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RESUMEN

La carbamazepina (CBZ), farmaco antiepiléptico (FAE) de primera linea, es ampliamente
utilizado en crisis focales y generalizadas motoras tonico-clonicas por su eficacia; sin
embargo, presenta amplia variabilidad en sus concentraciones plasmaticas (Cp). A
pacientes con epilepsia focal refractaria a CBZ, es comun adicionar Topiramato (TPM),
farmaco de segunda linea que se metaboliza mediante CYP2C9 y CYP2C19, enzimas
gue son inducidas por accion de CBZ. Para monitorizar los niveles de TPM y CBZ en
plasma y evitar que sus Cp se encuentren debajo del margen de referencia, se requiere
de un método analitico que cuantifique simultaneamente las Cp de ambos FAE’s.
Adicionalmente, es importante determinar la influencia de los polimorfismos genéticos de
CYP2C9 y CYP2C19 con fines de seguimiento farmacoterapéutico en la concomitancia
CBZy TPM.

OBJETIVO: Implementar un método por UPLC-MS/MS para medir simultaneamente los
niveles plasméaticos de CBZ y TPM e implementar las técnicas de PCR en tiempo real en
la determinacién de los polimorfismos genéticos de CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 y
CYP2C19, para su posterior aplicacion en la evaluacion del comportamiento
farmacocinético de ambos FAE’s en pacientes con epilepsia.

METODOLOGIA Y RESULTADOS OBTENIDOS: Se establecieron las condiciones de
pre-tratamiento de las muestras plasmaticas para cuantificar CBZ y TPM. El método
emplea una columna BEH Phenyl (2.1x100 mm; 1,7um; 40°C), fase mévil de NH4sHCO3
y ACN (95:5) y flujo de 0.3 mL/min. Los tiempos de retencion fueron de 4.8 min para TPM
y 5.0 min para CBZ. Las transiciones para TPM (ESI+) fueron 340.1>264.04>126.8 y
para CBZ (ES+) 237.03>179.03>165. EI método fue lineal, preciso y exacto en el
intervalo de 0.6 a 20 pg/mL para cada analito; se demostr6 ausencia de efecto de acarreo
o efecto de matriz en el andlisis de las muestras, con estabilidad durante 3 ciclos de
congelacion-descongelaciéon y a corto plazo de dos dias (NOM-177-SSA1-2013).

Se optimizo6 la técnica de PCR tiempo real para determinar los haplotipos de las enzimas
asociadas al metabolismo de CBZ y TPM: CYP3A4*22, CYP3A5*3, CYP2C9*2,
CYP2C19*2 y CYP2C19*17. La temperatura de alineacién fue 60°C y 50 ciclos de
desnaturalizacion.

El estudio clinico observacional, prospectivo y transversal fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, no. 61-19.
Participaron 45 pacientes con epilepsia en tratamiento con CBZ (n=22), CBZ-TPM (n=7)
y TPM con levetiracetam (n=16). Se identificaron Cp de CBZ y TPM dentro y fuera de los
intervalos de referencia en cada paciente y se analizé la posible influencia de factores
antropométricos y genéticos. No se encontré diferencia significativa en las Cp de TPM
en combinacién con CBZ respecto al grupo de TPM y levetiracetam. Sin embargo, se
observd 56% de disminucion de TPM en plasma en presencia de CBZ, ello como
resultado del posible efecto inductor de ésta en el metabolismo de TPM, aspecto que
amerita ajuste de dosis.

Fue posible identificar una asociacion estadistica entre las Cp de TPM con el fenotipo
metabolizador CYP2C19*17 y CYP2C9*2 (p=0.024, p=0.007, respectivamente, en los
pacientes con CBZ-TPM. Se encontré que las Cp de CBZ y TPM varian de manera
directa con la dosis administrada.
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CONCLUSIONES. Se dispone de los métodos analiticos para aplicarlos en
procedimientos de monitorizacion terapéutica y de genotipificacion durante el
tratamiento de pacientes con epilepsia. El presente estudio esta limitado por el escaso
numero de pacientes en el grupo TPM-CBZ. Se debe continuar investigando los factores
que determinan la amplia variabilidad de la farmacocinética de los FAE’s, con la
perspectiva de proponer estrategias para mejorar la terapia en pacientes con epilepsia.

PALABRAS CLAVE: UPLC-MS/MS, PCR tiempo real, farmacocinética,
farmacogenética, CBZ, TPM, epilepsia.
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ABSTRACT

Carbamazepine (CBZ), an antiepileptic drug (AED) of the first line, is used for its
efficiency; but it must present high variability in its plasma concentrations (Cp). It is
common to add Topiramate (TPM) in patients with refractory epilepsy to CBZ, and TPM
is a drug of the second line and is metabolized from CYP2C9, and CYP2C19 enzymes
inducted by CBZ. For the Therapeutic Drug Monitoring in plasma of TPM and CBZ and
to avoid the Cp are under the therapeutic range, an analytic method for quantifying the
Cp of both AED’s at the same time is necessary. Further, it is important to determine
the influence of genetic polymorphisms of CYP2C9 and CYP2C19 with purposes of
therapeutic follow-up in the combination of CBZ y TPM.

OBJECTIVE: To implement a method by UPLC-MS/MS to measure the plasmatic
levels of CBZ y TPM simultaneously and to implement the techniques of real-time PCR
for the determination of genetic polymorphisms
of CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 and CYP2C19, for its application by the test about the
pharmacokinetic behavior of both AED’s in patients with epilepsy.

METHODS AND RESULTS: It was established the conditions for pretreatment of
plasma samples for quantifying CBZ and TPM. The method uses a BEH Phenyl
(2.1x100 mm; 1,7um; 40°C) column, a mobile phase of NHsHCOsy ACN (95:5), and a
rate of 0.3 mL/min. The retention time was 4.8 min for TPM and 5.0 min for CBZ. The
transitions for TPM (ESI+) was 340.1>264.04>126.8 and for CBZ (ES+)
237.03>179.03>165). The method was linear, precise, and exact of 0.6 to 20 pg/mL
interval for each analyte; it was demonstrated absence carry-over effect or matrix effect
in the simple analysis, with three cycles of freezing-defrosting of stability and two days
to short term (NOM-177-SSA1-2013). It was optimized the real-time PCR technique to
determine the haplotypes by the enzymes associated with the metabolism of CBZ and
TPM: CYP3A4*22, CYP3A5*3, CYP2C9*2, CYP2C19*2 y
CYP2C19*17. The annealing temperature was 60°C and 50 cycles of denaturation.

The observational, prospective, and cross-sectional clinical study was approved for the
Research Ethics Committee of Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto,” number
61-19. In the study participated 45 patients with epilepsy were treated with CBZ (n=22),
CBZ-TPM (n=7) y TPM with levetiracetam (n=16). Were identified Cp of CBZ and TPM
in each patient inside and out of the therapeutic range and it was analyzed for the
possible influence of anthropometric and genetic factors. They weren’t identified
significant differences in the Cp of TPM combined with CBZ concerning the TPM with
the levetiracetam group. However, it was observed a decrease of 56% in levels of TPM
in the presence of CBZ because of the possible inductor effect in the TPM metabolism,
an aspect that deserves dose adjustment. It was possible to find a statistical association
between Cp of TPM with metabolizer phenotype of CYP2C19*17 y CYP2C9*2
(p=0.024, p=0.007, respectively) in the patients with CBZ-TPM. It was found that the
Cp of CBZ and TPM vary directly with administered doses.

CONCLUSIONS: We have analytical methods for applying Therapeutic Drug
Monitoring and genotyping procedures in the treatment of patients with epilepsy. The
present study is limited to the low number of patients in the CBZ-TPM group. We have
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continued to research the determinant factors in the high variability in the AED’s

pharmacokinetics, with the perspective to propose strategies for a better therapy in
patients with epilepsy.

KEY WORDS: UPLC-MS/MS, real time PCR, pharmacokinetics, pharmacogenetics,
CBZ, TPM, epilepsy.
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IMPLEMENTACION DE METODOLOGIA ANALITICA POR UPLC MS/MS Y
MOLECULAR POR PCR Y SU APLICACION EN MONITORIZACION
FARMACOCINETICA Y FARMACOGENETICA DE CARBAMAZEPINA Y
TOPIRAMATO. ESTUDIO EN PACIENTES CON EPILEPSIA.

1. CAPITULOI
1.1INTRODUCCION

La epilepsia es una enfermedad cerebral cronica considerada un problema mundial de
salud publica que afecta a personas de todas las edades demandando asi la atencién
prioritaria de los sistemas sanitarios de cada pais. Para el afio 2018, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estimo que existen alrededor del mundo mas de 50 millones
de personas con esta enfermedad. La incidencia anual de crisis epilépticas no
provocadas es de 33 a 198 por cada 100,000 habitantes; se diagnostican alrededor de
2.4 millones de casos nuevos al afio alrededor del mundo, con una tasa anual de
mortalidad de 2.1 por cada 100,000 habitantes (1, 2).

Se estima que en México aproximadamente el 1.2% de la poblacion padece epilepsia;
entre el 70 y 80% de los pacientes reciben tratamiento farmacolégico, sin embargo,
cerca del 30% de estos pacientes presentan crisis refractarias ya que son
farmacorresistentes y el 10% son candidatos a cirugia. La epilepsia y la
farmacorresistencia generan condiciones de vida complicadas ya que esto repercute
de manera directa en la calidad de vida del paciente (3, 4).

Entre los farmacos antiepilépticos (FAE’s) mas comunmente usados y recomendados
para el nivel primario de atencién son el &cido valproico, la carbamazepina (CBZz), la
fenitoina y el fenobarbital. Otros farmacos, como el clobazam, clonazepam,
gabapentina, lamotrigina, leviteracetam, oxcarbazepina, tiagabina, topiramato (TPM),
vigabatrina y zonisamida son considerados como farmacos de segunda linea (1). En
el ambito clinico, con frecuencia se utilizan combinaciones de farmacos de primera y
segunda linea con la finalidad de controlar las crisis epilépticas refractarias. Tal es el
caso de TPM que se usa en concomitancia con CBZ en pacientes que no responden
al tratamiento de primera linea; sin embargo, la dosis inicial y el ajuste deben realizarse
en funcion de la respuesta clinica (5).

Esta documentado que la concomitancia CBZ-TPM genera una interaccion entre las
enzimas encargadas del metabolismo de cada uno de estos farmacos, ocasionando
gue existan pacientes cuyas concentraciones plasmaticas se encuentren por encima
o debajo del margen terapéutico establecido, llevando al fracaso terapéutico o a la
posible intoxicacion del paciente. Por lo anterior, se considera importante identificar los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que codifican las enzimas metabolizadoras
de CBZy TPM, asi como realizar la monitorizacién farmacocinética de estos farmacos
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en cada paciente, con fines de describir una posible asociacién entre ambos y su
aplicacion en el ajuste de dosis de cada FAE, incluso cuando se retira alguno de los
farmacos (6, 7).

1.2 ANTECEDENTES
1.2.1 EPILEPSIA

La OMS vy la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) han definido a la epilepsia
como una afeccion cronica y recurrente de crisis paroxisticas, desencadenadas por
descargas eléctricas anormales que tienen manifestaciones clinicas variadas y que se
presentan de manera no provocada; es una enfermedad cerebral no transmisible
cronica que afecta a personas de todas las edades (2, 8). Segun el tipo de crisis, la
epilepsia se clasifica en focal, generalizada y desconocida; las causas pueden ser
diversas entre las que se incluyen los factores genéticos, estructurales (como ictus,
traumatismo o tumor cerebral), infecciosos, metabdlicos, del sistema inmune y
desconocidos (9).

Las caracteristicas de las crisis epilépticas varian y dependen en qué parte del cerebro
comienza la alteracién y como se propaga; pueden incluir sintomas temporales, como
pérdida del conocimiento o la conciencia, y alteraciones del movimiento, de los
sentidos (incluyendo visién, audicion y gusto), estado de animo u otras funciones
cognitivas (2).

Desde un enfoque sanitario y econémico, la epilepsia repercute en la atencién sanitaria
por las muertes prematuras y la pérdida de productividad laboral que ocasiona. Frente
a este dificil panorama de salud, se hace imprescindible el manejo integral del paciente
con epilepsia tomando en cuenta el tratamiento farmacolégico (2); del 70 al 80% de
los pacientes estan bajo tratamiento farmacolégico, sin embargo, la falta de respuesta
a la terapia compromete la calidad de vida debido a las crisis recurrentes,
incrementando el riesgo por muerte subita (3).

1.2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA EPILEPSIA

La epileptogénesis es el proceso mediante el cual un grupo de neuronas desarrolla
una excitabilidad exagerada y alcanza un estado en el que puede producir crisis
epilépticas de forma espontanea. Los procesos moleculares que convergen a la
aparicion de estas alteraciones eléctricas dependen de los receptores neuronales, los
cuales condicionan el flujo de iones, la transmision sinaptica y la comunicacion
intracelular (10).

La permeabilidad de la membrana neuronal le brinda la capacidad que da lugar a
cambios rapidos que modifican la diferencia de potencial entre el interior y el exterior
de la célula. La neurona posee un potencial de reposo el cual se mantiene gracias a



su membrana en aproximadamente -54 mV, lo que permite que el Na+ fluya
lentamente hacia el interior de la célula, mientras que el K+ fluye lentamente hacia el
exterior; en este proceso participa la bomba Na+/K+. La salida de K+ y Cl- lleva a la
célula a una etapa de hiperpolarizacién mientras que la entrada de Na+ y Ca?* lleva a
la despolarizacién de la membrana neuronal (11).

Es importante sefialar que existen dos tipos de neuronas: las presinapticas y las
postsinpticas y a través de sus axones se transmite el potencial de accion llevando
asi el mensaje por el sistema nervioso. De manera simultanea, cuando la terminal
presinaptica de un axén es estimulada con la entrada de Ca2+, se genera la liberacion
de neurotransmisores. Dichos neurotransmisores se uniran a receptores especificos
en la membrana postsinaptica, generando asi, potenciales postsinapticos excitatorios
(PPSE) e inhibitorios (PPSI). Los neurotransmisores excitatorios del sistema nervioso
central (SNC) son el glutamato (Glu) y el aspartato (Asp); mientras que el acido
gamma-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio por excelencia (10, 11).

Lo anterior. constituye el proceso de transmision de estimulos neuronales en una
persona sana. En los pacientes con epilepsia, la cantidad de energia requerida para
comenzar con la despolarizacion de la membrana es inferior, generando que las
respuestas propagadas en el axén sean emitidas a una mayor velocidad,
disminuyendo la actividad de neuronas inhibitorias y aumentando la actividad de las
excitatorias, lo que desencadena descargas limitadas, breves y de alta frecuencia (11).
De manera simultanea, hay disminucion en la produccion o liberacion de GABA con
decremento de la cantidad de sus receptores a nivel postsinaptico provocando asi, que
estimulos pequefios generen la despolarizacion de la membrana. El incremento de
excitabilidad a nivel postsinaptico genera aumento en la liberacién de Glu y Asp con la
entrada acelerada de Ca?* y formando el complejo Ca?*/Calmodulina. El proceso
aumenta la liberacion de neurotransmisores excitatorios lo que afecta la supervivencia
de las neuronas (10).

1.2.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

La farmacoterapia es el elemento esencial del abordaje terapéutico de las personas
con epilepsia. El tratamiento depende de la etiologia, del tipo de crisis y de la presencia
de factores precipitantes (5). Las metas del tratamiento pretenden prevenir las crisis,
reducir los efectos adversos del medicamento y las interacciones medicamentosas,
mejorar la calidad de vida del paciente y asegurar la satisfaccion con el tratamiento
recibido (1). El tratamiento generalmente comienza con monoterapia a base de
farmacos de primera generacion, tales como fenobarbital, CBZ, valproato,
clonazepam, entre otros. Sin embargo, el 30% de los casos, presenta una epilepsia
farmacorresistente o refractaria (ER) (5, 12).



Para tratar la ER se requiere de la adicion de un FAE de segunda generacion, por
ejemplo, lamotrigina, TPM, levetiracetam (LEV), pregabalina, entre otros (9, 12). Sin
embargo, la terapia concomitante aumenta la probabilidad de toxicidad o fracaso
terapéutico, debido al aumento o disminucion de las concentraciones plasmaticas de
los farmacos como consecuencia de interacciones metabdlicas, dado que la mayoria
de los FAE’s se metabolizan por enzimas CYP450 (13).

1.2.4 CARBAMAZEPINA

La CBZ es un farmaco triciclico con propiedades antidepresivas, antiepilépticas y
analgésicas; se emplea de primera eleccion para epilepsia focal y generalizada, y en
el tratamiento en trastornos de conducta y afectivos. Aproximadamente 60% de los
pacientes se encuentran medicados con este farmaco debido a su alta eficacia para la
epilepsia (17).

1.2.5 ESTRUCTURA QUIMICA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

La CBZ es un solido cristalino, blanquecino, con peso molecular de 236.27 g/mol,
punto de ebullicion de 399.6°C y punto de fusién de 189 - 192°C. Es insoluble en agua,
soluble en alcohol, acetona, propilenglicol, cloroformo, metanol, etanol y 4cido acético
glacial; muestra absorcion UV a una longitud de onda de 210 nm. Otras caracteristicas
se presentan en la tabla 1 (18).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoguimicas de CBZ

5H-Dibenzo [b, f] azepina-

. Estructura molecular
5-carboxamida

Nombre quimico

Nombre .
L Carbamazepina
genérico
Férmula
CisH12N20 \ \I". -'Illr |/
condensada \ N I
pKal -3.8 H |
Ir'IJ ~ (]
H
pKa 2 15.96

La informacion espectral de CBZ como requerimiento para las técnicas analiticas por
UPLC-MS/MS muestran que un ion molecular o precursor de 237.1 m/z, siendo la
transicion mas abundante el fragmento de 194 m/z (tabla 2 y figura 1).



Tabla 2. Caracteristicas espectrales MS/MS de CBZ

Instrumento Trampa de iones
Abundancia de los iones
. (%)
T
ipo de M + H] +
precursor
Precursor
237.1m/z 5
(ion padre)
1° transicion 194 m/z 100
2° transicion 220 m/z 10

Carbamazepine
MS/MS fragments, top pealks displayed

100+
80 -

60

abundance

40

20 -

0.0 rrrrrrrrr L B L B l
190 200 210 220 230 240
m/z

Figura 1. Porcentaje de abundancia de los iones de CBZ (tomado de PubChem.com)

1.2.6 METABOLISMO DE CBZ

CBZ se metaboliza en el higado, principalmente por la enzima CYP3A4, formando un
metabolito activo epoxido de CBZ (E-CBZ). Otras enzimas involucradas son: CYP3A5,
CYP2C8 y CYP2B6. La enzima UGT2BT metaboliza a CBZ mediante reacciones de
glucuronidacion para aumentar la polaridad de la molécula y que esta pueda ser
eliminada por orina. Este FAE induce su propio metabolismo, alcanzando el equilibrio
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dindmico 5 semanas después de la administracion oral continua. En dicho caso,
aumenta su aclaramiento, se reduce su vida media y sus concentraciones plasmaticas
pueden quedar abajo del margen terapéutico (Figura 2) (18).

Autoinduccion

5 semanas CYP3A5
CYP3A4
O HO OH
— \_F
LD e L D=
I 1 I
CONH, CONH, CONH,
CBZ E-CBZ Metabolitos

inactivos

Figura 2. Metabolismo hepético de CBZ
1.2.7 POSOLOGIA

En adultos y adolescentes la dosis inicial de CBZ es de 200 mg dos veces al dia, con
aumento progresivo de 200 mg/dia en intervalos semanales hasta llegar a la dosis
maxima. Cuando hay control correcto de la epilepsia las dosis maximas se deben
reducir hasta la dosis minima efectiva que oscila entre 800 y 1200 mg/dia
(generalmente calculamos la dosis a razén de 10 mg/kg de peso minima a 20 mg/kg
de peso maxima).

Las dosis diarias no deben superar los 1000 mg en adolescentes de 13 a 15 afios y
los 1200 mg en adultos, sin embargo, se han reportado pacientes que han requerido
>1600 mg/dia para contrarrestar las crisis refractarias (20).

1.3TOPIRAMATO

TPM es un antiepiléptico de segunda linea para todo tipo de epilepsia; ha sido utilizado
como tratamiento para otras enfermedades como la obesidad, hiperhidrosis y la
migrafia. El 10% de los pacientes epilépticos estan tratados con TPM en concomitancia
con otro FAE, principalmente CBZ (21).

1.3.1 ESTRUCTURA QUIMICA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El TPM es un solido cristalino de color blanco, con un peso molecular de 339.36 g/mol.
Su punto de ebullicion y de fusion es de 438.7°C y 125°C, respectivamente. TPM es
soluble en agua, acetona, etanol, metanol y DMSO; generalmente no muestra
absorbancia en el rango UV, por lo que la molécula se tiene que derivatizar para su
deteccién. Otras caracteristicas fisicoquimicas y espectrales de TPM se presentan en
la tabla 3y 4 (21).



Tabla 3. Caracteristicas fisicoguimicas de TPM

2,3: 4,5-bis-O- (1-
Nombre quimico metiletilideno) -B-D- Estructura molecular
fructopiranosa sulfamato

Nombre .
. Topiramato
genérico '
Férmula P 0 {{- H
C12H2:NOsS N
condensada 1eriarve /\ LM‘* 0” \
0T, 0
by P
pka 1 -3.7 0 /
I|
pka 2 11.09

Tabla 4. Caracteristicas espectrales de TPM

Instrumento LC-ESI-QFT
Abundancia de los iones
. (%)
T
ipo de M + H] +
precursor
Precursor
_ 340.10 m/z 10
(ion padre)
1° transicion 264.2 100

1.3.2 METABOLISMO DE TPM

TPM se metaboliza por glucuronidacion, hidrolisis e hidroxilacion, y genera metabolitos
inactivos. En el proceso participan las enzimas CYP2C9 y CYP2C19. Si se administra
con inductores del metabolismo tales como CBZ, aumenta su capacidad de
biotransformacién y, en consecuencia, su vida media y las concentraciones
plasmaticas disminuyen (figura 3). Se elimina de 70 a 80% en la orina. CBZ es un
farmaco que induce el metabolismo de TPM a nivel de la enzima CYP2C19 (21, 22).
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Figura 3. Metabolismo de TPM y su induccién por CBZ

1.3.3 POSOLOGIA

Para adultos, la dosis inicial es de 50 mg/dia, la cual se incrementa de 50 a 100 mg
con periodicidad semanal. La dosis maxima se establece en 400 mg/dia, repartidos en
dos tomas (21). Sin embargo. se pueden requerir entre 800 y 1000 mg/dia para el
control de las crisis epilépticas.

1.3.4 MECANISMO DE ACCION DE FAE’S

La accion de CBZ involucra la estabilizacién de las membranas hiper-excitadas, la
inhibicién de las descargas neuronales y la reduccién de la propagacion sinaptica de
los impulsos excitatorios. Actla previniendo descargas repetitivas de potenciales de
accion dependientes de sodio a través del bloqueo de los canales voltaje dependientes
de Na?*, asi como la reduccion del glutamato y la estabilizacion de las membranas
neuronales (20).

TPM ejerce acciones sobre los canales de sodio dependientes de voltaje, los
receptores de GABA y glutamato. El TPM estimula la actividad de receptores GABA-A
y reduce la actividad del glutamato en los receptores AMPA y kainato, bloqueando la
excitabilidad neuronal. El bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje
bloguea aun mas la actividad convulsiva (21) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién de los FAE’s (tomada de Auyin 2014)

1.3.5 FARMACOCINETICA DE CBZ Y TPM

Es importante conocer las caracteristicas de los FAE’s para su correcta utilizacion;
en la tabla 5 se resumen las caracteristicas farmacocinéticas de CBZ y TPM.

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos de los FAE’s

Parametro CBz TPM
Rango terapéutico 4 —-12 pyg/mL 5—20 pg/mL
Tmax 4-5h 2—4h
BD 85% 80%
VD 0.8 —1.9 L/kg 0.6 — 0.8 L/kg
7] 12-17h 19-23h
Crmax 4.5 pg/mL 1.5 pg/mL
Unién a proteinas 70 — 80% 17%
Metabolitos activos E-CBZ -




1.4 VARIANTES POLIMORFICAS DE ENZIMAS DEL CYP450

Las enzimas CYP3A4 y CYP3A5 que metabolizan a CBZ son altamente polimorficas,
lo cual puede tener relevancia clinica en el tratamiento. El haplotipo CYP3A4*22
genera baja actividad enzimatica con aumento en sus concentraciones. Por otra parte,
el haplotipo CYP3A5*3C ha sido reportado en la literatura como responsable de bajo
aclaramiento de algunos farmacos utilizados para el tratamiento de céancer,
antidepresivos y antiepilépticos (26, 27). La enzima CYP2C19 también es encargada
del metabolismo de CBZ, aunque en menor proporcion que las antes mencionadas,
sin embargo, los polimorfismos existentes en ella pueden generar variaciones en las
concentraciones plasmaticas de CBZ (22).

El polimorfismo de CYP3A4*22 se genera cuando existe la sustitucion o transicién de
una guanina (G) por una adenina (A), mientras que en CYP3A5*3C el polimorfismo se
presenta con la sustitucién o transicion de una guanina (G) por una adenina (A), (28)
(29). En la tabla 6 se puede observar la relacion existente entre los diplotipos y el
metabolismo de farmacos.

Tabla 6. Clasificacion del fenotipo metabolizador para CYP3A4 y CYP3A5

Haplotipo Genotipo Fenotipo

GG (WT) Extendido

CYP3A4*22 GA (heterocigoto) Intermedio
AA (homocigoto raro) Pobre

GG (WT) Extendido

CYP3A5*3C GA (heterocigoto) Intermedio
AA (homocigoto raro) Pobre

Por otro lado, las enzimas CYP2C9 y CYP2C19 que metabolizan a TPM presentan
diversos polimorfismos. CYP2C9*2 se genera cuando existe la sustitucion de una
citosina por una timina, mientras que en CYP2C19*2 se presenta el cambio de una
guanina por una adenina; ante el cambio de una citosina por una timina se presenta el
haplotipo CYP2C19*17, (28) (Tabla 7).

En general, el haplotipo CYP2C9*2 se caracteriza por actividad enzimatica baja (29,
30). La enzima CYP2C19 cuenta con los haplotipos CYP2C19*2 y CYP2C19*17 los
cuales se relacionan con modificacion en las concentraciones plasmaticas de diversos
farmacos. CYP2C19*2 estéa relacionado con baja actividad enzimatica. El haplotipo
CYP2C19*17 se ha identificado como fenotipo rapido de metabolismo (7, 31).
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Tabla 7. Clasificacidon del fenotipo metabolizador para CYP2C9y CYP2C19

Haplotipo Genotipo Fenotipo

CC (WT) Extendido

CYP2C9*2 CT (heterocigoto) Intermedio
TT (homocigoto raro) Paobre

AA (WT) Extendido

CYP2C19*2 AG (heterocigoto) Intermedio
GG (homocigoto raro) Pobre

CC (WT) Extendido

CYP2C19*17 CT (heterocigoto) Intermedio
TT (homocigoto raro) Pobre

1.5CONCOMITANCIA CBZ-TPM

Una de las concomitancias mas empleadas para el tratamiento de la ER es la formada
por CBZ-TPM. En dicha combinacion, CBZ induce el metabolismo de TPM y aumenta
su aclaramiento, lo que provoca que las concentraciones plasmaticas de éste
disminuyan de 2 a 3 veces con respecto al margen terapéutico. De esta forma los
pacientes se encuentran infradosificados, lo que puede conducir a un fracaso
terapéutico (16) (18) (21).

Dado que las variantes polimorficas que codifican las enzimas son un factor que puede
modificar las concentraciones plasmaticas de dichos farmacos, es importante realizar
estudios de genoatipificacion para valorar la evolucion clinica del paciente y mejorar el
tratamiento.

1.6 MONITORIZACION FARMACOCINETICA DE LOS NIVELES DE CBZ Y
IPM

La ILAE define el término “rango terapéutico” como un intervalo de referencia de
concentraciones plasmaticas del FAE en las que se espera un reduccion de por lo
menos 50% en la frecuencia de crisis epilépticas con una minima incidencia de efectos
adversos (6, 7, 34).

11



El intervalo terapéutico debera ser definido y asociado a la mejor respuesta posible de
manera individual; es decir, las manifestaciones clinicas son esenciales para la
optimizacion de la farmacoterapia con FAE’s y nunca debe realizarse considerando
Unicamente las concentraciones séricas. Ademas de determinar el intervalo
terapéutico individualizado, la cuantificacion de niveles plasmaticos de FAE’s puede
ser (til en situaciones como (35):

Verificacion de la adherencia al tratamiento

Presencia de crisis refractarias

Se reporta alta variabilidad en las concentraciones

Se sospecha de interacciones farmacocinéticas

Existen problemas de toxicidad o eventos adversos que no son tolerables
El paciente presenta politerapia

Hay cambio de las formulaciones farmacéuticas prescritas

En casos particulares como: edad, embarazo y complicaciones clinicas

Por lo tanto, para el tratamiento de la epilepsia es recomendable realizar el proceso de
monitorizacion farmacocinética (Therapeutic Drug Monitoring, TDM por sus siglas en
inglés) ya que mediante su aplicacion se busca la optimizacion del tratamiento a partir
de las concentraciones del farmaco de interés en fluidos biolégicos (36).

Debido al proceso de autoinduccién que sufre CBZ, este farmaco requiere aumentos
de dosis graduales para mantener las concentraciones séricas terapéuticas una vez
alcanzado el equilibrio dinamico. Inicialmente, se recomienda, para el tratamiento de
crisis comiciales, concentraciones séricas de CBZ en monoterapia entre 4-12 mg/L y
gue puede variar de acuerdo a la respuesta individual, principalmente debido a las
variaciones en la respuesta clinica, a la fraccion libre y al aumento o disminucién del
metabolito activo, el cual esta en funcion de los fenotipos de metabolismo rapido o
lento.

En cuanto a TPM, en general, se acepta un intervalo de referencia de 5-20 mg/L para
un adecuado control epiléptico; sin embargo, es importante realizar TDM debido a su
alta variabilidad inter-individual, su rango terapéutico estrecho y tiempo de vida media
larga, lo que puede generar efectos adversos y encefalopatia si las concentraciones
estan por encima del 20 mg/L.

En pacientes con régimen CBZ-TPM es de gran utilidad el TDM al comportarse CBZ
como un farmaco inductor del metabolismo de TPM, para decidir ajuste de dosis (37).

Debido a que la epilepsia es una de las enfermedades de atencion primordial para los
sistemas de salud, se recomienda realizar una monitorizacion farmacocinética y
farmacogenética en el tratamiento con FAE’s, principalmente en aquellos pacientes
gue estén tratados con concomitancias como la establecida entre CBZ-TPM. Dichos
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procedimientos basados en las caracteristicas genéticas y en el ajuste de dosis
adecuado es la base para la optimizacion del tratamiento de un paciente y su evolucion
clinica (5, 15).
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2. CAPITULO I
2.1 JUSTIFICACION

En México, las enfermedades del sistema nervioso central, en particular, las epilepsias
se consideran dentro de las prioridades de atencion sanitaria. Los esquemas de
atencién farmacoldgica para el caso de la epilepsia demandan el empleo de farmacos
como CBZ y TPM, los cuales han demostrado adecuada eficacia terapéutica. No
obstante, ambos farmacos se caracterizan por presentar amplia variabilidad
interindividual en su farmacocinética debido a que presentan entre otros factores,
procesos de induccion metabdlica a nivel enzimatico.

CBZ es un auto-inductor de las enzimas CYP3A4 y CYP3A5, con incidencia en el
decremento de sus concentraciones por debajo del rango de referencia, las cuales, a
pesar de estabilizarse en un periodo por lo menos de cinco semanas, ameritan un
proceso de monitorizacion farmacocinética para el ajuste de dosis.

En la concomitancia CBZ-TPM, la interaccion farmacocinética provoca induccién del
metabolismo de TPM a nivel de enzimas que participan en las reacciones de oxidacion
de este ultimo, tales como CYP2C9 y CYP2C19. y como consecuencia, se produce
incremento de su depuracion plasmatica, de tal manera que sus niveles plasmaticos
disminuyen en comparaciéon cuando el farmaco se administra en monoterapia. Los
genes gque codifican a las enzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 y CYP2C19 son
altamente polimérficos por lo que es necesario, ademas, realizar la genotipificacion de
sus SNPs, para establecer la influencia de éstos sobre las concentraciones
plasmaticas, tanto de CBZ como de TPM, en los pacientes que reciben
simultdneamente ambos FAE’s en su tratamiento.

Los pacientes con epilepsia tratados en régimen concomitante, al registrar amplias
variaciones de los niveles plasméaticos de CBZ y TPM tienen mayor riesgo de presentar
menor control de la epilepsia, lo que hace necesario recurrir a su monitorizacién a
través de la aplicacion de un proceso de TDM que conduzca a la propuesta del ajuste
de dosis adecuado.

Tanto el TDM como la genotipificacion de los polimorfismos genéticos requieren de la
implementacion de metodologia analitica por UPLC-MS/MS y por PCR en tiempo real,
respectivamente, ya sea para su aplicacion en la monitorizacion de las
concentraciones plasmaticas de CBZ y TPM, o para determinar la influencia de los
polimorfismos de los genes que codifican a enzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 y
CYP2C19, en dichas concentraciones.

En el presente trabajo se ha propuesto realizar la implementacion y aplicacion de
ambas metodologias (analitica y molecular) como base para el TDM, siendo el trabajo
inicial para desarrollar estudios posteriores que tengan como objetivo proponer el
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ajuste de dosis de CBZ y TPM cuando éstos se administren de manera concomitante.
Se considera que lo anterior tendra un impacto clinico favorable al contar con las
herramientas analiticas y moleculares como apoyo para el mejor diagndéstico y
seguimiento farmacologico de los pacientes con epilepsia.
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3. CAPITULO I
3.1HIPOTESIS

Los métodos analiticos y moleculares permiten, respectivamente, la determinacion de
los niveles plasmaticos de CBZ y TPM, asi como los polimorfismos genéticos de
CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9y CYP2C19 asociados al metabolismo de estos farmacos,
para su aplicacion en estudios clinicos de pacientes con epilepsia.
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4.

CAPITULO IV

4.1 OBJETIVOS
4.1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar un método por UPLC-MS/MS para medir simultaneamente los niveles
plasmaticos de CBZy TPMy aplicar la técnica por PCR en tiempo real para determinar
los polimorfismos genéticos de CYP3A4, CYP3A5, CYPC92 y CYP2C19 para su
posterior aplicacion en la monitorizacion farmacocinética y farmacogenética de
pacientes con epilepsia.

4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

>

Implementar y validar un método por UPLC-MS/MS para medir las
concentraciones de CBZ y TPM en plasma.

Desarrollar la técnica de PCR tiempo real para la genotipificacion de
polimorfismos genéticos de CYP3A4, CYP3A5, CYPC92 y CYP2C19
asociados al metabolismo de CBZ y TPM.

Aplicar la metodologia por UPLC-MS/MS implementada para monitorizar los
niveles plasméaticos de CBZ y TPM en el estado estacionario de la terapia
antiepiléptica en un grupo piloto de pacientes con epilepsia.

Identificar los polimorfismos genéticos de CYP3A4, CYP3A5, CYPC92 y
CYP2C19 en el grupo de pacientes con epilepsia para relacionar su
influencia en los niveles plasmaticos de los farmacos antiepilépticos
monitorizados.
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5. CAPITULOV
5.1 METODOLOGIA

5.1.1 IMPLEMENTACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE CBZ Y TPM EN PLASMA HUMANO

5.1.1.2 CONDICIONES PARA LA SEPARACION CROMATOGRAFICA DE
CBZY TPM

La implementacion del andlisis cromatografico se llevé a cabo en un equipo UPLC
Acquity clase H acoplado al modulo de espectrometria de masas en tandem XEVO
TQD (Waters Corporation, Milford, MA, USA). La separacion cromatografica se realizd
con una columna UPLC HSS T3 (2.1 x 100 mm) de 1.7 um de tamafio de particula,
con una temperatura en la columna de 40°C y 10°C en el automuestreador, utilizando
un gradiente para la elucion de CBZy TPM.

Después de varios ensayos en los gradientes de la fase movil se definieron las
condiciones finales mostradas en la tabla 8. La fase mévil consistio en &cido férmico
al 0.1% y acetonitrilo) con un flujo de 0.3 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 2 pL
y el tiempo de corrida fue de 6.5 minutos.

Tabla 8. Gradiente de elucién para CBZ, TPMy LEV

Gradiente
Tiempo (min) féror/:]iﬁzigi% % ACN
0 97.5 2.5
1 95 5
) 70 30
3.6 50 >0
. 50 50
4.3 20 %0
4.75 20 50
4.85 97.5 2.5
5 97.5 2.5
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5.1.2 CONDICIONES PARA LA DETECCION DE CBZ Y TPM POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La deteccidn de las transiciones se realizo en un espectrometro de masas en tandem
con ionizacién en electrospary positivo (ES+) para ambos analitos. Se utilizé el método
de monitoreo de reaccion multiple (MRM), con nitrdgeno como gas de desolvatacion a
una temperatura de 300°C y un flujo de 800 L/h. Mientras que el gas de colision fue
argon con una pureza de 99.99%. La temperatura de la fuente de ionizacion fue de
150 °C y el voltaje capilar de 1 kV.

Las transiciones para los analitos de interés y los parametros de espectrometria de
masas fueron obtenidas mediante la inyeccion directa de estandares de 500 ng/mL en
una solucién metanol/agua (50:50) y analizados a través del sistema automatizado
IntelliStart el cual esta integrado en el software MassLynx V4.1. Posteriormente, los
parametros se corroboraron y optimizaron manualmente con base a los reportes de la
bibliografia. (19,21 26,45) para la obtencion de los iones moleculares, asi como las
transiciones para la identificacion y cuantificacién del compuesto.

En la tabla 9 se muestran los resultados de las transiciones correspondientes a CBZ y
TPM, asi como la energia de colision y el voltaje de cono especificos para cada
compuesto (Ver figura 6).

Tabla 9. Condiciones experimentales para obtencién de las transiciones de CBZy TPM

Tiempo de Transicion 1 Transicion 2 Voltaje | Energiade
Compuesto retencion | (cuantificacion) | (identificacion) = de cono @ colisién
(min) (m/z) (m/z) (V) (eV)
CBz 5.17 237.1>193.99 237.1>178.96 36 18
TPM 4.95 340.4>264.02 - 30 6

5.1.3 PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS SANGUINEAS PARA
EXTRACCION DE CBZ Y TPM

A 200 pL de plasma adicionadas de estandares de CBZ y TPM se agregaron 400 pL
de ACN grado LC-MS para desproteinizar la muestra, se centrifugo durante 20 minutos
a 14,000 rpm a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se evaporo al vacio durante
90 minutos y posteriormente, el residuo se resuspendié en 300 pL de fase movil (95%
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acido férmico 0.1%: 5% ACN). Nuevamente se centrifugd durante 10 minutos y se
transfirid a los viales correspondientes para su analisis en el equipo cromatografico
UPLC-MS/MS.

20



TOPIRAMATO

lon molecular Transicion #1

340.4 264.02

g ]
g g
o e . i

339 340 341 (miz) 263 264 265 (m/z)

CARBAMAZEPINA
lon molecular Transicion #1
237.10 193.99
2 e
Transicion #2
178.96
=] o :
236 237 238 (miz) 160 175 190 (miz)

Figura 5. Espectrometria de masas para TPMy CBZ
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5.2 VALIDACION ESTADISTICA DEL METODO POR UPLC-MS/MS PARA
MEDIR CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CBZ Y TPM.

El desempefio del método de bioanalisis desarrollado para la cuantificacion de CBZ y
TPM, se validé en términos de selectividad, efecto de matriz y acarreo para los
métodos de espectrometria de masas, linealidad, precision (repetibilidad vy
reproducibilidad), exactitud, estabilidad, limite de cuantificacion y deteccién bajo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013.

5.2.1 SELECTIVIDAD.

Se utilizaron 6 unidades de plasma individuales libres de farmacos para evaluar el
efecto de los componentes del plasma sobre la respuesta de los analitos; para
determinar la selectividad del método, las unidades de plasma se procesaron bajo la
técnica de bioanalisis desarrollada y la respuesta analitica de las interferencias
proximas al tiempo de retencién se comparé con la respuesta obtenida para el limite
inferior de cuantificacion de los analitos.

5.2.2 LIMITE INFERIOR DE CUANTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION.,

Dado que el limite inferior de cuantificacion evalla la concentracion mas baja del
analito que puede medirse con precision y exactitud, se analizaron 6 unidades
individuales de la concentracién mas baja de la curva de calibracion para cada analito.
El %CV y el % de desviacién de la concentracion nominal deben ser menor al 20%,
asi como el cociente sefial/ruido por encima de 10.

La sefial minima que el espectrometro de masas puede diferenciar de la sefial de ruido
y, por tanto, la presencia del analito, sin que este pueda ser aun cuantificado, se
determind con base a la sefial media mas tres desviaciones estandar de 6 unidades
de plasma libres de farmaco. Dichas sefiales fueron interpoladas en la curva de
calibracion para determinar el limite de deteccién (LDD) para CBZ y TPM (Guia ICH).

5.2.3 CURVA DE CALIBRACION.

Se establecié un intervalo de concentraciones esperadas de los analitos en plasma,
caracterizando por lo menos seis concentraciones distintas sin incluir las muestras
blanco de matriz bioldgica, los cuales fueron procesados y analizados por triplicado,
de la misma manera que las muestras plasmaticas. Se determin6 un modelo
matematico adecuado a la relacion entre la concentracion y la respuesta obtenida por
espectrometria de masas.

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

5.2.4 PRECISION.
5.2.4.1 Repetibilidad.

En un mismo dia, se analizaron por quintuplicado las muestras control en tres niveles
diferentes de concentracion (baja, media y alta) pero dentro de la curva de calibracion
lineal y se procesaron de la misma manera que las muestras plasmaticas. Se calculo
la concentracion obtenida para cada nivel interpolando la respuesta analitica en la
curva de calibraciéon. El valor de CV no debe ser mayor que el 15% para métodos
cromatograficos.

5.4.2.2 Reproducibilidad.

Se analizaron por quintuplicado en tres corridas analiticas diferentes, las muestras
control y para cada una se calcul6 la concentracion obtenida interpolando la respuesta
analitica en la curva de calibracion. El valor de CV no debe ser mayor que el 15% para
métodos cromatograficos.

5.2.5 EXACTITUD.

A partir de los datos de reproducibilidad y repetibilidad, se calculd la desviacion de la
concentracion obtenida con respecto al valor nominal (% de desviacion) empleando la
siguiente ecuacion:

% desviacion = (Concentracion adicionada - concentracion obtenida) / (Concentracion
adicionada) *100

El valor medio del % de desviacion no debe ser mayor al 15% para métodos
cromatograficos.

5.2.6 EFECTO DE ACARREO PARA METODOS POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS.

Se realiz6 un minimo de 3 inyecciones de una muestra blanco y dos inyecciones
posteriores al analisis del limite superior de cuantificacion, es decir, la concentracion
mas alta utilizada para la curva de calibracion.

La respuesta analitica préxima al tiempo de retencion debe ser menor al 20% para el
limite inferior de cuantificacion del analito para descartar efecto de acarreo significativo
y que pueda alterar los resultados durante la cuantificacion de TPM y CBZ en muestras
problema.
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5.2.7 EFECTO DE MATRIZ PARA METODOS POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS.

Se analizaron individualmente 6 unidades del analito en solucion y 6 unidades
adicionadas con la concentracion de la muestra control alta para TPM, LEV y CBZ en
la matriz biolégica y se calculo el factor de matriz normalizado (FMN), el cual debe ser
reproducible con %CV menor al 15%.

FMN = (Respuesta del analito matriz (ABC)) / (Respuesta del analito en solucién
(ABC))

5.2.8 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que los farmacos
permanecieron estables en la matriz biolégica. Se analizaron por triplicado las
muestras control media y las concentraciones obtenidas fueron comparadas con las
concentraciones nominales bajo diferentes escenarios.

Se evalud la estabilidad de los analitos en la matriz bioldgica por triplicado en las
muestras control media, almacenadas a una temperatura de -80°C a la cual se
conservaron las muestras reales. Se realizaron 3 ciclos congelacion-descongelacion
dejando las muestras control por al menos 12 h en el congelador entre cada ciclo y se
procedi6 a descongelarlas completamente a temperatura ambiente antes de su
analisis.

La concentracion media de cada nivel debe estar dentro del 15% de la concentracion
nominal para comprobar su estabilidad en las diferentes condiciones evaluadas.

5.3 IMPLEMENTACION DE LA TECNICA POR PCR TIEMPO REAL PARA
GENOTIPIFICACION DE_LAS ENZIMAS CYP3A4*22, CYP3A4*3,
CYP2C9*2, CYP2C19*2 Y CYP2C19*17

5.3.1 EXTRACCION DE ADN

El ADN gendmico se obtuvo a partir de muestras de sangre completa con EDTA como
anticoagulante mediante un kit de extraccion Wizard® Genomic DNA (marca
Promega). La extraccién de ADN se realiz6 tomando 300 pyL de sangre completa y
afiadiendo 900 pL de solucion de lisis de membrana y agitando. Se incubd 10 minutos
a temperatura ambiente, se centrifugd a 13,000 rpm a 4°C y se descartd el
sobrenadante. Se rescato el pellety se le agregaron 300 pL de solucion de lisis nuclear.
Se agregaron 100 pL de solucion de lisis de proteinas, se agité en el vortex y se
centrifugd durante 3 minutos. El sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo y estéril,
se guardé a 4°C durante 30 minutos y se agregaron 300 L de isopropanol, realizando
agitacién por inversion. Posteriormente, se centrifugé y lavo el pellet con 300 uL de
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etanol al 70%. Se centrifugd y seco el pellet, se resuspendié con 60 uL de solucion de
rehidratacion y se conservd a 4°C. Después, se cuantificé en el equipo Nanodrop,
realizando alicuotas de diversas concentraciones las cuales se mantuvieron en
refrigeracion a -4°C. Ver Figura 5.
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Figura 6. Extraccion de ADN

5.3.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR TIEMPO REAL

La técnica de PCR tiempo real fue estandarizada y optimizada previamente. Para
ello, se prepar6é una mezcla con 3 pL de Master Mix®, 0.7 uL de agua, 0.3 pL de la
sonda Tagman® correspondiente (Applied Biosystems, USA) y 2.0 uL de ADN
genomico. La amplificacion se efectué en el equipo StepOne® (Applied Biosystems,
USA) y se analiz6 en el Software StepOne v2.22. Las sondas utilizadas fueron las
correspondientes a los haplotipos CYP3A4*22 (G15389A), CYP3A5*3 (A6986G),
CYP2C9*2 (T430C), CYP2C19*2 (G-681A) y CYP2C19*17 (C-806T). Una vez
confirmada la amplificacion y la presencia de los SNPs, se determinaron los
haplotipos con base a la nomenclatura de metabolizador extendido, intermedio y
pobre.
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5.4 ESTUDIO CLINICO

Se realiz6 un estudio clinico observacional, prospectivo y transversal con muestreo no
probabilistico, consecutivo y por conveniencia. Participaron 45 pacientes con epilepsia
confirmada atendidos en la Clinica de Epilepsia del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del
HCIMP y por el Comité de Etica en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias
Quimicas, registros 61-19 y CEID2019-010-S, respectivamente (Anexo 1). Los
pacientes incluidos firmaron la carta de consentimiento informado (Anexo II).

5.4.1 CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES

5.4.1.1 Criterios de inclusién

Participaron pacientes con edad igual o mayor a 18 afios y con diagndstico confirmado
de epilepsia. Los pacientes estaban en tratamiento con CBZ en monoterapia durante
por lo menos 5 semanas, o0 en tratamiento concomitante de CBZ-TPM o TPM-LEV con
temporalidad mayor o igual a dos semanas. Dado que TPM es un farmaco de segunda
linea, no seria posible encontrar pacientes en monoterapia con este farmaco; sin
embargo, se incluyeron pacientes con tratamiento concomitante con LEV puesto que
es un farmaco con nulas interacciones a nivel farmacocinético y no se espera que
altere el curso de TPM por el organismo.

5.4.1.2 Criterios de no inclusién

No se incluyeron en el estudio pacientes con trastornos psiquiatricos, mujeres
embarazadas, en lactancia o con falla renal.

5.4.1.3 Criterios de eliminacién

Se eliminaron del estudio los pacientes que presentaran dificultad para realizar la toma
de muestra o que decidieron retirar su consentimiento para participar en el estudio.

5.4.1.4 Toma de muestras sanguineas

A cada paciente, se le tom6 una muestra sanguinea de 4 mL a través de venopuncion
periférica, en un tubo vacutainer con EDTA como anticoagulante, la cual fue destinada
para monitorizacion farmacocinética y genotipificaciéon. Se anot6 la fecha y hora de la
ultima administracion de FAE’s, dosis, fecha y hora de la toma de muestra. Todas las
muestras se tomaron en la pre-dosis.
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5.4.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES PARA
MONITORIZACION DE CBZ-TPM Y GENOTIPIFICACION.

A partir de la muestra sanguinea de cada paciente, se separ6 el ADN gendémico y el
plasma para el estudio de genotipificacibn y monitorizacion de farmacos
antiepilépticos, respectivamente, aplicando las metodologias implementadas de PCR
en tiempo real y UPLC-MS/MS.

5.4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos antropométricos y clinicos de los pacientes se tomaron del expediente
clinico y se recabaron en una base de datos en Excel®. Los resultados de la
genotipificacion para los SNP’s de CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 y CYP2C19, se
clasificaron en funcién del fenotipo metabolizador de cada paciente en alguna
categoria de metabolizador extendido, intermedio y pobre. Se aplicaron pruebas de
normalidad Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnof para los resultados de concentracion
plasmética de CBZ y TPM. Se determind por paciente si las concentraciones de ambos
farmacos se encontraban dentro del intervalo de referencia. Posteriormente se analizd
la posible asociacion de los niveles de CBZ y TPM con los respectivos fenotipos
metabolizadores. La asociacion entre las variables tales como peso, dosis, talla, edad,
tabaquismo y sexo con las concentraciones plasmaticas, se evalué por andlisis de
regresion multivariada, mientras que la asociacion entre los fenotipos metabolizadores
de cada enzima y las concentraciones plasméaticas de CBZ y TPM en los grupos de
estudio se analiz6 mediante un ANOVA. Se considerd significancia estadistica con
p<0.05.
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6. CAPITULO VI
6.1 RESULTADOS

6.1.1 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA POR UPLC-
MS/MS PARA LA CUANTIFICACION DE CBZ Y TPM

6.1.1.1 Obtencidn de las transiciones para CBZy TPM

En la figura 7, se muestra la elucion cromatogréafica de CBZ y TPM en plasma.

A) Topiramato (20 pug/mL)
Tiempo de retencién: 5.1 min
‘ Transicion: 340.4 > 264.02

B) Carbamazepina (20 pg/mL)
Tiempo de retencién: 5.38 min
Transiciones: 237.10 >193.99

Figura 7. Cromatograma tipico para CBZy TPM en estandares de plasma fortificado.
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6.2 VALIDACION ESTADISTICA PARA LA SEPARACION DE CBZ Y TPM EN
PLASMA HUMANO POR UPLC-MS/MS

6.2.1 EFECTO MATRIZ Y EFECTO DE ACARREO PARA METODOS DE
ESPECTROMETRIA DE MASAS

En la tabla 10 se muestra el efecto matriz (FMN) para CBZ y TPM. Los %CV son
menores a 15% lo que indica reproducibilidad en el efecto de la matriz biolégica sobre
los analitos de estudio, mientras que el efecto de acarreo en estos 3 analitos fue <20%
como indica la NOM-177-SSA1-2013.

6.2.2 SELECTIVIDAD

La selectividad fue determinada a partir de la respuesta de muestras blanco de la
matriz bioldgica, la cual no debe ser superior al 20% de la respuesta emitida por el
limite inferior de cuantificacion de la curva de calibracion.

En la figura 8 se muestran los cromatogramas correspondientes a los blancos de
matriz (Bco) donde se puede observar que no existe presencia de compuestos
enddgenos en los tiempos de retencion de los compuestos de interés.
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Tabla 10. Efecto matriz y de acarreo para CBZy TPM

Efecto matriz

CBz TPM
Media (ug/mL) | DE (pg/mL) %CV Media (ug/mL) | DE (pg/mL) %CV
QCB 0.92 0.13 14.13 QCB 0.41 0.02 4.88
QCA 1.07 0.03 2.80 QCA 0.5 0.04 8.00
Efecto de acarreo
CBZz TPM
# Muestra blanco | ABC (uV*sec) | % ABC de LIC | Criterio | # Muestra blanco = ABC (uV*sec) @ % ABC de LIC | Criterio
1 134.18 21 1 1.63 0.26
2 110.3 1.73 <20% 2 5.58 1.05 <20%
3 125.65 1.97 3 2.22 0.35
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Figura 8. Cromatogramas de muestras blanco de matriz biolégica
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6.2.3 DETERMINACION DEL LIMITE INFERIOR DE CUANTIFICACION
(LIC) Y LIMITE DE DETECCION (LDD).

La tabla 11 contiene los resultados para LIC y LDD segun los datos obtenidos para
CBZy TPM.

Tabla 11. Limite inferior de cuantificacién, limite de deteccién y limite de
cuantificacién para CBZy TPM

Media

Compuesto LIC /mL DE %CV LDD /mL

p (hg/mL) (ug/mL) (hg/mL)
CBZ 0.6 0.56 0.09 15.97 0.003
TPM 0.6 0.58 0.08 14.43 0.01

6.2.4 LINEALIDAD EN PLASMA

Los resultados del analisis de la curva de calibracidn por triplicado expresados en
area bajo la curva (ABC) y los parametros de regresion lineal para los tres FAE’s se
presentan en la tabla 12. La figura 8 presenta los graficos de la relacién obtenida
entre la concentracion y la respuesta medida para CBZ, TPM y LEV en plasma. El
intervalo de linealidad fue establecido de 0.6 a 20 ug/mL para CBZy TPM, mientras
que para LEV de 1.2 a 40 pg/mL. Los controles de calidad (QC) para CBZ y TPM
fueron de 1.5 pg/mL (QCB), 6.0 pg/mL (QCM) y 18 ug/mL (QCA), mientras que para
LEV fueron de 3.0, 12.0 y 36 pg/mL, respectivamente.
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Tabla 12. Andlisis de la curva de calibracién por triplicado para CBZy TPM en

plasma
Linealidad
CBZ
L Media ABC DE ABC o
Concentracién (ug/mL) (LV*seC) (Lv*sec) %CV m = 7486.71
0.6 6.47E+03 1.56E+02 241
1 9.61E+03 4.06E+02 4.22
2 1.82E+04 345E+02 | 190 D 469271
4 3.72E+04 2.12E+03 5.70
8 6.76E+04 2206403 | 325 0994
15 1.27E+05 1.73E+03 1.36 )
=0.9891
20 1.45E+05 367E+03 | 253
TPM
. Media ABC DE ABC o
Concentracién (ug/mL) (LV*seC) (Lv*sec) %CV m = 1285.6
0.6 6.38E+02 3.14E+01 4.92
1 1.26E+03 8.95E+01 7.10
b =-256.93
2 2.33E+03 1.35E+02 5.79
4 4.64E+03 4.40E+02 9.48
= 0.9996
8 9.63E+03 1.94E+02 2.01 '
15 1.93E+04 8.54E+02 4.42
2 =
20 2.54E+04 7.79E+02 3.07 r=0.9930

ABC: Respuesta analitica media como area bajo la curva del pico cromatografico; DE: desviacion
estandar; %CV: coeficiente de variacion; m: pendiente; b: ordenada al origen; r: coeficiente de

correlacion; r2: coeficiente de determinacion.
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Linealidad Carbamazepina
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Figura 9. Linealidad del método para CBZy TPM a partir de plasma
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Los resultados del promedio de la concentracion y el porcentaje recuperado para
cada FAE, asi como los parametros de regresion lineal para los tres compuestos se
presentan en la tabla 13. La figura 8 muestra las graficas de linealidad del método
para cada analito.

Tabla 13. Concentracién y porcentaje recuperado para CBZy TPM

CBz
Concentracién (ug/mL) | Media (ug/mL) DE %CV % recuperado
0.6 0.60 0.02 2.57 98.89
1 0.97 0.06 5.97 96.67
2 1.97 0.06 2.94 98.33
4 4.23 0.25 5.94 105.83
8 7.87 0.25 3.20 98.33
15 14.93 0.21 1.39 99.56
20 17.07 0.35 2.06 85.33
TPM
Concentracién (ug/mL) | Media (ug/mL) DE %CV % recuperado
0.6 0.60 0.01 0.95 101.11
1 1.07 0.06 5.41 106.67
2 1.97 0.12 5.87 98.33
4 3.77 0.31 8.11 94.17
8 7.67 0.15 1.99 95.83
15 15.37 0.64 4.18 102.44
20 20.13 0.61 3.03 100.67
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6.2.5 PRECISION
6.2.5.1 Repetibilidad

En la tabla 14 se muestran los resultados de la concentracion promedio del analisis
por quintuplicado de los controles de calidad (QCB, QCM, y QCA) para CBZy TPM.
El método es repetible ya que todos los CV se encuentran por debajo del 15%.

6.2.5.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad se demostr6 con %CV inferiores al 15% al analizar las muestras
de control de calidad en 3 corridas diferentes durante dos dias (Tabla 14). El
porcentaje recuperado para QCM de CBZ fue de 115.83% teniendo por lo tanto un
sesgo de -15.83%.

6.2.6 EXACTITUD

El sesgo fue calculado para evaluar la exactitud del método entre los valores de
concentracion nominal y los obtenidos con los datos de repetibilidad vy
reproducibilidad. (Tabla 14).
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Tabla 14. Precision y exactitud en términos de repetibilidad y reproducibilidad para

la cuantificaciéon de CBZy TPM en plasma por UPLC-MS/MS

REPETIBILIDAD

QCB
QCM
QCA

QCB
QCM
QCA

QCB
QCM
QCA

QCB
QCM
QCA

Conc.
tedrica
(Mg/mL)

15
6
18

15
6
18

Media (ug/mL)

14
5.7
15.8

1.4
5.64
16.32

1.57
6.95
17.94

1.62
6.52
19.39

DE (ug/mL) | %CV
CBZ
0.2 14.29
0.25 4.39
0.35 2.22
TPM
0.07 5.00
0.21 3.72
1.88 11.52
REPRODUCIBILIDAD
CBZ
0.15 9.55
0.93 13.38
1.58 8.81
TPM
0.09 5.56
0.37 5.67
1.31 6.76
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% recuperado

93.33
95.00
87.78

93.33
94.00
90.67

104.67
115.83
99.67

108.00
108.67
107.72

% Sesgo

6.67
5.00
12.22

6.67
6.00
9.33

-4.67
-15.83
0.33

-8.00
-8.67
-7.72



6.2.7 ESTABILIDAD

Se evaluaron 3 ciclos congelaciéon—descongelacion con el control de calidad de
concentracion media (QCM); en la tabla 15 se puede observar que los analitos son
estables ya que los %CV son menores al 15%. El porcentaje recuperado para los
ciclos congelacion—descongelacién de CBZ es de 125.5% generando asi un sesgo
del 25.5%.

Tabla 15. Resultados de ciclos congelacién — descongelacion y estabilidad a -80°C
corto plazo para CBZy TPM en plasma

Estabilidad
3 ciclos Congelacién-Descongelacion
CBz TPM
QCM (pg/mL) 6 6
Media (ug/mL) 7.53 6.5
DE (ug/mL) 1.02 0.17
%CV 13.55 2.62
% recuperado 125.5 108.33
% Sesgo -25.5 -8.33
Corto plazo (2 dias)
CBz TPM
QCB (ug/mL) 15 15
Media (ug/mL) 1.6 1.67
DE (ug/mL) 0.1 0.06
%CV 6.25 3.59
% recuperado 106.67 111.33
% Sesgo -6.67 -11.33
Corto plazo (2 dias)
CBzZ TPM
QCA (ug/mL) 18 18
Media (pg/mL) 15.9 18.9
DE (pg/mL) 0.82 1.23
%CV 5.16 6.51
% recuperado 88.33 105.00
% Sesgo 11.67 -5.00
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6.3 RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE
GENOTIPIFICACION DE LAS ENZIMAS CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 Y
CYP2C109.

6.3.1 EXTRACCION DE ADN Y TECNICA DE GENOTIPIFICACION

A partir de la muestra de sangre venosa de un sujeto se extrajo ADN; se realizaron
pruebas por duplicado para determinar la concentracion de ADN (Tabla 16).

Tabla 16. Pruebas de extraccién de ADN y nivel de pureza

Concentracion ADN (ng/pL) 260/280 260/280
Muestra 1* 32.4 35.2 2.11 2.08
Muestra 2** 241.6 238.4 1.88 1.80

*Muestra 1 (sin refrigeracion intermedia
**Muestra 2 (con refrigeracion intermedia de 30 minutos)

Bajo el proceso de refrigeracion intermedia de 30 minutos se obtuvo mayor
concentracion de ADN. A partir de la muestra 2 analizada por duplicado se
realizaron alicuotas de diversas concentraciones para definir aquella con mejor
amplificacion con las sondas TagMan.

6.3.2 AMPLIFICACION DE SONDAS TAQMAN PARA ENZIMAS DEL
CYP450 MEDIANTE PCR TIEMPO REAL

Se realizaron pruebas modificando condiciones tales como el niUmero de ciclos,
temperatura y cantidad de reactivos para establecer las condiciones Optimas para
la amplificacion con las sondas Tagman utilizadas (Tabla 17).

Tabla 17. Pruebas realizadas para la amplificacion de sondas TagMan

Reactive Prueba Prueba | Prueba ToC #de Concentracion
#1 #2 #3 ciclos de ADN (ng/pL)
Sonda 0.3 pL 0.3 uL 0.3 uL 60 40 241.6
Master-mix 1.5puL 3.0 puL 1.0 pL 60 50 100
Agua 2.2 L 0.7 pL 2.7 pL 60 55 20
ADN 2.0 L 2.0 pL 2.0 pL - - 10

Las condiciones Optimas para amplificacion de las sondas asociadas a los
haplotipos CYP3A4*22, CYP3A5*3, CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19*17,
correspondieron a los volumenes indicados como prueba #3, con 50 ciclos de
amplificacion y temperatura de 60°C. Por otra parte, se identificd que las sondas
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amplificaron desde 10 ng/mL hasta 241.6 ng/mL por lo que, el analisis de
genaotipificacion puede realizarse con cualquiera de estas concentraciones.

6.4 ESTUDIO EN PACIENTES CON EPILEPSIA TRATADOS CON CBZ Y
PM

6.4.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Participaron 45 pacientes los cuales fueron distribuidos en 3 grupos:

e 22 pacientes medicados con CBZ (pacientes del 1 al 22)
e 16 pacientes medicados con TPM y LEV (pacientes del 23 al 38)
e 7 pacientes medicados con TPM y CBZ (pacientes del 39 al 45)

La tabla 18 muestra las caracteristicas de los pacientes; las variables
antropométricas con distribucion paramétrica se reportan con la media + DE,
mientras que las no paramétricas se registraron como mediana y rango. La mayoria
de los pacientes fueron del sexo femenino y con 38.67 afios en promedio.

Tabla 18. Caracteristicas antropométricas de los pacientes con epilepsia

. Pacientes Pacientes
e . Pacientes
Caracteristica, unidades y tratados con tratados con | tratados con Total (n=45)
estadistico CBZ (n=22) TPM-LEV CBZ-TPM -
B (n=16) (n=7)
Masc;‘"”o 3 (13.63%) 4 (25%) 2 (28.57%) 9 (20%)
Sexo [n (%)]
= :
emenino 19 (86.36%) 12 (75%) 5 (71.43%) 36 (80%)
[n (%)]

Edad .

[afios] Media + DE 3295+ 9 38.33+£17.33 52 +13.74 38.67 £ 15.35
Peso . 60 62 70

kgl Mediana (Rango) (50 - 101) (47 - 96) (55.5 - 88) 62 (47 - 101)
[klgjlriz] Media + DE 24.82 +4.94 25.06 + 4.89 25.01+2.45 @ 24.93+4.54

TPM =129.69 | CBZ =342.86
+80.74 +113.39
Dosis . CBz
+ 0,
(mg) Media + DE 329.55+ 79.67 LEV TPM 45 (100%)
106250+ 1, 1> g6+ 53.45
4442 .53 T
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6.4.2 MONITORIZACION FARMACOCINETICA DE NIVELES PRE-DOSIS
DE CBZY TPM EN PACIENTES CON EPILEPSIA

En la figura 10 se muestran las concentraciones al tiempo pre-dosis de CBZy TPM
por paciente. Adicionalmente, se muestran las concentraciones plasméticas de LEV
cuantificadas en los pacientes incluidos en este estudio y bajo tratamiento con este
FAE, pero que forman parte de otro trabajo de investigacion. En dicha figura, para
los pacientes que no aparece algun resultado registrado, significa que el valor
encontrado fue menor al LIC. En el grafico a) se observa que 4 pacientes (13.8%)
tratados con CBZ mostraron niveles pre-dosis por debajo del intervalo terapéutico,
3 de ellos tratados en monoterapia con CBZ (barras color verde) y 1 con la
concomitancia CBZ-TPM (barras color amarillo). Para TPM, grafica b) 8 pacientes
(34.85%) obtuvieron concentraciones plasmaticas por debajo del intervalo de
referencia; 5 de ellos en concomitancia CBZ-TPM (barras color morado) y 3 paciente
con TPM-LEV (barras color anaranjado). Por otra parte, para la concomitancia TPM-
LEV solo 3 pacientes se encontraron por debajo del intervalo de referencia de LEV
y 3 por arriba del mismo (gréafica c).

Los resultados del andlisis estadistico para la monitorizacién de CBZ y TPM en los
3 grupos de pacientes se presentan en la Tabla 19.
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Figura 10. Concentraciones plasméticas pre-dosis de a) CBZ, b) TPM y c) LEV en pacientes con epilepsia.

*Las lineas horizontales representan el intervalo terapéutico de cada farmaco. CBZ monoterapia (barras color verde) y concomitancia CBZ-TPM
(barras color amarillo). TPM en concomitancia CBZ-TPM (barras color morado) y concomitancia TPM-LEV (barras color anaranjado).
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Tabla 19. Comparacion estadistica de las concentraciones pre-dosis de FAE’s entre
los grupos de pacientes con epilepsia

Analisis descriptivo para las concentraciones de FAE's en los grupos de estudio

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
n=22 n=16 n=7
CBz TPM LEV CBz TPM
Dosis recomendada 200 100 1000 200 100
(mg)
Dosis media (mg) 309 131.25 1250 335.71 142.86
+ DE + 79.67 +80.74 +44253 | +£113.39 +53.45
Conc. media (ug/mL) 7.18 6.4 27.28 6.36 3.27
DE (pg/mL) 3.14 4.21 24.67 3.25 2.1
Minimo (pg/mL) <LIC <LIC <LIC 0.9 <LIC
Maximo (ug/mL) 11.3 17.4 90 115 5.6

Anélisis estadistico para concentraciones de CBZy TPM entre los grupos de

estudio
Parametro analizado Grupos_ Valor de p
de estudio
Concentracién de CBZ Gpo 1vs Gpo 3 0.878
Concentracién de TPM Gpo 2vs Gpo 3 0.362

Al realizar la comparacién estadistica para el promedio de las concentraciones pre-
dosis de CBZ entre los grupos 1 y 3, no se encontré diferencia significativa entre
estos valores (p>0.05). Este resultado es de esperar dado que, TPM no altera la
disposicion de CBZ en pacientes bajo este tratamiento concomitante (13).

Por otro lado, en los grupos 2 y 3, la concentracion media de TPM disminuyé 56%
en los pacientes con tratamiento simultaneo con CBZ, comparado con aquellos que
recibieron LEV como tratamiento concomitante. Lo anterior podria ser consecuencia
de la induccion metabdlica que ejerce CBZ sobre TPM al administrarse
simultdneamente (16). No obstante, debido al limitado nidmero de pacientes en
tratamiento con TPM en el grupo 3, no fue posible encontrar una diferencia
significativa para esta notable disminucion de los niveles plasmaticos en ambos
grupos de estudio.
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6.4.3 GENOTIPIFICACION DE PACIENTES CON EPILEPSIA

Los resultados del fenotipo metabolizador para cada enzima: (E = metabolizador
extensivo, | = metabolizador intermedio, P = metabolizador pobre), se muestran en
la tabla 20.

Se puede observar que, para cada una de las enzimas metabolizadoras de los
farmacos en los 3 grupos de estudio, el fenotipo metabolizador predominante fue el
intermedio. Derivado de lo anterior, se esperaria que las concentraciones pre-dosis
de CBZ y TPM estén dentro del margen terapéutico, sin embargo, debido a la
induccion metabdlica que ejerce la CBZ sobre el TPM, puede existir una disminucién
en las concentraciones de éste (16). Por otro lado, solamente en el grupo tratado
con CBZ se observa predominancia de metabolizadores extendidos (54.2%) para la
enzima CYP2C9*2, la cual se identifica por su alta actividad en el metabolismo de
este FAE (29). Esta situacion podria generar una eliminacion de CBZ mas rapida en
los pacientes con este fenotipo, lo que llevaria a necesitar dosis mas altas de CBZ
para un tratamiento eficaz (29).
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Tabla 20. Resultados de la genotipificacion para las enzimas del CYP450 por grupo de estudio

CBZ TPM-LEV CBZ-TPM

Metabolizador p[a\lc?iéndtzs % Metabolizador paNcci)érc]jtis % Metabolizador pz;\lc?(.er?tees %

E 6 27.3 E 5 31.3 E 0 0.0

CYP3A4*22 I 16 72.7 I 11 68.8 I 6 85.7
P 0.0 P 0 0.0 P 1 14.3

E 31.8 E 7 43.8 E 0 0.0

CYP3A5*3 I 14 63.6 I 8 50.0 I 6 85.7

P 1 4.5 P 1 6.3 P 1 14.3

E 1 4.5 E 1 6.3 E 0 0.0

CYP2C19*2 I 13 59.1 I 11 68.8 I 5 71.4
P 8 36.4 P 4 25.0 P 2 28.6

E 1 4.5 E 2 13 E 0 0.0

CYP2C19*17 I 15 68.2 I 8 50.0 I 4 57.1
P 6 27.3 P 6 37.5 P 3 42.9

E 12 54.5 E 6 37.5 E 2 28.6

CYP2C9*2 I 31.8 I 10 62.5 I 4 57.1

P 13.6 P 0 0.0 P 1 14.3
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6.4.4 ASOCIACION ESTADISTICA ENTRE NIVELES PLASMATICOS PRE-
DOSIS DE CBZ Y TPM CON EL FENOTIPO METABOLIZADOR Y

CON VARIABLES ANTROPOMETRICAS DE PACIENTES CON
EPILEPSIA

A través de un analisis bivariado no se encontr6 una asociacién entre las
concentraciones plasmaticas pre-dosis de CBZ y el fenotipo metabolizador en cada
uno de los pacientes (p>0.05) (tabla 21).

Solamente en el grupo tratado con CBZ-TPM se identificO una asociacion de las
concentraciones pre-dosis de TPM con el fenotipo metabolizador, en funcion de los

haplotipos en las enzimas CYP2C19*17 y CYP2C9*2 (p=0.024, p=0.007,
respectivamente).

Tabla 21. Andlisis bivariado entre concentraciones plasmaéticas pre-dosis de cada
FAE y el fenotipo metabolizador de las enzimas CYP450

Valor de p
Concentracién
media CYP3A4*22 | CYP3A5*3 | CYP2C19*2 CYP2C19*17 CYP2C9*2
(hg/mL)
CBZ (n=22)
7.18 0.175 0.799 0.386 0.16 0.2
TPM-LEV (n=16)
TPM
6.4 0.582 0.061 0.231 0.566 0.874
CBZ-TPM (n=7)
CBz
6.36 0.696 0.057 0.733 0.399 0.638
TPM
3.27* 0.868 0.088 0.534 0.024* 0.007*
*p<0.05

Por otro lado, se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre los
niveles plasmaticos pre-dosis de TPM y la edad de los pacientes (p=0.028) (figura
11). En los demas casos, no fue posible demostrar asociaciones adicionales, lo cual
posiblemente esta vinculado al reducido niumero de participantes en el estudio.
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Figura 11. Asociacion estadistica entre la concentracion plasmatica pre-dosis de
TPMy la edad de los pacientes del grupo TPM-LEV

6.4.5 COMPARACION ENTRE CONCENTRACIONES PLASMATICAS PRE-
DOSIS DE CBZ Y TPM CON EL FENOTIPO METABOLIZADOR DE
LAS ENZIMAS CYP450.

Se analizaron las concentraciones pre-dosis de CBZ y TPM con los diversos
fenotipos metabolizadores de las enzimas CYP3A4*22, CYP3A5*3, CYP2C9*2,
CYP2C19*2 y CYP2C19*17. La clasificacién de los fenotipos fue: metabolizador
extendido, intermedio y pobre para estos polimorfismos. En la figura 12 se presentan
la media y desviacion estandar (DE) de las concentraciones pre-dosis de TPM en
pug/mL, el intervalo de confianza al 95% (IC 95%), y la significancia estadistica del
ANOVA.

A través de este analisis se encontré una asociacion significativa en el grupo de
TPM-LEV para las concentraciones pre-dosis de TPM en funcion del fenotipo
metabolizador pobre de la enzima CYP3A5*3. En este caso, los valores de
concentraciones de TPM fueron mayores que en los pacientes con fenotipo
metabolizador extensivo e intermedio (27).

En lo que respecta al grupo de CBZ-TPM, se detectaron diferencias significativas
para las concentraciones pre-dosis de TPM en funcion del fenotipo metabolizador
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intermedio y pobre para la enzima CYP2C19*17, sin embargo, contrario a lo que se
esperaba encontrar, se observaron mayores concentraciones pre-dosis de TPM
para el fenotipo intermedio en comparacioén con el pobre. La misma situacion se
observé para CYP2C9*2 ya que se registraron mayores niveles de TPM en
pacientes con el fenotipo extendido que con el intermedio. Este tipo de resultados
puede atribuirse al limitado nimero de pacientes que fueron medicados Unicamente
con TPM.
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Figura 12. Concentraciones plasméticas medias de TPM en la pre-dosis segun el fenotipo metabolizador CYP3A5*3, b) CYP2C19*17, c)
CYP2C9*2
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6.4.6 ANALISIS MULTIVARIADO DE LAS CONCENTRACIONES
PLASMATICAS PRE-DOSIS DE CADA FAE Y LAS
CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE LOS PACIENTES
CON EPILEPSIA

Mediante un analisis multivariado se examing la posible asociacion estadistica entre
las variables antropométricas, la dosis administrada de cada farmaco en los
pacientes (grupo CBZ: 329.55 mg, grupo TPM: 129.69 mg, grupo CBZ-TPM: CBZ
= 342.86 mg y TPM = 142.86) y los polimorfismos de las enzimas CYP450
encargadas de su metabolismo con las concentraciones pre-dosis de CBZ y TPM,
respectivamente. De esta forma se encontré que la dosis de CBZ fue la Unica
variable con significancia estadistica para los valores de sus concentraciones
plasmaticas pre-dosis, y lo mismo sucedi6 con el nivel plasmético pre-dosis de TPM
el cual se relacioné estadisticamente con la dosis administrada al paciente. En la
tabla 22 se encuentra el modelo de regresion lineal para CBZ y TPM.

Tabla 22. Modelos de regresion lineal para concentraciones plasmaticas de CBZy
TPM

Variable dependiente: Conc. pre-dosis CBZ (ug/mL)

Variable independiente: Dosis de CBZ (mg)
Modelo
Constante r r b P
-0.754 0.855 0.731 0.009 0.014
Variable dependiente: Conc. pre-dosis TPM (ug/mL)
Variable independiente: Dosis de TPM (mg)
Modelo

Constante r r2 b P

1.960 0.659 0.434 0.17 0.006

Coeficiente de correlacion (r), coeficiente de determinacion (r2), pendiente (b) y significancia
estadistica (p)
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7. CAPITULO VI
7.1 DISCUSION

Existen diversas metodologias actualmente aplicadas para la monitorizacion
farmacocinética y farmacogenética de CBZ y TPM con la finalidad de optimizar la
farmacoterapia en pacientes con epilepsia. El desarrollo de técnicas de bioanalisis
y de biologia molecular es indispensable para la correcta interpretacion de las
concentraciones plasmaticas, considerando las manifestaciones clinicas de cada
paciente. En el presente estudio se implement6é una técnica analitica por UPLC-
MS/MS para la cuantificacion de CBZ y TPM en plasma, asi como una técnica
molecular por PCR tiempo real para evaluar los polimorfismos de las enzimas que
metabolizan dichos farmacos.

Por un lado, la cuantificacion simultanea de las concentraciones plasmaticas de
FAE’s de primera y segunda linea que se administran de manera concomitante,
requiere del desarrollo y optimizacion de una técnica de bioanalisis practica y
confiable (14).

Habitualmente, existen técnicas de inmunoandlisis que permiten la cuantificacion
rapida de algunos FAE'’s, incluyendo los ensayos de polarizacion de fluorescencia
(FPIA), inmunoenziméticos (EMIT o CEDIA), turbidimétricos (PETINIA) y de
guimioluminiscencia (CMI); estos ensayos, generalmente automatizados, se utilizan
en la practica clinica para la cuantificacion rapida de ciertos FAE’s, pero carecen de
especificidad debido a la reactividad cruzada con compuestos enddgenos.
Actualmente, existen técnicas cromatograficas que permiten la versatilidad de las
técnicas de bioandlisis al permitir la cuantificacion de varios analitos de manera
simultanea, siempre y cuando compartan caracteristicas fisicoquimicas que
permitan su elucién y deteccion en una misma corrida analitica (37,38,39,40).

De manera rutinaria, el farmaco CBZ es cuantificado individualmente mediante
FPIA, EMIT o CEDIA en equipos automatizados como el Architect, Aeroset, Axsym,
TDX y Viva E. En el caso de TPM, existen ensayos de las mismas caracteristicas
pero que no se encuentran disponibles en los equipos automatizados de uso clinico.
Por otro lado, existen reportes de cuantificacion individual de TPM y CBZ por HPLC
convencional con deteccion ultravioleta. La incorporacion de detectores de
espectrometria de masas en tandem ha revolucionado el andlisis de farmacos en
fluidos biolégicos por cromatografia liquida (LC-MS) por su rapidez, versatilidad,
sensibilidad, exactitud y precision. En tal caso, la LC-MS se posiciona en la
actualidad como la técnica idénea para su implementacion en el laboratorio de
bioanalisis (30).

En el presente trabajo, para el desarrollo de la técnica LC-MS se tomaron como
referencia los métodos reportados por Karinen (45) y Liu (52), en los cuales se
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cuantifican de manera simultanea ambos analitos, por lo que se buscé reproducir y
optimizar las especificaciones de la técnica analitica y asi poder emplearla en la
monitorizacion farmacoterapéutica del paciente con tratamiento antiepiléptico.

Ademas de las condiciones sefaladas por los autores mencionados, se evaluaron
diferentes tipos de columnas, entre las que destaca la columna Waters Acquity
UPLC HSS T3 (1.7 pm, 2.1 mm x 100 mm), la cual consta de una fase completa de
silice de alta resistencia unida a un ligando C18, material compatible con fases
moviles acuosas y disefiado para retener y separar moléculas pequefias e
hidrosolubles, como es el caso de TPM y CBZ (40). Ademas de presentar un alto
rendimiento, este tipo de columna proporciona mejor forma de los picos para los
compuestos basicos, presenta mayor capacidad de retencidbn y excelente
estabilidad a pH bajo. De manera simultanea, se buscé la optimizacién del gradiente
de elucién, asi como la seleccién del solvente organico (metanol o acetonitrilo) para
asegurar la simetria y definicion del pico cromatografico para ambos analitos y
mantener tiempos de retencién de corrida totalmente razonables (39). En los
métodos de referencia se reportan tiempos de corrida de 8.5 min y 6.5 min,
aproximadamente.

Se evaluaron tanto los sistemas de bombeo isocratico como en gradiente; sin
embargo, debido a la baja polaridad de los analitos, fue necesario asegurar la
adecuada retencion de TPM y CBZ al inicio de la corrida analitica y utilizar un
gradiente inicial con un alto porcentaje de fase acuosa, para posteriormente,
aumentar de forma gradual la fase organica. En consecuencia, el tiempo de
retencion de cada analito, es un reflejo de las ligeras diferencias en polaridad entre
estos compuestos (TPM>CBZ). Lo anterior, dio como resultado un tiempo total de 6
min para cada corrida analitica.

A pesar de que los tiempos de retencion difieren con menos de un minuto de
diferencia entre ambos analitos, no fue necesaria una mayor separacion
cromatografica entre CBZ y TPM dada la diferencia entre las transiciones m/z entre
si, sin deteccion cruzada, lo que permitié la monitorizacién de transiciones unicas
para cada compuesto en modo MRM (53).

Las ventajas del método desarrollado radican en:

e La disminucion del flujo a 0.3 mL/min, en comparacion con el método de
Karinen (45) de 0.5 mL/min y el de Liu (52) de 0.4 mL/min;

e La disminucién del volumen de inyeccion de la muestra, de 5 uL utilizados
por los dos métodos a 2 uL utilizados en el presente método.
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e La facilidad de preparacion de la fase movil, consistente de acido formico
0.1% en agua y acetonitrilo, en comparacion con el método de Karinen (45)
que utiliza buffer de bicarbonato de amonio y metanol y en contraste al de
Liu (52) que prepara dos mezclas: acetato de amonio 5mM en agua y acetato
de amonio 5mM en acetonitrilo. El uso de metanol como parte de la fase
movil, compromete la vida Gtil de las columnas cromatograficas debido a la
tendencia a incrementar la presion del sistema.

Las matrices biolégicas recomendadas para la cuantificacion de FAE'’s son el suero
y el plasma sanguineo, siempre y cuando se compruebe la ausencia de
interacciones con el anticoagulante utilizado. El pretratamiento de la muestra
plasmatica constituye uno de los pasos criticos antes de su inyeccion a un sistema
LC-MS. Una muestra plasmatica contiene una gran cantidad de compuestos
endogenos los cuales pueden suprimir la sefial analitica e incrementar el nivel de
incertidumbre durante la cuantificacion, ademas, puede disminuir la vida atil de las
columnas cromatogréficas y otros componentes del sistema, tales como el puerto
de inyeccidn, valvulas, sellos, pistones y tuberias (38).

Por lo anterior, es importante contar con un método de extraccion simple y eficiente
con la finalidad de minimizar el tiempo de procesamiento de las muestras. El
acetonitrilo fue el solvente de eleccibn como agente precipitante debido a que
practicamente no muestra efecto de supresion iénica al analizar cualquier analito
compatible por ESI-MS. En la metodologia desarrollada, se afiadid acetonitrilo al
plasma en una proporcién 2:1 para la precipitacién de proteinas presentes en la
matriz bioldgica, lo cual resultdé en un proceso de extraccion simple con excelentes
porcentajes de recobro de los analitos. Para favorecer la forma simétrica de los
picos durante el analisis cromatogréfico y reducir el efecto matriz, el sobrenadante
fue evaporado y resuspendido en fase mdvil antes de la inyeccién al sistema
analitico (40). Antes de realizar la validacion formal del ensayo se evaluaron
diferentes factores de dilucion y resuspension durante el proceso de extraccién. Las
condiciones previamente descritas, mostraron los mejores resultados en términos
de simetria de pico, intervalo de la curva de calibracion y efecto matriz (40).

Después de que el método de extraccion y cuantificacion de TPM y CBZ por UPLC-
MS/MS en muestras plasmaticas fue completamente estandarizado y optimizado,
se desarrollé su validacién bajo los lineamientos de la NOM-177-SSA1-2013. Dado
que se cumplieron con los criterios previamente establecidos bajo la normativa
vigente, se considero que el método implementado es aceptable para el andlisis
cromatografico de muestras de pacientes con TPM y CBZ que requieran de un
proceso de monitorizacion e individualizacion de la terapia con estos FAE'’s (42).

En lo que corresponde al estudio de genotipificacion para la evaluaciéon de los SNP’s
de las enzimas del CYP450 que metabolizan a TPM y CBZ, fue necesario disponer
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de técnicas moleculares especializadas para el andlisis del material genético de los
pacientes con epilepsia. En consecuencia, se implemento la técnica de PCR para
identificar los polimorfismos asociados a las enzimas metabdlicas CYP3A4*22,
CYP3A5*3, CYP2C19*2, CYP2Ct19*17 y CYP2C9*2.

La técnica molecular por PCR en tiempo real mediante tecnologia Tagman, utiliza
gradientes de temperatura para amplificar segmentos de ADN, y combina la
amplificacion y la deteccion en un mismo paso, al correlacionar el producto de la
PCR de cada uno de los ciclos con una sefal de intensidad de fluorescencia (33).
La técnica de genotipificacion fue estandarizada para las sondas C__ 59013445 10,
C__ 26201809 30, C 25625805 10, C_ 25986767 70 y C__ 469857_10 a
través de la aplicacidon de diversas condiciones analiticas para determinar el nUmero
de ciclos de amplificacién y temperatura adecuados para cada una de ellas. Estas
pruebas fueron comparadas con las de otros reportes bibliograficos (14, 26, 27, 33).
Finalmente, la técnica quedo estandarizada a 50 ciclos de amplificacién, con una
temperatura de 60°C, agregando a la reaccion 3 pL de master mix, 2 uL de ADN y
0.7 pL de la sonda TagMan®. Las condiciones de la PCR tiempo real fueron
estandarizadas de modo que todas las sondas se emplearon bajo las mismas
condiciones documentadas (10, 13, 27, 29, 40). Lo anterior aportd al presente
trabajo un alto grado de especificidad para el estudio de los diferentes polimorfismos
genéticos asociados a las enzimas de la familia CYP.

La participacion de pacientes en el estudio clinico estuvo limitada, particularmente
en el grupo medicado con CBZ-TPM en el cual sélo se registraron 7 personas, en
comparacion a la estimacion de 17 pacientes por grupo que se hizo para el protocolo
inicial respecto al tamafio de muestra (55). Esta limitante estuvo lejos de resolverse
ante las actuales condiciones sanitarias por la pandemia relacionada al SARS
COVID-19. Por indicaciones de las autoridades del Hospital, no se prestaron
servicios de consulta externa incluyendo la Clinica de Epilepsia y por ello la gran
dificultad para tener acceso a los pacientes con epilepsia.

A través de la metodologia analitica implementada, fue posible determinar las
concentraciones plasmaticas pre-dosis de TPM en presencia de CBZ o de LEV en
pacientes con epilepsia y en tratamiento por lo menos durante dos semanas.

En el presente estudio, el grupo tratado con TPM-LEV obtuvo una concentracion
media para TPM de 6.4 pg/mL mientras que en el grupo tratado con CBZ-TPM
registr6 un valor de 3.27 pg/mL. Como puede observarse, existe una evidente
disminucién de TPM en presencia de CBZ, hecho que ya ha sido reportado por otros
autores tales como Mimrod y cols. (16), al sefialar que su grupo en monoterapia con
TPM presentd concentraciones de este FAE entre 7 y 8 pg/mL, mientras que el
grupo tratado con CBZ-TPM reporté concentraciones de TPM de 4 a 5 ug/mL (13,
26, 37). Los autores sefalaron que los niveles subterapéuticos de TPM en la
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concomitancia de CBZ-TPM pueden ser atribuidos al proceso de induccién
metabdlica que ejerce el uso constante de CBZ (6,7,9). Britziy cols. (17) en el mismo
afio corroboraron que la excrecion urinaria de los metabolitos de TPM era mayor si
los pacientes con epilepsia eran tratados con esta concomitancia. Por su parte, Adin
y cols. en 2004 (48) demostraron que la dosis de TPM en pacientes adultos debia
ser el doble de la administrada si estaban en tratamiento acompafnado con un FAE
inductor del metabolismo como CBZ (13, 26, 37). En los datos del presente estudio,
se observé que los niveles plasmaticos de TPM fueron menores en un 56% en el
grupo TPM-CBZ con relacion al grupo TPM-LEV, a pesar de no haber una diferencia
significativa atribuida al limitado nimero de pacientes del grupo CBZ-TPM. En
consecuencia, es importante considerar un adecuado ajuste de dosis para este
farmaco en este tipo de pacientes.

Mediante el andlisis bivariado se encontrd que los fenotipos metabolizadores de las
enzimas CYP2C19*17 y CYP2C9*2 son variables con significancia estadistica
asociadas con las concentraciones de TPM en el grupo tratado CBZ-TPM. En
estudios anteriores, Xie y cols. (50) y Sie y cols. (51) encontraron metabolizadores
pobres en los pacientes portadores de polimorfismos en dichas enzimas
involucradas en el metabolismo de TPM, sin embargo, estos autores no midieron
los niveles plasmaticos de los FAE’s para evaluar el grado de asociaciéon entre
dichas variables. (18).

Adicionalmente, se encontré que las concentraciones plasmaticas pre-dosis de TPM
mostraron una tendencia a disminuir con la edad de los pacientes. Al respecto, se
considera importante evaluar otros factores tales como la adherencia al tratamiento
en pacientes con epilepsia y la edad en adultos, dado que este es un problema
grave de salud en el tratamiento de enfermedades crénicas en pacientes de edad
avanzada (54).

Solamente se identificd que al comparar los niveles pre-dosis de TPM en el grupo
de TPM-LEV, éstos fueron mayores en los pacientes de metabolismo pobre en
comparacion con los pacientes con fenotipo metabolizador extendido e intermedio
para la enzima CYP3A5*3, hecho que esta reportado por autores como Lee y cols.
(27).

En el analisis multivariado se logré observar que las concentraciones pre-dosis de
CBZy de TPM estan en funcién de la respectiva dosis administrada.

Es importante aclarar que los procesos de monitorizacion clinica consisten en
determinar los niveles plasmaticos en el tiempo que se reportan las maximas
concentraciones, con el fin de establecer la ubicacion de éstas en el intervalo
terapéutico de referencia (34, 37), aunque la mayoria de los farmacos deben ser
monitorizados en pre-dosis especialmente aquellos donde el analista solo puede
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tomar una muestra. No obstante, y en vista de que los pacientes ya habian iniciado
el tratamiento por lo menos con 2 semanas de anterioridad, se realizo este estudio
con la mayoria de las muestras tomadas en tiempo pre-dosis.

Dada la limitacion del numero de pacientes incorporados en el presente estudio, en
general, no se observé una clara evidencia de la influencia de los polimorfismos
genéticos asociados a las enzimas CYP sobre los niveles plasmaticos de los FAE’s.
Por lo anterior, se sugiere incrementar el tamafo de la muestra en cada grupo de
pacientes para estudios posteriores.

Ante la amplia variabilidad de las concentraciones plasmaticas de los FAE’s, es
importante  desarrollar  estudios de monitorizacion  farmacocinética vy
farmacogenética de estos farmacos y las enzimas involucradas en su disposicion.
Es imprescindible describir las principales caracteristicas clinicas y genéticas que
predisponen a niveles subterapéuticos de FAEs para establecer estrategias de
ajuste en el tratamiento, que permitan optimizar la terapia con antiepilépticos.
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8.

CAPITULO VIII

8.1 CONCLUSIONES

El método analitico por UPLC-MS/MS fue estandarizado en plasma para
cuantificar de forma simultdnea CBZ y TPM. Conforme a la NOM-177-SSA1-
2013 el método fue lineal en el intervalo de 0.6 a 20 ug/mL para cada analito.
Es preciso y exacto para los controles de calidad de baja, media y alta
concentracion; sin efecto de acarreo o de matriz al analizar las muestras. Los
controles de calidad fueron estables en 3 ciclos congelacion—descongelacion
y en dos dias de almacenamiento.

La técnica molecular por PCR en tiempo real fue estandarizada empleando
sondas TagMan® a temperatura de 60°C y 50 ciclos de amplificacion. Esta
técnica esta disponible para realizar estudios a partir del material genético de
pacientes, con la finalidad de lograr la identificacion de los polimorfismos de
las enzimas CYP3A4, CYP3A5, CYPC9 y CYP2C19 asociados al
metabolismo de CBZ y TPM.

Se aplicaron los métodos anteriores para la respectiva monitorizacion de
TPM y CBZ en pacientes bajo tratamiento con estos farmacos y para la
genotipificacion de polimorfismos genéticos de las enzimas CYP que
participan en su metabolismo.

No se encontr6 diferencia significativa en las concentraciones pre-dosis de
TPM en concomitancia con CBZ al comparar con los pacientes que recibieron
TPM-LEV. Se registr6 una importante disminucion de 56% de los niveles
plasmaticos de TPM en presencia de CBZ, lo cual puede deberse al efecto
inductor de ésta sobre el metabolismo de TPM.

Las Cp de CBZ y TPM son una funcién directa de las dosis administradas. Se
logré identificar una asociacion estadistica entre las concentraciones en
plasma de TPM con el fenotipo metabolizador de las enzimas CYP2C19*17
(p=0.024) y CYP2C9*2 (p=0.007) en los pacientes con tratamiento de CBZ-
TPM.

Los métodos analiticos implementados podran ser aplicados en estudios
farmacocinéticos y farmacogenéticos y en procedimientos de monitorizacion
terapéutica durante el tratamiento de los pacientes con epilepsia.
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