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RESUMEN

Alejandro Quintero Gonzalez Fecha de Graduacién: Diciembre 2018

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de estudio: Determinacion de la concentracién de amiodarona y desetilamiodarona en

plasma y eritrocitos en pacientes con terapia crénica oral

Numero de paginas: 123 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacién en Farmacia
Area de estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: El propésito de este estudio fue determinar amiodarona y
desetilamiodarona en plasma vy eritrocitos de pacientes con terapia crénica antiarritmica y
relacionar las concentraciones con la aparicion de reacciones adversas por toxicidad. Las
técnicas de extraccién Liquido-Liquido fueron desarrolladas como pretratamiento de las matrices
biologicas. Las validaciones bioanaliticas fueron realizadas siguiendo las especificaciones de la
NOM-177-SSA1-2013 para la determinacion simultanea de amiodarona y desetilamiodarona en
plasma, eritrocitos y tejido adiposo subcutaneo. Las muestras fueron evaluadas por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplada a un detector Ultravioleta Visible.

Contribuciones y Conclusiones: Los métodos de extraccion Liquido-Liquido fueron
desarrollados para amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido
adiposo subcutaneo por un procedimiento efectivo y simple. Las validaciones bioanaliticas para
la determinacién simultdnea de amiodarona y desetilamiodarona en muestras de pacientes con
terapia cronica, representa una manera de contribuir con un marcador para prevenir reacciones
adversas de toxicidad. La amiodarona en plasma resultdé en mayor concentracion que en
eritrocitos y la desetilamiodarona no fue encontrada en diferentes concentraciones entre las

mismas matrices.

Dra. Elida Marcela Aguilar Bravo (Asesora)
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1. INTRODUCCION

1.1 Uso Racional de los Medicamentos

El Uso Racional de los Medicamentos es una estrategia sanitaria a nivel mundial
dirigida por la WHO (World Health Organization) que permite que los pacientes
reciban la mejor calidad en su tratamiento farmacoldgico adecuado a sus
necesidades clinicas, la cual consiste en recibir las dosis correctas en sus
requisitos individuales por la 6ptima via de administracion y adecuada forma
farmacéutica, durante el tiempo correcto y al menor costo posible.! Esta
estrategia permite fortalecer la actividad clinica por los profesionales de la salud
donde el monitoreo terapéutico de los medicamentos y su relacion con la
presencia de los efectos adversos representa una oportunidad para contribuir en
el cuidado de los pacientes y en la mejor efectividad de los tratamientos

farmacolégicos.

1.2 Monitorizacion Terapéutica de Medicamentos

La TDM (Therapeutic Drug Monitoring), en sangre o tejidos es una actividad de
la farmacia clinica que pretende establecer relaciones de concentracién-

respuesta principalmente de los medicamentos con margen estrecho de



seguridad, utilizando parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos para
individualizar y optimizar los resultados terapéuticos de pacientes especificos.?
Otros de los objetivos de la monitorizacion de farmacos es minimizar efectos
adversos e interacciones asociadas, comprobar cumplimiento terapéutico y
determinar las condiciones de variabilidad de la cinética del farmaco en diferentes

estados fisiopatoldgicos de los pacientes.?

Algunas de las dificultades en la cuantificacion de farmacos han sido por una
parte: la necesidad de técnicas sensibles de alta resolucion como HPLC (High
Performance Liquid Chromatographi), que permitan detectar las bajas
concentraciones que alcanza el medicamento y sus metabolitos en los fluidos
bioldgicos y por otra parte la falta de estas técnicas a nivel hospitalario.* Asi
mismo existen ciertas caracteristicas propias de los medicamentos que hacen
justificable realizar monitorizacién terapéutica como son: estrecho indice
terapéutico, dificultad para valorar clinicamente su eficacia o toxicidad, gran
variabilidad en su comportamiento cinético y para los que no exista una definida
relacion dosis-respuesta. Algunos de los farmacos que cumplen estos criterios
que son ampliamente usados en clinica son: carbamazepina, fenitoina, acido

valpréico, disopiramida, lidocaina, quinidina, digoxina y amiodarona, entre otros.?



1.3 Esperanza de vida en el mundo

La esperanza de vida es el marcador indicativo para evaluar la calidad de vida
de la poblacién, se define como la cantidad de afios que se vive en un periodo
determinado, referida a personas que tienen una muerte no violenta. En el 2016
se reporté a Suiza como el pais con el primer lugar en calidad de vida con un
valor de 80.7 anos para hombres y 86.6 afos para mujeres, mientras que México
quedo posicionado en el lugar 30 con una esperanza de 71.7 afios para hombres
y 77.4 para mujeres segun el CDC (Center for Disease Control and Prevention)
de Estados Unidos de América.® Las enfermedades del corazén influyen entre la
primer y segunda causa de muerte en el mundo por lo que siguen siendo un tema

de interés en la salud.

1.4 Enfermedades del corazén

Las enfermedades cardiovasculares ocasionan un mayor indice de mortalidad
que las enfermedades croénicas incluido el cancer. Las estadisticas del 2015 de
la WHO reportaron 56 millones de defunciones, de las cuales la primera causa
fue enfermedades cardiovasculares con un total de 15 millones, una cifra que se
proyecta aumentara a mas de 23.6 millones para el afio 2030.% En los Gltimos 20
anos la mortalidad por estas enfermedades disminuyé notablemente como
respuesta a los cuidados profilacticos, a pesar de esto las enfermedades

coronarias e insuficiencias cardiacas son responsables de un gran niamero de



muertes por afo en todo el mundo, donde aproximadamente el 25% se deben a

paro cardiaco subito.’

En México no existen datos aproximados en relacion entre las muertes y las
patologias asociadas al corazdn sin embargo, se conoce que en las mujeres entre
35y 44 anos de edad, estas enfermedades son la tercer causa de muerte; en los
hombres y mujeres entre 45 y 64 anos es la segunda y tercer causa de muerte
respectivamente, mientras que para ambos sexos mayores de 65 afos se
convierte en la primer causa.? Las arritmias son algunas de las enfermedades del
corazon con alta frecuencia en la poblacién después de los 35 afios que

predisponen a los pacientes en riesgos cardiovasculares.

1.4.1 Arritmias

Se define arritmia como la modificacion de la frecuencia cardiaca por la alteracion
de la conduccién del impulso nervioso que puede ser superior o inferior a la de
los latidos normales que son 60-100 Ipm (latidos por minuto); denominandose
bradicardia cuando este valor es inferior a 60 Ipm y taquicardia cuando el valor
es superior a 100 Ipm. Las taquiarritmias pueden ser supraventriculares o
ventriculares segun la localizacion. La existencia de una arritmia puede tener
diferentes consecuencias fisiopatoldgicas, dependiendo del tipo de arritmia y de

la presencia de patologias cardiacas.



Las arritmias cardiacas son una de las causas mas frecuentes de hospitalizacién
en Estados Unidos de América y Europa con aproximadamente 7.5 millones de
casos anuales, se calcula que la incidencia sera 2.5 veces mayor para el 2050.
La gravedad de esta patologia aumenta significativamente el riesgo de embolia

cerebral, falla cardiaca y eventualmente la muerte.

1.4.1.1  Taquiarritmias supraventricular

Taquicardia sinusal (TS): Esta taquicardia es comun y puede presentarse
asintomatica, es usualmente un resultado de ansiedad, fiebre, tirotoxicosis,
hipovolemia aguda, anemia o alguna otra enfermedad aguda. Normalmente la
taquicardia sinusal resulta del incremento del tono simpatico o decremento del
tono parasimpatico, en general la incidencia y prevalencia es dificil de determinar

debido a que esta condicidén es generalmente transitoria.

Fibrilacion atrial (FA): Es el trastorno clinico relacionado al ritmo cardiaco mas
prevalente en la poblacion de pacientes de edad avanzada, afecta alrededor de
2.3 millones de americanos, aproximadamente el 6% de la poblacién de edad

mayor a 65 afnos y 12% de la mayor a 85 afos.

La FA parece ser mas frecuente en hombres que en mujeres sin embargo, en
las poblaciones de mas de 75 afos las cifras tienden a igualarse. Diversos

factores pueden contribuir al incremento de fibrilacién atrial, tales como la edad y



las condiciones de comorbilidad, entre ellas, la obesidad, hipertension, diabetes,

tirotoxicosis y desérdenes de valvulas mitrales.

Flutter atrial (FLA): Este tipo de arritmia se caracteriza por un valor de I[pm mayor
a 300, su prevalencia es menor al 1%, es una las causas de mayor frecuencia de
ingresos de pacientes a hospitales a través de los servicios de urgencias y ha
sido asociada con la fibrilacion auricular posquirdrgica que requiere el uso de
anticoagulantes para reducir el riesgo de mortalidad por eventos

tromboembodlicos.

Taquicardia supraventricular paroxistica (TSP): Se caracteriza por un ritmo
rapido y regular debido a que en alguna estructura por arriba del Haz de His se
encuentra afectada, suelen aparecer sin cardiopatias estructurales y pueden
considerarse benignas aunque producen cierto grado de incapacidad. Esta
arritmia engloba el diagnéstico de taquicardia atrial, taquicardia atrioventricular
nodal y taquicardia atrioventricular reciproca. Se estima que existen 6 casos por
cada 1 000 sujetos con mas de 65 afos de edad en poblacién de edad avanzada

ya que la incidencia se incrementa en forma que aumenta la edad. '2

1.4.1.2 Tratamiento

Las arritmias pueden controlarse con tratamiento farmacolégico y no

farmacoldgico como marcapasos, cardioversion, ablacién por catéter y cirugia. El
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objetivo del tratamiento en las arritmicas es disminuir la actividad del marcapaso
ectopico y modificar la conduccién o periodo refractario en los circuitos de

reentrada.

En el tratamiento farmacolégico se encuentran el grupo de los antiarritmicos vy

son clasificados segun la escala de Vaughan Williams:

Clase 1: Bloqueadores de canales de sodio
Clase 2: Beta-bloqueadores
Clase 3: Bloqueadores de los canales de potasio

Clase 4: Bloqueadores de los canales de calcio

Existen diferentes tratamientos para las arritmias cardiacas como esmolol,
propanolol, sotalol, flecainamida, procainamida entre otros’ sin embargo, la
amiodarona es el farmaco de mayor efectividad disponible actualmente como
alternativa farmacoldgica en taquicardia ventricular y atrial, ademas de tener un

aparente efecto cardioprotector.#15

1.5 Amiodarona

La amiodarona fue desarrollada por el Laboratorio Belga Labaz, como un

derivado del benzofurano en el aino 1960. Los antiarritmicos utilizados en esa
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época eran quinidina, lidocaina y metilxantina aunque la respuesta terapéutica
no era tan efectiva, por otro lado el numero de prescripciones habian aumentado
de 4 a 12 millones para el afno 1986 por lo que surgi6 la necesidad de incluir
nuevas moléculas para tales patologias. Una de estas moléculas fue la
amiodarona y tiempo después se reconocié que poseia actividad antiarritmica en
ensayos con animales; a pesar de no contar con la aprobacion de las agencias
reguladoras de medicamentos, comenzd a ser prescrita en los pacientes con
taquicardias. Fue hasta 1985 que en Estados Unidos de América se aprobd como
tratamiento para las taquicardias ventriculares y tuvo un periodo de gran
aceptabilidad posicionandose como un antirritmico ideal debido a su alta
efectividad en taquicardia ventricular refractaria, con pocos efectos adversos
reportados hasta ese momento, sin efectos inotropicos y ademas fue el primer

agente oral en dosis Unica diaria.!”

La amiodarona exhibe un amplio espectro de accién que incluye el bloqueo de
canales de sodio y potasio que repolarizan la corriente cardiaca, por lo cual se
considera uno de los antiarritmicos de mayor efectividad. Estas acciones pueden
inhibir o terminar las arritmias ventriculares influyendo en la automaticidad del
corazén.® Se le ha reconocido una eficacia y amplia prescripcion como
tratamiento de arritmias sin embargo, la amiodarona posee numerosos efectos

adversos debidos a su extraordinaria farmacocinética y toxicidad que exhibe.'®



1.5.1 Farmacodinamia

La amiodarona es un antiarritmico con una predominancia Clase lll, aunque
también posee efectos Clase |, Il y IV en la clasificacién de Vaughan Williams por
lo que probablemente todo eso contribuye a su efecto antiarritmico, posee un
variado patrén de efectos electrofisiolégicos, por lo que se prescribe con el
objetivo de controlar arritmias, fibrilaciones y como antiisquémico.'® La
amiodarona disminuye la fuerza de contraccién en el ventriculo izquierdo,
disminuye la resistencia vascular periférica lo cual probablemente se deba a la
vasodilatacién periférica mas que a la accién de beta-bloqueador o antagdnico
de los canales de Calcio, dilata las arterias y reduce la resistencia en los vasos a
nivel coronario, la amiodarona también puede ejercer un efecto antiarritmico
como consecuencia del incremento del flujo coronario.’® El efecto como
antiisquémico puede deberse a que la amiodarona incrementa el flujo sanguineo
en las arterias coronarias ejerciendo un efecto cardioprotector.'® La amiodarona
ha sido considerada como el farmaco “estandar de oro” debido a todos los efectos

electrofisiolégicos en el control de las arritmias.™

1.5.2 Farmacocinética

La farmacocinética de la amiodarona es compleja y hasta ahora no ha sido
completamente descrita; la relacidon de la dosis, concentracion plasmatica y
eficacia aun siguen sin describirse en su totalidad. Este fdrmaco muestra una

mayor acumulacién en tejido adiposo, musculo esquelético e higado. Una de las
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condiciones fisiopatolégicas de los pacientes que afecta su farmacocinética es la
obesidad, ya que al variar la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion en
estos pacientes, afecta la eficacia del farmaco al igual que influye en los efectos

adversos.?

La amiodarona exhibe una absorcion lenta y un amplio metabolismo de primer
paso con circulacién enterohepatica tras una administracion unidosis oral, lo que
refleja una BD (biodisponibilidad) variable entre 20 y 80%. Su principal metabolito
es la DEA (mono-N-desetilamiodarona), con efecto electrofisiologico similar al
farmaco original.® La Cmax (concentracion maxima) se alcanza entre las 4-6 horas
después de una administracion oral, puede seguir varias vias metabdlicas y
finalmente una de reaccidn de tipo N-desalquilacion, eliminandose por via biliar,
el Clr (aclaramiento renal) no es significativo. La amiodarona y la
desetilamiodarona son compuestos altamente lipofilicos, lo que explica su amplio
Vd (volumen de distribucidon) retardando el efecto terapéutico, por lo que un
modelo farmacocinético de més de un compartimento es el que mejor explicaria
su cinética.'® Después de la fase de distribucion, los niveles de amiodarona y
desetilamiodarona son encontrados en diversos tejidos, como el adiposo
subcutaneo, corazoén, pulmén, higado y nédulos linfaticos. En terapia crénica oral
se sabe que el t12 (tiempo de vida media), es de hasta 60 dias y se ha sugerido
qgue no existe una correlacidn entre el efecto antiarritmico y la concentracién en
plasma. Las concentraciones plasmaticas de amiodarona entre 1.0-1.5 yg mL""
estan asociadas con el control de las arritmias ventriculares, mientras que

mayores de 2.5 yg mL™' no proporcionan un efecto antiarritmico adicional y se
10



han asociado con toxicidad neuronal. Una relacién entre la concentracion de
desetilamiodarona y amiodarona mayor a 1.4, se ha relacionado con un

incremento del riesgo de toxicidad.?

En la tabla 1 se describen los principales parametros farmacocinéticos de la

amiodarona
Tabla 1 Perfil farmacocinético de la amiodarona
Parametro farmacocinético Resultado
Tiempo de absorcion 2-12h
Grado de absorcion Bajo y lenta
Biodisponibilidad Variable 20-86 %
Tiempo de concentracién maxima 4-6 h
Unién a proteinas 96 %
Volumen de distribuciéon
e agudo (dosis Unica) e 1.3-65.8L kg
e estado estacionario e 5.0Lkg"
Eliminacién Hepatica
Vida media
e aguda e 3-21h
e cronica e 52.6dias
Aclaramiento total 0.10-0.77 L min-
Mono-N-desetilamiodarona
Metabolitos Bi-N-desetilamiodarona
Metabolitos desyodados
Concentracidon maxima en el estado )
. ! 2.5 yg mL"
estacionario
Concentracién terapéutica 1.0-2.5 yg mL""

15

El principal érgano involucrado en la conversion de la amiodarona en sus
metabolitos es el higado, sin embargo, otros tejidos también contribuyen al
metabolismo de la misma y varias isoformas de la enzima CYP han sido descritas

en el metabolismo de amiodarona en humanos.?!
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La amiodarona es metabolizada a desetilamiodarona por el citrocromo P450,

principalmente por la isoforma CYP3A4 que metaboliza el 40% del farmaco en

las primeras 24 horas de la exposicién.?? Otras isoformas de la enzima CYP

también han sido descritas en el metabolismo de la amiodarona, CYP1A1, 2C8,

2D6 ademas del 3A4 exhibiendo una potencial conversion a desetilamiodarona 'y

didesetilamiodarona.?!

En la tabla 2 se describen las caracteristicas fisicoquimicas de la amiodarona y

la desetilamiodarona como principal metabolito.

Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas de AMD y DEA

Parametro
Masa molecular

Féormula

Composicién

Anillos aromaticos
Donador de Hidrogenos
pKa
Log P
LogDpH 7.4
LogSpH7.4

amiodarona
645.32 g mol*

CasH2912NO3
Carbono 46.53 %
Hidrégeno 4.53 %

lodo 39.33 %
Nitrégeno 2.17 %

Oxigeno 7.44 %
3
0
8.47
7.64
6.53
-6.38

desetilamiodarona
617.26 g mol*

Ca3H2512NO3
Carbono 44.75 %
Hidrégeno 4.08 %

lodo 41.12 %
Nitrégeno 2.27 %

Oxigeno 7.78 %
3
1
9.4
6.9
4.92
-5.18

23
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1.5.3 Efectos adversos

Diversos efectos adversos son evidentes en pacientes que estan en tratamiento
cronico con amiodarona, desde los clinicamente no significativos, como los
depodsitos corneales, hasta la fibrosis pulmonar como el efecto adverso de mayor

gravedad.

En la tabla 3 se describen las incidencias de las reacciones adversas

extracardiacas de la amiodarona.

Tabla 3 Incidencia de reacciones extracardiacas de amiodarona

Reaccion adversa a medicamento Incidencia (%)
Microdepdsitos corneales > 90
Coloracion en piel gris-azul 4-9
Fotosensibilidad 25-75
Hipotiroidismo 6
Hipertiroidismo 0.9-2
Toxicidad pulmonar 1-17
Hepatotoxicidad 15-30
Cirrosis hepética <3

24

Los efectos adversos del medicamento han sido reportados que muestran una
relacion lineal con la cantidad acumulada y no se ha podido establecer la relacion
de la aparicion de los mismos con la concentracién plasmatica del farmaco ni de
su metabolito. Otros estudios han tratado de relacionar los efectos de toxicidad
extracardiacos y las concentraciones de la amiodarona y la desetilamiodarona en

diferentes tejidos, con el fin de proponer algin marcador de toxicidad, sin
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embargo, por diversas razones no se ha reportado algun parametro

determinante.?®

Se ha demostrado en diversos ensayos in vitro que la amiodarona y la
desetilamiodarona son fuertes inhibidores de la cadena de transporte de
electrones asociadas a la produccion de Especies Reactivas del Oxigeno.?? Los
mecanismos de toxicidad de la amiodarona aun no han sido completamente
descritos y los efectos adversos parecen estar relacionados a una fosfolipidosis
en los tejidos de alta afinidad a las moléculas, siendo estos los de caracter

lipofilico. 2’

Con el fin de conocer la relacidn que existe entre los efectos terapéuticos o
toxicos del farmaco y su metabolito, es necesario conocer la cantidad o
concentracion real que existe en los diversos compartimentos farmacocinéticos
en diferentes condiciones: en pacientes en terapia con una patologia controlada
por amiodarona, asi como en quienes la terapia con este antiarritmico no esté
siendo efectiva, quienes presenten un efecto terapéutico esperado y alguno de

las reacciones adversas o solamente un efecto relacionado a la toxicidad.2526

Para la cuantificacion de un farmaco en diferentes fluidos biolégicos de interés
clinico es necesaria la implementacion de un método bioanalitico y para asegurar
la confiabilidad de los resultados el método debe ser validado segun las guias de

validacion bioanaliticas actuales.?”

14



1.6 Validacion de métodos bioanaliticos

Para determinar las concentraciones tanto de farmacos como de metabolitos, son
necesarios pretratamientos eficientes de extraccién de las matrices bioldgicas y
métodos sensibles y de alta resolucién como HPLC asociada a los detectores
correspondientes segun las propiedades fisicoquimicas de los analitos. Existen
diferentes Normas Oficiales para las validaciones bioanaliticas: en México existe
la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, define las pruebas vy
procedimientos para establecer que un medicamento es intercambiable e incluye

los parametros para comprobar que un método es apto para el uso indicado.

La validacidn es el proceso por el cual se establece, mediante las caracteristicas
de desempeno del método analitico que debe cumplir para las aplicaciones
previstas, se demuestra que los procedimientos analiticos son aptos para el uso
adecuado, se describe la secuencia de actividades, recursos materiales y
parametros que se deben cumplir. Los métodos bioanaliticos pueden tener
diferentes objetivos como establecer la presencia, identificar o cuantificar el

analito como lo fue en este proyecto.

Las validaciones constan de una serie de parametros que deben ser evaluados

cronolégicamente con equipos calibrados adecuadamente, estandares
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confiables de alta pureza, analistas con experiencia, ademas de documentar el

procedimiento. Los parametros determinados fueron los siguientes:

1.6.1 Selectividad

La selectividad se define como la capacidad de un método analitico para
diferenciar y cuantificar el analito, en presencia de otros compuestos de la

muestra.

1.6.2 Limite Inferior de Cuantificacion

Es la menor concentracién del analito que puede medirse cumpliendo con la
precision y exactitud determinada en funcidn de las necesidades de

cuantificacién del estudio.

1.6.3 Curva de Calibracion

Es el conjunto de concentraciones que describen el intervalo en el cual se

cuantifica el compuesto a analizar.

1.6.4 Precision

Se define como el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales

cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
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muestra homogénea, se evalla como repetibilidad y reproducibilidad, segun la

agencia reguladora en México.

1.6.4.1 Repetibilidad

Es la precision bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo corto

de trabajo.

1.6.4.2 Reproducibilidad

Es la precision bajo las variaciones que comunmente pueden ocurrir dentro del

laboratorio, en diferentes dias, diferentes analistas o diferentes equipos.

1.6.5 Exactitud

Esta definida como la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y

el valor de referencia.

1.6.6 Estabilidad de la muestra

Es la capacidad de un farmaco o biofarmaco de permanecer dentro de las
especificaciones de calidad establecidas, es la propiedad del compuesto por
analizar contenido en una matriz biolégica, de conservar sus caracteristicas,
desde el momento del muestreo hasta el analisis de todas las muestras asi como

reanalisis.
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2. ANTECEDENTES

La validacién bioanalitica es uno de los aspectos de mayor importancia en la
determinacién de farmacos en matrices biologicas, para lo cual existen diferentes
agencias reguladoras que indican en las guias el procedimiento para la validacion
de un método bioanalitico, en Europa la EMA lo establece en la Guideline of
bionalytical method validation,*® en este proyecto se consultaron los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable,
incluyendo en el apartado 9 los criterios y requisitos para el analisis de muestras
biolégicas establecidos para un estudio de biodisponibilidad y bioequivalencia, en
el que menciona todos los parametros para la determinaciéon de farmacos en

matrices biolégicas.3®

Maes y colaboradores desarrollaron un método bioanalitico para la determinacion
de amiodarona y desetilamiodarona en plasma de origen animal, la técnica de
separacién y cuantificacion fue en cromatografia liquida asociada a un detector
de masas, en la metodologia de extraccion utilizaron cartuchos SPE (Solid Phase
Extraction), emplearon una columna cromatografica Hypersil ODS para
compuestos basicos no polares. Buenos parametros de validacién fueron
obtenidos, como un LIC (Limite Inferior de Cuantificacion) de la Curva de
Calibracién de 50 ng mL™" y tiempos de retencién menores de 10 min para ambas
moléculas, el intervao de trabajo de la Curva de Calibracién fue de 50 a 1000 ng

mL", evaluaron la precision y la exactitud del método concluyendo los pardmetros
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y condiciones reportadas son aptas para la evaluacién de los analitos en

muestras de pacientes.34

Kuhn y colaboradores desarrollaron un método de cuantificacién de amiodarona
y desetilamiodarona en plasma humano empleando cromatografia liquida
asociada a un detector de masas, en la metodologia de extraccidbn emplearon
cartuchos SPE, la columna cromatografica usada fue una Hydro de fase reversa,
el LIC de la Curva de Calibracion fue de 7.5 pg L para la amiodarona y 2.5 ug
L' para la desetilamiodrona, los tiempos de retenciéon fueron menores a 3
minutos, el intervalo de trabajo de la Curva de Calibracion reportada fue del LIC
de la Curva de Calibracion hasta 10.0 pug L, la precision y la exactitud también
fueron evaluadas, por lo que las condiciones de trabajo de estos autores son
potencialmente aplicables en la determinacidén de las moléculas en muestras de

pacientes.3®

Rodrigues y colaboradores desarrollaron un método de cuantificacion de
amiodarona y su metabolito en plasma y tejidos de origen animal, por
cromatografia liquida acoplada a un detector Ultravioleta-Visible, utilizaron una
metodologia de extraccién LLE (Liquid Liquid Extraction) empleando una
columna C18 de fase reversa, los LIC de la Curva de Calibracion fueron de 0.1
ng mL, el intervalo de trabajo fue de 0.1 a 15 ug mL! para ambas moléculas en
las diferentes matrices, la precision y la exactitud también fueron evaluadas por
lo que se concluy6 que las condiciones de trabajo reportadas pueden ser Utiles

en la determinacion de estas moléculas en aplicaciones clinicas.3®
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Rodrigues y colaboradores en un estudio posterior publicaron la validacion
bioanalitica para la cuantificacion de amiodarona y desetilamiodarona, la técnica
de separacion y cuantificacion fue cromatografia liquida acoplada a un detector
Ultravioleta-Visible, la extraccion de los analitos del plasma fue SPE, el LIC de
la Curva de Calibracion fue de 0.1 pg mL", el intervalo de trabajo de la Curva de
Calibracién fue de 0.1 a 10 pg mL" para las dos moléculas, la precision y la
exactitud también fueron evaluadas, los autores concluyen que la metodologia

desarrollada es aplicable en estudios de determinacion de bioequivalencia. 3’

Tras el uso de algunos medicamentos de farmacocinética complicada, fue
evidente la necesidad de investigar sus concentraciones plasmaticas y de esta
manera se establecieron las relaciones dosis-respuesta y surgié la importancia
de la TDM con el objetivo de optimizar los tratamientos farmacolédgicos. La TDM
se fundamenta en que existe una relacién directa entre la concentracion del
farmaco en sangre y en los receptores, lo que determina el efecto terapéutico.?
Para los medicamentos a los que se les ha descrito un amplio margen de
seguridad no es adecuado el monitoreo de farmacos, ya que incluso genera un
gasto econdémico no necesario, para los citotdxicos y algunos otros el empleo de
criterios clinicos o pruebas alternativas pueden ser de mayor representacion que
la concentracién como indicador de eficiencia del medicamento sin embargo, la
TDM es necesaria y justificada para farmacos de estrecho margen de seguridad

0 como amiodarona un farmaco de cinética complicada.
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Los estudios de monitorizaciéon de la amiodarona y la desetilamiodarona han sido
realizados con el objetivo de correlacionar la concentracion plasmatica y el efecto
terapéutico, sin embargo no se han reportado resultados concluyentes de las
relaciones buscadas. En un estudio realizado en un grupo de 21 pacientes,
Barbieri y colaboradores cuantificaron amiodarona y desetilamiodarona en tejido
cardiaco, plasma y tejido adiposo humano post mortem de pacientes que
estuvieron en terapia de corto y largo plazo, con el fin de investigar la
bioacumulacién en el periodo del estadio estacionario, las concentraciones de
ambas moléculas fueron mayores en los pacientes con una larga terapia de
amiodarona, aunque reportaron diferentes particularidades entre los diversos
reservorios estudiados y los grupos de pacientes: la concentracion de la
desetilamiodarona en plasma fue del doble en pacientes en un largo periodo de
terapia, contrario a los pacientes con un corto tiempo; por otro lado reportaron
que la amiodarona tiene una mayor afinidad en plasma y tejido graso mientras la
desetilamiodarona preferentemente se acumula en tejido cardiaco para los
pacientes en terapia de corto y largo plazo, por lo cual los autores concluyeron
que el tejido adiposo es el principal reservorio de amiodarona en tratamiento a

largo plazo.#°

Diversas determinaciones en diferentes matrices han sido realizadas en busca
de un deposito farmacocinético que pueda ser asociado a los efectos adversos
extracardiacos, Heger y colaboradores estudiaron 55 pacientes en terapia oral
de amiodarona y cuantificaron el farmaco y su metabolito en plasma y eritrocitos.

Reportaron que existe una correlacion entre las concentraciones intraindividuales
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de amiodarona y desetilamiodarona en plasma. Sin embargo, encontraron que la
concentracion de la amiodarona fue menor en los eritrocitos que en el plasma,
contrario a lo que sucedid con la desetilamiodarona, ya que aparenta tener una
ligera mayor afinidad en los glébulos rojos, por lo que este podria ser un
compartimento farmacocinético significativo para la desetilamiodarona, lo que

permitiria buscar una asociacién de su concentracion con los efectos adversos.*!

Han sido realizados diversos estudios similares ante el gran numero de reportes
de reacciones adversas extracardiacas asociadas a amiodarona. Maling y
colaboradores estudiaron 27 pacientes en terapia antiarritmica con el farmaco de
interés y cuantificaron el farmaco y su metabolito en el plasma y los eritrocitos,
con relacion a la presencia o ausencia de efectos de toxicidad, sus resultados
indicaron que existen asociaciones: entre la dosis del medicamento y la
concentracion plasmatica del farmaco y del metabolito, asi como entre la dosis
del farmaco y la concentracién en los eritrocitos. También fue reportado que la
concentracion de la desetilamiodarona fue mas alta en los eritrocitos que en el

plasma.*?

Otros estudios cuantificaron amiodarona y desetilamiodarona en diferentes
muestras bioldgicas, encontrando que el plasma y el tejido adiposo subcutaneo
son los principales compartimentos de distribucién del farmaco y el principal
metabolito. Lafuente y colaboradores reclutaron 30 pacientes en terapia cronica
oral de mas de tres meses con amiodarona, tomaron muestras de sangre y tejido

adiposo subcutaneo mediante una puncion abdominal por aspiracién para
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determinar las concentraciones del farmaco y del metabolito en los dos
compartimentos farmacocinéticos. Los resultados los compararon entre
diferentes variables: como la presencia o ausencia de efectos adversos y la
concentracion de las matrices bioldgicas, el tiempo de terapia con el
medicamento y las frecuencias de efectos adversos, concentraciones
plasmaticas y concentraciones en tejido adiposo de manera intraindividual, dosis
diaria y concentraciones en los fluidos analizados. Finalmente concluyeron que
para el numero de pacientes analizados no existe una diferencia entre las
concentraciones en el plasma y el tejido adiposo que pueda indicar la presencia
de un efecto adverso tardio, también concluyen que existe una diferencia
estadistica significativa indicando una asociaciéon entre los efectos adversos y
dosis diaria acumulada, por lo que siguen siendo necesarios estudios que
continden realizando las determinaciones de ambas moléculas en busqueda de
un posible marcador de toxicidad para prevenir los efectos adversos relacionados

al medicamento.2®

Hasta ahora las reacciones adversas extracardiacas relacionadas a la
amiodarona no se monitorizan adecuadamente, Rankin y colaboradores en un
estudio retrospectivo de 1413 pacientes analizaron los datos con relacién a la
prescripcion y la incidencia de reacciones adversas por un periodo de 6 meses,
encontraron que aproximadamente el 46% de los pacientes contaban con datos
de laboratorio para algun marcador de toxicidad en higado y 62% contaban con
estudios de toxicidad tiroidea, el resto no contaba con ningin marcador de

toxicidad.*® En otro estudio en pacientes que presentaron reacciones adversas
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extracardiacas realizado por Reader y colaboradores encontraron que el 8.3% de
217 pacientes descontinuaron el tratamiento con amiodarona por la aparicion de
reacciones adversas,** por lo cual conocer la relacion entre la concentracién de
farmaco, el metabolito y los efectos adversos sigue siendo un tema importante

en el tratamiento con este medicamento.

Debido a la dificultad de relacionar las concentraciones de la amiodarona y la
desetilamiodarona con la eficacia terapéutica, se ha intentado buscar una
asociacién entre las reacciones adversas y sus concentraciones en diferentes
tejidos. Hrudikova y colaboradores han sugerido que la preferente afinidad de la
desetilamiodarona hacia los eritrocitos, y de la amiodarona por el plasma, pudiera
servir como marcador de toxicidad para el farmaco, ademas de que otra
alternativa de prevenir efectos adversos extracardiacos seria estableciendo

concentraciones individuales en la respuesta terapéutica alcanzada?®

Considerando la gravedad de los efectos adversos extracardiacos relacionados
con la toxicidad en los diferentes ensayos clinicos, en diferentes objetivos se
tratado de describir parametro determinante para prevenir la toxicidad
ocasionada por amiodarona con pacientes con terapia crénica via oral, se ha
sugerido que cuantificar desetilamiodarona en eritrocitos podria relacionarse con
la apariciéon de dichos efectos adversos, sin embargo los resultados a pesar de
indicar una tendencia, no son concluyentes por lo que se aconseja aumentar el
namero de pacientes ensayados, ademas de que en diferentes areas

demogréficas los parametros farmacocinéticos tienden a variar asi como los
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efectos adversos por factores propios de los pacientes. Otra situacion de gran
interés en los pacientes bajo tratamiento con amiodarona es la monitorizacion de
marcadores de toxicidad como lo son: marcadores de toxicidad tiroideos y
hepaticos, se ha sugerido que al inicio del tratamiento se realice un perfil tiroideo
y hepatico con el fin de establecer niveles basales para compararlos en el
transcurso de la terapia, y de esta manera tomar la decisidn de ajustar las dosis

del antiarritmico.

Debido a la aparente participacion del principal metabolito en los efectos
electrofisiolégicos, la desetilamiodarona ha sido estudiada con el fin de describir
la relacién en los mecanismos de toxicidad. Estudios in vitro con el objetivo de
relacionar la concentracion de la amiodarona y la desetilamiodarona con la
toxicidad por el farmaco han sido previamente reportados, varios derivados
analogos de la molécula fueron probados con el fin de conocer cual parte de esta
adicionaba toxicidad y cual exhibia menor toxicidad mitocondrial con la misma
actividad antiarritmica, Waldhauser y colaboradores publicaron que el anillo
benzofurano en presencia de atomos de Yodo era relevante en la toxicidad

mitocondrial, cuya estructura se presenta en la figura 1.

O

/

Figura 1 Benzofurano
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Los resultados mostraron que todos los derivados presentaron patrones similares
de toxicidad, sin embargo en el ensayo sobre el mecanismo de
apoptosis/necrosis, la amiodarona indujo mayor grado de apoptosis que la
desetilamiodarona, contrario a lo que pasé evaluando la necrosis, lo que significa
que la desetilamiodarona induce con mayor agresividad la muerte celular que la

amiodarona.?®

Se han realizado diferentes estudios en modelos celulares y animales tratando
de explicar con mayor especificidad la toxicidad de la amiodarona y la
desetilamiodarona, Zahno y colaboradores estudiaron el impacto del farmaco y
el principal metabolito en una linea celular de higado involucrando el metabolismo
del polimorfismo CYP3A4, ya que este citocromo es el principal asociado con la
desalquilacion de la molécula. El resultado fue que las células con
sobreexpresion de CYP3A4 tuvieron un mayor grado de citotoxicidad que las que
no fueron sobreexpresadas para tal citocromo, lo que indica que el metabolismo
de la amiodarona forma un compuesto con mayor actividad citotoxica que la
molécula original. Ambos compuestos también fueron cuantificados por HPLC y
desetilamiodarona fue detectada en los cultivos celulares de 24 horas
previamente inducidos para CYP3A4, lo cual indica que la citotoxicidad esta

asociada a la presencia de este metabolito.??

Se ha sugerido que el metabolismo de algunos farmacos puede inducir la

reactividad del sistema inmune innato, desencadenando reacciones adversas por
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toxicidad. Endo y colaboradores probaron el efecto del citocromo P450 isoforma
CYP3A4 relacionandolo con la posible hepatotoxicidad inducida por una
respuesta inmune, los resultados indicaron que la amiodarona en presencia de
supersomas de CYP3A4 en monocitos TPH-1 induce la expresion de la proteina
de superficie CD54, proteina que favorece la adhesién de los monocitos en el
endotelio induciendo diapédesis asi como la expresion y liberacion de
interleucinas proinflamatorias; posiblemente el metabolito de la amiodarona
contribuye a la induccién del sistema inmune en la activacion de los monocitos,
volviéndolos mas reactivos contribuyendo a una respuesta téxica al expresar las
proteinas de superficie CD54, ademas de que la isoforma CYP3A4 pudiera ser
un factor de riesgo para el desarrollo de reacciones adversas en el tejido del

sistema respiratorio.?®

Un estudio similar en el que se buscoé el efecto de amiodarona sobre células de
higado por la induccién de varios tipos de CYP fueron evaluados (1A1, 1A2, 1B1,
2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4y 3A7). Xuan y colaboradores
reportaron que una concentracion plasmatica de 0.85 pM es alcanzada en terapia
cronica de 400 mg cada 24 horas; una significativa citotoxicidad en las células de
higado fue observada hasta 12.5 uM, por lo que este dato dificilmente se podria
relacionar ante el 14-82% de prevalencia de alteracion de la funcidén hepatica en
los pacientes con una terapia habitual por la amiodarona. En el mismo estudio,
la citotoxicidad fue evaluada por la inhibicién y la expresiéon de los CYP
ensayados, se encontrd6 que las isoformas pueden tener un efecto opuesto

metabolicamente, ya que mientras la sobreexpresion de CYP 1A7 y 3A4
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potencian el efecto citotoxico de la amiodarona, la sobreexpresion de las
isoformas CYP 1A2, 3A5 y 3A7 reducen tal efecto. También reportaron la
actividad de otras isoformas CYP en el metabolismo de la desetilamiodarona, que
disminuyeron la citotoxicidad en la linea celular, como los son: 1A2, 2C8, 2C19y
2D6, se sugiere que pueden contribuir a la detoxificacion de desetilamiodarona
por hidroxilaciéon, desalquilacién o desaminacion.® Quiangen y colaboradores en
ensayos similares, probaron diferentes isoformas del citrocromo, encontrando
que las isoformas CYP 1A1, 3A4y 3A5 eran las principales convertidoras de la

amiodarona a la desetilamiodarona.?’

También se han estudiado los efectos de citotoxicidad en modelos celulares de
pulméon HPL1A, Roth y colaboradores mencionan que se puede presentar un
posible sinergismo citotoxico entre la amiodarona y la desetilamiodarona en tejido
pulmonar. Mientras la amiodarona induce muerte celular por la via necrotica, la
desetilamiodarona activa las vias apoptéticas desde menores concentraciones
que el farmaco. También reportaron un isobolograma de citotoxicidad, donde se
describen las concentraciones a las cuales el 50% del cultivo presenta muerte
celular y demostraron que la citotoxicidad de desetilamiodarona es dos veces
mayor a la exhibida por la amiodarona. Finalmente los autores concluyen que el
empleo de un isobolograma es una importante herramienta que podria
determinar el efecto de sinergismo en interacciones medicamentosas.'® Estos
mismos estudios celulares han sido realizados con el fin de conocer el
mecanismo de desarrollo de toxicidad pulmonar ocasionado por la amiodarona,

recientes estudios reportan que la Ang Il (angiotensina) induce apoptosis en las
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células epiteliales alveolares, por lo que surge la posibilidad de que la amiodarona
y la Ang Il podrian tener una participacién en el desarrollo de dicha reaccion

adversa.’!

Un estudio similar realizado por Mulder y colaboradores en células HPLA1
derivadas de tejido pulmonar, en busqueda del mecanismo de muerte celular,
muestra los porcentajes de apoptosis y necrosis, los autores reportaron que la
desetilamiodarona tiene una mayor actividad citotoxica que la amiodarona,
adicionalmente encontraron que las células expuestas a la desetilamiodarona
exhiben altos niveles de mRNA para angiotensinégeno, previamente habia sido
reportado que el angiotensindgeno podria participar en el desarrollo de toxicidad
pulmonar, ya que induce cambios en los alvéolos y apoptosis ocasionando
fibrosis pulmonar, lo cual podria ser un punto de partida para el desarrollo de

neumonia ocasionada por amiodarona.3?

Estudios recientes consideraron que el desarrollo de reacciones adversas
extracardiacas por la amiodarona estaban asociadas con la cantidad y duracion
del tratamiento, relacionado a la posibilidad de que el sistema inmune pueda
tener una importante participacién. Santos y colaboradores administraron
amiodarona en dos concentraciones via oral a dos grupos de ratones por 5 dias,
posteriormente tomaron biopsias de pulmén para medir la elasticidad indicando
el desarrollo de colageno por inducciéon por la amiodarona, el resultado fue que
en lo grupos a los que se les administré el farmaco las fibras de colageno

aumentaron en tamario.33
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Considerando los ensayos antes mencionados, desetilamiodarona es el principal
metabolito de amiodarona, en conjunto con amiodarona inducen una
considerable serie de efectos citotdxicos, en representacion de los tejidos de los
organos de mayor grado de toxicidad reportados a nivel clinico, es por esta razon
que es considerablemente importante conocer la concentracion de ambas
moléculas en los diferentes compartimentos farmacocinéticos para buscar una
relacion entre los efectos adversos y la concentracidén. Con el fin de conocer las
concentraciones de las moléculas de interés en diferentes matrices bioldgicas,
varios métodos de extraccidn y de cuantificacion se han realizado, obteniéndose

diferentes ventajas segun el objetivo de cada tipo de estudio.
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3. JUSTIFICACION

La farmacocinética clinica es una de las ciencias interdisciplinares que
contribuyen en el sistema de salud, la individualizacion posolégica es uno de los
principales objetivos en los tratamientos farmacoterapéuticos, con el fin de
aumentar la efectividad y disminuir la toxicidad. Algunas de las ventajas que
ofrece la Monitorizacién Terapéutica de Medicamentos son: el ajustar de las
dosis, proponer frecuencias de administracién, detectar concentraciones
plasmaticas  subterapéuticas, concentraciones  tOxicas, interacciones
medicamentosas y fracasos terapéuticos, entre otras. Considerando la relacién
riesgo/beneficio solo algunos medicamentos son candidatos a ser cuantificados
en fluidos bioldgicos, ya que el resultado puede influir en el ajuste de la posologia
permitiendo una farmacoterapia individualizada. En los ambientes hospitalarios
en México es una de las ciencias de gran interés, aunque no totalmente
desarrolladas, ya que en el sentido econémico podria ser una fuente de ingresos
para las Instituciones ademas de la mejora de la calidad de vida de los

derechohabientes.

Los estudios in vitro reportados en diferentes condiciones y lineas celulares
coinciden en que amiodarona y desetilamiodarona inducen en conjunto un grado
de citotoxicidad mayor que el que puedan mostrar de manera independiente, sin

embargo, también es importante mencionar que la desetilamiodarona a bajas
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concentraciones causa el mismo grado de muerte celular que la amiodarona, por
lo que probablemente los efectos adversos podrian ser relacionados a las

concentraciones de las moléculas determinadas de manera simultanea.

Actualmente la Monitorizacion Terapéutica de Medicamentos no es un servicio
rutinario proporcionado en los hospitales, por lo que importantes recursos
economicos no contemplados en la recuperacién de la enfermedad podrian
evitarse y ofrecer significativas ventajas, es por estas razones que en el presente
trabajo se pretende proponer un marcador de toxicidad en el tratamiento crénico
con amiodarona, previniendo importantes efectos adversos extracardiacos sin

descontinuar la terapia.
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4. HIPOTESIS

La desetilamiodarona muestra una mayor afinidad por eritrocitos y la amiodarona

por plasma en pacientes con terapia crénica oral.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar las concentraciones de amiodarona y desetilamiodarona en plasma'y
eritrocitos como marcadores de toxicidad extracardiaca y promover el uso

racional del farmaco.

5.1 0bjetivos especificos:

5.1.1 Validar un método analitico para la determinacion simultdnea de
amiodarona y desetilamiodarona por HPLC UV-Vis en tejido graso
subcutaneo, eritrocitos y plasma.

5.1.2 Determinar la concentracion de amiodarona y desetilamiodarona en
pacientes con terapia crénica oral en plasma y eritrocitos.

5.1.3 Reconocer la frecuencia y el tipo de reacciones adversas en los

pacientes estudiados.
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5.1.4 Establecer la asociacion de los parametros analizados con los efectos
adversos encontrados en dos grupos de pacientes: con y sin efectos

adversos.
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6. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS

6.1 Material de uso hospitalario

e Tubo Vacutainer 6 mL K2EDTA
e Aguja Vacutainer
e Algoddn

e FEtanol 70%

6.2 Reactivos y material de uso en método analitico

e Tubo eppendorf

e Inserto vial HPLC
e VialHPLC

e Punta 100 pL

e Punta 1000 pL

e Metanol HPLC

e Acetonitrilo HPLC
e Agua HPLC

e Agua destilada

e Acetato de amonio

e Acido acético glacial



e Hexano HPLC

e Amiodarona 98.0% pureza, Sigma-Aldrich®

e Desetilamiodarona 95.0% pureza, BOC Scientific®
e Cloruro de sodio

e Acetato de amonio

6.3 Equipos

o Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Waters modelo 2695,
acoplado a detector de arreglo de fotodiodos UV-Vis Waters modelo
2996 (Laboratorio de Biofarmacia)

o Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Perkin-Elmer modelo
Series 200 acoplado a un detector arreglo de fotodiodos UV-Vis
PerkinElmer modelo Series 200 (Laboratorio de Fotocatalisis y
Electroquimica Ambiental)

o Espectrofotometro UV-Vis VARIAN modelo Cary 50 Bio.

e Sonicador Branson modelo 2510

e Balanza analitica AND modelo HR-200

e Vortex Thermolyne Maxi Mix plus modelo M63215

e Centrifuga Eppendorf modelo 5415D

e Centrifuga refrigerada Thermo modelo Centra CL3R
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7. METODOLOGIA

7.1 Ubicacion de los equipos

Los equipos con los que fue desarrollado este proyecto se encuentran ubicados
en las instalaciones del Laboratorio de Biofarmacia y el Laboratorio de
Fotocatdlisis y Electroquimica Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimicas de

la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

7.1.1 Desarrollo de condiciones cromatograficas

Previo al ajuste de la condiciones cromatogréaficas, una solucion metandlica de
amiodarona y otra de desetilamiodarona de 10 pg mL' cada una fueron
preparadas para identificar la longitud de maxima absorcion en el espectro

Ultravioleta-Visible entre 200 y 400 nm.

Una solucién de amiodarona y otra de desetilamiodarona en metanol a una
concentracion de 5 ug mL' cada una, fueron inyectadas por separado en el
cromatdgrafo con el fin de identificar los tiempos de retencién de los estandares.
Otra solucién metandlica mixta de amiodarona y desetilamiodarona de 5 pg mL"
fue preparada para una inyeccién al cromatégrafo para comprobar una completa

resolucién de los picos cromatograficos de ambos analitos.
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La columna cromatografica empleada en este estudio fue fase reversa C18, con
dimensiones de 250 x 4.6 mm y 5 um de diametro de poro de la marca
Phenomenex, la fase mévil estuvo compuesta por 60% de acetonitrilo, 30% de
metanol y 10% de buffer de acetatos 100 mM a pH 4.5, un flujo continuo de 2 ml
min-'. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 45 pL con un tiempo total de
corrida de 12 min, registrando en el espectro ultravioleta a una longitud de onda
de 240 nm para ambos analitos. Estas condiciones fueron adaptadas de estudios

anteriores del mismo grupo de trabajo.

7.1.2 Obtencion de matrices bioldgicas libres de farmaco

Las muestras fueron obtenidas por una toma de muestra de sangre completa en
tubo con K2EDTA como anticoagulante de seis voluntarios aparentemente sanos.
La sangre fue centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos, el plasma fue separado del
paquete globular y combinado con el plasma de los diferentes voluntarios para
formar un concentrado. El paquete globular fue lavado de manera independiente
con solucién salina 0.9% por triplicado, fue adicionado un volumen igual de agua
destilada con el fin de hemolizar la muestra, este lisado eritrocitario fue

combinado con los otros lisados.

El tejido adiposo subcutédneo, fue donado por Investigadores de la Seccion de
Medicina Molecular y Traslacional del Centro de Investigacion en Ciencias de la
Salud y Biomedicina (CICSaB) de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi,

el tejido adiposo subcutaneo fue lavado con solucién salina por triplicado y
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utilizado como matriz libore de farmaco y adicionado con analitos segun los

parametros especificados de la validacion bioanalitica.

7.1.3 Extraccion simultanea de amiodarona y desetilamiodarona en
plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo
Para obtener la mejor eficiencia de extraccion en las matrices bioldgicas
estudiadas, fueron probadas tres metodologias, para esto se preparé una
solucién patrén de una mezcla de amiodarona y desetilamiodarona de 1000 g
mL, a partir de la cual se elaboraron diluciones de 10 y 50 pg mL' en metanol.
Posteriormente se prepararon estandares de 0.5y 2.5 ug mL" en las matrices
correspondientes (una muestra de alta y baja concentracion de la mezcla de
analitos) cumpliendo con la Norma Oficial Mexicana de un maximo de 5% de

empleo de solvente en la matriz para adicionar farmaco.

Una de las metodologias ensayadas consistié en mezclar: un volumen de 600 pL
de plasma y de lisado eritrocitario, con 400 uL de buffer de acetatos 100 mM a
un pH de 4.5, la mezcla se homogenizd por 30 s en vortex y posteriormente se
realiz6 una extraccién con 500 pL de hexano, para el tejido adiposo subcutaneo
0.5 g fueron pesados en balanza analitica, el resto del procedimiento fue similar
al utilizado con las otras matrices. La fase organica de las mezclas fue
recuperada, evaporada y el precipitado fue reconstituido en 200 pL de metanol

para inyeccion en el cromatdgrafo.
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La segunda metodologia de extraccién ensayada consistié en mezclar, 600 pL
de plasma vy lisado eritrocitario con 1800 pL de acetonitrilo para precipitar las
proteinas y funcionando como agente extrayente. El tejido adiposo subcutaneo
fue pesado en balanza analitica, 0.5 g fueron procesados por la misma
metodologia empleada con las otras matrices. Posteriormente las muestras
fueron homogenizadas en vortex por 30 s y centrifugadas a 13 mil rpm por 5 min,
el sobrenadante de acetonitrilo fue recuperado como extracto para la inyeccion

al cromatografo.

La dultima metodologia se llevd a cabo con 600 uL de plasma y lisado eritrocitario,
alos que se les adicionaron 400 pL de acetonitrilo como precipitante de proteinas,
se agit6 en vortex por 30 s y se centrifugaron a 13 mil rpm por 5 min, el acetonitrilo
fue recuperado y posteriormente 2000 puL de hexano fueron agregados sobre el

acetonitrilo como agente extrayente.

El tejido adiposo subcutaneo fue pesado a 0.5 g en un tubo de ensaye, el
procedimiento fue similar al utilizado con otras matrices, sin embargo, para
favorecer la separacion de las fases tras la adicién de acetonitrilo la muestra fue
sometida a tres ciclos de calentamiento de 15 min a 40 °C con el fin de
homogenizar el tejido en el acetonitrilo agitando en vortex en cada ciclo,
finalmente la mezcla fue centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos y refrigerada a 4
°C durante 15 min, lo cual favoreci6 la solidificaciéon de los componentes del tejido
y permitié una mejor recuperacion del acetonitrilo. El acetonitrilo fue recuperado

y se someti6 a extraccion con hexano en las mismas condiciones del
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procedimiento en plasma y lisado eritrocitario. La fase organica fue recuperada,
y se adicionaron 500 pL de hexano sobre el tejido adiposo subcutaneo repitiendo
el ultimo paso. El hexano de las tres matrices fue evaporado y recuperado el
precipitado, reconstituyéndose en 200 pL de metanol para la inyeccion en el

cromatégrafo.

7.2 Validacion de método bioanalitico

Las mediciones bioanaliticas se basaron en los criterios y requisitos del apartado
9 de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, que establece las pruebas

y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.

La validacién bioanalitica por la técnica de HPLC acoplada a un detector UV-Vis,
se realizd en el Laboratorio de Biofarmacia en el Centro de Laboratorios
Especializados y en el Laboratorio de Fotocatalisis y Electroquimica Ambiental
del Departamento de Estudios de Posgrado en la Facultad de Ciencias Quimicas

de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.

7.2.1 Validacion de los métodos bioanaliticos para cuantificacion
simultanea de amiodarona y desetilamiodarona en plasma,
lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo
A partir de los estandares de referencia una solucion patrén mixta de amiodarona
y desetilamiodarona a 1000 ug mL" fue preparada. Posteriormente, de esta

solucién patron fueron preparadas 8 diluciones para plasma y lisado eritrocitario
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y 7 diluciones para tejido adiposo subcutaneo a una concentracion 20 veces la
concentracion de cada punto de la Curva de Calibracion y 3 diluciones mas, a
una concentracion 20 veces la correspondiente a la MCB (Muestra Control Baja),
MCM (Muestra Control Media) y MCA (Muestra Control Alta), el LIC de la Curva
de Calibracién fue al primer punto de cada Curva de Calibracion fijada para cada
matriz analizada. Las MC (Muestras Control) fueron seleccionadas a diferentes
concentraciones de las muestras de la Curva de Calibracion e incluidas en el

intervalo de trabajo.

En la tabla 4 se muestran las concentraciones de las soluciones en metanol 20
veces concentradas correspondientes a cada uno de los puntos de la Curva de

Calibracion, LIC, MCB, MCM y MCA.

Tabla 4 Concentraciones de soluciones metandlicas 20x de la Curva de Calibracion de plasma,
lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Estandar de la Sol 20x lisado Sol 29x tejido
Sol 20x plasma (ug . - adiposo
Curva de a eritrocitario R
Calibracién mL) (g ML) subcutaneo
(hg @)
1 2.5 (LIC) 2.5 (LIC) ---
2 10.0 10.0 20.0 (LIC)
3 20.0 20.0 50.0
4 50.0 50.0 100.0
5 100.0 100.0 200.0
6 200.0 200.0 300.0
7 300.0 300.0 400.0
8 400.0 400.0 600.0
MCB 30.0 30.0 30.0
MCM 160.0 160.0 160.0
MCA 360.0 360.0 360.0
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Para la preparacién de las Curvas de Calibraciéon del plasma y el lisado
eritrocitario se adiciond el 5% del volumen de las soluciones 20x y fue completado
el volumen final con plasma vy lisado eritrocitario respectivamente, para tejido

adiposo subcutaneo se utilizé 5% en peso de las soluciones 20x.

En la tabla 5 se muestran las concentraciones correspondientes a cada uno de
los puntos de la Curva de Calibracién y los controles incluyendo el LIC de la Curva

de Calibracién.

Tabla 5 Concentraciones de soluciones de la Curva de Calibracion y Limites Inferiores de Cuantificacion en
plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Estandar de la tejido adiposo

plasma lisado eritrocitario .
Curva de L mL") subcutaneo

Calibracién (hg mL7) (Mg (Mg o)
1 0.125 (LIC) 0.125 (LIC) ---

2 0.5 0.5 1.0 (LIC)
3 1.0 1.0 2.5
4 25 25 5.0
5 5.0 5.0 10.0
6 10.0 10.0 15.0
7 15.0 15.0 20.0
8 20.0 20.0 30.0
MCB 1.5 1.5 1.5
MCM 8.0 8.0 8.0
MCA 18.0 18.0 18.0
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7.2.1.1 Selectividad

Para demostrar la no interferencia de compuestos enddégenos de la matriz
biolégica, fueron evaluados mediante el uso de plasma y lisado eritrocitario de 6
diferentes voluntarios aparentemente sanos y la mezcla del tejido adiposo
subcutaneo. Se buscaron interferencias a no mas de un 20% del Limite Inferior
de Cuantificacion de la Curva de Calibracion de la amiodarona y la

desetilamiodarona.

Una muestra del concentrado de cada matriz biol6gica sin la adicién de los
analitos fue utilizada como blanco de matriz para comparar la respuesta analitica

con muestras adicionadas con amiodarona y desetilamiodarona.

7.2.1.2 Limite inferior de cuantificacion de la Curva de Calibracion

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 el LIC de la Curva de Calibracién se
establece en el 5% de la Cmaxee (Concentracion maxima plasmatica del estado
estacionario) promedio del farmaco reportado de amiodarona a dosis habituales
es de 2.5 ug mL, por lo que el LIC de la Curva de Calibracion, para este estudio
correspondié a 0.125 ug mL"', para el plasma y el lisado eritrocitario. Las
concentraciones maximas reportadas de amiodarona en tejido adiposo
subcutaneo son de 5.0 a 30 ug g por lo cual en este estudio fue establecido el

LIC de la Curva de Calibraciéon en 1.0 pg g, ya que la Norma Oficial Mexicana
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consultada permite ajustar estos valores para moléculas de alta variabilidad

farmacocinética como lo es la amiodarona.

7.2.1.3 Curva de calibracion

Los puntos de la Curva de Calibracion se establecieron de acuerdo a las
concentraciones esperadas, las cuales fueron 0.125, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0
y 20.0 ug mL" para amiodarona y desetilamiodarona en el plasma y el lisado
eritrocitario, mientras que para el tejido adiposo subcutaneo fueron de 1.0, 2.5,

5.0, 10.0, 15.0,20.0 y 40.0 ug g'.

Las muestras de la Curva de Calibracion fueron caracterizadas con un método
matematico de ajuste por minimos cuadrados para relacionar la concentracion y
la respuesta analitica, la cual fue continua y reproducible en el intervalo de trabajo
de la Curva de Calibracion. Las lecturas de las muestras de la Curva de
Calibracién fueron evaluadas por triplicado incluyendo los porcentajes de
concentracion recuperada asi como el porcentaje de desviacion para cada una

de las matrices bioldgicas evaluadas.

7.2.1.4 Precision

Se evalu6 por repetibilidad y reproducibilidad en porciones de una muestra

homogénea de plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo.
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7.2.1.4.1 Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad de la técnica se analiz6 en un mismo dia por
quintuplicado las muestras control: LIC de la Curva de Calibracion, MCB, MCM y
MCA calculando la concentracion obtenida para cada nivel y graficando su
respuesta analitica en la Curva de Calibracion. El criterio de aceptacion para este
parametro fue evaluado con el CV% (Coeficiente de Variacién) del valor promedio
y no debi6 ser mayor al 15%, excepto para el LIC de la Curva de Calibracion, el
debid ser menor al 20%, siendo estos valores los limitrofes en la Norma Oficial

consultada

7.2.1.4.2 Reproducibilidad

Para determinar la reproducibilidad del método analitico se analizaron por
quintuplicado en tres corridas analiticas diferentes y en al menos 2 dias, las MC:
LIC de la Curva de Calibracion, MCB, MCM y MCA. También para cada MC, se
calculé la concentracién recuperada interpolando la respuesta analitica en la
Curva de Calibracién. El criterio de aceptacion para este parametro fue evaluado
por el valor promedio del CV% y no debi6 ser mayor al 15%, excepto para el LIC
de la Curva de Calibracion, el cual debié ser menor que el 20%, siendo estos

valores los limitrofes en la Norma Oficial consultada.
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7.2.1.5 Exactitud

Para evaluar la exactitud de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se
calcul6 la desviacion estandar de la concentracion obtenida respecto al valor

nominal (% de la desviacion) empleando la siguiente ecuacion:

Yedesviacia (Concentracion adicionada) — ( Concentracioén obtenida) 100
odesviacion = ; — X
Concentracién adicionada

(A) Ecuacion % de desviacion

7.2.1.6 Estabilidad de la muestra

Para este parametro se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo,
en las que la amiodarona y la desetilamiodarona permanecen estables en las
diferentes matrices biol6gicas estudiadas, durante el manejo, toma de muestra,
almacenamiento y procesamiento bioanalitico. Las MC de baja y alta
concentracion fueron interpoladas en la Curva de Calibracion recién preparada y
las concentraciones obtenidas fueron comparadas contra la concentracién
nominal. La concentracion promedio de cada nivel quedd dentro del 15% de la

concentracién nominal.
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7.2.1.6.1 Estabilidad a corto plazo

Se evalud la estabilidad de la amiodarona y la desetilamiodarona en el plasma,
lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo a la temperatura y tiempo de

procesamiento de la muestra.

7.2.1.6.2 Estabilidad a largo plazo

Se evalué la estabilidad de la amiodarona y la desetilamiodarona en las matrices
biolégicas, bajo las condiciones de almacenamiento en las que se mantuvieron
las muestras, por un periodo correspondiente al que transcurre desde la

obtencién de la muestra hasta su anélisis.

7.2.1.6.3 Estabilidad en el automuestreador

Se evaluo la estabilidad de la amiodarona y la desetilamiodarona en la muestra
procesada a la temperatura y tiempo aproximado a los del automuestreador (tres

horas a 23 °C).

7.2.1.6.4 Estabilidad durante los ciclos de congelacion-descongelacion

Se evalué la estabilidad de la amiodarona y la desetilamiodarona en las matrices

bioldgicas, almacenadas a la temperatura de congelacion en que estuvieron las
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muestras reales por al menos 12 horas, descongeladas completamente a la
temperatura interior del laboratorio (23 °C) y nuevamente congeladas por al
menos 12 horas bajo las mismas condiciones. El numero de ciclos de

congelacién-descongelacion fue de tres.

7.2.2 Procedimientos en Unidad Clinica

El estudio se realizé en la UMAE (Unidad Médica de Alta Especialidad No 34)
del IMSS (Instituto Mexicano del Seguro Social) con base a la seleccion de los
pacientes que cumplieron los criterios de inclusién y no cumplieron los de

exclusion.

Los pacientes derechohabientes del IMSS que acudieron a consulta externa que
cumplieron los criterios de inclusién y no cumplieron los criterios de exclusion
fueron reclutados, se les explicd el estudio al que se les invité a participar asi
como el beneficio de conocer sus concentraciones en plasma y eritrocitos del
farmaco y firmaron el consentimiento informado (Anexo-A), después se les aplico
una encuesta para obtener datos antropométricos y farmacoterapéuticos (Anexo-
B). Al finalizar el estudio se entregd un reporte al médico encargado (Anexo-C)

asi como el analisis de su farmacoterapia.
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7.2.2.1 Criterios de inclusion y exclusiéon

Se forméd un grupo de pacientes, los que presentaron eventos adversos al inicio
del estudio. La evaluacion de los signos de toxicidad fueron valorados por historia
clinica o pruebas de imagenologia en colaboraciéon con el personal de la

Institucion de salud. En la tabla 6 se muestran los criterios de inclusién y

exclusién.
Tabla 6 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion Criterios de exclusion
Mayor de 18 afios de edad Lesiones locales cutaneas

Terapia cronica via oral por mas de 3 meses  Infecciones que imposibiliten la venopuncién
Firmar la carta de consentimiento informado

Una muestra de sangre venosa fue recolectada en tubo cerrado al vacio con
K2EDTA, la muestra fue rotulada con el folio del consentimiento informado del
paciente y la fecha de nacimiento, con el fin de identificarla adecuadamente,
ademas de haber preservado la confidencialidad del paciente. La muestra fue
resguardada en contenedores adecuados a baja temperatura permitiendo la
adecuada integridad de los componentes de la sangre. La sangre fue
centrifugada a 3 000 rpm por 5 minutos y separado el plasma en dos alicuotas,
la primera de 1 mL y la segunda del resto del plasma en caso de existir la
necesidad de repetir la cuantificacion. Por otro lado el paquete globular fue lavado
por triplicado con solucién salina, los eritrocitos fueron medidos en volumen y se

les adicion6 el volumen correspondiente en proporcion 1:2 con el fin de hemolizar
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la muestra. Las muestras fueron congeladas a -20.0 °C hasta el momento de sus

andlisis.

Las muestras de plasma y lisado eritrocitario fueron descongeladas y procesadas
por el método de mayor eficiencia, precipitando las proteinas con acetonitrilo y
hexano como agente extrayente. El extracto fue inyectado al cromatografo de
liguidos y la respuesta analitica comparada en la Curva de Calibracidén
correspondiente, incluyendo las MC. Las concentraciones de los analitos fueron
obtenidas por la sustitucion matematica de la ecuacion de la recta de cada matriz

analizada.
y=mx+b
(B) Ecuacion de la recta de Calibracion

Donde:

y= respuesta analitica por el detector del cromatografo de liquidos (UA,

Unidades de area)

m= pendiente de la recta de calibraciéon (UAmL pug™' 6 UAg ug™)

X= concentracion del analito (ug mL" 6 ug g)

b=ordenada al origen
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La estimacion de la concentracién de amiodarona y desetilamiodarona en las
diferentes matrices se hizo por el despeje de la ecuacién de la variable “x” como
incégnita mientras el valor conocido “y” siendo la respuesta del detector,

guedando la siguiente ecuacion.

(C) Despeje de la ecuacion de la recta de calibracion

De la cual se obtuvo como respuesta la concentracion de los analitos en las
muestras analizadas, para las muestras de lisado eritrocitario se multiplicé por el
factor de dilucion, ya que para la hemdlisis se hizo una dilucién 1:2 con agua

destilada.

7.3 Analisis estadistico

Una prueba t de Student con un nivel de significancia del 95% fue utilizada para
comparar las concentraciones medias de amiodarona y su metabolito en plasma

y eritrocitos.

7.4 Disposicion de residuos

La disposicién de los residuos se hizo de acuerdo al reglamento interno de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn. La
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fase movil fue recuperada y colocada en el colector C: correspondiendo a toxicos
e inflamables, aminas y solventes organicos no halogenados. Los Residuos
Peligrosos Bioldgicos Infecciosos o RPBI fueron procesados segun la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, de acuerdo con las
caracteristicas fisicas y biolégicas infecciosas, los objetos punzocortantes
biolégico-infecciosos como agujas, fueron depositados en el contenedor rojo
rigido de polipropileno desechable de punzocortantes, los residuos liquidos de la
sangre y el plasma fueron dispuestos en el recipiente hermético rojo, los residuos
liquidos del tejido graso subcutaneo fueron colectados en el recipiente hermético
amarillo y finalmente los residuos no anatomicos solidos fueron contenidos en
bolsas de polietileno rojo. Todos los RPBI generados fueron almacenados en las
condiciones éptimas de almacenaje y temperatura, para ser procesados por el
departamento de medio ambiente y seguridad de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Desarrollo de condiciones cromatograficas

Como etapa preliminar a las extracciones una solucion metanodlica de
amiodarona y desetilamiodarona a una concentracién de 10 ug mL™' fueron
preparadas, para identificar en el especto Ultravioleta-Visible la longitud de

maxima absorcidén entre 200 y 400 nm como rango de longitud de onda.

En la figura 2 se muestra el espectro de absorcion entre 200-400 nm de una

solucién de amiodarona 10 ug mL™' en metanol.

T T T 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 2 Espectro de AMD 10 ug mL" en metanol
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En la figura 3 se encuentra el espectro de absorcion entre 200-400 nm de una
soluciéon de desetilamiodarona 10 ug mL-' en metanol.

1.0+

0.8+

T T T 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 3 Espectro de DEA 10 ug mL"" en metanol

La longitud de onda de maxima absorcién fue de 240 nm, correspondiendo a la
regién Ultravioleta-Visible del espectro electromagnético para ambas moléculas,
lo cual coincide con previos experimentos por el mismo equipo de trabajo y por
otros ensayos publicados con las mismas moléculas, aunque otros autores han
cuantificado en 242 nm y 252 nm ya que la banda de absorcion de los analitos
es lo suficientemente amplia para lograr cuantificar en el rango de trabajo

reportado.*>47
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En la figura 4 se muestra el cromatograma obtenido de la inyecciéon de una
solucién metandlica de desetilamiodarona 5 ug mL™" con el fin de identificar el tr

(tiempo de retencidn).
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Figura 4 Cromatograma correspondiente a una solucion de DEA (tr: 5.6 min) a una concentracion de 5 ug
mL-"en metanol

En la figura 5 se muestra el cromatograma obtenido de la inyecciéon de una

solucién metandlica de amiodarona 5 pg mL™ con el fin de identificar el tr.

ooooo

ooooo

ooooo

ooooo

nnnnn

0.003

ooooo

ooooo

Figura 5 Cromatograma correspondiente a una solucién de AMD (tr: 9.2 min) a una concentracion de 5 g
mL-" en metanol
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En la figura 6 se muestra el cromatograma obtenido de la inyecciéon de una
soluciéon metandlica mixta de amiodarona y desetilamiodarona a 5 ug mL" para
cada analito con el fin de demostrar la adecuada resolucién de los picos

cromatograficos correspondientes de los analitos.
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Figura 6 Cromatograma correspondiente a una mezcla de DEA (tr: 5.6 min) y AMD (tr: 9.2 min) a una
concentracion de 5 ug mL" en metanol

En las figuras 4, 5 y 6 se observa que el tiempo de retencién de la
desetilamiodarona fue de 5.6 min y el de la amiodarona de 9.2 min, quedando
identificado estos tiempos de retencion para las condiciones del analisis
cromatogréfico y fase mévil empleadas las cuales fueron: un flujo de 2 mL min"
y una fase mévil compuesta por Acetonitrilo-Metanol-Buffer de acetatos 100 mM
a un pH de 4.5 (60:30:10, v/v/v). También fue demostrado que para las
mencionadas condiciones de trabajo, los picos cromatograficos de los analitos
qguedan resueltos adecuadamente. Los tiempos de retencion son muy variables

dependiendo de las condiciones de trabajo, al manejar columnas de longitud
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larga, de fase estacionaria reversa los analitos tienden a retenerse y mostrar
largos tiempos de retencidn, como es en el caso de la amiodarona y la
desetilamiodarona. Los tiempos de retencion de los analitos de este estudio
mostraron una adecuada resolucion, sin embargo otros autores han reportado
tiempos de corridas cromatogréficas para ambas moléculas tan solo de 5 min,36
lo cual puede ser alcanzado por columnas cromatograficas de fase reversa de
una menor longitud y un menor diametro de poro, empleando cromatografos
capaces de mantener altas presiones como son Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) y Ultra-High Performance Liquid Chromatography
(UHPLC) por sus siglas en inglés, por lo que cada método de validacién debe
contar con sus variables ajustadas a las condiciones de trabajo y equipo

disponible.

8.2 Extraccion simultanea de amiodarona y desetilamiodarona en

plasma y lisado eritrocitario

Previo a los ensayos de eficiencia de extraccion, fueron elaboradas una dilucion
de 10 pg mL"y otra de 50 ug mL' de amiodarona y desetilamiodarona, a partir
de una solucién patrén mixta de 1000 pg mL" en metanol. Dos muestras de 0.5
y 2.5 uyg mL' en las matrices correspondientes fueron elaboradas de las
soluciones metandlicas preparadas previamente siendo una de alta y otra de baja

concentracion para ambos analitos.
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Fue realizada una extraccion, adicionando buffer de acetatos 100 mM a un pH
de 4.5 a las matrices, para finalmente extraer con hexano, la fase organica
hexanica fue recuperada y evaporada para ser reconstituida en 200 pyL de
metanol e inyectado 45 pL al cromatégrafo. EI cromatograma obtenido de este
procedimiento no fue satisfactorio para lograr integrar el area del pico
cromatografico formado por la sefial analitica del detector Uv-Vis en los tiempos

de retencion de ambas moléculas.

El cromatograma obtenido del procedimiento por precipitacion y extraccién con
acetonitrilo en proporcidén 1:4, no mostrd picos cromatograficos presuntivos de

los analitos, por lo que esta metodologia no fue continuada.

De la metodologia precipitando las proteinas con acetonitrilo y extraccién con
hexano: la fase organica fue recuperada y reconstituida en 200 uL de metanol
para ser inyectada al cromatégrafo. Dos picos cromatograficos fueron
encontrados para los tiempos de retencibn de la amiodarona y la
desetilamiodarona, por lo que esta metodologia fue éptima para la extraccion de

los analitos.

En la figura 7 es mostrado el cromatograma obtenido de la inyeccién de un
extracto de plasma que previamente fue adicionado con amiodarona vy
desetilamiodarona para ajustar una concentracién de 1 ug mL™" por la adicién del

5% del volumen final.
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Figura 7 Cromatograma del extracto de DEA y AMD 1 ug mL"' en plasma precipitando proteinas con
acetonitrilo

En la figura 8 es mostrado el cromatograma obtenido de la inyeccién de un
extracto de lisado eritrocitario que previamente fue adicionado con amiodarona 'y
desetilamiodarona para ajustar una concentracién de 1 ug mL" por la adiciéon del

5% del volumen final.
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Figura 8 Cromatograma del extracto de DEA y AMD 1 ug mL™" en lisado eritrocitario precipitando proteinas
con acetonitrilo
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En la figura 9 es mostrado el cromatograma obtenido de la inyeccién de un
extracto de tejido adiposo subcutaneo que previamente fue adicionado con
amiodarona y desetilamiodarona para ajustar una concentracién de 1 ug g™ por

la adicion del 5% del peso final.
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Figura 9 Cromatograma del extracto de DEA y AMD 1 ug g’ en tejido adiposo subcutaneo precipitando
proteinas con acetonitrilo

De las tres metodologias ensayadas en la busqueda del mejor resultado de
extraccion de los analitos en las diferentes matrices estudiadas, los resultados
del procedimiento utilizando acetonitrilo 4:1 no fueron los esperados, ya que en
la inyeccion al cromatégrafo, la sefial analitica no era suficientemente significativa
para lograr el integrado del area del pico cromatografico formado por la respuesta
analitica del detector UV-Vis, probablemente fue debido a que el analito en la
muestra era de baja concentracion (1.0 ug mL") y al adicionar acetonitrilo en esa
proporcién fue diluido 4 veces, lo que no permitio registrar una senal analitica por
el detector, del mismo modo fue inyectada la reconstitucion de la extraccion por

adicién de buffer y el resultado en el cromatograma fue significativo, sin embargo
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al comparar las areas del cromatograma por este método contra la precipitacion
de proteinas con acetonitrilo y extraccion con hexano, quedd en desventaja ya
que la precipitacion de proteinas con acetonitrilo libera los analitos dejandolos
disponibles para posteriormente migrar a una fase organica de alta afinidad a
moléculas no polares, como lo es el hexano para este ensayo. Otros autores
emplearon diferentes métodos de extraccibn como SPE, lo que requiere el
empleo de cartuchos especiales y costosos, ademas de una laboriosa
metodologia de manipulacién de la muestra que no fue posible seguir en este
estudio.®® Una extraccion LLE requiere de una metodologia de mayor facilidad y
puede ser aplicada incluso con pequerios volumenes de muestra, en este estudio
se utilizaron 600 pL como volumen minimo de plasma y lisado eritrocitario
mientras que la cantidad de tejido adiposo subcutdneo fue de 0.5 g, algunos
autores han trabajado con 150 pL como volumen de muestra lo cual lo hace un
método de cuantificacibn mas eficiente disminuyendo costos y empleo de
reactivos, ademas utilizaron columnas cromatograficas de un estrecho diametro
de poro de 3 um, por lo cual emplean equipos cromatograficos que pueden
soportar mayores presiones de la fase moévil.%8 Por otro lado, en este estudio no
se dispuso de un equipo acoplado a un detector de masas y columnas de alta
presion, sin embargo fueron logradas adecuadas respuestas con un detector UV-
Vis al encontrar buenas condiciones de trabajo y una eficiente extraccion LLE,
reduciendo el tiempo de manipulacién de la muestra y pérdidas por manejo y

empleo de dispositivos costosos de trabajo.
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Valencia y colaboradores, extrajeron amiodarona mediante la adicion de dos
partes de acetonitrilo, con la ventaja de obtener recuperaciones altas vy
reproducibles de los analitos en matrices complejas como lo es el plasma en este
ensayo, ya que al emplear acetonitrilo no existen pérdidas de analito a diferencia
de hacer una extraccion SPE.4¢ Maes y colaboradores, utilizaron una eficiente
metodologia de extraccion en la que emplearon un volumen de 1000 pL de matriz,
adicionando metanol y acido acético glacial como agentes precipitantes de
proteinas y a diferencia de este estudio, los autores utilizaron cartuchos de
extraccion SPE, los cuales requieren de una previa metodologia de
acondicionamiento, tratamiento y elucidén. El recuperado obtenido de estos
cartuchos fue evaporado y reconstituido en metanol-acido para posteriormente
inyectar 100 uL al equipo cromatogréfico, lo que implica mayores tiempos de
pretratamiento, a pesar de obtener buenos resultados en los pardmetros del
método de cuantificacién, como un LIC de la Curva de Calibracién de 50 ng mL
'y el uso de un equipo LC-MS/MS, 1000 pL como volumen empleado de matriz

fue muy grande, lo cual no es conveniente.34

Kogure y colaboradores reportaron una novedosa metodologia para cuantificar
amiodarona y desetilamiodarona a partir de manchas secas de sangre por LC-
MS/MS con un LIC de la Curva de Calibracion de 0.2 ng mL™, lo que indica que
los analitos de interés pudieran ser cuantificados a partir de otro tipo muestras en
aplicaciones farmacocinéticas, sin embargo en este estudio la precision y la
robustez no fue evaluada, por lo que este método no podria ser aplicado en

determinaciones de muestras de pacientes con validacion oficial por la agencia
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reguladora COFEPRIS en México.*® Estos resultados a pesar de contar con un
nivel bajo de LIC de la Curva de Calibracién no tienen la validez para ser
aplicados en muestras de pacientes, ya que no cuentan en su totalidad con los
parametros de las validaciones bioanaliticas para la determinacion de farmacos
en muestras bioldgicas, por el contrario en este estudio a pesar de no contar con
detectores sensibles y utilizar fluidos biolégicos fue logrado cumplir con todos los
requerimientos, por lo cual el método es completo y potencialmente aplicable en

muestras de pacientes.

Rodrigues y colaboradores, utilizaron una metodologia de MEPS (Micro
Extraction by Packet Sorbent), con un pretratamiento de precipitacion 4:1
acetonitrilo:plasma, con el uso de un sorbente de caracteristica no polar
empacado en un cartucho que retiene a los analitos por la lipofilicidad de los
mismos, para finalmente eluirlos y recuperarlos e inyectarse al cromatédgrafo. Las
ventajas reportadas por estos autores son el empleo de un volumen de matriz de
100 pL y un LIC de la Curva de Calibracién de 0.1 ug mL, lo cual hace este
método conveniente para la aplicacion farmacocinética.” El método propuesto
en este estudio cumple las especificaciones de validacion bioanalitica en México
y la mayoria de las internacionales, sin la necesidad del uso de MEPS, aunque
en este procedimiento un volumen mayor de muestra fue empleado, un similar
LIC de la Curva de Calibracién de 0.125 ug mL, lo que significa que con las dos
diferentes metodologias de extraccion SPE y LLE, que se pueden lograr
parametros de validacion parecidos, teniendo como ventaja que la extraccion

realizada en este proyecto: LLE otorga un ahorro de procedimiento de
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manipulacion de la muestra y pérdida de la misma, a pesar de no emplear

cromatdgrafos de altas presiones.

Lafuente y colaboradores, validaron un método bioanalitico para la determinacién
de amiodarona y desetilamiodarona en tejido adiposo subcutaneo, como
procedimiento previo a la extraccion de los analitos en la matriz, los autores
hicieron una digestion con lipasa por 16 horas a 50°C, para realizar una
extraccion LLE utilizando éter dietilico como agente extrayente.?® En este
proyecto se realiz6 una extraccion LLE al igual que los anteriores autores, sin
embargo, a diferencia de ellos el agente extrayente fue hexano en lugar de
acetonitrilo, ya que este ultimo permite la libracidn de los analitos de los
componentes de la matriz, ademas de que al enfriar la mezcla permite separar
los componentes sélidos. Sigue en cuestidn el porcentaje de recobro entre ambos
métodos comparados, aunque al evaluar la precision de ambos métodos resultan

tener valores aceptables.

Rodrigues y colaboradores, validaron un método bioanalitico para la
determinacién de amiodarona en diferentes tejidos de origen animal,®® al igual
que en este proyecto la metodologia de extraccién de los autores consistié en el
mismo procedimiento, una precipitacién de proteinas por adicion de acetonitrilo y
una posterior extraccion con hexano. Este procedimiento brinda la ventaja de no
tener pérdidas de analito, minimos pasos de proceso y utilizacion de pocos

reactivos o material empleado.
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8.3Validacion del método analitico para la cuantificacion simultanea de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y

tejido adiposo subcutaneo

8.3.1 Selectividad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma,

lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Para confirmar que el método es selectivo a amiodarona y desetilamiodarona una
alicuota de plasma, otra de lisado eritrocitario y una de tejido adiposo subcutaneo
libres de farmaco fueron procesadas por la metodologia de precipitacién de
proteinas con acetonitrilo para posteriormente realizar la extraccién con hexano
e inyectar al cromatégrafo con las condiciones antes mencionadas. La figura 10
corresponde al cromatograma que muestra la ausencia de sefial para los tiempos

de retencion de los analitos de interés en plasma libre de farmaco.
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Figura 10 Cromatograma del extracto de plasma libre de farmaco

La figura 11 corresponde al cromatograma que muestra la ausencia de senal para
los tiempos de retencién de los analitos de interés en lisado eritrocitario libre de
farmaco.
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Figura 11 Cromatograma del extracto del lisado eritrocitario libre de farmaco
La figura 12 corresponde al cromatograma que muestra la ausencia de senal para

los tiempos de retencién de los analitos de interés en tejido adiposo subcutaneo

libre de farmaco.
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Figura 12 Cromatograma del extracto de tejido adiposo subcutaneo libre de farmaco

En los anteriores cromatogramas se demuestra la no interferencia de los

compuestos enddgenos en los concentrados de plasma, lisado eritrocitario y
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tejido adiposo subcutaneo. Rodrigues y colaboradores compararon los diferentes
tiempos de retencidon de otros farmacos que potencialmente son prescritos en
conjunto con amiodarona, reportaron los tiempos de retencién obtenidos en las
condiciones que fueron fijadas, los cuales son menores comparados con los de
amiodarona y la desetilamiodarona, lo que indica que hay muy poca interaccion
con las fases estacionarias.3’ Considerando los resultados de los tiempos de
retencion de los farmacos que reportan los anteriores autores, la amiodarona y
la desetilamiodarona son analitos con pocas probabilidades de presentar

interferencias en relacion a su tr y longitud de onda.

Lafuente y colaboradores, cuantificaron amiodarona y desetilamiodarona en
tejido adiposo subcutaneo de diferentes pacientes en tratamiento con amlodipino,
pravastatina, simvastatina o atorvastatina y demostrando que el método fue
selectivo para los analitos de interés, y que el tratamiento concomitante de los
pacientes no afecté al momento de hacer las determinaciones en las matrices.?®
En el presente proyecto, los cromatogramas de los extractos de tejido adiposo
subcutdneo no mostraron interferencias en los tiempos de retenciéon de los
analitos, por lo cual se demuestra que el método bioanalitico es selectivo para

amiodarona y desetilamiodarona en la matriz empleada.
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8.3.2 Limite Inferior de Cuantificacion de la Curva de Calibracion de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y

tejido adiposo subcutaneo

El LIC de la Curva de Calibracion fue de 0.125 ug mL"' en plasma vy lisado
eritrocitario, tanto para la amiodarona como para la desetilamiodarona, mientras
un LIC de la Curva de Calibraciéon de 1.0 pg mL" fue considerado en tejido
adiposo subcutaneo debido a que la Norma Oficial Mexicana consultada permite
ajustar este valor de acuerdo a los objetivos de los investigadores y a las
concentraciones esperadas ademas que amiodarona es considerado un farmaco
de alta variabilidad farmacocinética. Fue obtenida una respuesta adecuada por
el detector UV-Vis del equipo cromatografico, por lo que se pudieron utilizar estos
valores como LIC de la Curva de Calibracién de las matrices empleadas. Otros
autores emplearon un LIC de la Curva de Calibracién menor al propuesto en este
estudio, aun cuando las normas de validaciones bioanaliticas no requieren que
sean menores del 5% del Cmax. Yoshifumi y colaboradores usaron un
cromatdgrafo LC-MS/MS y determinaron el pico cromatografico de una
concentracion de tan solo 0.1 pg mL', sin embargo estos autores no
determinaron la precisién del sistema, ni la robustez por lo que el método no fue
validado completamente a los requerimientos de una agencia reguladora para la
determinaciéon de farmacos en sangre.*® Shayeganpour y colaboradores
reportaron un LIC de la Curva de Calibracién de 2.5 ng mL"' cuantificando
amiodarona y su principal metabolito por LC-MS/MS, los autores hicieron una

comparaciéon de los diferentes LIC de la Curva de Calibracion en matrices de
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origen animal y humano, encontrando que para analizadores masicos el orden
de las unidades encontradas es en nanogramos.? La concentracion del LIC de
la Curva de Calibracion en este proyecto coincide con el reportado por Rodrigues
y colaboradores, con la diferencia de que los autores trabajaron con una
concentracion de de 0.1 mg mL'y en este proyecto 0.125 mg mL"' para
amiodarona y desetilamiodarona. Estos valores son Jutiles para las
concentraciones esperadas en la determinacion del antiarritmico y su metabolito

en muestras de plasma y lisados eritrocitarios.3’

Lafuente y colaboradores reportaron que la concentracion del LIC de la Curva de
Calibracion del método bioanalitico empleado fue de 1.0 pug g™' para amiodarona
y desetilamiodarona en tejido graso subcutaneo,? este valor coincide para el
método desarrollado para el presente estudio, los autores antes mencionados
utilizaron LC-MS/MS como técnica bioanalitica, lo que indica que los resultados
obtenidos por este método son trazables con un método de cuantificacion de

mayor sensibilidad, ya que el empleado para este proyecto fue LC-UV-Vis.

Rodrigues y colaboradores reportaron un LIC de la Curva de Calibraciéon en
diferentes tejidos de origen animal de 0.1 pg mL" en LC-UV-Vis,?¢ en el presente
proyecto el LIC de la Curva de Calibracion fue de 1.0 ug mL-', debido a que las
concentraciones esperadas en pacientes son por arriba de este valor, aunque los
anteriores autores reportaron un LIC de la Curva de Calibracién de menor

concentracion, lo cual indica que el método podria adaptarse para este parametro
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a una menor concentracién en caso de ser necesario y que podrian obtenerse

buenos resultados de precision.

8.3.3 Curva de Calibracion de amiodarona y desetilamiodarona en

plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Las concentraciones de los puntos de la Curva de Calibracion se establecieron
con las concentraciones esperadas, las cuales son 0.125, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0,
15.0y 20.0 ug mL' para la amiodarona y la desetilamiodarona en plasma y lisado
eritrocitario mientras que se emplearon 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0,20.0 y 30.0 ug g

! para amiodarona y desetilamiodarona en tejido adiposo subcutaneo.

En la tabla 7 se muestran las ecuaciones y Coeficientes de determinacidn
obtenidas de los datos de la Curva de Calibracibn para amiodarona y
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo,
obtenidas mediante la caracterizacion de un método mateméatico para relacionar

la concentracién y el area de los cromatogramas.
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Tabla 7 Ecuaciones de la Curva de Calibracion y Coeficientes de determinacion de amiodarona y
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Analito Ecuacion de Curva de Calibracion Coeficiente de determinacion r?

plasma

Amiodarona Y=245900x-25290 0.9964
Desetilamiodarona Y=232800x+108600 0.9890
lisado eritrocitario

Amiodarona Y=161200x+3180 0.9852
Desetilamiodarona Y=69540x+14960 0.9897
tejido adiposo subcutaneo

Amiodarona Y=15060x+16320 0.9805
Desetilamiodarona Y=10940x+17600 0.9649

Los Coeficiente de determinacion de la amiodarona y la desetilamiodarona en las
matrices evaluadas fueron aproximados a 1, lo que demuestra que los resultados
correspondientes a las ordenadas se aproximan en un 99% en plasma y lisado
eritrocitario y un 96% en tejido adiposo subcutaneo a un modelo matematico
lineal reflejando una porcién minima no significativa de error, por lo que es posible
aplicar los datos de estas Curva de Calibracién en la determinacién de los

analitos en estas matrices bioldgicas.

En la tabla 8 se encuentran las concentraciones nominales de los puntos de la
Curva de Calibracion en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo,
el porcentaje de coeficiente de variacion y el resultado segun los criterios de

aceptacion de la Normatividad consultada.
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Tabla 8 CV% de los puntos de la Curva de Calibracion de amiodarona y desetilamiodarona en plasma,
lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

iy % % Criterio de
Estandar Concentraﬁ:lon recuperacion recuperacion aceptacion Resultado
Mg mL AMD DEA %

plasma
1 0.125 117.15 102.91 80-120 Aceptado
2 0.5 88.52 90.25 85-115 Aceptado
3 1.0 87.15 100.85 85-115 Aceptado
4 25 110.46 112.45 85-115 Aceptado
5 5.0 95.21 102.19 85-115 Aceptado
6 10.0 104.38 106.86 85-115 Aceptado
7 15.0 99.74 107.96 85-115 Aceptado
8 20.0 104.44 93.62 85-115 Aceptado

lisado eritrocitario
1 0.125 83.67 106.95 80-120 Aceptado
2 0.5 97.50 95.04 85-115 Aceptado
3 1.0 99.53 87.81 85-115 Aceptado
4 25 111.80 102.96 85-115 Aceptado
5 5.0 101.46 99.48 85-115 Aceptado
6 10.0 93.28 99.58 85-115 Aceptado
7 15.0 100.44 99.07 85-115 Aceptado
8 20.0 101.13 99.02 85-115 Aceptado

tejido adiposo subcutaneo
1 1.0 99.80 101.80 80-120 Aceptado
2 25 104.85 86.48 85-115 Aceptado
3 5.0 100.15 133.22 85-115 Rechazado
4 10.0 108.81 99.66 85-115 Aceptado
5 15.0 99.77 102.32 85-115 Aceptado
6 20.0 98.31 90.08 85-115 Aceptado
7 30.0 100.92 103.02 85-115 Aceptado

Los ocho puntos de la curva de calibracion de amiodarona y desetilamiodarona
en el plasma y lisado eritrocitario quedaron dentro de los criterios de aceptacion
de la NOM-177-SSA1-2013, ademas todos los porcentajes de recuperacion,
entraron dentro del 85-115% de valor de porcentaje de recuperacion y los valores
del LIC de la Curva de Calibracién dentro del 80-120% como lo especifica la

norma.
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Los siete puntos de la curva de calibracion de amiodarona y desetilamiodarona
en tejido adiposo subcutaneo fueron evaluados sin embargo solamente seis
entraron en los criterios de aceptacion de la NOM-177-SSA1-2013, respecto al
porcentaje de recuperacion y el LIC de la Curva de Calibraciéon dentro del 80-
120% como lo especifica la norma. En la Norma Oficial Mexicana se especifica
gue un minimo de seis puntos deben ser caracterizados y que un minimo del 75%
de los mismos deben cumplir con el criterio de aceptacion, por lo tanto la Curva
de Calibracién es aceptada para la determinacion de los analitos en tejido

adiposo subcutaneo.

En la figura 13 se muestra la grafica representativa de la Curva de Calibracion de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, en funcién de las respuestas
obtenidas por la inyeccion de 45 pL del precipitado recuperado y disuelto en
metanol, un total de 8 puntos de diferentes concentraciones de ambos analitos

fueron evaluados entre 0.125 y 20.0 ug mL".
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Figura 13 Curva de Calibracion de AMD y DEA en plasma

Los resultados muestran que la Curva de Calibracion de amiodarona vy
desetilamiodarona en plasma fue continua y reproducible en el intervalo de
trabajo. Las soluciones patrén que conformaron de la Curva de Calibracién fueron
leidas por triplicado. Seis puntos de la Curva de Calibracion quedaron dentro del
criterio de minimo 75% de las concentraciones con un minimo CV% de 15%. La
linealidad del sistema fue evaluada por el r? (coeficiente de determinacion), el
cual para ambos analitos fue lineal en el intervalo de trabajo (0.125-20.0 pg mL-

1) y permite cubrir las concentraciones esperadas en los pacientes.

En la figura 14 se muestra la grafica representativa de la Curva de Calibracién de
amiodarona y desetilamiodarona en lisado eritrocitario, en funcion de las
respuestas obtenidas por la inyeccion de 45 uL del precipitado recuperado y
disuelto en metanol, un total de 8 puntos diferentes de concentracion de ambos

analitos fueron evaluados entre 0.125y 20.0 pg mL".
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Figura 14 Curva de Calibracion de AMD y DEA en lisado eritrocitario

La Curva de Calibracibn de amiodarona y desetilamiodarona en lisado
eritrocitario fue continua y reproducible en el intervalo de trabajo. Las soluciones
patron que conformaron la Curva de Calibracion fueron leidas por triplicado. Seis
puntos de la Curva de Calibracién quedaron dentro del criterio de minimo 75%
de las concentraciones con un minimo CV% de 15%. La linealidad del sistema
fue evaluada por el r?, el cual para ambos analitos fue lineal en el intervalo de
trabajo (0.125-20.0 ug mL") y permite cubrir las concentraciones esperadas en

los pacientes.

En lafigura 15 se muestra la grafica representativa de la Curva de Calibracién de
amiodarona y desetilamiodarona en tejido adiposo subcutaneo, en funcion de las
respuestas obtenidas por la inyeccion de 20 uL del precipitado recuperado y
disuelto en metanol, un total de 6 puntos diferentes de concentracién de ambos

analitos fueron evaluados entre 0.125y 20.0 ug g
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Figura 15 Curva de Calibracion de AMD y DEA en tejido adiposo subcutaneo

La Curva de Calibracién de amiodarona y desetilamiodarona en tejido adiposo
subcutaneo fue continua y reproducible en el intervalo de trabajo, las soluciones
patrén que la conformaron fueron leidas por triplicado. Seis puntos de la Curva
de Calibracibn quedaron dentro del criterio de minimo 75% de las
concentraciones con un minimo CV% de 15%. La linealidad del sistema fue
evaluada por el r?, el cual para ambos analitos fue lineal en el intervalo de trabajo

(1.0-30.0 ug g') y permite cubrir las concentraciones esperadas en los pacientes.

El intervalo de trabajo fue de 0.125 a 20 pug mL' para amiodarona y
desetilamiodarona en plasma y lisado eritrocitario y de 1.0-30.0 ug mL™" en tejido
adiposo subcutaneo, los cuales fueron fijados a las concentraciones esperadas,

Kogure y colaboradores reportaron un intervalo de 0.0015 a 1500 ng mL™", en
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manchas secas de sangre el cual puede ser aplicado a muestras de dificil
obtencion o menores volumenes, sin embargo ese intervalo de trabajo no es
adecuado para muestras de plasma, ya que las concentraciones esperadas en
muestras de pacientes durante la terapia con amiodarona, considerando las dosis
comUnmente usadas y los parametros farmacocinéticos del farmaco.*® El
intervalo de trabajo fue reportado por Kuhn y colaboradores fue de 0.02 a 40.0
nug mL'con aplicacion en muestras obtenidas de pacientes, el cual si podria ser
ocupado para las concentraciones esperadas de pacientes en tratamiento con
amiodarona, el intervalo de trabajo propuesto por nuestra validacion bioanalitica
es similar al dltimo estudio mencionado, el cual fue validado con Cromatografia
Liquida acoplada a un detector de masas, lo que indica que es posible obtener
resultados trazables de un detector UV-Vis y con uno de mayor sensibilidad como

el MS/MS.

Rodrigues y colaboradores, en el estudio de determinacién de la amiodarona y
desetilamiodarona en diferentes tejidos de rata, reportaron un intervalo de trabajo
de 0.1 a 15 ug mL", esta validacion podria ser Util en la determinacién de las
moléculas en muestras de pacientes.?® Estos autores, al igual que lo empleado
en el presente estudio, utilizaron LLE como técnica de extracciéon, un
cromatografo de liquidos acoplado a un detector UV-Vis, asi mismo encontraron
resultados similares, reflejando que a pesar de variar los agentes extrayentes y

la composicién de fase movil los resultados son trazables.
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Heger y colaboradores reportaron que la desetilamiodarona tiene una mayor
afinidad por los eritrocitos,*! lo cual coincide con los resultados de la Curva de
Calibracién del metabolito en lisado eritrocitario obtenidos en el presente estudio.
Por otro lado Maling y colaboradores también publicaron resultados similares,
tras la cuantificacion de amiodarona y desetilamiodarona resulté ser mayor la
concentracion del metabolito en eritrocitos que la del farmaco.*? Estas
publicaciones coinciden con los resultados encontrados en el presente estudio
ya que en la recta de desetilamiodarona (figura 14) tiene una pendiente con
menor valor que la de amiodarona, indicando que el analito muestra una mayor
afinidad a los componentes del lisado eritrocitario con una menor disponibilidad
de migrar al agente extrayente en la metodologia de extraccion, por lo que la
Curva de Calibracion de desetilamiodarona en lisado eritrocitario aparece
ligeramente abajo respecto a la recta de amiodarona, sin embargo el intervalo de
trabajo mantuvo la linealidad y precision para ambos analitos, por o que esta

Curva de Calibracion es util para los objetivos de la validacion bioanalitica.

Lafuente y colaboradores cuantificaron ambos analitos en tejido adiposo
subcutaneo reportando un intervalo de trabajo de 1.0-100.0 ug g, debido a que
las concentraciones de amiodarona en tejido adiposo subcutaneo de pacientes
estuvieron en un rango de 4.0-226.0 ug g™', por lo que diluciones fueron aplicadas
en las muestras para que éstas quedaran dentro del intervalo de trabajo
reportado por el método.2® El intervalo de trabajo reportado en este estudio para
ambos analitos en tejido adiposo subcutaneo fue de 1.0-30.0 pg g alin cuando

es de menor intervalo de concentraciones (1.0-20.00 ug g'), las muestras de
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tejido adiposo subcutaneo provenientes de pacientes en terapia, pueden ser
diluidas adecuadamente para su cuantificacién precisa y exacta en caso de ser
necesario. Rodrigues y colaboradores cuantificaron amiodarona y su metabolito
en tejidos de animales con intervalo de trabajo de 0.1-15.0 pg mL" sin embargo,
los autores consideraron evaluar el factor de dilucion 1:4 por adicion de matriz
libre de farmaco para cuantificar las muestras con una concentraciéon mayor al

Limite Superior de la Curva de Calibracién.3¢

8.3.4 Precisiéon de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

La concordancia entre los resultados analiticos individuales en el procedimiento
fue evaluada por repetibilidad y reproducibilidad. En este estudio se evalué la
repetibilidad y reproducibilidad como lo indica la normatividad consultada,®® con
el fin de utilizar esta validacion bioanalitica en la determinacion de amiodarona y
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo de
pacientes en tratamiento crénico con amiodarona. Algunos autores como Montes
y colaboradores, a pesar de contar con equipos de alta sensibilidad, reportan un
LIC de la Curva de Calibracién de 0.10 ng g, sin embargo no consideran
conveniente evaluar la precision de su método, ya que solo evaluaron
repetibilidad dejando la reproducibilidad pendiente, de haber sido completado el
ensayo, la validacién bioanalitica podria haber tenido aplicaciones en las

determinaciones de las moléculas en cuestion.5’
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El LIC de la Curva de Calibracion del presente estudio difiere de los autores
anteriores, sin embargo el intervalo de trabajo del presente estudio fue el
adecuado para que cualquier concentracion esperada de un paciente en terapia
cronica con amiodarona pueda ser determinada con el método bioanalitico, los
parametros de la validaciéon cumplieron con la Norma Oficial consultada,®® por lo
cual los resultados indican que el método es preciso con la potencial aplicacion

en determinaciones del farmaco en mencidn a pacientes en tratamiento.

8.3.4.1 Repetibilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma,

lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Para determinar la repetibilidad de la técnica se analiz6 en un mismo dia por
quintuplicado las muestras control: LIC de la Curva de Calibracion, MCB, MCM y
MCA de cada matriz, calculando la concentracion obtenida para cada nivel y

graficando su respuesta analitica en la curva de calibracion.
En la tabla 9 estan reportados los resultados obtenidos del ensayo de

repetibilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y

tejido adiposo subcutaneo.
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Tabla 9 CV% del ensayo de Repetibilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado
eritrocitario, tejido adiposo subcutaneo

Repetibilidad
plasma
Concentracion
pg mL
Concentracién observada AMD
pg mL
CV% AMD
Concentracién observada DEA
pg mL
CV% DEA
Criterio de aceptacion %
Criterio de aceptaciéon %
Resultado
lisado eritrocitario
Concentracion
Hg mL
Concentracion observada AMD
Hg mL
CV% AMD
Concentracién observada DEA
pg mL
CV% DEA
Criterio de aceptacion %
Criterio de aceptacion %
Resultado
tejido adiposo subcutaneo
Concentracion
Hg mL
Concentracién observada AMD
Hg mL!

CV% AMD
Concentracién observada DEA
pg mL
CV% DEA
Criterio de aceptacion %
Criterio de aceptaciéon %
Resultado

LIC

0.125

0.15 £ 0.002
1.07
0.13 £ 0.001

0.93

<20

<20
Aceptado

0.125
0.10 + 0.004

3.48
0.14 + 0.007

5.37

<20

<20
Aceptado

1.0

0.95 £ 0.097
10.18
1.02 £ 0.158

15.50

<20

<20
Aceptado

MCB

1.5

1.51 £ 0.008
0.52
1.30 £ 0.014

1.06

<15

<15
Aceptado

1.5
1.50 + 0.204

13.61
1.55+£0.128

8.27

<15

<15
Aceptado

1.5

1.48 £ 0.180
12.16
1.57 £ 0.115

7.31

<15

<15
Aceptado

MCM

8.0

8.24 + 0.580
7.04
8.42 + 0.446

5.30

<15

<15
Aceptado

8.0
7.24 +0.444

6.13
7.71 £0.599

7.77

<15

<15
Aceptado

8.0

7.4+0477
6.40
9.17 + 0.952

10.38

<15

<15
Aceptado

MCA

18.0

18.21 £ 0.908
4.98
18.44 + 0.894

4.85

<15

<15
Aceptado

18.0
15.86 £ 0.194

1.22
20.21 +0.297

1.47

<15

<15
Aceptado

18.0

17.72 £1.908
10.76
20.36 +2.038

10.01

<15

<15
Aceptado

En la figura 16 se encuentran los graficos de barras representativos de 5 réplicas

de los controles correspondientes al ensayo de repetibilidad de amiodarona y

desetilamiodarona en plasma.
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Figura 16 Representacion de los porcentajes de recuperacion de cinco réplicas de cada muestra control
para amiodarona y desetilamiodarona. LIC de la Curva de Calibracion (lado izquierdo), MCB, MCM y MCA
(lado derecho) en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo. Las lineas discontinuas muestran
el minimo y el maximo porcentaje de Recuperacion en el ensayo de repetibilidad indicado por la NOM-177-
SSA1-2013 siendo 80-120 % para el LIC y 85-115 % para MCB MCM y MCA

Los cuatro controles correspondientes al ensayo de repetibilidad en plasma,

lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo se encontraron dentro de los
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parametros especificados por la Norma Oficial consultada, al evaluar diferentes
porciones de la Curva de Calibracién con muestras que no forman parte de los
puntos de la curva, fue determinado que los métodos son precisos al someterlos
a la evaluacion de réplicas idénticas en el mismo momento del andlisis para
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo

subcutaneo.

La repetibilidad en otros ensayos también ha sido evaluada como precision intra-
diaria, Rodrigues y colaboradores evaluaron tres muestras control de baja, media
y alta concentracion por quintuplicado de acuerdo a la Agencia Reguladora de
Medicamentos de Europa, el criterio de aceptacion para la precision fue evaluada
por CV%, el cual fue menor del 15% para todas las muestras control en tejidos
de origen animal.3® La precisién intra-diaria, equivalente a la repetibilidad segun
lo que especifica la Norma Oficial Mexicana consultada, fue reportada por
Rodrigues y colaboradores en un estudio similar, para la cuantificacion de
amiodarona y desetilamiodarona de cuatro controles al igual que en el presente
estudio, reportan en términos de CV% con los valores de los controles menores
al 7%, los autores hicieron la validacién segun los criterios de la EMA,%7 los CV%
de los controles del presente estudio fueron de acuerdo a los establecidos por la
normatividad vigente en México y a haber sido los valores menores al 15%,
también entran en el rango de aceptacion de los criterios emitidos por la Agencia

Reguladora de Medicamentos en Europa.38

84



8.3.4.2 Reproducibilidad del método bioanalitico de amiodarona y
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido

adiposo subcutaneo

Para determinar la reproducibilidad del método analitico se analizaron por
quintuplicado en tres corridas analiticas diferentes y en al menos dos dias, las
muestras control: LIC de la Curva de Calibracion, MCB, MCM y MCA. También
para cada MC, se calculé la concentracidén recuperada interpolando la respuesta
analitica en la Curva de Calibracion. El valor promedio del CV% no fue mayor al
15%, excepto para el LIC de la Curva de Calibracion, el cual fue menor que el

20%.

En la tabla 10 estadn reportados los resultados obtenidos del ensayo de

Reproducibilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo.
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Tabla 10 CV% del ensayo de Reproducibilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado
eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Reproducibilidad
plasma
Concentracion
Hg mL"
Concentracién observada AMD
Hg mL!

CV% AMD
Concentracién observada DEA
Hg mL!

CV% DEA
Criterio de aceptaciéon %
Criterio de aceptacion %
Resultado

lisado eritrocitario
Concentracion
Hg mL"
Concentracion observada AMD
Hg mL"

CV% AMD
Concentracién observada DEA
Hg mL"

CV% DEA
Criterio de aceptacién %
Criterio de aceptacion %
Resultado

tejido adiposo subcutaneo
Concentracion
(ug mLT)
Concentracién observada AMD
(ug mLT)

CV% AMD
Concentracién observada DEA
(ug mLT)

CV% DEA
Criterio de aceptacién %
Criterio de aceptaciéon %
Resultado

LIC
0.125
0.14 £ 0.002

1.46
0.14 + 0.003

2.23

<20

<20
Aceptado

0.125
0.11 £ 0.005

4.24
0.14 +0.007

5.37

<20

<20
Aceptado

1.0
1.03 £ 0.088

8.51
1.01 £0.163

16.09

<20

<20
Aceptado

MCB
1.5
1.55 £ 0.023

1.51
1.51 £ 0.052

3.45

<15

<15
Aceptado

1.5
1.50 £ 0.122

8.10
1.66 + 0.076

4.59

<15

<15
Aceptado

1.5
1.61 £0.077

4.77
1.54 £ 0.096

6.24

<15

<15
Aceptado

MCM
8.0
8.29 + 0.374

4.51
7.88 +0.183

2.32

<15

<15
Aceptado

8.0
7.63 + 0.957

12.55
7.74 + 0.657

8.49

<15

<15
Aceptado

8.0
7.94 + 0.636

8.02
8.64 + 1.268

14.67

<15

<15
Aceptado

MCA
18.0
18.18 £ 0.758

4.17
18.51 £ 0.524

2.83

<15

<15
Aceptado

18.0
15.74 £ 0.613

3.89
20.06 +0.312

1.55

<15

<15
Aceptado

18.0
17.44 £ 0.419

2.40
17.85+1.189

6.66

<15

<15
Aceptado

En la figura 17 se encuentran los graficos de barras representativos de cinco

réplicas de los controles correspondientes al ensayo de Reproducibilidad de
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amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo

subcutaneo.
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Figura 17 Representacion de los porcentajes de recuperacion de cinco réplicas de cada muestra control
para amiodarona y desetilamiodarona. LIC de la Curva de Calibracion (lado izquierdo), MCB, MCM y MCA
(lado derecho) en plasma, lisado eritrocitario y tejido adijposo subcutaneo. Las lineas discontinua muestran
el minimo y el maximo porcentaje de recuperacion en el ensayo de Reproducibilidad indicado por la NOM-
177-SSA1-2013 siendo 80-120 % para el LIC y 85-115 % para MCB MCM y MCA

Las cuatro MC correspondientes al ensayo de Reproducibilidad en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo se encontraron dentro de los parametros
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especificados por la Norma Oficial consultada, al evaluar diferentes porciones de
la Curva de Calibracién con muestras que no forman parte de los puntos de la
curva, el método es preciso al someterlo a la evaluacion de réplicas idénticas en
diferentes momentos en diferentes corridas analiticas del andlisis para
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo

subcutaneo.

Rodrigues y colaboradores evaluaron la reproducibilidad con el nombre de
precision inter-diaria, que en términos de procedimiento es el equivalente a
reproducibilidad como lo determina la Norma Oficial Mexicana, los autores
reportan cuatro MC evaluadas por quintuplicado con CV% de apenas 5%, por lo
que se puede determinar que su metodologia es muy precisa en términos de
reproducibilidad.3” Otros autores, como Montes y colaboradores no consideraron
evaluar la reproducibilidad a pesar de contar con buenos resultados de LIC y un
equipo de alta sensibilidad acoplado a un analizador masico.®! Existen reportes
donde utilizan otras matrices, Kogure y colaboradores emplearon gotas secas de
sangre como muestra para la determinacién de amiodarona y desetilamiodarona,
reportando una baja concentracion de LIC de 1.0 ng mL, sin embargo no
evallan la precision de su método por lo cual no podria ser aplicado en la
determinacién de la amiodarona en muestras de pacientes en tratamiento
crénico.*® En el presente estudio todos los valores de CV% fueron menores al
15% por lo que quedan dentro de los parametros especificados por la Norma

Oficial Mexicana vigente, indicando que este método es preciso en términos de
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precision inter-diaria de los parametros de Guia de validacién de métodos

bioanaliticos de la EMA.38

8.3.5 Exactitud del método bioanalitico de amiodarona vy
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo

subcutaneo

Para evaluar la exactitud, de los datos de Repetibilidad y Reproducibilidad del
método en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo fue calculado
el porcentaje de desviacion de la concentracion obtenida respecto al valor

nominal (% de desviacion) de las MC empleando la ecuacion:

Yedesviacis (Concentracion adicionada) — ( Concentracioén obtenida) 100
odesviacion = — — x
Concentracion adicionada

(C) Ecuacion de % de desviacion

En la tabla 11 se encuentran los resultados de % de desviacidén del ensayo de
Repetibilidad del método de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo.
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Tabla 11 Promedio de % de desviacion de la concentracion obtenida de amiodarona y desetilamiodarona

en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo del ensayo de Repetibilidad

plasma
Concentracion
Hg mL"
% Desviacion
AMD
% Desviacion
DEA
Criterio de
aceptacion %
Resultado
lisado eritrocitario
Concentracion
Hg mL"
% Desviacion
AMD
% Desviacion
DEA
Criterio de
aceptacion %
Resultado

LIC

0.125
17.23
2.84
<20
Aceptado
0.125
17.01
8.23

<20
Aceptado

tejido adiposo subcutaneo

Concentraciéon
pHg mL!
% Desviacion
AMD
% Desviacion
DEA
Criterio de
aceptacion %
Resultado

1.0
4.64
1.82

<20
Aceptado

MCB

1.5
0.92
13.10
<15
Aceptado
1.5
0.07
3.05
<15
Aceptado
1.5
1.18
4.42

<15
Aceptado

MCM

8.0
2.95
5.25
<15

Aceptado

8.0
9.45
3.63
<15

Aceptado

8.0
6.80
14.65

<15
Aceptado

MCA

18.0
1.19
242
<15
Aceptado
18.0
11.90
12.28
<15
Aceptado
18.0
1.54
13.12

<15
Aceptado

Todos los valores de % de desviacién de la concentracion obtenida de las MC de

amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y teijdo adiposo

subcutaneo del ensayo de repetibilidad del método, fueron menores a los

permitidos de la Norma Oficial Mexicana,®® ademéas de que quedaron dentro de

los criterios de otras Normas como la consultada de la Unién Europea,®® aunque

en esta normativa se denomina exactitud dentro de la corrida analitica.
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En la tabla 12 se encuentran los resultados de los porcentajes de desviacion del
ensayo de Reproducibilidad del método de amiodarona y desetilamiodarona en

plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo.

Tabla 12 Promedio de porcentaje de desviacion de la concentracion obtenida de amiodarona y
desetilamiodarona  en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo del ensayo de
Reproducibilidad

LIC MCB MCM MCA
plasma
Concentracion 0.125 1.5 8.0 18.0
pg mL
% Desviacion AMD 14.55 3.00 3.60 1.01
% Desviacién DEA 15.49 0.60 1.52 2.85
Criterio % <20 <15 <15 <15
Resultado Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
lisado eritrocitario
Concentracion 0.125 1.5 8.0 18.0
pg mL
% Desviacién AMD 17.01 0.07 9.45 11.90
% Desviacién DEA 8.23 10.73 3.21 11.44
Criterio % <20 <15 <15 <15
Resultado Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado
tejido adiposo subcutaneo
Concentracion 1.0 15 8.0 18.0
Hg mL
% Desviacién AMD 2.93 7.07 0.80 3.11
% Desviacién DEA 0.98 2.75 8.05 0.81
Criterio % <20 <15 <15 <15
Resultado Aceptado Aceptado Aceptado Aceptado

Todos los valores de % de desviacién de la concentracién obtenida de las MC de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo
subcutdneo del ensayo de reproducibilidad, fueron menores a las
especificaciones por la Norma Oficial Mexicana, ademas de que también se

encuentran dentro de los criterios de otras Normas como la consultada de la
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Unién Europea,®® sin embargo en esta normativa se denomina exactitud entre

corrida analitica.

8.3.6 Estabilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

La capacidad de los analitos de permanecer dentro de las especificaciones de
calidad adecuadas, fue determinada por la estabilidad a corto y largo plazo,
durante el tiempo de procesamiento de la muestra y en el automuestreador, 3
ciclos de congelacion y descongelacién en plasma, lisado eritrocitario y tejido

adiposo subcutaneo.

8.3.6.1 Estabilidad de amiodarona y desetilamiodarona a corto y largo
plazo en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo

subcutaneo

La estabilidad de la amiodarona y la desetilamiodarona en plasma, lisado
eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo fue evaluada a la temperatura y tiempo
de procesamiento de la muestra, 22°C y tres horas quedando este como corto
plazo, mientras un periodo de tres meses en congelacién como largo plazo, el
cual es equivalente al tiempo que transcurre desde la recoleccién de muestras

hasta el anélisis.
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En la tabla 13 se encuentran los resultados en % de recuperacion comparados
con las concentraciones nominales de las muestras control MCB y MCA en
plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo del ensayo de estabilidad

a corto y largo plazo.

Tabla 13 Porcentaje de recuperacion del ensayo de estabilidad a corto y largo plazo de amiodarona y
desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

Muestra % de % de Criterio de Resultado
Control recuperacion recuperacion aceptacion %
corto plazo largo plazo
plasma
MCB AMD 107.95+2.73 88.40 + 2.81 85-115 Aprobado
MCA AMD 101.37 +1.36 89.92 + 1.51 85-115 Aprobado
MCB DEA 99.54 +2.68 85.83 + 1.61 85-115 Aprobado
MCA DEA 105.16 + 0.37 92.20 + 3.05 85-115 Aprobado
lisado eritrocitario
MCB AMD 95.86 +5.65 86.71 +6.57 85-115 Aprobado
MCA AMD 108.65 + 8.58 87.97 +2.03 85-115 Aprobado
MCB DEA 104.64 + 9.56 87.16 £1.90 85-115 Aprobado
MCA DEA 109.38 +1.10 89.90 +4.95 85-115 Aprobado
tejido adiposo subcutaneo
MCB AMD 103.11 +5.42 87.85 + 4.65 85-115 Aprobado
MCA AMD 100.32 + 3.01 91.83 + 10.98 85-115 Aprobado
MCB DEA 102.13 + 6.48 85.74 + 3.42 85-115 Aprobado
MCA DEA 102.92 + 0.94 98.01 + 4.07 85-115 Aprobado

8.3.6.2 Estabilidad de amiodarona y desetilamiodarona en el
automuestreador y ciclos de congelacion-descongelacion de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado

eritrocitario y tejido adiposo subcutaneo

La estabilidad de amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario

y tejido adiposo subcutéaneo fue evaluada tras la metodologia de extraccién, en
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el tiempo y temperatura aproximado del procesamiento de las muestras y durante
el analisis en el automuestreador, también fue evaluada la estabilidad de los
analitos en las matrices en tres ciclos de congelacion-descongelacion de 12

horas.

En la tabla 14 se encuentran los resultados en % de recuperacion comparados
con las concentraciones nominales de las muestras control MCB y MCA en
plasma del ensayo de estabilidad en el automuestreador y ciclos de congelacion-

descongelacién.

Tabla 14 Porcentaje de recuperacion del ensayo de estabilidad en el automuestreador y ciclos de
congelacién-descongelacion de amiodarona y desetilamiodarona en el plasma, lisado eritrocitario y tejido
adiposo subcutaneo

Muestra % recuperacion en % de Criterio de Resultado
Control el automuestreador  recuperacion  aceptacion %
de ciclos de
congelacion
plasma
MCB AMD 95.25 +5.56 88.92 +4.14 85-115 Aprobado
MCA AMD 97.55+2.40 89.17 + 3.27 85-115 Aprobado
MCB DEA 97.51 +2.59 90.52 +2.79 85-115 Aprobado
MCA DEA 101.15+2.52 92.67 +3.32 85-115 Aprobado
lisado eritrocitario
MCB AMD 96.26 + 1.97 93.75 +3.74 85-115 Aprobado
MCA AMD 105.44 +4.82 91.64 +2.09 85-115 Aprobado
MCB DEA 103.03 +5.34 92.07 +£10.40 85-115 Aprobado
MCA DEA 107.02 +5.17 91.36 +8.58 85-115 Aprobado
tejido adiposo subcutaneo
MCB AMD 92.82 + 9.53 93.87 + 3.10 85-115 Aprobado
MCA AMD 101.84 + 7.03 95.85 + 2.36 85-115 Aprobado
MCB DEA 87.70 + 3.15 89.19 + 5.63 85-115 Aceptado
MCA DEA 97.70 + 3.66 97.45 + 4.85 85-115 Aprobado

En la figura 18 se encuentran los porcentajes de recuperacién de las MC en

plasma del ensayo de estabilidad del método, asi como los criterios minimos y
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los maximos porcentajes de recuperacién especificados por la normatividad

consultada
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Figura 18 Porcentajes de recuperacion representativos de las muestras control MCB y MCA de amiodarona
y desetilamiodarona en el plasma en los ensayos de estabilidad, las lineas discontinuas indican el minimo y
el maximo porcentaje de recuperacion especificado segun la NOM-177-SSA1-2013

Todos los resultados de las MC quedaron en el intervalo de recuperacion de 85-
115% y un CV% menor al 15% comparados con las concentraciones nominales
de las MC evaluadas, cumpliendo con las especificaciones de la Norma Oficial
consultada. Los graficos de barras son representativos del % de recuperacién de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, después de haber sido sometidos a
las condiciones de temperatura y tiempo establecidas: corto y largo plazo, 3 ciclos
de congelacion-descongelacion de 12 horas y 3 horas de los extractos dentro del
automuestreador. Este parametro determiné que las condiciones de temperatura

y tiempo fueron las éptimas para amiodarona y la desetilamiodarona en plasma.
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Kollroser y colaboradores reportaron un método de validacién bioanalitica de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma humano, obtuvieron un LIC de la
curva de Calibracién de tan solo 1.0 pug L' para amiodarona y de 0.5 ug L 'para
desetilamiodarona al utilizar un detector masico, a pesar de contar con buenos
criterios de desempefio de la validacion bioanalitica los autores no reportaron los
porcentajes de recuperacion o los coeficiente de variacion de las estabilidades
en diferentes condiciones de trabajo,*® por lo que el método queda incompleto en
la posible determinacion de los analitos en muestras con interés clinico. Maes y
colaboradores determinaron de manera simultanea amiodarona y metabolito en
orina y plasma con un LIC de 50 ng mL™", el objetivo de su estudio fue desarrollar
un método sensible de extraccion de analitos en fase sdlida, esta pudo haber sido
la razén para no considerar evaluar la estabilidad de las moléculas en las
matrices empleadas,3* de haber sido probadas el método hubiera cumplido los
criterios de validaciones bionaliticas internacionales como la EMA en Europa.
Adicionalmente a los estudios con buenos parametros de validacion, aunque sin
estabilidades de los analitos en las matrices utilizadas, Kuhn y colaboradores
utilizaron detectores masicos y moléculas deuteradas como estandares internos,
desarrollaron un método para cuantificar amiodarona y desetilamiodarona en
plasma humano, reportaron LIC de 2.7 ug L' para la amiodaronay 1.9 pg L™
para la desetilamiodarona, el método de estandar interno permite adicionar
precision, sin embargo al no determinar las estabilidades, esta validacién carece

de la aprobacién de alguna agencia reguladora de medicamentos.
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Por otro lado, Rodrigues y colaboradores desarrollaron y validaron un método
para la cuantificacion de amiodarona y desetilamiodarona en tejidos de rata con
fines de estudios farmacocinéticos, a pesar de no determinar las concentraciones
en muestras de pacientes realizaron una validacibn completa incluyendo
parametros que aportan mas informacion que la solicitada por las diferentes
agencias reguladoras, la estabilidad evaluada fue en cortos y largos periodos,
ademas de varias temperaturas, los autores demostraron que los analitos fueron
estables en las matrices analizadas, los porcentajes de recuperacion fueron muy
aproximados al 100%, lo que asegura que todas las condiciones de trabajo
mantienen la integridad de los analitos bajo las variables estudiadas.3¢ Tiempo
después los mismos autores, por una extraccion en fase solida, desarrollaron y
validaron la determinacion de amiodarona y desetilamiodarona en plasma
humano, en esta publicacion fueron consideradas las especificaciones de la Guia
de validacion de métodos bioanaliticos de la Union Europea, por lo que con los
ensayos de estabilidad incluidos fueron obtenidos buenos resultados de todas
las condiciones estudiadas de corto y largo tiempo en diferentes temperaturas,
concluyendo que las moléculas son estables en las diferentes condiciones
estudiadas por los autores,®” similares situaciones de tiempo y temperatura
fueron ensayados en el presente proyecto, las Muestras Control quedaron dentro
de los criterios establecidos por la Norma Oficial Mexicana consultada y que asi
mismo coincide con la Guia de validacion de métodos bioanaliticos de la Unién

Europea para este criterio de validacion.3®

97



Enlafigura 19 se encuentran los porcentajes de recuperacion de las MC en lisado
eritrocitario del ensayo de estabilidad del método, asi como los criterios minimos

y los maximos porcentajes de recuperacion especificados por la normatividad

consultada.
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Figura 19 Porcentajes de recuperacion representativos de las muestras control MCB y MCA de amiodarona
y desetilamiodarona en lisado eritrocitario en los ensayos de estabilidad, las lineas discontinuas indican el
minimo y el maximo porcentaje de recuperacion especificado segun la NOM-177-SSA1-2013

En la figura 20 se encuentran los porcentajes de recuperacion de las MC en lisado
eritrocitario del ensayo de estabilidad del método, asi como los criterios minimos
y los maximos porcentajes de recuperacion especificados por la normatividad

consultada.
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Figura 20 Porcentajes de recuperacion representativos de las muestras control MCB y MCA de amiodarona
y desetilamiodarona en tejido adiposo subcutaneo en los ensayos de estabilidad, las lineas discontinuas
indican el minimo y el maximo porcentaje de recuperacion especificado segun la NOM-177-SSA1-2013

Todos los resultados de las MC fueron encontrados en el intervalo de
recuperacion de 85-115% vy un CV% menor al 15%, comparados con las
concentraciones nominales de las MC evaluadas en lisados eritrocitarios,
cumpliendo con las especificaciones de la Norma Oficial consultada. Los gréaficos
de barras son representativos del % de recuperacibn de amiodarona vy
desetilamiodarona en lisado eritrocitario, después de haber sido sometidos a las
condiciones de temperatura y tiempo establecidas: corto y largo plazo, 3 ciclos
de congelacion-descongelacion de 12 horas y 3 horas de los extractos dentro
del automuestreador. Este parametro determin6 que las condiciones de
temperatura y tiempo fueron las Optimas para la amiodarona y la
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desetilamiodarona en plasma. Sin embargo en tejido la MCB de
desetilamiodarona en el periodo de largo plazo y en el autoanalizador no fue
recuperada en mas de un 85% en tejido adiposo subcutaneo como lo especifica
la NOM-177-SSA1-2013, por lo que queda especificado que desetilamiodarona
no demuestra estabilidad tras ser procesada y resguardada por 3 horas dentro
del automuestreador y de ser necesaria la cuantificacion en tejido adiposo

tendrian que reajustarse los tiempos de trabajo para evitar tal condicion.

Diversos autores han determinado farmacos en diferentes matrices, sin embargo,
las publicaciones de la validacion de los métodos bioanaliticos son muy escasas,
debido a la complejidad que involucra manipular un tejido diferente o que las
guias solo mencionan al plasma como matriz de trabajo. El grupo de investigacion
de Heger asi como el de Maling reportaron informacion acerca de las
concentraciones de las moléculas en los eritrocitos, sin embargo la parte
bioanalitica no es muy detallada, por lo que es dificil comparar los resultados del

presente estudio de la validacién bioanalitica con los de otros autores.4!42

Existe otro parametro que la Norma Oficial Mexicana no indica que sea necesario
para la validacién, aunque otros autores si lo han evaluado y reportado, el % de
recobro, este se define como el porcentaje de extraccion del analito previamente
adicionado a la matriz evaluada, Rodrigues y colaboradores reportaron valores
del 60% aproximadamente para ambas moléculas en los controles ensayados,®’

este parametro analitico no fue ensayado en nuestro estudio, sin embargo podria
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haber sido util en la comparacion de las diferentes pendientes obtenidas en la

curva de calibracion de lisado eritrocitos.

8.3 Procedimientos en unidad clinica

Un total de cinco pacientes fueron incluidos en el presente estudio, sus datos
clinicos y demogréficos de los pacientes incluidos se encuentran en la tabla 15,
de los cuales tres estaban en un régimen de 200 mg de amiodarona cada 24
horas, uno 200 mg cada 12 horas y uno con 100 mg tres veces a la semana,
cuatro de cinco pacientes presentaron algun efecto adverso extracardiaco

relacionado a la toxicidad por amiodarona.
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Tabla 15 Datos clinicos y demograficos de los pacientes

Masculino/femenino, No 3/2
Edad promedio +DE (rango) anos 51.8 + 14.34 (37-75)
Masa corporal, promedio +DE, kg 84.60 + 15.73 (71-110)
IMC, promedio +DE (rango) kg (m?) -! 29.45 + 2.63 (26.45-33.21)
Pacientes con diagndstico de falla hepatica Ninguno
Dosis diaria promedio +DE (rango) mg 208 + 127.09 (42-400)
Tiempo total de tratamiento promedio +DE 48.11 + 48.22 (12-120)
(rango), meses

Dosis total acumulada promedio, +DE (rango) g 219.48 + 286.32 (73-730)

Terapia concomitante, No
Digoxina 1
Levotiroxina
Diuréticos
Beta-bloqueadores
Antagonista de los receptores de Calcio
Antagonista de los receptores de angiotensina
Estatinas
Anticonvulsivo

Anticoagulante

NN W = DN A WO W =

Hipoglucemiante

Los cinco pacientes recibieron amiodarona por un minimo de tres meses por lo
que fue considerado que estaban en el estado estacionario del farmaco segun el
tiempo de vida media teorico, la concentracion media de amiodarona y

desetilamiodarona en plasma y eritrocitos se muestra en la tabla 16.
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Tabla 16 Concentracion media y rango de amiodarona y desetilamiodarona en plasma y eritrocitos en
pacientes en estado estacionario (n=5)

Analito Media (ug mL™) Rango (pg mL™)
amiodarona 1.98 (0.93-2.90)
plasma
desetilamiodarona 0.96 (0.54-1.81)
amiodarona 0.14 (0.06-0.22)
eritrocitos
desetilamiodarona 1.03 (0.37-2.87)

En la figura 21 se muestran las concentraciones medias de amiodarona en
plasma y en eritrocitos de los pacientes, la muestras fueron comparadas por el

analisis estadistico para ambos ambos analitos por separado entre matrices

bioldgicas.
amiodarona desetilamiodarona
4
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Figura 21 Concentraciones de amiodarona en plasma y eritrocitos y desetilamiodarona plasmatica y
eritrocitaria de pacientes en estado estacionario (n=5)

La concentracibn media plasmatica de amiodarona fue mayor que la
concentracion media del farmaco en eritrocitos cuyos valores alcanzaron 1.98 +

0.83 ug mL'y 0.14 + 0.06 pg mL respectivamente, esta diferencia result6 ser
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significativa (p=0.0026) como se muestra en el grafico 21. Lo contrario fue
observado con la desetilamiodarona, los valores no presentaron significancia y
fueron 0.96 + 0.53 ug mL'y 1.03 + 1.04 ug mL'. La amiodarona muestra una
mayor afinidad por el plasma mientras desetilamiodarona una aparente
preferencia por los eritrocitos, sin embargo, analizar un mayor numero de
pacientes es necesario para establecer esta diferencia y concluir acerca del
principal compartimento farmacocinético de las dos moléculas. Heger y
colaboradores reportaron que la concentracion de amiodarona fue menor en
eritrocitos que en plasma de pacientes en terapia crénica y ademas que los
niveles de desetilamiodarona no fueron significativamente diferentes,*' los
resultados del anterior autor coinciden con los de este estudio por lo cual las
concentraciones a pesar de ser originados por un numero reducido de pacientes
muestran resultados veridicos. Maling y colaboradores reportaron que la
concentracion de desetilamiodarona fue mayor en eritrocitos que en plasma,
proponiendo su evaluacion en esta matriz en posteriores investigaciones,*?> en
este estudio los mismos resultados fueron obtenidos aunque no fue posible
establecer la significancia entre los comportamientos farmacocinéticos para

poderlos utilizarlo como marcador de toxicidad.

104



Tabla 17 Dosis de amiodarona (mg) e IMC (kg m?) de los pacientes reclutados en el estudio

Paciente Dosis amiodarona (mg) Frecuencia IMC (kg m2) Estado
1 200 diario 29.07 Sobrepeso
2 200 diario 33.21 Obesidad |
3 200 c/12h 27.82 Sobrepeso
4 100 lunes, miércoles, viernes 26.45 Sobrepeso
5 200 diario 30.73 Obesidad |

Cuatro de los cinco pacientes, refirieron tomar la dosis de amiodarona antes de
los alimentos por la mafana, mientras uno refiri6 tomarla después de un
desayuno alto en grasas aunque no en calorias, el régimen posolégico se
muestra en la tabla 17. Meng y colaboradores previamente describieron que tras
la administracion de alimentos, el ABCt de amiodarona en humanos aumenta
entre 2.4 y 3.8 veces, la Cmax aumenta y el Tmax es reducido, comparado con las
condiciones de administraciéon en ayuno.%? La posible explicacién de este
comportamiento es que tras la ingesta de alimentos, el vaciado biliar es
estimulado, de esta manera la absorcién de moléculas ampliamente lipofilicas
como amiodarona es facilitado, ademas del aumento en el flujo sanguineo que
existe durante la absorcion y que las grasas presentes en el alimento también
favorecen la asimilacion, todo esto logra afectar los parametros farmacocinéticos
del antiarritmico, probablemente reflejandose en una mayor biodisponibilidad. La
baja dosis de este paciente ademas del habito de tomar el medicamento con

alimentos y el uso concomitante de digoxina que controla su actividad cardiaca
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quiza es una de las posibles explicaciones del control de su patologia, ademas
de que el paciente esta en tratamiento con amiodarona por 6 afos y con
levotiroxina como tratamiento de hipotiroidismo lo que demuestra un efecto
adverso extracardiaco del medicamento, al haber iniciado la terapia de
reemplazo hormonal tiempo después de haber iniciado con amiodarona. En la
tabla 17 se muestran las dosis de cada uno de los pacientes en el estudio, la

frecuencia de administracion y el IMC.

En el presente estudio no fue posible determinar el Vd del farmaco, debido a la
dificultad de tomar la muestra tiempo después de la administracion del
medicamento, sin embargo el IMC (indice de Masa Corporal) si fue posible
calcularlo de los datos de peso y estatura, segun la clasificacién emitida por la
OMS,>® la tabla 17 indica que tres de los pacientes padecen de sobrepeso
mientras 2 de obesidad |, por lo que se podria esperar que el Vd de este farmaco
en dichos pacientes sea amplio, teniendo como consecuencia que al iniciar
tratamiento con amiodarona o cualquier otra molécula de caracter no polar, el
efecto terapéutico se veria retrasado, debido a que toma tiempo el llenado o
impregnado de los principales 6rganos de caracter lipofilico. Fukuchi vy
colaboradores reportaron que los efectos adversos tienen una mayor prevalencia
en aquellos pacientes con un menor IMC comparado con los de un mayor IMC,2°
debido a la diferencia de fracciones de amiodarona circulante en sangre y
acumulada en érganos de caracter no polar, lo que evidentemente marca una

diferencia entre la concentracién metabolizada principalmente por el higado y
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convertida a desetilamiodarona, siendo esta molécula presuntivamente la de

mayor toxicidad.

Lafuente y colaboradores concluyeron que la duracién de la terapia marca la
diferencia entre presentar algin efecto adverso y no manifestarlo,?® en el
presente estudio cuatro de los pacientes presentaron efectos adversos, el
paciente que no presentd ninguna reaccion adversa mostré un IMC de 33.21 kg
m2 siendo el mayor de todos los IMC calculados y el de menor dosis acumulada
de amiodarona. Cheymol y colaboradores, han descrito los efectos de la
obesidad en la farmacocinética e indican que el objetivo en este padecimiento es
el ajuste de dosis, en particular de los farmacos de indice estrecho terapéutico,
ya que el desempeno cardiaco, porcentaje de union a proteinas de los farmacos
y enzimas metabolizadoras CYP, entro otros factores son afectados, todo esto
alterando la distribucidén, metabolismo y eliminacion, aunque no la absorcion y
como resultado conduce en la necesidad de modificar la dosis de carga y
mantenimiento.5 En México ha sido reportado que el 72.5% de adultos mayores
de 20 afnos padecian de obesidad en el 2016,5° por lo que la necesidad de ajustar
dosificaciones de diversos medicamentos es una solucion ante la problemética,
aunque no es habitual. Fukuchi y colaboradores sugieren que emplear estimados
de variabilidad interpacientes y una guia de dosificacidén es necesario, al reportar
que el aclaramiento y la actividad del CYP3A4 se ve influenciado conforme

aumenta el IMC.2° Por lo tanto, la concentracion de amiodarona en sangre se
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podria explicar al describir el IMC, edad y dosis en las diferentes poblaciones

farmacocinéticas.

Maling y colaboradores sugieren que la concentracién de amiodarona intracelular
en eritrocitos no proporciona la suficiente informacion para determinar un limite
de toxicidad, el tema aun sigue sin describirse en su totalidad por lo que la unica
explicacion es la alta variabilidad inter-pacientes en terapia crénica oral, ademas
de que las concentraciones del farmaco en plasma tampoco han sido definidas

adecuadamente.®

La extensa acumulacién de amiodarona y desetilamiodarona conducen a
cambios estructurales celulares ocasionando alteraciones en el metabolismo
celular de lipidos, estos cambios son caracteristicos en las reacciones adversas
ocasionadas por amiodarona en piel, higado, pulmones y Sistema Nervioso.%” En
el presente estudio, cuatro de los cinco pacientes reclutados en el estudio
refirieron algun signo o sintoma de reaccién adversa a amiodarona, por lo que no
fue posible formar dos grupos en presencia y ausencia de dichos efectos como
fue establecido. En la tabla 18 se muestran los efectos adversos extracardiacos
evaluados en los pacientes, la descripcion de como fueron detectados y el

namero de incidencia en el grupo de 5 pacientes.

108



Tabla 18 Frecuencia de reacciones adversas extracardiacas

Efecto adverso Descripcion No
extracardiaco
Tiroides Desbalance en perfil tiroideo 2
Higado Pruebas de funcion hepatica 0
Ojos Depésitos corneales 3
Piel Manchas caracteristicas 0

El efecto adverso de mayor prevalencia en el grupo de pacientes fue la
manifestacion de los microdepdsitos corneales, Vassallo y colaboradores habian
reportado que mas del 90% de los pacientes en tratamiento con amiodarona
presentan microdepdsitos oculares,?* en el presente estudio tres de cinco
pacientes refirieron resequedad y sensacidn de rugosidad en el ojo acompanada
de prurito, por lo que consideré como efecto adverso relacionado a la toxicidad
del antiarritmico, Alnawaiseh y colaboradores reportaron previamente que la
queratinopatia por amiodarona exhibia una fuerte correlacion de
desetilamiodarona sérica, por lo que sugieren que el metabolito se deposita sobre
los epitelios de la cornea al ser excretado por las glandulas lacrimales.%®
Adicionalmente, este padecimiento es el de mayor prevalencia para los
reportados para el antiarritmico, no causa problemas visuales por lo que ha sido
considerado uno de los efectos adversos a amiodarona clinicamente no

significativo.®
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El otro efecto adverso encontrado en el grupo de pacientes fueron los
desequilibrios en los niveles de las hormonas T4, T3 y TSH, dos de los cinco
pacientes reclutados, manifestaron necesitar de tratamiento con levotiroxina
después de haber iniciado terapia con amiodarona, por lo que esto fue
considerado hipotiroidismo como reaccion adversa extracardiaca, la prevalencia
del hipotiroidismo es del 6%,%* aunque el valor tiende a variar de acuerdo a la
zona geografica, la posible explicacion ante el efecto adverso extracardiaco por
amiodarona es que una dosis de 200 mg contiene 75 mg de Yodo orgéanico, del
cual entre 8-17 % es liberado a circulacion, siendo 100 veces los requerimientos
diarios del haldégeno, ademas se ha demostrado que la amiodarona inhibe la
actividad de la enzima 1 5-deiodinasa disminuyendo la cantidad de T3 y
aumentando la cantidad de T4 y rT3 hasta un 25 %.5° Rankin y colaboradores en
un estudio retrospectivo de 1413 pacientes en tratamiento con amiodarona
concluyeron que al inicio de la terapia con el antiarritmico, un perfil hepatico y
tiroideo debe ser realizado en los pacientes para establecer los valores basales
de TSH como marcador de toxicidad tiroideo y ALT como marcador de toxicidad
hepatica, es asi que cuando el valor de la TSH sea por debajo del limite inferior
normal sea considerado como hipertiroidismo, por otro lado hipotiroidismo para
niveles superiores al limite superior normal y cuando el valor de ALT sea 3 veces
el limite superior normal se consideraria como reaccién adversa a amiodarona,
indicando una necesidad de disminucion de la dosis.*® Esta propuesta es una
alternativa a la prevencion de reacciones adversas de mayor gravedad al
paciente, la fibrosis pulmonar, aun cuando es el efecto adverso de menor

frecuencia puede predisponer en riesgo la vida el paciente siendo el efecto
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adverso de mayor gravedad, el objetivo del tratamiento con amiodarona es

controlar la taquicardia con el menor riesgo posible.

Otros efectos adversos como la coloracion grisacea en piel o fibrosis pulmonar
no fueron encontrados debido al reducido numero de pacientes reclutados, una
de las perspectivas del estudio es aumentar el numero de pacientes en
tratamiento con el antiarritmico, realizar analisis estadisticos y determinar si la
concentracion de desetilamiodarona en eritrocitos pudiera servir como marcador
de toxicidad temprana por amiodarona. Afortunadamente la mayoria de los
efectos adversos por el antiarritmico son reversibles al disminuir la dosis o
suspender el farmaco, la monitorizacién terapéutica de farmacos podria ser una
de las alternativas que provee de informacion util para tomar la decision del grado

de ajuste de farmacos en estas situaciones.

Hrudikova y colaboradores reportaron que la biodisponibilidad de amiodarona
aumenta gradualmente con el tiempo de terapia, que el metabolito principal se
acumula en mayor cantidad en tejidos y las concentraciones de amiodarona y
desetilamiodarona varian considerablemente inter-sujetos e intra-sujetos, por lo
que sugieren que el dato de la concentraciéon de desetilamiodarona no puede ser
ocupado en el ajuste de dosis.?® La eficacia de la amiodarona en el control de
las arritmias ha sido reportada en 0.1-11.9 pg mL"' mientras que la

concentraciones sugeridas son de 0.5-1.5 ug mL-'también se ha indicad que una
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mayor concentracion de 2.5 pg mL' no ofrece un efecto antiarritmico adicional.®
Considerando los resultados de las fluctuantes concentraciones de los pacientes
estudiados, una manera de interpretar las concentraciones de amiodarona vy
desetilamiodarona en plasma es determinando la concentracion terapéutica
individual y un registro de dosis acumulada como lo sugieren los anteriores

autores.

Ryosuke y colaboradores describieron como el aclaramiento de amiodarona es
influenciado por el IMC, dosis diaria, género y duracidén de terapia proponiendo
célculos especificos para la poblacion que estd en tratamiento con este
antiarritmico con el objetivo de calcular una 6ptima dosis de mantenimiento.®?
Considerando que para la poblacibn de estudio se dificulta conocer la
concentracion minima toxica, una alternativa es el desarrollo de un modelo
matematico farmacocinético para el calculo de dosis de mantenimiento ya que es
relativamente sencillo estimar el aclaramiento por el empleo de datos rutinarios
como creatinina, peso corporal, dosis acumulada y un dato de amiodarona

plasmatica.

En los pacientes consultados un analisis de interacciones de la farmacoterapia
concomitante, fue realizado en el Drug Interaction-Checker del sitio de internet
MEDSCAPE,®® sumando un total de 54 interacciones medicamentosas

encontradas, de las cuales el 12.9% fueron menores, 75.9% de observacion y el
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11.1% como serias, recomendandose en estas ultimas el intercambio de alguno
de los medicamentos implicados. Las interacciones entre amiodarona-sotalol y
amiodarona-digoxina fueron clasificadas como serias, aunque otras en las que
no esta implicado el antiarritmico también son clasificadas en esta categoria
como: diltiazem-metoprolol, en esta situacion cada farmaco incrementa la
toxicidad del otro por algun mecanismo no conocido, teniendo como
consecuencia una probable bradicardia, un electrocardiograma seria la manera
de investigar si el efecto adverso relacionado indirectamente a amiodarona

estuviera presente.

Es de relevancia clinica que las interacciones y consecuencias de otros
medicamentos en la terapia concomitante del paciente pueden interferir en las
concentraciones de amiodarona, asi como en la manifestacion de reacciones
adversas que pudieran ser confundidas con las del antiarritmico. En estudios
previos ya se habia reportado que la amiodarona presenta interacciones con
otros medicamentos, Vassallo y colaboradores reportaron que las interacciones
de mayor atencion son las relacionadas con warfarina y digoxina, afectando la
farmacocinética de estas Ultimas.?* Considerando la amplia variedad de efectos
adversos del farmaco y la gran efectividad en el control de las arritmias, es
fundamental describir el mecanismo de accion, el perfil de reacciones
relacionadas a la toxicidad de amiodarona y factores de riesgo de los pacientes

para hacer un correcto uso del antiarritmico.
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9. CONCLUSIONES

Fue desarrollado un método simultdneo de extraccion liquido-liquido de
amiodarona y desetilamiodarona en plasma, lisado eritrocitario y otro para tejido
adiposo subcutaneo, por el empleo de 600 pL de plasma y lisado eritrocitario y
0.5 g de tejido adiposo subcutaneo con posible aplicacidn en muestras de

pacientes.

Fueron validados y desarrollados dos métodos cromatograficos empleando un
cromatografo HPLC con detector UV-Vis, con un rango de trabajo de 0.125 a 20
g mLy un Limite Inferior de Cuantificacion de 0.125 ug mL™' en plasma y lisado
eritrocitario mientras un rango de trabajo de 1.0 a 30 ug g™ y un Limite Inferior de
Cuantificacion de 1.0 ug g' en tejido adiposo subcutaneo, empleando una
columna de fase reversa C18, y una fase movil de acetonitrilo, metanol, buffer de
acetatos (60:30:10) V/V/V, para la cuantificacion de amiodarona vy
desetilamiodarona en el plasma vy los eritrocitos.

Los métodos fueron validados de acuerdo con las especificaciones de la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, que estable los procedimientos para

cuantificar farmacos en plasma.

La concentracién de amiodarona en plasma fue mayor que en eritrocitos y lo
mismo no sucedié con desetilamiodarona ya que no mostré diferencias de
concentracion en plasma y eritrocitos, en pacientes con terapia crénica oral en

presencia de efectos adversos relacionados a la toxicidad por amiodarona.
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La amiodarona se acumula en mayor grado en plasma que en eritrocitos, por lo
que este reservorio farmacocinético indica ser un buen sitio de monitorizacion de
las concentraciones de amiodarona, por otro lado desetilamiodarona aparenta
acumularse en mayor grado en eritrocitos, por lo que cuantificar ambas moléculas
en plasma y eritrocitos podria relacionarse con la presencia o ausencia de

reacciones adversas relacionadas a la toxicidad de amiodarona.

Este reporte constituye una opcion para la determinacién simultanea de
amiodarona y desetilamiodarona en muestras del plasma, eritrocitos y tejido
adiposos subcutaneo con el fin de identificar concentraciones determinantes para

la aparicién de reacciones adversas relacionadas a toxicidad.
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ANEXO A. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ,PARTICIPACI(')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:

Asociacién de la concentracion de amiodarona y desetilamiodarona en tejido
adiposo y eritrocitos con la aparicion de reacciones adversas en terapia crénica
oral.

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

Estudiar la concentracion de amiodarona y desetilamiodarona en plasmay
eritrocitos en relacion a los efectos adversos.

Se realizara una entrevista con el participante de aproximadamente 15 minutos
y se tomara una muestra de sangre.

Menores.

Conocer la cantidad de farmaco presente en el cuerpo y se podra identificar si el
participante presenta algin 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 informacién recolectada sera confidencial y no se usard para ningun 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 aparicién de
efectos secundarios

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

Investigador Responsable:

Dr. Arturo Muiiz Garcia

Colaboradores:

Dra. Elida Marcela Aguilar Bravo, QFB Alejandro Quintero Gonzélez

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién 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 extensién 21230, Correo electrénico:

comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto

Testigo 1

Nombre, direccioén, relacién y firma

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 2

Nombre, direccién, relacion y firma

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

investigacion, sin omitir informacion relevante del estudio

Clave: 2810-009-013
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ANEXO B. DATOS ANTROPOMETRICOS Y FARMACOTERAPEUTICO

Determinacion de la concentracion de amiodarona y desetilamiodarona en
plasma, eritrocitos y tejido adiposo subcutaneo en terapia cronica oral

Edad (anos) Fecha de Peso (kg) Talla (m) IMC (kg m2)
nacimiento
(dd/mmm/aaaa)
Dosis:

Medicamento Dosis (mg) Frecuencia (antes/después) Horario
de alimentos

Reacciones adversas al medicamento extracardiacas:

RAM Si No Descripcion

Otros farmacos:

Medicamento Dosis (mg) Frecuencia (antes/después) Horario
de alimentos
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ANEXO C. REPORTE DE CONCENTRACION PLASMATICA Y
ERITROCITARIA E INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Datos
Nombre Fecha de
Nacimiento
Edad Peso (kg)
Talla (m) IMC (kg m2)
Terapia
Medicamento Dosis (mg) Frecuencia

Interacciones medicamentosas

Interaccion Descripcién Recomendacion

Referencia: https://reference.medscape.com/drug-interactionchecker

Concentraciones de amiodarona y desetilamiodarona

Plasma Eritrocitos
amiodarona pug mL"
desetilamiodarona pg mL"

NOTA: /a informacion debe ser interpretada por el médico especialista tratante,
las concentraciones deben ser confirmadas con algun laboratorio certificado.

QFB Alejandro Quintero Gonzélez
UASLP CP 10339125
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