para alcanzar un efecto terapéutico deben
ser mayores debido al tiempo que tardan en distribuirse por los tejidos, sin
embargo, recordando que existe una importante acumulacion en tejido adiposo
qgue puede ocasionar una mayor incidencia de efectos adversos, no es posible

recomendar un ajuste de la dosis basado en el peso. (Erstad et al. 2004)

Se ha descrito el comportamiento farmacocinético de amiodarona cuando se
administra por via oral en pacientes con obesidad en poblaciones japonesas,

encontrandose que el IMC asi como la edad, son los principales factores que
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afectan de manera directa la depuracion de los farmacos, y por consiguiente

sus concentraciones séricas. (Fukuchi et al. 2009, Araki et al. 2011)

De igual manera, se han correlacionado las concentraciones de amiodarona
en plasma con respecto a las concentraciones en tejido adiposo mediante una
biopsia del mismo. Al comparar ambos niveles se demostré que existe una
relacion directa, siendo las concentraciones en tejido adiposo mucho mayores
que en sangre, esto debido a la tendencia del farmaco a acumularse. No es
comun monitorizar los niveles de amiodarona en tejido graso, debido a que es

necesario un proceso invasivo. (Lafuente-Lafuente et al. 2009)

2.4. Analisis critico de los antecedentes

Las propiedades farmacolégicas y electrofisioldgicas del farmaco de interés,
aunada a la evidencia clinica de su uso en terapia cronica para una cardiopatia
tan prevalente como las arritmias, lo hacen el mejor recurso clinico utilizado en
la practica habitual. EI comportamiento de los medicamentos dentro de un
organismo humano es dificil de predecir debido a la influencia de multiples
factores interindividuales y de diversas indoles. EI comportamiento cinético de
cualquier medicamento que determina las caracteristicas de absorcion y
disposicion en el organismo de prueba y de los cuales se obtienen sus
parametros farmacocinéticos como vida media bioldgica (t '2), volumen de
distribucion (Vd), aclaramiento, etc. generalmente se obtiene de poblaciones

sanas controladas en donde el medicamento es administrado en una sola dosis
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generalmente intravenosa y estas condiciones difieren mucho de la practica
habitual de uso de los diferentes farmacos en donde las caracteristicas de los
pacientes son muy diferentes en edad, peso, condicion social, patologias etc. El
cuantificar las concentraciones en sangre de un medicamento no es una
practica de rutina hospitalaria en nuestro medio por la falta de pruebas
analiticas sensibles que permitan entender la variabilidad en las diferentes
poblaciones de estudio. Existen pocos estudios en los que amiodarona se
cuantifique en un fluido biolégico en pacientes en terapia cronica oral, y que
fundamenten su eficacia en la practica clinica diaria. Por otro lado, el farmaco
de estudio cumple los criterios que justifican ser medido en sangre como son su
indice terapéutico estrecho y su cinética compleja y poco estudiada, ademas;
otra particularidad de este farmaco como es su lipofilicidad favorece que en los
sujetos seleccionados para el estudio se pueda ver alterada su distribucion

afectando su Vd, su aclaramiento y su cinética en general.

Los métodos cromatograficos son los mas utilizados para la cuantificacion de
farmacos, en el caso de amiodarona se han desarrollado y validado métodos de
HPLC para medir su concentracion a partir de matrices biolégicas empleando
una fase estacionaria no polar y una fase movil compuesta de un solvente
organico y agua. Valencia et al en el 2000, midieron amiodarona en suero
mediante HPLC con deteccion de ultravioleta, la preparacion de la muestra
consistié en la adicion de 2 partes de acetonitrilo y 1 parte de suero, agitacion
por 45 s, incubaciéon a 24°C por 5 min y posterior centrifugaciéon a 6000 rpm

durante 2 min e inyeccién de 20 uL del sobrenadante al cromatografo.
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Utilizando una columna Bondapak CN RP (3.9 x 150mm) a 45°C con una fase
moévil compuesta por KH2POa/metanol/acetonitrilo (40:37:23 v/v) a pH 3.5 con
un flujo de 0.6 mL/min, obtuvieron un tiempo de retencién de 4.9 min. La
deteccion se llevo a cabo a 242 nm, se obtuvo un limite de deteccion de 0.11
pMg/mL. De igual manera, en el 2006 Rajendran et al describieron un método de
HPLC para la medicibn simultdanea de amiodarona y su metabolito
desetilamiodarona, la fase movil consintié en una mezcla de acetato de amonio
(pH 3.5) y acetonitrilo 40:60 (v/v), bajo un flujo isocratico de 1 mL/min a través
de una columna C18, la deteccidbn se realizd6 a 242 nm y 247 nm
respectivamente. El tiempo de analisis fue de 10 min y se obtuvo un limite de
cuantificacion de 0.01 pg/mL, el método de extraccién del farmaco y su
metabolito a partir de plasma humano fue por precipitacion de proteinas con

acetonitrilo.

De acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas de amiodarona y a los
cambios fisiopatolégicos que se presentan en los sujetos con un exceso de
grasa, los niveles del farmaco deberan ser distintos comparados con aquellos
que tengan un IMC menor. El unico precedente existente fue el descrito por
Fukuchi et al. en el 2009, donde se comprobd mediante modelo farmacocinético
computacional que el IMC es un factor que se correlaciona con las
concentraciones plasmaticas de amiodarona, sin embargo refieren que es
necesario realizar mas estudios en poblaciones reales con uso de amiodarona y

de diferentes etnias.
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3. JUSTIFICACION

Es necesario poder predecir el comportamiento farmacocinético de
amiodarona, un medicamento ampliamente utilizado en un problema prioritario
de salud y que posee una farmacocinética compleja en pacientes con obesidad,
asi como establecer relaciones entre las concentraciones plasmaticas del
farmaco con los datos antropométricos de los pacientes, y concentraciones
plasmaticas contra efectos adversos. De igual manera es importante la creacion
de protocolos de monitoreo clinico de amiodarona con el fin de optimizar la
terapia antiarritmica, y asi, evitar la aparicion de sus efectos adversos y/o la

modificacién temprana o innecesaria del régimen de dosificacion.

En nuestro medio, solo algunos hospitales cuentan con un servicio de
monitoreo de niveles plasmaticos de algunos medicamentos. En muchos casos
la determinacion se ve referida a laboratorios extranjeros donde en ocasiones el
retraso de los resultados ya no refleja ninguna utilidad clinica. El presente
trabajo de tesis pretende desarrollar y validar un método para la monitorizacion
plasmatica de amiodarona, con el fin de que pueda ofrecerse la determinacion a
otros centros hospitalarios y contribuir con el correcto uso del medicamento.
Ademas, los resultados del estudio sentaran las bases para desarrollar

protocolos de seguimiento de pacientes que utilicen el medicamento.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipétesis

Las concentraciones plasmaticas de Amiodarona seran mayores en el grupo
de estudio con un IMC 225 kg/m? y permitiran establecer relaciones con las

variables clinicas estudiadas.

4.2. Objetivo General

Medir las concentraciones plasmaticas de amiodarona y relacionarla con

parametros clinicos de obesidad y toxicidad en la poblacién estudiada.
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4.3. Objetivos especificos

e Desarrollar, validar e implementar un método de Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucién para la determinacion de concentraciones de amiodarona

a partir de muestras de plasma humano.

e Cuantificar las concentraciones plasmaticas del farmaco en grupos de

pacientes con un IMC < 25 kg/m? y con IMC 2 25 kg/m?.

o Establecer la relacion de la concentracidon del farmaco en estos grupos con

indicadores de obesidad y efectos adversos.

e Contribuir con el uso racional de amiodarona en el grupo poblacional

estudiado estableciendo lineamientos para su mejor uso clinico.
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5. METODOLOGIA

5.1. Equipo de laboratorio y reactivos

Los equipos y reactivos utilizados para el desarrollo de esta tesis se encuentran
localizados en los laboratorios de Biofarmacia y de Biotecnologia ubicados en el
Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Tabla.2 Equipos de laboratorio

Nombre Marca No. de serie
Potenciémetro Corning 430 No. 12 799
Balanza analitica AND HR-200 No. 1230 942
Espectrofotémetro Ultraviolsta- Varian, Inc. Cary 50 No. V1012M051
Visible
Bario de ultrasonido Branson 2510R-MTH No. RLB10015604D
Agitador de tubos Barnstead/Thermolyne No0.63200 1077391
Modulo de separacion Waters 2695 No. FO35M4151M
cromatografica
Detector de arreglo de diodos Waters 2696 No. A04296585
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Tabla 3. Reactivos de laboratorio

Nombre Marca No. CAS
Acetonitrilo grado HPLC Tedia 75-05-8
Metanol grado HPLC Tedia 67-56-1
Agua grado HPLC Tedia 7732-18-5
Hexano grado HPLC J.T. Baker 110-54-3
Acetato de Amonio 99% Especialidades Quimicas 631-61-8
Amiodarona HCI 1mg 298% Sigma- Aldrich 19774-82-5

5.2. Desarrollo del método analitico

5.2.1. Condiciones cromatograficas

Se utilizdé un equipo de Cromatografia de liquidos de Alta Resolucién Waters
2695 acoplado a un detector de arreglo de diodos 2699, como fase estacionaria

una columna Phenomenex Hyperclone ODS C18 (250 x 4.6 mm, 5 um).

Se utilizaron dos fases moviles con el fin de evaluar la que ofreciera mejor
separacion del analito, la primera consisti6 en una disolucidon de
acetonitrilo/buffer de fosfatos (pH 4.5) (60:40 (v/v)), mientras que la segunda
fase movil estaba constituida por acetonitrilo/acetato de amonio (pH
4.5)/metanol (50:20:30 (v/v)), utilizando un sistema isocratico con un caudal de
1.0 y 2.0 mL/min respectivamente. Posteriormente se modificé la segunda fase

movil a volumenes de acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5)/metanol (60:10:30
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(v/v)), siendo esta composicidon la que se utilizé durante todo el proyecto. La
cuantificacion del farmaco se realizé a una longitud de onda de 240 nm la cual
fue determinada previamente mediante un barrido espectral en el rango

ultravioleta-visible (UV-Vis).

5.2.2. Preparacion de disolucién stock de amiodarona

Se prepardé una disolucion stock de clorhidrato de amiodarona en una
disolucion acetonitrilo:agua (1:1) grado HPLC en una concentracién de 1
mg/mL. A partir 50 mg de clorhidrato de amiodarona, se transfirieron a un
matraz de aforacion de 50 mL y se anadié el volumen de solvente

correspondiente.

5.2.3. Preparacion de disoluciones de trabajo

A partir de la concentracion de la disoluciéon stock de amiodarona se
realizaron los calculos correspondientes para preparar seis disoluciones de
trabajo en concentraciones de 500, 200, 100, 40, 20 y 10 pg/mL. Dichas
disoluciones fueron preparadas tomando alicuotas de la disolucién stock y

aforando al volumen correspondiente en matraces volumétricos de 10 mL.
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5.3. Validacion del método bioanalitico

5.3.1. Selectividad

Se analizaron de manera individual seis diferentes matrices plasmaticas,
ademas de una matriz hemolizada y una lipémica para demostrar la ausencia

de interferencia de los componentes enddégenos de la misma.

5.3.2. Limite inferior de cuantificacion

El limite inferior de cuantificacién (LIC) correspondi6é al punto menor en la

curva de calibracion, para este estudio se considerd un LIC de 0.5 ug/mL.

5.3.3. Curva de calibracion

La curva de calibracion se realizd6 en plasma afadiendo el volumen
correspondiente de una disolucion de trabajo para obtener concentraciones en
un rango de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 y 25.0 ug/mL. Se prepararon y midieron tres

curvas de calibracion en diferentes dias.

Los datos de concentracion 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 cuantificaciéon, ya que puede ser
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menor o igual que el 20%. Al menos el 75% de las concentraciones de la curva

de calibracién con un minimo de 6 puntos deben cumplir con este criterio.

El limite de deteccion (LOD) de la curva de calibracion se calculo en base a
la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracion,
utilizando la formula LOD= 3.3*c / S, donde S corresponde a la pendiente de la
curva y o a la desviacion estandar de la sefial de muestras blanco con
concentracion conocida. Para el limite de cuantificacion (LOQ) se utilizé la

formula LOQ = 10*c/ S(ICH Harmonized Tripartite Guideline, 1996).

5.3.4. Precision

5.3.4.1. Repetibilidad

Se prepararon y analizaron en un mismo dia y por quintuplicado los
controles MCA, MCM, MCB y LIC, a concentraciones de 18, 2.0, 0.8 y 0.5
Mg/mL respectivamente. La concentracién se calculé con respecto a la curva de

calibracion.
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5.3.4.2. Reproducibilidad

Al igual que en el punto anterior se prepard y analizé por quintuplicado las
muestras control MCA, MCM, MCB y LIC. El analisis se realizd por duplicado en

dos dias distintos.

5.3.5. Exactitud

De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculé la desviacion de la
concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacién) mediante la

siguiente ecuacion:

% Desviacion = (Concentracion obtenida/ Concentracion afiadida) x 100

5.3.6. Estabilidad

5.3.6.1. Estabilidad a corto plazo

Se prepararon por triplicado los controles MCA y MCB, posteriormente se
realizé la determinacién inmediatamente, se dejo reposar las muestras a
temperatura ambiente, la medicién siguiente se llevd al cabo de transcurridos
30 min. La concentracion se calcul6 a partir de una curva de calibracién recién

preparada.
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5.4. Seleccidén de los pacientes del estudio

5.4.1. Poblacion de estudio

Los sujetos de estudio fueron derechohabientes del IMSS que acudieron a la
consulta de Arritmias en el departamento de Cardiologia de la UMAE, Hospital

de Cardiologia No. 34, durante el periodo de Febrero de Mayo 2016.

5.4.2. Criterios de inclusion

e Pacientes adultos (>18 afos), género indistinto.
e Pacientes que estén bajo tratamiento farmacoldgico con amiodarona por

via oral por mas de 3 meses.

5.5. Formacion de grupos de estudio

La poblacion de estudio fue divida en dos grupos de acuerdo al IMC que
presentaron, un grupo control cuyos individuos tenian un IMC < 25 kg/m? y el

grupo de estudio donde se encontraban los pacientes de IMC = 25 kg/m?.
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5.6. Analisis de Muestras

5.6.1. Obtenciéon de muestras sanguineas

La recoleccion de la muestra sanguinea se realizé mediante puncion venosa
utilizando un sistema Vacutainer®, la recoleccion se hizo en tubos con EDTA.
Se separ6 el plasma de los demas componentes sanguineos por centrifugacion

para su posterior analisis.

5.6.2. Extraccion de amiodarona de plasma sanguineo

Se probaron dos metodologias para la extraccion de amiodarona, la primera
fue mediante precipitacion de proteinas y la segunda por extraccion liquido-

liquido.

Se llevé a cabo la precipitacion de proteinas con acetonitrilo como agente
precipitante, los volumenes utilizados fueron de 2:1, 3:1 y 4:1 con respecto al
volumen de la muestra el cual se mantuvo fijo y fue de 400 uL. Se afadio el
plasma a un tubo Eppendorf® limpio de 1.5 mL, seguido del volumen
correspondiente de solvente organico, la agitacion se llevé a cabo de manera
mecanica durante 5 min. Una vez agitada la mezcla se dejé reposar a
temperatura ambiente por 10 min, después de transcurrido el tiempo se llevd a
centrifugacion a 13,200 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min, el

sobrenadante se inyectd directamente en el equipo.
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La extraccion liquido-liquido se llevo a cabo a partir del plasma obtenido, se
trasfirieron 400 pL a un tubo Eppendorf® limpio de 1.5 mL, se afiadieron 300 pL
de buffer de acetato de amonio pH 4.5 y la disolucion se agité mecanicamente,
posteriormente se afiadio 1 mL de n-hexano agitandose nuevamente durante 2
min. Transcurrido este tiempo se centrifugaron a una velocidad de 13,200 rpm
durante 3 min, la fase organica fue transferida a un tubo limpio para la
evaporacién del solvente con flujo de nitrégeno. El residuo fue reconstituido con

800 uL de metanol y para su posterior inyeccion en el cromatografo. (Figura 4)

Precipitacién de proteinas con Acetonitrilo (1:2, 1:3, 1:4)

Agitacidn 5
min y reposo
por 10 min
_} e e
200 pL
i
Plasma humana 400 pL
ACN Inyeccion 45 pL
de
sobrenadante

Extraccidon liquido-liquido n-Hexano

Trasferir fase organica y

secar con M2
i Agitacion 2
| min
— —_— — —
400 pL 1mL
Plasma humanao n- Hexano 3 minr'plr? 200 Inyeccidn 45 uL

+ 300 pL acetato de de reconstituidao

amaonio
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Figura 4. Esquema de los procedimientos de extraccion de Amiodarona de

plasma humano.

5.6.3. Cuantificacion de Amiodarona

Una vez obtenida la sefal de amiodarona, se calculé la concentracidn sérica
mediante regresion lineal, primero se integré el pico del analito en el
cromatograma para obtener el area del mismo, después se interpold Ila
respuesta en la ecuacion de la recta calculada a partir de la curva de

calibracion.

5.7. Obtencion de Informacion Clinica de los Pacientes

Se realiz6é una entrevista personal con los participantes del estudio posterior
a la firma del consentimiento informado, la informacién recabada fue recopilada
en la hoja de recoleccion de datos (ANEXO A). También se reviso el expediente
clinico de cada uno de los sujetos de estudio, para identificar la presencia de los
efectos adversos secundarios al uso amiodarona. Se solicitaron pruebas de
funcién hepatica, hormonas tiroideas asi como un perfil bioquimico de cada

sujeto.
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5.71.

Definicion de Variables

Variable Definiciéon conceptual Deflnlc_lon Esca_la_ ’de Fuente
operacional medicion
Género V.a.rlable bioldgica y genética que Masculino y Femenino Nominal E>'<p_ed|ente
divide a los seres humanos. clinico
Periodo de tiempo transcurrido
Edad . .p L - Expediente
desde el nacimiento de un ARos Cuantitativa clinico
individuo hasta la actualidad.
Hipertension | Sindrome caracterizado por la
o te,' Ial. eIevaC|c.)r’1 perS|§tente d @ las cifras Presencia/ausencia Nominal Expediente
sistémica de presion arterial a cifras = clinico
140/90 mm/Hg
. Conjunto de trastornos
Diabetes metabdlicos caracterizados por la Expedient
Mellitus ., : p Presencia/ausencia Nominal xpediente
elevacion de niveles plasmaticos clinico
de glucosa.
L Disminucién de la funcion renal
Insuficiencia expresada por una tasa de Expedient
Renal i P L P Presencia/ausencia Nominal xpediente
filtracion glomerular <60 clinico
mL/min/1.73 m?
Tiempo de
tratamiento Lapso de. tlgmpo que trar?scurno Meses y afios Cuantitativa E>’<p_ed|ente
con desde el inicio del tratamiento clinico
amiodarona
Determinacion de las dosis en .
. e . , - Expediente
Posologia que deben administrarse los mg de amiodarona/ dia | Cuantitativa dlinico
medicamentos.
Diagnostico Identificacion de la enfermedad en | Tipo de diagnodstico Nominal Expediente
base a signos y/o pruebas. médico clinico
C Término que justifica el uso de un
Indicacién . . . C e .
o medicamento para algun Tipo de indicacién . Expediente
médica o . Nominal e
padecimiento. médica clinico
Efecto no intencionado de un
producto farmacéutico que se
Efectos produce cuando éste se . . .
. . Presencia/ausencia . Expediente
adversoss administra en dosis utilizadas Nominal clinico

normalmente y que esta
relacionado con las propiedades
farmacologicas del producto.
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Tipo de Efecto benéfico o perjudicial Presencia/ausencia Nominal Expediente
efecto producido por amiodarona. clinico
secundario

e <18.5 Peso bajo

Indice de e 18.5- 24.9 Normal

masa Indicador de la relacion entre el Cuantitativa Expediente

corporal peso y la talla que se usa para e 25.0-29.9 clinico
identificar el sobrepeso y la Sobrepeso

obesidad en los adultos. )
e  230.0 Obesidad.

5.7.2. Medicion de datos antropométricos

Se realizd la medicién de estatura y peso de los sujetos de estudio
empleando una bascula mecanica con estadimetro. Para el céalculo del IMC de

los pacientes se empled la siguiente formula:

indice de masa corporal (IMC)= (kilogramos de peso)
(talla en metros)?

La clasificacion de los individuos se realiz6 de acuerdo a los parametros de la

Tabla 4.
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Tabla 4.Categorias de peso de acuerdo al indice de masa corporal

IMC (kg/m?) Categoria
<18.50 Bajo peso

18.50 — 24.99 Normal
=225.00 Sobrepeso
=>30.00 Obesidad

(Flegal et al. 2009, Rosales, 2011)

5.8. Analisis estadistico de los datos

Para el analisis de los resultados se utilizd estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central, asi como la prueba t de Student para la
comparacioén de la poblacién de estudio. Se considerd significativo con una p<
0.05 e intervalo de confianza del 95% mediante el paquete estadistico Number

Cruncher Stadistical System (NCSS) 10 Data analisis.

5.9. Manejo de Residuos

Se utilizaron los siguientes solventes para la extraccion y cuantificacion de
amiodarona: metanol, acetonitriio y hexano, estos fueron dispuestos en el
Colector C: Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no

halogenados. El bufer de acetato de amonio y bufer de fosfatos contenidos en

53



la fase movil fueron desechados en el Colector A: Soluciones salinas de pH 6-8,

sales, acidos y bases organicas.

Los tubos de muestras de sangre, micro tubos y micro puntillas fueron
dispuestos en el contenedor bolsa roja para residuosbiolégico-infecciosos no
anatémicos, mientras que la sangre y suero sobrantes en el contenedor

hermético rojo para liquidos.
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6.1.

6. RESULTADOS

Desarrollo del método analitico

Se realizé un barrido de longitudes de onda en un rango de 200 a 800 nm,

con el fin de obtener la longitud de onda maxima (Amax) de amiodarona. La

medicion se llevd a cabo en una disolucion stock de amiodarona de 10 pg/mL,

mediante el uso de un espectrofotdmetro UV-Vis y obteniendo una Amax de 240

nm (Figura 5).

2.0+
1.5 240nm
0 \ /
0
g 1.04
0.5-
0.0 T
I I [ 1
200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro de absorbancia de una disolucién de amiodarona 10 ug/mL,

con una longitud de onda de maxima absorcion de 240 nm.
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Para la estandarizacién de las condiciones cromatograficas se evaluaron dos
fases moviles. La primera fue la compuesta por acetonitrilo/bufer de fosfatos
(pH 4.5) (60:40 (v/v)). Sin embargo al utilizar estas condiciones no fue posible la
deteccion del analito en ningun nivel de concentracion en un tiempo de analisis
de 30 min. Como se puede apreciar en la Figura 6, solo es posible detectar una
sefal a un tiempo de retencion de 2 a 3 min que pertenece al diluyente donde

se encuentra disuelto el farmaco.

AU

minutos

Figura 6. Cromatograma de Amiodarona 10 ug/mL, fase moévil ACN/Buffer de

fosfatos (pH 4.5) (60:40(v/v)).

Al evaluar la segunda fase movil constituida por acetonitrilo/acetato de
amonio (pH 4.5)/metanol (50:20:30 (v/v)), se aumentd el caudal a 2 mL/min.
Bajo estas condiciones fue posible detectar amiodarona a un tiempo de
retencion de aproximadamente 11.5 + 0.4 min. Al ser un tiempo de analisis
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largo, se modificaron las condiciones de la fase movil inicial a una composicion
de acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5) /metanol (60:10:30 (v/v)), logrando

reducir el tiempo de retencion de amiodarona a 5.6 + 0.5 min.
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Figura 7. Deteccion de Amiodarona; A) fase movil acetonitrilo/acetato de
amonio (pH 4.5)/metanol (50:20:30 (v/v)), tr 11.9 min; B) fase movil

acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5)/metanol (60:10:30 (v/v)), tr 5.4 min.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas finales

Columna Phenomenex Hyperclone ODS C18
(250 x 4.6 mm, 5 pm).

Fase Estacionaria

Acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5)

Fase Movil

/metanol (60:10:30 (v/v)).
Caudal 2.0 mL/min
Longitud de onda 240 nm

Volumen de inyeccién | 45 yL

6.2. Validacion del método bioanalitico

Una vez que se encontraron las condiciones necesarias para la deteccion de

amiodarona, se llevaron a cabo los parametros de validacion.

6.2.1. Selectividad

Se demostrd la ausencia de interferencia de las sustancias endégenas del
plasma en el tiempo de retencion correspondiente a amiodarona, que pudiera
afectar la senal del analito. La selectividad se llevé a cabo mediante el analisis
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de 6 muestras de plasma de diferentes sujetos analizadas individualmente, la
extraccion del farmaco se realizo mediante la técnica de extraccion liquido-

liquido.
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Figura 8. Selectividad del método en muestra de plasma sin adicion de analito
(A= plasma procesado sin adicion de analito; B= plasma humano procesado

con adicién de analito AMD 2.5 pg/mL)

6.2.2. Curva de calibraciéon

Se prepararon y analizaron por triplicado 6 estandares, en un rango de
concentraciones de 0.5 a 25 pg/mL. En promedio las concentraciones obtenidas
para cada punto de la grafica se encontraron dentro del +15% de las
concentraciones anadidas (Figura 9). En la Tabla 6 se muestra el resumen de

los parametros analiticos para la curva de calibracion.

Tabla 6. Parametros analiticos curva de calibracion

Curva de Calibracién 1400.7 £ 700 [x] £ 5138.9 +257
R? 0.998
Limite de
detecciéon 0.5 ug/mL 0.26
(LOD)
Limite de
cuantificaciéon | 0.5 ug/mL 0.43
(LOQ)
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Figura 9. Curva de calibracion AMD, concentraciones de 0.5 a 25 pg/mL.

6.2.3. Limite inferior de cuantificacion

Para el método desarrollado el LIC fue de 0.5 pg/mL, el cual corresponde al

punto mas bajo de la curva de calibracion.

6.2.4. Precisiony exactitud

En la Tabla 7, se muestran los resultados para los parametros de precision,
tanto repetibilidad como reproducibilidad, asi como el parametro de exactitud
calculado a partir de éstos. Los coeficientes de variacién para todos los puntos
de precision fueron menores al 15%, cumpliendo asi con lo establecido por la

NOM-177-SSA1-2013.
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Tabla 7. Resumen de los parametros de precision y exactitud para los puntos

control MCA, MCM, MCB y LIC.

Concentracion

anadida Repetibilidad (n=5) Reproducibilidad (n=5)
Concentracion | ¢\, | gyactitud| CONCENracion | ¢y | Exactitud
(png/mL) observada o o observada o o
(g/mL) DS | ¢ (ng/mL) + DS ? ¢
0.5 0.50 + 0.05 9.8 | 99.50 0.49 +0.05 10.2 98.05
0.8 0.78 £0.04 56 | 97.32 0.78 £0.05 6.4 97.44
2.0 1.94 £0.16 8.1 97.07 1.92 £ 0.20 10.4 96.01
18.0 16.97+0.75 | 4.4 | 94.29 17.91+£0.77 4.3 99.51

6.3. Procesamiento de muestras

Se logré recuperar el farmaco utilizando ambos métodos de extraccién,

precipitacion de proteinas y extraccion liquido-liquido, a partir de plasma

sanguineo. Sin embargo, en el caso del uso de acetonitriio como agente

precipitante, ademas del

pico correspondiente a amiodarona, se puede

observar una sefial ruido de gran intensidad. El area correspondiente al analito

no se modifico significativamente al variar las relaciones del agente precipitante

en el volumen de plasma.
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Figura 10. Cromatogramas de AMD 5 pg/mL extraccidn por precipitacion de
proteinas; A) 1:2 plasma-acetonitrilo, B) 1:3 plasma-acetonitrilo, C) 1:4 plasma-

acetonitrilo.

La extraccion liquido-liquido mostré una eficiente extraccion del farmaco, en
un tiempo corto de procesamiento. Al igual que en precipitacion de proteinas se
puede observar una sefal distinta a la del analito dentro de los primeros
minutos del analisis, sin embargo fue de menor intensidad comparada con dicha
técnica. Debido a la rapidez de la técnica comparada con la precipitacion de
proteias, asi como una menor generacion de ruido, se decidid utilizar la
extraccion liquido-liquido con hexano como el método para procesar las

muestras de plasma humano en este estudio.
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Figura 11. Cromatogramas de AMD 5 ug/mL extraccion liquido-liquido con n-

hexano.

6.4. Analisis de muestras de pacientes

Los sujetos de estudio fueron elegidos de acuerdo a los criterios de inclusion
mencionados cuando acudian a la consulta del Departamento de Arritmias de la
UMAE Hospital No. 34 IMSS. En la Tabla 8 se muestran las variables
recolectadas de la poblacion de estudio para ambos grupos de individuos,

aquellos con un IMC < 25 kg/m? y los que presentaban un IMC 2 25 kg/m?.
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Tabla 8. Variables de la poblacién de estudio en los grupos de IMC < 25 kg/m? e

IMC = 25 kg/m?.

Variable IMC < 25 (n=8) IMC 2 25 (n=9)
Edad (arios) 65.4 + 20.7 51+14.8
Género F=2/ M=6 F=4/ M=5
Nivel AMD (ug/mL) 0.50 + 0.52 0.35+ 0.46
Dosis de mantenimiento (mg) 175 1+ 46.3 166.7 £ 50
Tiempo de tratamiento (afios) 84157 3+2.2
Dosis acumulada (g) 538.38 + 97 182.5 £ 40.22

Se cuantifico el farmaco a partir de las muestras plasmaticas de 17
pacientes bajo tratamiento con amiodarona que acudieron a la consulta, se
encontraron en 41% concentraciones de amiodarona en rangos subterapéuticos
(0.23 - 0.95 pg/mL), solo el 18% de los sujetos analizados se encontraron
dentro de los niveles terapéuticos de amiodarona (1.15- 1.32 ug/mL). El 41%
restante, obtuvo un nivel de amiodarona en trazas o no detectable. En la Figura
12 se muestra la distribucion de las concentraciones de amiodarona en la

poblacion de estudio.
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Figura 12. Distribucion de los niveles plasmaticos de amiodarona en la

poblacion de estudio.

Se realizé el analisis estadistico mediante la prueba t de student con un
intervalo de confianza del 95% para encontrar diferencias significativas entre las
variables de los grupos de pacientes con niveles subterapéuticos de
amiodarona (< 1.0 upg/mL) y aquellos que presentaron concentraciones
terapéuticas del mismo (1.0 a 2.5 ug/mL). Encontrandose que el tiempo de
tratamiento medido en afos, es un factor determinante en la concentracion
plasmatica del farmaco (P= 0.0043), asi como también lo fue la dosis
acumulada (P= 0.0003) la cual es calculada directamente usando la dosis de

mantenimiento por los afos bajo tratamiento con amiodarona.

67



Tabla 9. Variables medidas en los sujetos de estudio con concentraciones

subterapéuticas y terapéuticas de Amiodarona.

Variable AMD niveles AMD niveles P
subterapéuticos (n=8) terapéuticos (n=3)

Edad (arios) 59 +18.7 49.95 + 18.91 0.9786
IMC (kg/m?) 26.97 £5.3 22.92+10.2 0.3467
Dosis de

mantenimiento(mg) 185.71 £ 37.8 170.6 + 65.3 0.5447
Tiempo de

tratamiento(afios) 2.83+29 6.57 £5.9 0.0043
Dosis acumulada(g) 192.06 £ 41.3 408.8 £ 142.2 0.0003

No se demostré la influencia del indice de masa corporal como un factor

determinante en la concentracién plasmatica de amiodarona (P= 0.3467), dos

de los sujetos con un mayor IMC presentaron niveles de amiodarona en el

rango de trazas o no detectables. Mediante un analisis de correlacion lineal

entre las variables de concentracion plasmatica e IMC de los pacientes, se

confirmd que no existe una relacion entre ambas variables.
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Figura 13. Grafica de Regresion linear Concentracion de Amiodarona vs. IMC.

Los efectos adversos causados por amiodarona se detectaron mediante el
empleo de pruebas de funcién tiroidea, enzimas hepaticas, asi como con la
revision del historial clinico y entrevista con cada uno de los pacientes. En la
Figura 14 se muestra la incidencia de los efectos adversos encontrados
atribuidos a amiodarona. Algunos pacientes presentaron mas de un efecto

adverso caracteristico del farmaco.
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Figura 14. Frecuencia de los Efectos Adversos probables por el uso de

Amiodarona en la poblacién de estudio.



7. DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio permitié desarrollar un método de cuantificacion de amiodarona
en plasma de pacientes, cumpliendo con los requisitos establecidos en las
normas y guias internacionales para la validacion de este tipo de métodos. Se
trabajé en un rango de 0.5 a 25 ug/mL con el propésito de medir los niveles
terapéuticos de amiodarona cuyas concentraciones recomendadas son de 1.0 a

2.5 yg/mL.

Las primeras condiciones cromatograficas propuestas incluyeron el uso de
una fase movil compuesta por acetonitrilo/buffer de fosfatos (pH 4.5) (60:40
(v/v)), sin embargo, no fue posible la deteccion de amiodarona debido a que
ésta se encontraba fuertemente retenido en la columna. Por lo que se decidié
aumentar la concentracion de acetonitrilo en la fase movil con el fin de disminuir
su polaridad y hacer que el farmaco tuviera una interaccion menor en la fase
estacionaria, pero encontramos que en relaciones mayores a 60:40 del solvente
organico y la fase acuosa, existia precipitacion de las sales de fosfatos y por
consiguiente un aumento en la presién en el sistema cromatografico. Se optd
por modificar la fase movil, afiadiendo metanol a la fase organica y cambiando
el buffer de fosfatos por uno de acetato de amonio (pH 4.5) 100mM, ya que los
cationes de NH4* presentan una mayor solubilidad en solventes organicos como
acetonitrilo y metanol (Shellinger y Carr 2004). La nueva fase movil constituida
por acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5)/metanol (50:20:30 (v/v)) permitio la

deteccion de amiodarona a un tiempo de retencién de 11.5 + 0.4 minutos. Con

71



el fin de obtener menores tiempos de retencién y asi un tiempo de analisis mas
corto, se vario la composicion de la fase movil, hasta encontrar una relacion de
acetonitrilo/acetato de amonio (pH 4.5)/metanol (60:10:30 (v/v)), que redujo el

tiempo de retencién para amiodarona a 5.6 £ 0.5 min.

El tiempo de retencion en el que se encontré la sefal de amiodarona es
comparable con el reportado por Valencia et al. 2000, quienes obtuvieron un
tiempo de retencidén alrededor de los 5 min. El método de extraccion que
llevaron a cabo fue por precipitacion de proteinas con acetonitrilo, obteniendo
los mismos picos de ruido por el solvente que en el presente trabajo, los cuales
pueden dificultar la integracion del pico de amiodarona en caso de solaparse.
Comparado con lo propuesto por Rodrigues et al. 2013, quienes utilizaron
sistemas de microextraccion en fase sélida, el costo del método es
relativamente bajo, ya que para la extraccion se emplean solventes econémicos

como es el caso del n-hexano.

De los 17 pacientes que participaron en el estudio, los niveles de
amiodarona en un 41% de la poblacibn se encontraron en un rango
subterapéutico, asi mismo se detectaron niveles trazas o no detectables en un
41% vy finalmente sélo el 18% de las muestras analizadas presentaban
concentraciones terapeéuticas. Estos porcentajes concuerdan a los reportados
por Wang et al. en 2011, en cuyo estudio se analizé una poblacion de 825
pacientes que utilizaron amiodarona por un periodo de 2 afnos, donde solo el
9% de los individuos se encontraban en rangos terapéuticos. Estos autores

justifican estos hallazgos al no cumplimiento o mal apego de la terapia
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antiarritmica, o a la mala absorcién del farmaco; asi como a la variable
biodisponibilidad del mismo. En nuestro estudio, no se considera que exista un
mal cumplimiento de la terapia farmacolégica, debido a que los pacientes se
encuentran en seguimiento continuo por medio de la programacion de

consultas.

De los dos grupos de estudio, no encontramos correlacion significativa entre
las concentraciones plasmaticas de amiodarona con el IMC. Los sujetos con un
IMC <25 kg/m? mostraron concentraciones ligeramente superiores comparados
con aquellos con un IMC > 25 kg/m?, sin embargo se necesitan realizar mas
estudios en poblaciones mayores para asegurar que esta tendencia se
comporta de la misma manera. En ninguna de las muestras analizadas se
encontraron niveles superiores al rango terapéutico de amiodarona, los sujetos
que presentaron un IMC >30 kg/m? no presentaron concentraciones mayores de
amiodarona, sino que en dos de ellos los niveles se encontraban en trazas o no
detectables. De acuerdo en lo descrito por Cheymol 2000, en el caso de las
moléculas altamente lipofilicas como es el caso de amiodarona, es dificil
predecir su comportamiento cinético en pacientes con obesidad, por que no
existe una relacién entre el grado de lipofilicidad de los medicamentos y su
distribucion en estos pacientes los cuales a pesar de que puedan presentar un
IMC igual entre ellos, su distribucién corporal y su porcentaje de grasas sera

diferente en cada uno de los sujetos.
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La cuantificacion de amiodarona a partir de tejido adiposo ha demostrado
que éste actua como un reservorio donde el farmaco se encuentra ampliamente
distribuido y es liberado paulatinamente, se han encontrado concentraciones de
amiodarona hasta 200 veces mas grandes en dicho tejido comparadas con sus
concentraciones plasmaticas (Lafuente-Lafuente 2009). Suponemos que la
concentracion plasmatica refleja solo una fraccidén de la dosis del medicamento
y que la mayoria se encuentra almacenada en tejido adiposo, esto explicaria
por que en este estudio se encontraron concentraciones ligeramente superiores
en el grupo de individuos con menor IMC, asi como la ausencia de un nivel

plasmatico en dos de los pacientes con IMC mayor a 30 kg/m?.

Se encontrd una correlacidon entre los niveles plasmaticos de amiodarona y el
tiempo de tratamiento de los sujetos de estudio, esto es comparable con lo
reportado por Barbieri et al. 1986, en donde se investigd la influencia de la
duracion de la terapia con amiodarona en humanos, dos grupos fueron
estudiados uno con uso del antiarritmico por menos de 28 dias y el otro con un
tiempo superior a éste, en ambos se cuantificé el farmaco por HPLC en
muestras de plasma, tejido del atrio y en grasa de pericardio, los resultados
demostraron que los pacientes que presentaron mayores niveles de
amiodarona fueron aquellos que tenian un manejo de mas de 28 dias, asi
mismo, se encontrd que las concentraciones fueron mayores en tejido adiposo

comparadas con las biopsias de atrio y el plasma sanguineo.

Aunque no es posible medir niveles de amiodarona en grasa con un método

no invasivo, esta practica puede justificarse debido a que las concentraciones
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del farmaco se espera que se encuentren mayormente distribuidas en este
compartimiento y que ademas no se ha estudiado a fondo la relacion entre las
concentraciones en grasa y los efectos adversos de amiodarona, los cuales
pueden llegar a ser mortales como lo es la toxicidad pulmonar, es importante
realizar un monitoreo clinico de los niveles de amiodarona en tejido adiposo con
especial énfasis en los tratamientos cronicos con el fin de contribuir a la

caracterizacion de su perfil de eficacia/toxicidad.

Los efectos adversos identificados pueden estar presentes
independientemente de la concentracién plasmatica del farmaco, asi mismo se
encontrd que no todos los sujetos en este estudio presentaron efectos adversos
relacionados al uso de amiodarona. La hepatoxocidad fue el efecto adverso
mas frecuente en la poblacion de estudio, se presentdé en un 35% de los
pacientes, sin embargo, ninguno de los sujetos presentd alteraciones en las
transaminasas ALT y AST, las cuales se han observado como los marcadores
de hepatotoxicidad inducida por amiodarona (Vasallo, 2007), a su vez, se
encontraron niveles elevados de deshidrogenasa lactica (LDH) y Gamma-
glutamil transpeptidasa (GGT) dentro de los grupos de estudio, estas enzimas
también son utilizadas como indicadores de daino hepatico. En el caso de los
pacientes con elevacion en los niveles de LDH, es necesario analizar la
isoenzima de este conjunto enzimatico que se encuentra elevada, esto con el
fin de corroborar que el dafo tisular se encuentra en el higado y no en algun

otro érgano.
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Con respecto a los casos de toxicidad pulmonar, es dificil atribuir solamente
a amiodarona como el agente causante, ya que sélo se identificaron cuadros de
tos seca, asi como disnea que se presentaban de manera intermitente, solo fue
posible identificar a un paciente con diagnodstico de toxicidad pulmonar
secundaria a amiodarona. En los estudios realizados por Koike et al. 2015y
Okayasu et al. 2006, se encontré que un IMC >27 kg/m? es un factor de riesgo
para desarrollar neumonia intersticial en terapias cronica con amiodarona, el
sujeto con toxicidad pulmonar identificado en este estudio presentdé un IMC de
28 kg/m? y se encontraba bajo tratamiento con el antiarritmico por mas de un
ano. A pesar de obtener resultados similares a los ya antes mencionados, la
limitante de todos los estudios ha sido el bajo numero de pacientes estudiados,
por lo que se recomienda realizar mas investigacion sobre este efecto adverso
en poblaciones con obesidad, debido a que es una de las complicaciones mas

peligrosos que se pueden presentar por el uso de amiodarona.

Dentro de las alteraciones de la funcion tiroidea, el hipotiroidismo se
presenta como el segundo efecto adverso mas comun, con una frecuencia de
alrededor de un 25% de los sujetos de estudio. Los porcentajes encontrados en
este estudio difieren de los reportados por Siddoway 2013, Vasallo 2007 y
Bickford y Spencer 2006, ya que se ha encontrado este efecto adverso con una
frecuencia del 2 - 17%. Es importante mencionar que algunos de los pacientes
se encontraban bajo tratamiento con levotiroxina, la cual es utilizada para
compensar las deficiencias de hormonas tiroideas en el tratamiento de

hipotiroidismo. A su vez, al revisar los expedientes de los pacientes,

76



encontramos que la disfuncion tiroidea es una de las principales causas de
modificacion de la terapia antiarritmica suspendiendo amiodarona. El
hipertiroidismo tuvo una frecuencia del 10%, esto es comparable con lo

reportado por Siddoway 2013, Vasallo 2007 y Bickford y Spencer 2006.

El monitoreo de amiodarona basado en sus concentraciones plasmaticas ha
sido recomendada por diferentes autores como Karvaly en 2013 aunque su
interpretacion no ha sido del todo elucidada; sin embargo en el presente trabajo,
se demostré que los niveles de amiodarona en sangre no reflejan la eficacia
terapéutico asi como tampoco su toxicidad. Se ha recomendado un monitoreo
basado en la clinica de los pacientes (Brickford y Spencer 2006), mediante
pruebas de funcion de los diferentes érganos en donde se presentan los efectos
adversos del farmaco. Una de las propuestas del grupo de trabajo es realizar la
cuantificacion de amiodarona en el tejido adiposo utilizando una biopsia de
aguja para extraer una muestra de grasa, en donde se encuentra contenida
aparentemente la mayor parte del farmaco, y relacionar este nivel con la
presencia de sus efectos adversos. Es importante la implementacion del
monitoreo rutinario para los pacientes bajo tratamiento con amiodarona en los
institutos de salud, protocolos de seguimiento como los reportados por
Goldshlager et al. en 2000 y Siddoway en 2003 son faciles de aplicar en la
practica clinica. Dentro de nuestro universo de trabajo fue posible detectar que
no existen protocolos de seguimiento de amiodarona, por lo que se recomendo

en base a lo descrito por dichos autores utilizar una guia de monitoreo (Tabla
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10) con el fin de contribuir al uso racional del medicamento y a la seguridad de

las terapias.

Tabla 10. Guia para monitoreo clinico de Amiodarona

Laboratorios de Rutina en pacientes con uso de Amiodarona

Pruebas de funcién hepatica Al inicio y cada 6 meses

Pruebas de funcioén tiroidea Al inicio y cada 6 meses
Electrocardiograma Al inicio y cada afio
Evaluacion oftalmolégica En caso de problemas visuales

Pruebas de funcion pulmonar,
incluir examen de difusion
pulmonar (Dico)

Al inicio y en caso de sospecha de toxicidad
pulmonar

Al inicio y en caso de sospecha de toxicidad

Radiografia de pecho pulmonar
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8. CONCLUSIONES

s Se desarroll6 un método para la cuantificacién de amiodarona por HPLC

en un rango de 0.5 a 25 pg/mL, utilizando como fase estacionaria una
columna Phenomenex Hyperclone ODS C18 (250 x 4.6 mm, 5 ym) y una
fase movil compuesta por acetonitrilo/acetato de amonio (pH
4.5)/metanol (60:10:30 (v/v)), con un flujo de 2.0 mL/min tipo isocratico, el

tiempo de retencién de amiodarona fue de 5.6 + 0.5 min.

El método desarrollado fue validado de acuerdo a los criterios
establecidos por las guias nacionales e internacionales para la validacion
de métodos bioanaliticos y su implementacion fue posible en pacientes

diagnosticados con arritmias cardiacas bajo tratamiento con amiodarona.

Se cuantific6 amiodarona a partir de las muestras de plasma de 17
pacientes bajo tratamiento crénico con amiodarona, 47% de la poblacién
tenia un IMC < 25 kg/m? y 53% de los pacientes se encontraban con un
IMC 2 25 kg/m?, correspondiente a sobrepeso y obesidad. Solo el 18 %
presentd niveles terapéuticos del farmaco, 41 % se encontraban con
concentraciones subterapéuticas, asi mismo se detectaron niveles trazas

o no detectables en el 41 % de los sujetos de estudio.

No se encontroé una correlacidn entre las concentraciones plasmaticas de

amiodarona con el IMC de los pacientes que participaron en el estudio.
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Debido a las propiedades farmacocinéticas de amiodarona, se cree que
el farmaco se puede encontrar ampliamente distribuido en tejido,
principalmente tejido adiposo, por lo que la concentracion plasmatica
refleja s6lo una fraccion de la dosis del medicamento. Solamente se
encontrd una correlacién entre los niveles de amiodarona y el tiempo de

tratamiento con dicho farmaco, asi como con la dosis acumulada.

Debido a la variabilidad farmacocinética que posee amiodarona es
necesario realizar mas estudios en poblaciones mayores para
recomendar el monitoreo de sus concentraciones plasmaticas, siendo el
monitoreo clinico basado en la funcién de los distintos 6rganos que se
afectan por su toxicidad la opcion recomendada para darle un
seguimiento a su eficacia y seguridad. Asi mismo, la cuantificacion de
concentraciones de amiodarona en tejido adiposo surge como una
opcioén para estudiar el comportamiento cinético del medicamento en el
organismo, que a pesar de ser un método invasivo supone un beneficio
comparado con los efectos adversos y complicaciones de la terapia con

amiodarona.

La implementacién de protocolos de monitoreo clinicos de amiodarona
en los pacientes utilizando pruebas de laboratorio, es una herramienta
importante que contribuye al uso racional del medicamento y ayuda a

mejorar la seguridad de la terapia farmacoldgica.
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ANEXO A. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS DE LOS PACIENTES

FOLID
Datos Fersomales Fecha:
Homhre
Edad Sexo | | Fachadenacimiants |
Dragmostico(s)
Alergias | Tabaguisms | | A1cohatisma|
Antecedentes medicos
DA Cardiopata HAZ Cincer
HAZ Enf. Fanal Hepatopata Oira
Datos antropométricos
[ Tana | | Pesa | mac | S
Aledicamentos
Namhre Drasis Frecuencia Via Inicia Ohsaracionas
Efectos adversos
Tos Vision barrosa Otro (=)
Driznez Fotosensibiidad
Calaracion d=
Varmito pi=l
Aunmentos d=
Winsea pasa
Liareo T erehlor/ ataxiz
Laboratorios
T4
T3 libr= T 3 total T4 libre total
TEH AST ALT Albdim
Colestaral Trigliceridos LDL HDL
Cr seTica Ooo
Estudios
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ANEXO B. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA 'PARTICIPACIC')N EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:
Lugar y fecha:

Numero de registro:

Justificacién y objetivo del
estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira
al participar en el estudio:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Beneficios al término del estudio:

Relacién del indice de masa corporal sobre la incidencia de los efectos
secundarios en pacientes bajo tratamiento con amiodarona.

UMAE Hospital de Cardiologia No. 34, Departamento de Cardiologia.

Estudiar como el indice de masa corporal se relaciona con la presencia de
efectos secundarios de amiodarona.

Se realizara una entrevista con el participante de aproximadamente 15 minutos
y se tomaran medidas de peso y estatura.

Ninguno.

Conocer la cantidad de farmaco presente en el cuerpo y se podra identificar si el
participante presenta alguin efecto secundario de amiodarona.

Puede retirarse del proyecto en cualquier momento en que lo desee sin ninguna
consecuencia. En caso de que las preguntas durante la entrevista le parezcan
incémodas, tiene usted el derecho de hacérselo saber al investigador o de no
responderlas.

Toda la informacion recolectada sera confidencial y no se usara para ninguin otro
propdsito fuera de los de esta investigacion.

Conocer la cantidad de farmaco presente en el cuerpo, con lo
cual se podra mejor el tratamiento y/o disminuir apariciéon de
efectos secundarios

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable:

Dr. Arturo Mufiz Garcia

Colaboradores:

Dra. Nancy Elena Guzman Delgado, QFB Jorge Armando Yafiez Gonzalez

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de
Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos,
Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico:

comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto

Testigo 1

Nombre, direccién, relacion y firma

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de

investigacion, sin omitir informacién relevante del estudio
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