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Abreviaturas

AUC: (area under the curve) Area bajo la curva.

AUCo-t: (area under the plasma concentration-time curve calculated from the time of dosing to
the last measurable concentration) Area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo

calculada desde el momento de dosificacion hasta la Gltima concentracion medible.

AUCtinf: (area under the plasma concentration-time curve calculated from the time of dosing to
infinity) Area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo calculada desde el momento de
la dosificacién hasta el infinito.

AC: Anhidrasa carbodnica.

AZA: Acetazolamida.

AED: Farmaco anticonvulsivante.

Cl: Clearance.

Cmax: Concentracién plasmatica maxima.

DDI: (Drug-drug interaction) Interaccion farmaco-farmaco.

DMSO: dimetilsulfoxido.

EMA: (European Medicines Agency) Agencia Europea de Medicamentos.
EPMI: Encefalopatia parcial migratoria de la infancia.

FDA: (United States Food and Drug Administration) Administracion de Alimentos y Drogas de

Estados Unidos.
FM: Fase movil.

HPLC-UV: (High Performance Liquid Chromatography) Cromatografia Liquida de Alta

Performance acoplado a un espectrofotometro ultravioleta.
ILAE: (International League Against Epilepsy) Liga Internacional contra la Epilepsia.
ip: Intraperitoneal.

KNCT1: (Potassium sodium-activated channel subfamily T member 1) Canal de sodio-potasio

subfamilia T miembro 1.

LOQ: Limite de cuantificacion.
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LOD: Limite de deteccion.

MDRZ1: (Multidrug resistance protein) Proteina de resistencia a multiples farmacos.

OATP: (Organic anion transporting polypeptide) transporte de aniones organicos polipeptidicos.
P-gp: glicoproteina P.

QND: quinidina.

Tmax: tiempo al que se alcanza la Cmax.

TPM: topiramato.

T12: semivida de eliminacion o tiempo de vida media.
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Objetivos generales

e Analizar en modelos preclinicos la posible interaccion entre la quinidina y el topiramato

vista en un caso clinico.

Objetivos especificos
e Estudiar in silico la posible interaccion.

e Estudiar la posible interaccién farmacocinética de la quinidina en ratones.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue investigar desde el punto de vista preclinico la posible interaccién
entre quinidina y topiramato a partir de un caso clinico. Kravetz y col., 2021, informaron el caso
de una paciente pediatrica con Encefalopatia Migratoria Parcial de la Infancia (EMPI) por
mutacion en el canal KCNT1 que fue tratada con quinidina (QND) como alternativa
farmacoldgica. Se logré el control completo de las crisis al alcanzar los niveles séricos del
rango terapéutico (1.5- 4.5 mcg/ml). Sin embargo, en la experiencia con esta paciente, se
observé una mayor variabilidad de los niveles de quinidina relacionada a las dosis de
topiramato (TPM) y también la dependencia para el control de las crisis. Esto sugirié una
interacciéon entre la quinidina y el topiramato. Se propone estudiar en modelos preclinicos la
posible interaccion farmacocinética quinidina- topiramato.

Se utilizé un simulador in silico, DDI Pred, con el fin de evaluar los citocromos involucrados en
el metabolismo de la quinidina y el topiramato y su posible interaccion por medio del
metabolismo. Los resultados de la prediccidén revelan que no habria interaccion a nivel de los
citocromos involucrados (CYP3A4, CYP2C8, CYP2C19, CYP2B6, CYP2C9, CYP1lAZ2,
CYP2D6) en el metabolismo de QND y TPM.

Se eligié un modelo animal (ratones cepa FB1) para estudiar la farmacocinética in vivo de la
quinidina més topiramato. Un grupo de ratones fueron pretratados con topiramato 50 mg/kg, ip,
y luego de 15 minutos recibieron quinidina 30 mg/kg, ip; otro grupo sélo fue administrado con
quinidina. Se determind la concentracion plasmética de quinidina por HPLC-UV a los 10, 30 y
60 minutos desde la administracién de la dosis. Se calcularon los pardmetros farmacocinéticos
a partir de los datos de concentracion plasmatica en funcion del tiempo para el grupo quinidina
y quinidina mas topiramato. La constante de eliminacion fue de 0,019 min para el grupo de
QND y de 0,016 mint para el grupo pretratado con TPM. El AUC.) fue de 87,70 mcg/ml.min y
123,80 mcg/ml.min para el grupo de QND y QND+TPM, respectivamente, con una diferencia
significativa de p=0.0012, se demuestra un aumento en la biodisponibilidad de la quinidina
luego de una dosis Unica de topiramato.

El topiramato tiene la propiedad de inhibir a la anhidrasa carbonica (AC) y asi aumentar el pH
urinario y que cause el aumento de la disponibilidad de la quinidina. Por esto se estudio en dos
grupos de ratones la farmacocinética de la quinidina luego de la administracion de
acetazolamida, un diurético inhibidor especifico de la AC. El grupo control recibi6 QND 30
mg/kg, ip y otro fue pretratado 30 minutos antes con acetazolamida 100 mg/kg, ip, y luego
recibio QND 30 mg/kg, ip. La constante de eliminacién fue de 0,027 min-! para el grupo de QND
y de 0,022 min! para el grupo pretratado con AZA. El AUC-) fue de 77,55 mcg/ml.min y 83,40
mcg/ml.min, respectivamente. Los pardmetros farmacocinéticos resultantes no mostraron

diferencias significativas para el AUC -,
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El topiramato en agudo afecta la biodisponibilidad de la quinidina en el modelo estudiado, no se
puede descartar el compromiso de la inhibicion de la AC, quedan varias posibilidades para
seguir estudiando esta interaccion.

Palabras clave: ensayo preclinico, quinidina, topiramato, interacciones entre farmacos,

interaccién farmacocinética, HPLC-UV.
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1. Introduccién

1.1 Epilepsiay tipos

La epilepsia es un trastorno cerebral que se caracteriza por una predisposicién continua a la
aparicion de crisis o convulsiones epilépticas y con consecuencias neurobiolégicas,
cognitivas, psicolégicas y sociales!. La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) define
conceptualmente a la crisis epiléptica como la aparicion transitoria de signos y/o sintomas
provocados por una actividad neuronal andmala, excesiva o simultanea en el cerebro; las
clasifica segun sean de inicio focal, generalizado, combinadas generalizada/ focal o
desconocido (ver Figura 1)2. El diagnéstico de epilepsia requiere la presencia de al menos una
crisis epiléptica. La ILAE afiade una definicion clinica practica de la epilepsia, donde sefala

circunstancias para definirla:

1- Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con mas de 24 h de separacion.

2- Una convulsion no provocada (o refleja) y una probabilidad de convulsiones adicionales
similares al riesgo de recurrencia general (al menos 60%) después de dos
convulsiones no provocadas, que ocurren en los préximos 10 afios.

3- Diagndstico de un sindrome de epilepsia.

- n

Etiologia
De inicio focal De inicio generalizado 1| De inicio desconocido
Estructural
@
Tipos de epilepsia Infecciosa

Combinadas
Focales Generalizadas generalizadas Desconocidas etabilics
y focales

V
Sindromes epilépticos

Comorbilidades

FIGURA 1. MARCO PARA LA CLASIFICACION DE LAS EPILEPSIAS (ILAE) * INDICA EL INICIO DE LAS

CRISIS.

El punto de partida para la tipificacion de la epilepsia son la clasificacion de las crisis: inicio
focal, inicio generalizado o inicio desconocido. El segundo nivel es el de tipo de epilepsia donde
el paciente deberia tener un diagnéstico basado en la definicion anteriormente descripta. Las

personas con epilepsias generalizadas pueden tener una variedad de tipos de convulsiones
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que incluyen ausencias, mioclonicas, aténicas, ténicas y tdnico-clénicas. En cuanto a las
epilepsias focales, éstas incluyen trastornos unifocales y multifocales, de inicio en un
hemisferio que pueden trasladarse al otro. En ambos casos, se pueden observar variedad de
convulsiones y el diagndstico se basa en criterios clinicos, apoyados por el hallazgo de
descargas tipicas de electroencefalograma (EEG). Existe un nuevo grupo de epilepsias
generalizadas y focales combinadas. El diagnoéstico se basa en los mismos criterios
anteriormente nombrados, un ejemplo es el sindrome de Lennox-Gastaut. El término
“desconocido” se utiliza para indicar cuando el médico no puede determinar si el tipo de
epilepsia es focal o generalizado porque no hay suficiente informaciéon disponible o si la hay,
ésta no es concordante con los otros tipos. Este segundo nivel puede ser el final del

diagnéstico cuando el médico no puede establecer una valoracién del sindrome de epilepsia.

El tercer nivel es un diagnéstico del sindrome de epilepsia que se caracteriza porque incorpora
tipos de crisis, EEG y diagnéstico por imagenes. Las singularidades dependen de la edad, los
desencadenantes de las crisis, variacion diurna, a veces el prondstico y puede acompafarse

de comorbilidades como disfuncion intelectual y psiquiatrica.

En el caso de la etiologia, se puede determinar mediante neurocimagenes el tipo de origen de la
epilepsia del paciente, pudiendo coexistir varias etiologias para una epilepsia. La etiologia
estructural puede ser adquirida o genética donde una lesion de la estructura indicaria la posible
causa de las crisis del paciente, aunque es necesario mayores estudios por imagenes para
confirmarlo. La etiologia genética es muy diversa, es la consecuencia de una mutacion
conocida o presunta en la cual las crisis son uno de los principales sintomas. La etiologia
infecciosa puede ser resultado de un proceso agudo como meningitis o encefalitis, tuberculosis,
VIH, entre otros. En cuanto a la etiologia metabdlica puede ser de origen genético o adquirido,
donde un defecto metabdlico causa cambios bioquimicos en todo el organismo. En aquellos
casos donde se evidencia inflamacion del sistema nervioso central mediada por anticuerpos, se
puede conceptualizar la etiologia inmunitaria. Por Gltimo, cuando no se conoce y tampoco

puede establecerse un diagnéstico, se la llama desconocida.

En la Figura 1 en el évalo vertical izquierdo se encuentran las comorbilidades de distintas
gravedades y tipos. Entre ellas se encuentran: las dificultades en el aprendizaje, el deterioro
intelectual, los trastornos del espectro autista, la depresion; los casos mas graves son paralisis

cerebral y también trastornos del movimiento, escoliosis, trastornos gastrointestinales y suefio?.

1.2 Tratamientos de las convulsiones

La clasificacion del tipo de crisis tiene importancia clinica para el diagnéstico y el tratamiento,
ademas de la investigacion para el desarrollo de nuevas terapias. Con la identificacion del tipo
de crisis se puede detectar el desencadenante y evaluar el prondstico, como también informar

sobre los riesgos de las comorbilidades. La comprensién de la epilepsia y la evolucién en su
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clasificacion ha permitido el desarrollo de terapias farmacoldgicas innovadoras, enfoques

dietéticos o quirdrgicos y desarrollos de dispositivos médicos?.

En el mercado existen mas de 20 medicamentos anticonvulsivantes (AED) que representan la
terapia mayormente elegida. EI mecanismo de accién de los AEDs es suprimir los sintomas
(convulsiones) y se clasifican de primera generacién: fenobarbital, primidona, carbamazepina,
fenitoina, etosuximida, acido valproico, benzodiacepinas; los de segunda generacion:
lamotrigina, levetiracetam, topiramato, zonisamida, oxcarbamazepina, perampanel, vigabatrin,
rufinamida, felbamato, acetato de elisacarbacepina, lacosamida, pregabalina, gabapentin,
tiagabine, brivaracetam, everolimus y estiripentol. Si bien algunos AEDs de primera generacion
todavia son de primera eleccion, los de segunda generacién tienen como ventaja menores

interacciones y mejor tolerabilidad3.

El tratamiento puede comenzar con un Unico AED a dosis baja que puede ir incrementandose
hasta lograr el control de las convulsiones. Menos del 15 % de los pacientes presentan
resistencia al tratamiento farmacolégico y deben asociarse otros farmacos para controlar las
crisis. La ILAE define resistencia al tratamiento como “el fracaso con dos esquemas de AEDs
tolerados, elegidos y utilizados apropiadamente, en monoterapia o en combinacion, para lograr
una ausencia sostenida de convulsiones”. Frente a esta situacién se deberan considerar otras
opciones disponibles para evitar un dafio mayor que aumente la morbi-mortalidad y la

discapacidad?.

La cirugia del foco epiléptico puede ser beneficiosa y ha demostrado ser efectiva en pacientes
con convulsiones focales farmacorresistentes para lograr el control de las convulsiones por un
tiempo prolongado. El éxito de la intervenciéon quirdrgica depende del tipo de convulsion,
patologias subyacentes y un electroencefalograma o resonancia magnética por imagenes
claras, para localizar el sitio epileptogénico a ser removido durante la cirugia*. Es importante
destacar que no siempre se detienen las convulsiones. También, los dispositivos de
estimulacién del nervio vago pueden ser de eleccién en aquellos pacientes no candidatos a

cirugia y cuya epilepsia es resistente a los farmacos.

Otra posible alternativa es la dieta cetogénica o mayormente conocida como “keto” que se
caracteriza por ingerir alimentos con altos contenidos de grasas (90%) y bajo contenido de
proteinas y carbohidratos. Puede ser una opcién para las epilepsias resistentes a farmacos en
adultos, pero no se recomienda en nifios por la restriccion calérica y la posibilidad de

deficiencia de otros nutrientes necesarios para el correcto desarrollo®.

1.3 Tratamiento farmacologico de Epilepsia Parcial Migratoria de la Infancia
La epilepsia parcial migratoria de la infancia (EPMI) con convulsiones focales migratorias es
una encefalopatia epiléptica rara y grave que pertenece al grupo de las epilepsias de inicio

temprano. Se caracteriza por manifestar farmacorresistencia con retraso en el desarrollo®. Los
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pacientes pueden comenzar con convulsiones alrededor de los 6 meses de vida con un curso

clinico caracterizado por epilepsia intratable y discapacidad intelectual severa’.

La causa mas comun es debido a mutaciones particulares como la del gen que codifica para la
subunidad mas grande del canal de sodio-potasio, subfamilia T miembro 1 llamado KCNT1,
este canal ibnico se encuentra expresado en gran proporcion en el sistema nervioso central®.
La mutacién se encuentra asociada al 50% de los casos a la EPMI, si bien también existen
otras anomalias genéticas asociadas como las mutaciones en SCN1A, SCN2A, PLCB1,
TBC1D24 y CHD2°. Se ha demostrado por estudios in vitro que el KCNT1 mutado genera
corrientes mas amplias en comparacion con los canales de KCNT1 de tipo salvaje, o sea la
ganancia de funcién es el responsable de la epileptogénesis asociada con las variantes de
KCNTS.

Algunos autores han propuesto para su tratamiento a los AEDs en combinacién con otros
farmacos como la quinidina, el bromuro de potasio!® o las dietas cetogénicas!! con resultados
favorables. Otras medicaciones incluyen al estiripentol, la prednisona, la hormona

adrenocorticétropa y la estimulacién del nervio vago.

La quinidina, un farmaco antiarritmico y antimalarico, que bloquea los canales de potasio puede
ser una opcion de tratamiento. Mullen y col. demostraron en estudios in vitro que la ganancia
de funcion por la mutacion del canal se revierte con el tratamiento en dosis dependiente con la
quinidina®?. A dicha evidencia se suman algunos casos exitosos en nifios que han utilizado la
quinidina como tratamiento para EPMI®1!, mientras que otros pacientes aln a altos niveles de

quinidina no han podido controlar las convulsiones’.

1.3.1 Caso clinico

Kravetz y col.13, estudiaron el caso de una paciente de 7 afios con EPMI, que a los 4 afios se le
detect6 una variante del canal de potasio (KCNT1) con funcién alterada como causa de sus
convulsiones. Después de diferentes esquemas de tratamientos con anticonvulsivantes, se
introdujo como alternativa terapéutica a la QND, ademas del topiramato (200 mg/dia) y el
nitrazepam (2 mg/dia). El seguimiento de la terapia requirid6 monitorizacién sérica de la QND
debido a la alta variabilidad y al riesgo de cardiotoxicidad (ver Figura 2). Las convulsiones se
controlaron con niveles plasmaticos de QND superiores a 1,5 mcg/ml (65-70 mg/kg q.i.d). Las
concentraciones superiores a 4,0 mcg/ml se relacionaron con un mayor riesgo de sufrir arritmia
debido a la prolongacién del segmento QT. A pesar de la intencién inicial de retirar el
topiramato por completo, la QND sola no pudo mantener el control de las convulsiones, por lo
cual el topiramato fue reintroducido. Ademas, se observo una mayor variabilidad de los niveles
de quinidina relacionada a las dosis de topiramato (TPM).

Esta variabilidad fue a dosis mayores de quinidina en comparacién con dosis mas bajas.

Inicialmente, cuando las dosis aumentaron de 240 a 640 mg/dia, la concentracion de QND
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aumenté de 0,6 mcg/ml a 1,0 mcg/ml. Pero analizando el mismo incremento en la dosis
(aproximadamente 400 mg/dia) con dosis mas altas (1,160 a 1,600 mg/dia), resulté en una

mayor variacion de los niveles séricos obtenidos (1.5- 4.1 mcg/ml).

mg/ke/day meg/mL
100.0 45
90.0 . o 4
80.0 = 35
70.0 R T e 3
60.0
25
0.0 . .
40.0 . .
300 . . . 15
200 . o 1
10.0 o®.g > 05
0.0 0

15/07/2015 31/01/2016 18/08/2016 06/03/2017 22/09/2017 10/04/2018 27/10/2018 15/05/2019 01/12/2019

Doses of QND/weight *Levels of QND

GRAPHICAL ABSTRACT |

FIGURA 2. MONITORIZACION SERICA DE QND DEL CASO KRAVETZ Y COL.

Esto sugeriria una posible interaccién entre la quinidina y el topiramato. Se propone estudiar en

modelos preclinicos la posibilidad de esta interaccién.

1.4 Quinidina

La quinidina es un agente antiarritmico de clase 1, utilizado frecuentemente para prevenir
arritmias ventriculares, también se ha usado como antimalérico. La QND bloquea las corrientes
de sodio y mudltiples corrientes cardiacas de potasio'* y ademas bloguea reversiblemente el
canal KCNT167.1516_ Esta Ultima caracteristica como se describié en 1.3.1 es la base para la

indicacién como anticonvulsivante de uso off label o fuera de etiqueta®’.
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HsCO

FIGURA 3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA QUINIDINA

1.4.1 Farmacocinética

Absorcion: su absorcion por via oral es buena, la velocidad de absorcién puede variar
dependiendo de la formulacién, las caracteristicas de los individuos (variabilidad
interindividual)” y puede disminuir con alimentos!é, La QND sufre de un extenso metabolismo

de primer paso hepatico, su biodisponibilidad absoluta por via oral es de 70 % o mas?'’.

La concentracién plasmética maxima (Cmax) se alcanza aproximadamente entre 60 a 90
minutos luego de la administracion oral'®, siendo el rango de niveles plasmaticos efectivos para

el control de la epilepsia entre 0,4 a 5,0 mcg/mL*>.

Distribucién: en el rango de concentracion plasmatica terapéutica, el 80 % aproximadamente se
une a las proteinas plasmaticas y a las lipoproteinas de alta y baja densidad. Algunos estudios
demuestran que la quinidina podria interaccionar con la albumina y otros sugieren que podria
interaccionar con globulinas alfal y alfa21’. La unién a proteinas plasmaticas puede verse
afectada en pacientes con cirrosis debido a la hipoalbuminemia, pero no se encuentra afectada
en la insuficiencia renal. En el caso de cirrosis, la fraccion libre de quinidina aumenta y por lo
tanto el riesgo de cardiotoxicidad también. El volumen aparente de distribucion es de 2,0 a 3,5
I/kg1e.

Metabolismo: la QND es metabolizada en el higado casi en su totalidad (60-85 %) por el
citocromo CYP3A4 mediante 3-hidroxilacion y N-oxigenacion, siendo sus metabolitos 3-
hidroxiquinidina (activo), N-6xido de quinidina, 2!-oxiquinidina y O-desmetilquinidina. EI 15-40

% de la dosis se elimina sin cambios en la orinaZ2.

Se ha observado en voluntarios sanos que la quinidina sigue una farmacocinética no lineal con
la dosis!® esto corresponde a un clearance (Cl) no lineal dependiente de la dosis 0 a una

biodisponibilidad dependiente de la dosis?®.
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La semivida de eliminacion es de 5 a 12 horas luego de la administracion intravenosa, y su
clearance es de 2,5 a 5,0 ml.min/kg. El clearance se ve reducido en ancianos sanos, en
pacientes con cirrosis y con problemas cardiacos en comparacion con jévenes. En el caso de
insuficiencia renal, como el clearance renal es una pequefia fraccién del total, tendria poca
influencia en el Cl total de la QND?5. Sin embargo, la excrecién renal de su isbmero 6ptico se
encuentra alterada por la alcalinizacién de la orina y por lo tanto el clearance renal de la QND

se reduce por el aumento del pH urinario.

1.4.2 Eventos adversos

Son comunes las reacciones adversas de hipersensibilidad (fiebre, urticaria, asma, hepatitis y
depresion medular). Es frecuente la trombocitopenia que se revierte al suspender el
tratamiento. También se ven efectos anticolinérgicos como sequedad bucal, estrefiimiento,

visidn borrosa o retencion urinaria?°.

La diarrea es frecuente en el 30-50 % de los pacientes, que a veces obliga a dejar el

tratamiento?°.

El cinconismo, sindrome por intoxicacién con quinidina, se caracteriza por trastornos visuales y
auditivos, confusion, alucinaciones y psicosis, esta relacionado con la dosis, revierte al

disminuir la concentracion plasmatica del farmaco?.

También se presentan reacciones cardiovasculares como hipotension, bradicardia y bloqueo
AV vy depresion de la contractibilidad. Se ha descripto la prolongacion del intervalo QT a
concentraciones plasmaticas mayores que las terapéuticas. Las dosis mayores de 74,5
mg/kg/dia o concentraciones plasmaticas por encima de 9,4 mcg/ml pueden producir
problemas mas serios que soélo la prolongacion del intervalo QTS, por ello es muy importante
monitorizar las concentraciones plasmaticas. En pacientes con fibrilacion auricular puede
suceder que al inicio del tratamiento sufran de torsade de Pointes como resultado de la
prolongacion del intervalo QT o luego de un tratamiento prolongado en asociacién con

hipocalemia?°.

1.4.3 Interacciones con otros medicamentos
Se han reportado para la quinidina interaccion medicamentosa con 528 farmacos, de las cuales
199 son interacciones importantes en severidad, 312 moderadas y 17 son menores en

severidad?.

Algunas de las interacciones de la QND estdn mediadas por la potente inhibicion
estereoselectiva de la actividad del citocromo hepatico CYP2D6, como es el caso del

haloperidol, antidepresivos triciclicos y propranolol; o la codeina y la hidrocodona??.

La quinidina puede ser prescripta en asociacion con otros anticonvulsivantes como la

carbamazepina, la fenitoina o el fenobarbital, que inducen al CYP3A4 y por lo tanto aumentan
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su metabolismo®. El ketoconazol, la eritromicina y el verapamilo afectan el metabolismo de la
QND porque inhiben el citocromo CYP3A4 y disminuye su clearance hepatico, generando el

aumento de la concentracién plasmatica de la misma?2.

La quinidina interacciona con la digoxina?? provocando el aumento de la concentracion
plasmatica. Uno de los posibles mecanismos es que la quinidina inhibe la excrecién de la
digoxina al bloguear la P-gp en el tibulo renal y por lo tanto inhibe la secrecién tubular de la

digoxina?:,

1.5 Topiramato
El topiramato se encuentra dentro de la nueva generacién de anticonvulsivantes, junto con la

gabapentina, la vigabatrina, la oxcarbamacepina, la lamotrigina y el felbamato.

El TPM es un monosacarido derivado de la D-fructosa, que fue aprobado como terapia adjunta
para las convulsiones parciales y generalizadas. Luego se comenzé a utilizar para el dolor
neuropatico, la migrafia, el temblor esencial, el trastorno bipolar, la bulimia nerviosa y la

dependencia alcohélica?*.

/—C{\ CH20S0:NH;
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/o0 0~
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FIGURA 4. ESTRUCTURA QUIMICA DEL TOPIRAMATO?®

1.5.1 Farmacocinética

Absorcion: se absorbe rapidamente con una muy buena biodisponibilidad (81-95%). En
estudios de dosis Unica en voluntarios sanos el area bajo la curva aumenté linealmente con la
dosis y la concentracion plasmatica maxima se alcanzé a las 2-4 horas, lo mismo sucede en los

nifos. Sin embargo, el clearence en los nifios fue 50 % mayor que en los adultos?.

Distribucién: el volumen de distribucion del TPM es de 0,6 a 0,8 L/kg, se distribuye bien en el
agua corporal total’®. En las mujeres es un 50 % menor que en los hombres, por su mayor
porcentaje de grasa, aunque no tiene implicancia clinica relevante. La concentracion

plasmatica tanto en hombres como en mujeres no ha mostrado diferencias?s.
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El TPM tiene baja unién a proteinas plasmaticas (9-17 %) y a bajas concentraciones se une a

los eritrocitos hasta que se saturan los sitios de unién2s,

Metabolismo: no sufre un extenso metabolismo hepatico. En voluntarios sanos que recibieron
una dosis de [*“C]topiramato 100 mg, el topiramato sin cambios representé el 85 % de la
radiactividad plasmatica total a las 24 horas después de la administracion. En los humanos se
han identificado seis trazas de metabolitos formados por glucuronidacion, hidroxilacién e
hidrélisis. Ninguno de estos metabolitos representdé mas del 5 % de la radiactividad total. Se

encontré que los metabolitos tienen poco o ningun efecto anticonvulsivo?®.

Eliminacién: en el estado estacionario su semivida de eliminacion es de 21 horas?s. En un
estudio en hombres sanos que recibieron una Unica dosis de TPM, la mayor ruta de eliminacién
(80,6 % del total de la dosis) fue la renal tanto para topiramato como para sus metabolitos, sélo
el

0,72 % fue por las heces. En pacientes con dafio renal, se observé un incremento en las
concentraciones séricas y el T12 también fue mayor, aunque la Cmax y el Tmax no sufrieron

cambios?,

El aclaramiento de topiramato aumenta aproximadamente 2 veces cuando se administra con
AEDs inductores enzimaticos, principalmente como resultado del aumento del aclaramiento no
renal. Por el contrario, en pacientes con patologias renales, el Cl disminuye. Durante la
hemodidlisis el topiramato de la sangre es removido, para compensar la pérdida, estos

pacientes tendran que recibir un suplemento de la dosis?®.

1.5.2 Efectos adversos

Los eventos adversos mas reportados en estudios clinicos controlados incluyen: mareos,
pensamiento lento, somnolencia, ataxia, fatiga, confusién, alteracion de la concentracion y
parestesia. Estos eventos ocurrieron en los dos primeros meses de tratamiento con el TPM y el

80-90 % se resolvieron cerca del final del estudio?®.

El TPM tiene una estructura similar a la acetazolamida que le confiere una accion inhibitoria de
la anhidrasa carbdnica sobre las isoenzimas Il y IV, aunque 10 a 100 veces menor. La
inhibicién de la AC puede generar un cuadro de acidosis tubular renal por deficiencia de la
enzima, que genera aumento del pH urinario. También se ha informado nefrolitiasis y

parestesias debido a la actividad inhibitoria de la anhidrasa carbénica?.

Otros efectos secundarios infrecuentes son miopia grave, glaucoma de angulo cerrado“,

hipertermia y anhidrosis?*27.
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1.5.3 Interacciones con otros farmacos
El sitio web Drugs.com reporta para el topiramato que podria interaccionar con 264 farmacos,
donde 165 serian interacciones medicamentosas moderadas, 96 severas y solo 3 interacciones

menores?1,

La administracion del TPM conjunta con AEDs no inductores no causa mayores cambios en la
concentraciéon plasmatica. Sin embargo, la administracién de AEDs inductores pueden afectar
la eliminacién TPM resultando en una concentracién plasmatica menor de aproximadamente un

50 %28, tal es el caso la carbamazepina y la fenitoina?.

El topiramato inhibe la actividad del citocromo CYP2C19, reduciendo el clearance de los
farmacos que se metabolicen en dicho citocromo, pero no tiene actividad sobre otros
citocromos como CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP3El y CYP3A428, En el caso de
los anticonceptivos orales combinados (ACO), un estudio encontré que el topiramato tiene un
efecto moderado sobre la farmacocinética de los que contienen noretindrona y etinilestradiol. El
TPM no generdé ningun cambio en la noretindrona pero si disminuyé la concentracion
plasmatica del etinilestradiol. La diferencia en el efecto del topiramato sobre el componente de
progesterona en este estudio y el informado con los AED inductores enzimaticos conocidos
puede estar relacionada con la variacion en el derivado de la progesterona utilizado (por
ejemplo, noretindrona vs. levonorgestrel). El resultado puede deberse a la conocida baja

actividad inductora sobre el citocromo P450 que tiene el TPM2°,

1.6 Estudio de las interacciones de Farmacos

Se denomina interaccion farmacolégica a la acciéon que un farmaco ejerce sobre otro, de modo
que uno de ellos experimente un cambio cuantitativo o cualitativo en sus efectos. En toda
interaccién hay un farmaco cuya accion es modificada (farmaco interferido) y otro u otros que
actlan como desencadenantes de la interaccién, en algunos casos, la interaccién puede ser

bidireccional3°.

Los farmacos con diferentes mecanismos de accion pueden combinarse para lograr efectos
sinérgicos aditivos positivos. Tales interacciones positivas permiten utilizar dosis reducidas y

asf limitar los efectos adversos que dependen de la dosis o de la concentracion?®,

Las interacciones por combinacion de farmacos pueden mostrar también un sinergismo
negativo o efectos subaditivos donde la eficacia de la combinacién del farmaco es menor de la

esperada si los efectos fueran aditivos3!.

Las interacciones entre farmacos (DDl por sus siglas en inglés) se clasifican en

farmacocinéticas, farmacodinamicas, o una combinacién de ambas3! y quimicas.
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e Interaccion farmacodinamica

Son las que se producen en el mecanismo de accion del farmaco, se diferencian en dos tipos a
nivel de los receptores o sobre la respuesta de un sistema u érgano efector. Los efectos finales
pueden ser debidos a fenébmenos de sinergia, antagonismo y o potenciacién. Las interacciones
pueden ser a nivel de los receptores farmacolégicos (antagonismo, agonismo parcial,
hipersensibilizacién y desensibilizacion de receptores); en los procesos moleculares
subsiguientes a la activacion de receptores y/o en sistemas fisiolégicos distintos que se

contrarrestan o se contraponen entre si.

e Interaccion farmacocinética

Se deben a modificaciones producidas por el farmaco desencadenante sobre los procesos de
absorcion, distribucién y eliminacién del otro farmaco3°.

Absorcidn: la alteracion en la absorcidn gastrointestinal puede deber a cambios en el pH, en la
motilidad, la formacion de complejos insolubles, interaccion con los alimentos y alteraciones en

el metabolismo o el transporte por la glicoproteina P a nivel intestinal.

Las modificaciones pueden consistir en una alteracion en la velocidad de absorcién o en un
cambio en la cantidad total de farmaco absorbido, o en ambos efectos a la vez. Puede verse
modificado el vaciamiento gastrico y en consecuencia la absorcion intestinal. Los farmacos
como los opioides ralentizan el proceso y otros procinéticos como la metoclopramida lo

aceleran.

Distribucién: la competencia por el sitio de uniéon a proteinas plasmaticas y por ende el
aumento en la fraccion libre del farmaco desplazado, lleva a un aumento del efecto del farmaco
afectado y a una eliminacién renal o hepética méas rapida. Tal es el caso de los farmacos con

alta unién a proteinas y bajo volumen de distribucién.

Otro caso de alteracion en la distribucion ocurre con las sustancias que modifican el pH de la
sangre generando variaciones en el grado de ionizacién que puede alterar la distribucion al

SNC, por ejemplo.

Las interacciones por cambio en la distribucion ocurren cuando un farmaco dificulta la salida o
entrada de otro al sitio de accidn. Los farmacos inhibidores de la P-gp y otros transportadores
de membrana bloquean el transporte de algunos farmacos antineoplasicos hacia el exterior

celular, facilitando asi su accion en el interior de la célula.

Metabolismo: las enzimas que metabolizan farmacos pueden ser inducidas o inhibidas por
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otros farmacos. La estimulacion del metabolismo aumenta el aclaramiento y disminuye la
concentracién en la fase estacionaria y, en consecuencia, la eficacia terapéutica del farmaco
afectado. La duracion depende de la semivida plasmatica del farmaco generador de la
interaccion y es gradual. El proceso se prolonga en el tiempo con farmacos inductores como el

fenobarbital (semivida larga).

La inhibicién del metabolismo de un farmaco incrementa su vida media, aumenta la intensidad
del efecto y la probabilidad que se generen efectos tdxicos. La inhibicion se produce de manera
rapida y su maximo se establece cuando el inhibidor alcanza el estado estacionario. Las
enzimas mayormente implicadas en interacciones son CYP1A2, CYP2C, CYP2D6y CYP3A.

Excrecion: la interaccion tiene lugar principalmente en el mecanismo de transporte en el tdbulo
renal. Los cambios en el pH de la orina pueden modificar el grado de ionizacion de los

farmacos y alterar los procesos de reabsorciéon pasiva.

e Interaccién quimica o farmacéutica

Se refiere a las incompatibilidades de tipo fisico-quimico, que impiden mezclar dos o mas
farmacos en una misma solucién. Los servicios de farmacia son indispensables para establecer

y preparar correctamente las soluciones que hay que inyectar o infundir.

1.6.1 Como estudiar la interaccion farmacocinética de medicamentos

Durante la etapa de desarrollo de un farmaco se lleva a cabo la evaluacion del riesgo por
interaccién con otros farmacos, esta evaluacién es (til para disefiar los estudios mas
adecuados para probar o descartar la interaccién por medio de modelo in silico, in vitro o in
vivo, en animales o en humanos. También se evallan las interacciones de los productos
comercializados para detectar las sefiales de riesgo de interacciones que no han aparecido en
los ensayos clinicos Las sefiales deben comprenderse, monitorizarse, estudiarse y
comunicarse en el prospecto del medicamento. Incluso muchos estudios de interacciones
pueden realizarse mediante analisis retrospectivos de datos de poblacién, informes de casos o

datos in vitro adicionales32.

El primer paso en el disefio de un estudio DDI es conocer la farmacocinética y la
farmacodinamia de los farmacos implicados: identificar la ruta de eliminacién principal; estimar
la contribucién de las enzimas y transportadores en la distribucion del farmaco; y caracterizar
su efecto. Es muy importante revisar los antecedentes de interacciones del grupo al que
pertenece el nuevo farmaco, se debera probar que las produce o no como otros miembros del
grupo. Posteriormente, hay que detectar la naturaleza de la interaccion, es decir, si se trata de

una interaccion farmaco-farmaco, entre un farmaco y un alimento o bebida (interaccion

21



Interacciéon quinidina-topiramato: de la clinica a la preclinica

nutriente-farmaco) o un suplemento (interacciéon suplemento dietético-farmaco) dado, entre un

farmaco y alguna patologia del pacientes3,

Luego, sera de utilidad la eleccién del modelo: in vitro, in silico o in vivo junto con toda
informacion sobre la farmacocinética y la dinamia en humanos, asi se puede determinar el
riesgo potencial de la DDI, qué parametros farmacocinéticos y dinamicos podrian verse

afectados y disefiar el estudio mas apropiado3*.

La EMA en su guia para la investigacion de interacciones entre farmacos, sugiere las
simulaciones de farmacocinéticas basadas en modelos fisiolégicos (physiologically based
pharmacokinetic, PBPK). También son de gran valor los estudios farmacocinéticos in vivo que
consideren los mecanismos de la absorcion, distribucién y eliminaciéon. En aquellos casos
donde se observa una marcada interaccion in vivo y el mecanismo no es claro, se deben llevar
a cabo estudios tanto in vitro como in vivo para explicar el mecanismo y predecir interacciones

gue puedan ocurrir de manera similars®,

La EMA indica que debe tenerse en cuenta los factores extrinsecos que podrian alterar la
solubilidad, la absorcién y el transporte del farmaco; el metabolismo y las enzimas implicadas
en la eliminacion pre-sistémica; si tiene metabolitos 0 no y la implicancia de los transportadores

en el proceso de eliminacién renal, intestinal y biliarss,

La FDA, en su guia para la industria sobre el estudio de interacciones mediadas por
transportadores y el citocromo P450, sugiere que se evalle el potencial del farmaco como
inductor o inhibidor y como sustrato de las enzimas metabolizadoras y de los transportadores
P-gp y BCRP, de transportadores hepaticos OATP1B1 y OATP1B3, de transportadores renales
como OAT, OCT y MATE. También es necesario evaluar los metabolitos del farmaco victima en
la seguridad y la eficacia, la interaccion con medicacion concomitante posible a la indicacién
terapéutica, ya que éstos pueden actuar como perpetradores o sustratos de enzimas

metabolizadoras o en transportadoress2,

La eleccion del modelo animal para estudiar una interaccion farmaco-farmaco se basa en las
similitudes en cuanto al LADMER (Liberacion, Absorcion, Distribucién, Metabolismo,
Eliminacion y Respuesta) y también en las caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas como son
el pH gastrointestinal, la perfusién de los érganos, la expresién de enzimas y transportadores

de los tejidos, la unién a proteinas, entre otros3.

Los estudios in vivo en animales se llevan a cabo dividiéndolos en grupos de acuerdo con el
tratamiento e idealmente habra un grupo placebo o blanco que recibira el vehiculo sin principio
activo. Cuando se desea determinar si el farmaco es perpetrador de algin parametro

farmacocinético del farmaco en estudio, se puede realizar un pretratamiento con el farmaco
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sospechoso y luego, teniendo en cuenta la farmacocinética del perpetrador, administrar el

farmaco victima.

En cuanto al régimen de dosificacion de los farmacos debe tenerse en cuenta la siguiente
propuesta para un sustrato farmaco y el farmaco que interactia: dosis Unica / dosis Unica, dosis
Unica / dosis multiple, dosis multiple / dosis Unica y dosis mdltiple / dosis mdltiple. La eleccion
entre las propuestas depende de los factores relacionados al farmaco sustrato y al farmaco que
interactda. No sélo hay que tener en cuenta el uso agudo o crénico, sino aspectos de seguridad
como si tiene rango terapéutico estrecho, las propiedades farmacocinéticas y
farmacodindmicas®’. Antes de iniciar los ensayos en animales, es importante realizar una
puesta a punto del método y evaluar y analizar el comportamiento del farmaco en el animal
para detectar si se podra correlacionar con la prediccion y con lo observado en humanos32. De
acuerdo con el parametro farmacocinético y el lugar donde ocurre la interaccion sera de dénde

se tomardan las muestras para analizar.

Se han desarrollado una variedad de sistemas y modelos informativos in silico y de laboratorio
para predecir la exposicion a medicamentos y las interacciones medicamentosas en
humanos?®. Si bien los estudios de simulacién han disminuido el nimero de nuevas entidades
quimicas que fracasan en los ensayos clinicos, todavia se reconoce que la prediccion de la
disposicion de farmacos a partir de datos in vitro e in silico necesita una mejora fundamental®.
Los estudios en animales para la evaluacion preclinica de las posibles interacciones farmaco-
farmaco se ven obstaculizados por las diferencias significativas de especies en el metabolismo
y la consiguiente diferencia en la fraccién de farmaco metabolizado. La humanizacién del algan
citocromo P450 individual o incluso para grupos enteros no resuelve el problema de los efectos

de las enzimas de otras subfamilias de P4504°,

Por ultimo, los datos obtenidos de los estudios in vitro generalmente se encuentran en la
seccion de farmacocinética y rara vez se incluye en otra seccion del prospecto o de la
informacion para el prescriptor. De no ser suficiente o no contar con informacién clinica para
incluir en el prospecto, el patrocinador debe incluir la informacion de los estudios in vitro tal
como la caracterizacion del mecanismo metabdlico y de transporte implicados como asi
también interacciones farmacocinéticas entre el farmaco y otros farmacos de venta libre o bajo
receta, con otras clases de farmacos, suplementos dietarios, alimentos o bebidas incluyendo

caracteristicas de la inhibicién, induccién o genéticas si es clinicamente significativo3®.

Los resultados hallados en los ensayos in vitro como se dijo anteriormente, ayudan a
determinar la necesidad de ensayos clinicos en humanos y brindan informacién valiosa acerca
de lo que podria esperarse. En este trabajo se recorre el camino inverso de la clinica a la

basica.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Simulacion de la interaccion
Se realizaron simulaciones in silico de la posible interaccién entre la quinidina y el topiramato,

utilizando una aplicacion disponible on line:

e DDI-Pred (http://way2drug.com/ddi/index.php)#!, es un servicio web de acceso libre

para la prediccién de interacciones entre farmacos, que se basa en la tecnologia PASS
(Prediction of Activity Spectra for Substances) y GUSAR (General Unrestricted
Structure Activity Relationships). La predicciéon PASS usa un clasificador naive Bayes
avanzado y estima los perfiles probables de actividad biologica, apoydndose en su

estructura quimica y en la relacién estructura-actividad+®.

2.2 Estudio en un modelo animal

2.2.1 Farmacos

El topiramato y el sulfato de quinidina se obtuvieron de la Drogueria Saporiti S.A.C.I.LF.I.A
(Buenos Aires, Argentina). Para la administracion en los animales, los farmacos se diluyeron en
una solucion acuosa de solucion fisiolégica y dimetilsulféxido (DMSO). En el caso de la

acetazolamida, ésta se diluyé en agua previo a la administracion.

2.2.2 Animales

Se utilizaron ratones cepa FB1 hembras y machos, peso entre 20 y 30 gramos provistos por el
Laboratorio de Neurofarmacologia de los Procesos de Memoria, Catedra de Farmacologia,
Facultad de Farmacia y Bioguimica, UBA. Los animales tuvieron libre acceso al agua y

alimento previo al experimento.

Los farmacos se administraron por via intraperitoneal (ip) en los tiempos indicados segun
protocolo. Las muestras de sangre de los ratones se extrajeron por desangrado luego de la

decapitacion y puncién arterial en el 0jo, utilizando capilares heparinizados.

2.3 Disefio farmacocinético

2.3.1 Protocolo de eleccion de dosis

Se realiz6 un experimento piloto para encontrar la dosis adecuada de quinidina que permitiera
su determinacion por HPLC-UV. Se administrd a los ratones la quinidina en dosis de 15 mg/kg
y 30 mg/kg, ip. Se tomaron las muestras de sangre a los 15 y a los 40 minutos luego de la
administracion de quinidina. La sangre se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos y se

separo el plasma que se almacend a -70°C hasta su andlisis.
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2.3.2 Protocolo de estudio de la interaccion topiramato-quinidina
Se realiz6 el pretratamiento con una dosis Unica de topiramato 50 mg/kg, ip, 15 minutos antes
de la administracion de quinidina 30 mg/kg, ip. Los ratones fueron sacrificados a los 10, 30 y 60

minutos. En ambas etapas las muestras de sangre fueron tomadas al momento del sacrificio.

2.3.3 Protocolo de estudio de la interaccion acetazolamida-quinidina
En este protocolo, los ratones fueron pretratados con una dosis de acetazolamida de 100
mg/kg, ip, 30 minutos antes de la administracién de quinidina 30 mg/kg, ip. Las muestras de

sangre fueron tomadas al momento del sacrificio a los 15, 30 y 60 minutos

2.3.4 Anélisis farmacocinético

Para el analisis farmacocinético de la concentracién de quinidina en plasma en funcién del
tiempo, se utilizé el programa PKsolver (programa agregado al Microsoft Excel), considerando
un modelo farmacocinético de distribucion monocompartimental y eliminacién de primer orden.
A partir de las curvas promedio de cada tratamiento se obtuvieron la Cmax, Tmax, AUCwy Y
AUC (0-inf), T2, CI/F y Vd/F.

Ademas, para cada tratamiento, con los replicados se calcularon las AUC o, error estandar vy el
intervalo de confianza (95 %). Se realizaron las comparaciones con Test t a posteriori usando
el programa GraphPad Prism, versién 8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com.

2.4 Dosaje de quinidina

2.4.1 Equipo y condiciones cromatogréficas
La determinacion de quinidina en plasma se llevd a cabo por técnica de estandar interno
(propranolol) por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplado a un

espectrofotdbmetro UV (Kravetz, 2018)%2.

Las condiciones cromatograficas fueron: una columna de fase inversa Phenomenex Kinetex
XB-C 100 A (150x4,6 mm de didmetro y tamafio de particula 2,6 i) a 50°C, el solvente de
elucion fue una solucién buffer fosfato 10mM (pH 3,5): acetonitrilo (75:25) en condiciones
isocraticas y flujo de 0,8 ml/min. La fase movil (FM) fue filtrada utilizando un filtro millipore cada
dia para eliminar posibles impurezas y gases que pudieran interferir. El equipo de HPLC cuenta
con un desgasificador mediante el cual elimina los gases que pudiesen contener los solventes
de elucion antes de ingresar en la columna. La deteccion del UV se realizé a una longitud de
onda de
225 nm.

El tiempo de corrida total fue de 12 minutos, siendo el tiempo de retencion para la quinidina a
los 3,9 minutos y del propranolol a los 7,5 minutos, no hubo interferencias durante la elucién de

ambos compuestos.
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Una vez que la corrida finaliza, la columna permanece guardada con una concentracion agua-
acetonitrilo 50:50 ya que la FM cuenta con acetonitrilo y una solucién acuosa de fosfato. Al
comenzar el ensayo se parte de esa relacion y con un flujo 0,2 ml/min y se comienza a
aumentar sin cambiar la proporcion de solvente. Luego se cambia la proporciéon entre ambos

solventes hasta llegar al flujo y la proporcidn optima para la separacion cromatogréfica.

2.4.2 Validacién del método analitico

La validacion del método de HPLC-UV para cuantificar quinidina en suero humano fue
desarrollado por Kravetz y col. (2018)*?, en el Laboratorio de Monitoreo Terapéutico de
Farmacos, Catedra de Farmacologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires. Para el dosaje se utilizd el método del estandar interno utilizando una solucién
de propranolol, que se afiadid a una solucién de plasma con concentracién conocida de
quinidina y se extrajo con una solucion de ciclohexano. La fase organica se evaporé a
sequedad y luego se re-disolvido en fase mdvil y se inyecté una alicuota en el HPLC. Las

condiciones cromatograficas fueron las anteriormente descriptas.

La validacién se realiz6 en concordancia con la Guia de la FDA de Estados Unidos para la
validacion de métodos bioanaliticos de la industria. Los parametros de validacion estudiados
fueron especificidad, linealidad, limite de cuantificacion (LOQ), limite de detecciéon (LOD),

repetibilidad, precision, sensibilidad y estabilidad (Tabla 1)42.

TABLA 1. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO POR HPLC UTILIZADO PARA DETECTAR Y
CUANTIFICAR QNC

Parametro Resultado

Especificidad No se encontraron interferencias

Linealidad 0.5-8.0 mcg/m

LOQ 0,5 mcg/mi

LOD 0,1 mcg/mi

Precision <10% CD

Estabilidad Estable 24 horas a 4°C, una semana a -20°C

y un mes a -80°C

e Reactivos y soluciones: como se indic6 anteriormente los reactivos son de calidad
HPLC.
= Quinidina: polvo blanco cristalino, inodoro, comprado a Drogueria Saporiti, lote
6283, con un 100,5 % de pureza sobre base seca
= Propranolol: clorhidrato de propranolol, polvo blanco cristalino, comprado al

Instituto Nacional de Medicamentos (INAME), pureza 100,5% sobre base seca.
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= Acetazolamida: acetamida cristalina, marca Sigma Chemical Company, N°A-
6011, lote 122F-0140, origen Estados Unidos.

= Solucidn fisiologica: solucién isotonica de cloruro de sodio, marca Rivero.

v

Acetonitrilo: marca Sintorgan, lote 40636, titulo 95,3%.
= Solucion buffer fosfato de potasio: potasio fosfato monobasico p.m. 136.09,
marca Cicarelli, lote 27957, origen Argentina.

e Equipos

v

Balanza analitica: marca Ohaus.
Agitador magnético con buzo.
pH-metro: marca Denver Instrument modelo UB-10.

Vortex: marca Biotraza.

L2 N

Sistema de purificacién de las soluciones para eluir: bomba de vacio, trampa

de vacio, Erlenmeyer, filtro milipore 0,45 nm.

v

Equipo HPLC acoplado a un espectrofotbmetro UV marca Thermo Scientific
Dionex UltiMate 3000.

ANEXO |: Espectros de absorcién UV

ANEXO 1I: Determinacién de OND en ratones por HPLC (experimentos)

3. Resultados

3.1 Estudios de prediccion in silico: DDI-Pred

Se buscé en PubMed las interacciones para la quinidina reportadas en bibliografia con las
palabras claves en inglés “drug interaction with quinidine” y “drug-drug interaction with
quinidine”. Se obtuvieron entre 1.076 y 1.250 resultados de trabajos publicados desde 1946
hasta junio 2021. También se buscé para el topiramato manteniendo las mismas consignas
“drug interaction with topiramate” y “drug-drug interaction with topiramate”, se obtuvieron 550
resultados de trabajos publicados entre 1993 y junio 2021. También se explord sin éxito en
buscadores informales como Google. No se encontrd ningun reporte de la interaccion entre la

quinidina y el topiramato.

Se utilizé una pagina web de simulacién in silico*'para la interaccion QND mas TPM. Los
resultados de la prediccion PASS se presentan como una lista clasificada de varias actividades
biol6égicas con las probabilidades calculadas: Pa ("estado activo") y Pi ("estado inactivo")*3. La
precision promedio de la prediccion estimada en el procedimiento de leave-one-out- cross-
validation es de aproximadamente el 95%, este es un método interactivo que se inicia
empleando como un conjunto de todas las observaciones disponibles excepto una, que se
excluye para emplearla como validacion. Las actividades mas probables son aquellas

predichas con el valor maximo AP = Pa - Pi.
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Los resultados de la prediccion para la interaccion QND y TPM se muestran en la Tabla 2. El
AP da negativo para las predicciones de los CYP3A4, CYP2C8, CYP2C19, CYP2B6, CYP2C9,
CYP1A2 y CYP2D6, se concluye que estas enzimas no estan involucradas en la posible

interaccién entre ambos farmacos.

TABLA 2. PREDICCION DE LA INTERACCION ENTRE QUINIDINA Y TOPIRAMATO PARA LAS ISOFORMAS
DEL CITOCROMO P450

Isoforma CYPs Pa Pi AP

Interaccion CYP3A4 0,032 0,371 -0,339
Interaccion CYP2C8 0,003 0,656 -0,653
Interaccién CYP2C19 0,030 0,920 -0,890
Interaccion CYP2B6 0,009 0,917 -0,908
Interaccion CYP2C9 0,001 0,926 -0,925
Interaccion CYP1A2 0,001 0,948 -0,947
InteraccionCYP2D6 0,001 0,959 -0,950

3.2 Estudios en animales

3.2.1 Definicidon de dosis y tiempos
Se realiz6 un experimento piloto en ratones para la eleccién de la dosis y el tiempo de
administracion de quinidina, tal que la dosis elegida permitiera determinar las concentraciones

plasmatica a distintos tiempos por HPLC desarrollada por Kravetz y col., 2018.

Se administré quinidina 15 y 30 mg/kg, ip, a ratones hembra (4) y se extrajo sangre a los 15y
40 minutos. La concentracién de quinidina plasmatica promedio a los 15 minutos en los
animales (2) que recibieron 15 mg/kg fue 1,3 mcg/ml. Para la dosis de 30 mg/kg, ip, luego de
15 minutos administrada la quinidina, la concentracion plasmatica fue de 2,3 mcg/ml y luego de
los 40 minutos fue de 1,2 mcg/ml.

A partir de los resultados de la dosis de 30 mg/kg, se calcul6 la semivida de eliminacién de la
quinidina que fue de 25 minutos. Con estos resultados se decidié usar la dosis de quinidina de
30 mg/kg y tiempos de muestreo a los 10 6 15, 30 y 60 minutos para construir la curva de

concentracién plasmética de quinidina en funcion del tiempo.

3.2.2 Efectos del topiramato sobre la farmacocinética de la quinidina

Para estudiar la interaccion farmacocinética de la quinidina y el topiramato en ratones
(machos), los dos grupos de estudio fueron: QND 30 mg/kg, extraccion de sangre a los 10, 30y
60 min y el grupo pretratado con TPM 50 mg/kg y QND 30 mg/kg 15 minutos después y

extraccion igual que al otro grupo. En la Tabla 3 se muestran los resultados de las
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concentraciones plasmaticas de los 2 grupos y en la Figura 4 la curva de concentracién en

funcién del tiempo para cada grupo (n=4-5 ratones para cada tiempo).

TABLA 3. CONCENTRACION PLASMATICA PARA LOS DOS TRATAMIENTOS

Tiempo Concentracién plasmatica de QND
(min) (mcg/mL)
QND Media  Desvio QND + TPM Media  Desvio
estandar estandar
10 3,1 3 23 28 19 26 0,5 36 36 28 36 30 33 0,4
30 2 2 1,7 13 23 19 0,8 20 2,7 27 21 40 2,7 0,8
60 BQL 08 10 11 11 1,0 0,1 23 14 16 12 12 15 0,5

Nota: (cada valor es el resultado de un ratén).

BQL: (Below Quantification Limit) por debajo del limite de cuantificacion.

En la Figura 4, se observa que la curva para QND + TPM tiene un &rea bajo la curva mayor
que para el tratamiento con sélo QND. Esta observacion indica que los ratones tuvieron mayor

disponibilidad de QND en el grupo tratado previamente con TPM.

10+
-@- QND
QND + TPM
QND
(mcg/ml) 1 o

0.1 | | | |
0 20 40 60 80

Tiempo

(min)

FIGURA 4. CONCENTRACION PLASMATICA PROMEDIO DE QUINIDINA EN FUNCION DEL TIEMPO (N=4-5

RATONES POR TIEMPO)
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Para la estimacion de los parametros farmacocinéticos, se analizaron las curvas promedio por
un método no compartamental, considerando que la quinidina tiene una cinética de eliminacion
de primer orden. En la Tabla 4 se muestran los parametros farmacocinéticos de los dos grupos.
La constante de eliminacién (Ke) para el grupo tratado con QND tuvo un valor de 0.019 min-, y
para el grupo tratado con QND mas TPM fue 0.016 min?, el Tw fue 35,7 y 44 min,
respectivamente. Las AUCot y AUCo+ fueron mayores para la administracion conjunta con
TPM en 1.4 y 1.8 veces, respectivamente. Esto indicaria que los ratones tratados con
topiramato tuvieron mayor biodisponibilidad de quinidina. Se observé un menor Vd/F para el
tratamiento en conjunto y el CI/F disminuy6 para este mismo grupo, acorde al aumento de la

biodisponibilidad.

TABLA 4. PARAMETROS FARMACOCINETICOS PARA LOS DOS TRATAMIENTOS

Parametro QND QND + TPM Porcentaje de cambio
(%)

Ke (1/min) 0,019 0,016 16

T2 (Min) 35,7 44,3 +24

Cmax (mcg/mL) 2,62 3,32 + 27

AUC 0-t (mcg/mLxmin) 100,8 140,0 +40

AUC 0-Inf (mcg/mLxmin) 152,41 238,9 + 57

Vd/F (mL) 10,16 8,03 21

CIl/F (mL/min) 0,20 0,13 35

Nota: los porcentajes indicados con un signo + muestran el incremento en el porcentaje de cambio.

Se calcul6 el AUCo-t por el método de los trapecios para ambos tratamientos, con sus intervalos
de confianza y su posterior comparacion estadistica por el Test t, en la Tabla 5 se muestra los

valores y diferencia significativa entre los dos grupos (p = 0.0012).

TABLA 5. COMPARACION DE AUCo.r

QND QND+TPM
AUC (mcg/mLxmin) 87,70 123,80*
Error Estandar 8,75 16,38
Intervalo de Confianza 95% 70,54 -104,9 91,69 - 155,9

*p=0.0012

Estas observaciones indican que existe una interaccion entre ambas drogas en este modelo
animal, que afecta la disponibilidad de la quinidina cuando es administrada luego de 15 minutos

del topiramato.
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3.2.3 Estudio con un inhibidor de la anhidrasa carbdénica

La alcalizacion de la orina por la accion del topiramato por inhibir la anhidrasa carbénica seria

responsable de los cambios plasmaticos de quinidina mas topiramato, se decidio estudiar el

efecto de la acetazolamida (AZA), un inhibidor selectivo y potente de la AC en la

farmacocinética de la quinidina.

Con un esquema similar al protocolo anterior, se administré a ratones (hembras) AZA 100

mg/kg ip, 30 minutos antes de la administracién de quinidina 30 mg/kg. Se sacrificaron los

ratones a los 15, 30 y 60 minutos desde la administracion de la quinidina. Al momento del

sacrificio se tomaron las muestras de sangre y se procedi6 al dosaje de quinidina (ver Tabla 6).

Se calcularon los valores promedios para cada tiempo (n = 4-5 ratones).

TABLA 6. CONCENTRACION PLASMATICA DE QUINIDINA PARA LOS DOS TRATAMIENTOS

Tiempo Concentracién plasmética de QND
(min) (mcg/mL)
QND Media  Desvio QND + AZA Media  Desvio
estandar estandar
15 21 25 BLQ 26 0,6* 2,4 0,2 1,7 37 28 26 38 2,9 0,9
30 27 17 21 214 0,5 23 2,7 31 16 BQL 2,4 0,6
60 08 08 09 0,8 0,1 1,3 14 09 09 10 1,1 0,2

Nota: (cada valor es el resultado de un ratén).
BQL: por debajo del limite de cuantificacion.
0,6*: valor que difiere 2 veces con la media, fue descartado como outlier.
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En la Figura 5 se observan las curvas de concentraciones plasmaticas de quinidina en funcién
del tiempo para los dos tratamientos, la curva de quinidina esta por debajo de la curva del
tratamiento QND mas AZA.

10
8- OND
-~ QND + AS
QND
(mcg/ml) 1+
0.1 | | | 1
0 20 40 60 80
Tiempo
(min)

FIGURA 5. CONCENTRACION PLASMATICA PROMEDIO DE QUINIDINA EN FUNCION DEL TIEMPO.

Se calcularon los parametros farmacocinéticos (ver Tabla 7), la constante de eliminacién para
los ratones tratados con quinidina fue de 0,027 min! y de 0,022 min-! para el grupo de los
ratones que recibieron QND+AZA, el Ti2 tuvo un valor de 25,8 y de 31 minutos,
respectivamente. Las AUCoy Y AUCpt-) fueron 1.2 y 1.3 veces mayor, para QND+AZA que
para QND sola.
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TABLA 7. PARAMETROS FARMACOCINETICOS PARA LOS DOS TRATAMIENTOS

Porcentaje de cambio

Parametro QND QND + AZA (%)
Ke (1/min) 0,027 0,022 19
T2 (Min) 25,8 31 +16
Cmax (mcg/mL) 24 2,92 + 22
AUC(0-t) (mcg/mLxmin) 95,5 114,98 + 20
AUC0-infy (Mcg/mLxmin) 123,87 164,16 + 33
Vd/F (mL) 9,03 8,17 10
CI/F (mL/min) 0,24 0,18 25

Nota: los porcentajes indicados con el signo + muestran el incremento en el porcentaje de cambio

Se calcularon las AUC(+1), error estandar e intervalos de confianza, y se compararon
estadisticamente con el test T, como se describié anteriormente el resultado no demostré una
diferencia significativa (p=0,1539), pero una tendencia a mayor disponibilidad de la quinidina

con el tratamiento que incluye AZA

TABLA 8. COMPARACION DE AUCo.r

QND QND+AZA
AUC (mcg/mLxmin) 77,55 83,40*
Error estandar 8,83 19,87
Intervalo de Confianza 95% 60,24 a 94,86 44,46 a 122,30

*p=0,1539

Si bien las diferencias no fueron significativas, hay una tendencia a una mayor disponibilidad de

la quinidina con el tratamiento que incluye AZA.
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4. Discusion y conclusiones

En la investigacién médica aplicada, los parametros farmacocinéticos calculados en estudios
en animales se utilizan para predecir la farmacocinética en los humanos, mediante el escalado
alométrico entre especies**. En esta tesina, se recorrié el camino inverso, a partir de un caso
clinico (Kravetz y col., 2021), se estudio la posible interaccion farmacocinética entre la quinidina
y el topiramato en dos modelos preclinicos: uno predictivo en un simulador in silico y uno in

vivo en un modelo animal.

En el sitio web Drugs.com que brinda informacién con fines educativos sobre mas de 24.000
farmacos de prescripcion, venta libre y productos naturales no se encontr6 ningun informe
sobre la interaccion entre la QND y el TPM?L. En el sitio Drugbank se encontré una posible
interaccién de severidad moderada para la combinacion de topiramato con quinidina, que
indica un aumento del riesgo de hipertermia y oligohidrosis?’-45. Si bien la falta de reportes
publicados no indica que no exista interaccién alguna, se simulé en un modelo predictivo, la
posible interaccién farmacocinética a nivel de las enzimas del citocromo P4504. El resultado de
la prediccién permitié descartar esta posibilidad. Aun cuando se ha descripto que el topiramato
puede ser un inductor enzimatico débil en dosis mayores a 200 mg por dia* y también que
tiene actividad inhibidora sobre el CYP2C19, pero no tiene actividad sobre el CYP3A4 que es la
isoforma por la cual se metaboliza mayoritariamente la QND. La bibliografia apoya los

resultados obtenidos en la prediccidén sobre el metabolismo.

En este trabajo se realiz6 un ensayo piloto de eleccién de la dosis y los tiempos de extraccién
de sangre para describir la farmacocinética de la quinidina en ratones y evaluar la hipétesis
formulada. La dosis elegida de quinidina fue 30 mg/kg, ip*"48, y se observé un tiempo de
semivida de eliminacion para la quinidina de 25 minutos, que determiné los tiempos de
muestreo del protocolo para estudiar la farmacocinética de quinidina administrada luego de
topiramato. Se disefi6 un protocolo de muestreo de sacrificio en serie obteniendo sélo una
muestra de sangre por animal para el tiempo de interés*. El disefio clasico de datos
completos, donde en cada animal se muestrean todos los tiempos, generalmente sélo es
aplicable para animales grandes utilizando el enfoque tradicional de dos etapas. La primera
etapa implica la estimacion de los parametros farmacocinéticos para cada animal por separado
y la segunda etapa utiliza las estimaciones de parametros individuales para la inferencia
estadistica. En el caso de los ratones el muestreo de sangre esta restringido, se puede aplicar

el disefio del lote o de sacrificio en serie*°.

El grupo de ratones que recibieron topiramato 15 minutos antes de la quinidina mostré un
aumento significativo de la biodisponibilidad en un 40 %. Este efecto del topiramato es en
agudo, un mecanismo que implica cambio rapido de la concentracion. Esto concuerda con la

alteracién de la AC y cambios en el pH urinario que podria ser la causa del aumento de AUC.
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Esto llevé a la hipotesis de la interaccion por la alteracién en la eliminacién renal, porque se
sabe que el topiramato es un inhibidor de la anhidrasa carbdnica y provoca el aumento del pH
urinario. Se han descripto algunos casos como el de una mujer con migrafia tratada con
topiramato

150 mg/dia que presento acidosis tubular renal mixta asociada al tratamiento. El pH urinario fue
de 6,0 con una brecha aniénico-urinaria positiva como resultado de la disfuncion tubular
causada por la inhibicion de la anhidrasa carbénica®. En otra publicacién, se asocié un
aumento del pH urinario por la inhibicion de la AC renal en el 78 % de los voluntarios sanos
tratados con topiramato en comparacién con los placebos. El tratamiento con topiramato
aumenta la excrecién urinaria de bicarbonato, causa acidosis metabdlica sistémica, excrecion
de citrato urinario y un aumento significativo del pH urinario®!. Para probar la hipétesis de
cambios en el pH, se estudi6 la farmacocinética de la quinidina previo a la inhibicién de la AC
con acetazolamida (100 mg/kg) y verificar si otro fArmaco con este mecanismo el mismo efecto.
Se eligio la dosis de 100 mg/kg, ip de AZA que se administré 30 minutos antes de quinidina,
porque otros autores demostraron cambios en la eliminacién de los barbitiricos por
acidificacién del plasma y alcalinizaciéon de la orina con esta dosis y tiempo®2. Los resultados
obtenidos en la farmacocinética en ratones en el grupo de QND + AZA s6lo demostraron una
tendencia a aumentar el AUC (+ 20 %) no significativa. Si bien la dosis de AZA 100 mg/kg es
utilizada en ratones por varios autores®253 , es posible que en esta cepa de ratones la dosis
para inhibir a la AC sea otra. Por otra parte, el tiempo de administracién previo a la QND
también se eligié de acuerdo con los resultados de Sato y col., pero puedo no ser suficiente o
ser excesivamente mayor para ver el cambio del pH urinario, la realizacion de préximos
estudios con dosis y tiempos diferentes ayudaran a definir el efecto de la AZA en eliminacion
renal de la quinidina en esta cepa de ratones. La bibliografia reporta pocos casos de
interaccion moderada con la quinidina?!, por reducir su excreciéon urinaria, aumento de la
concentracién plasmatica, la actividad terapéutica y los efectos toxicos®4.Por la disponibilidad
durante la pandemia, os experimentos con topiramato y acetazolamida se utilizaron ratones de
distinto sexo, esto podria generar diferencias en los resultados que habria que explorar,
porque existe un antecedente de mayor sensibilidad del efecto letal de la quinidina en los

ratones hembra que en los machos®®, que no tiene significancia clinica

Entre los estudios de las interacciones de farmacos en preclinica también se evallan los
diferentes transportadores. Seria de interés evaluar la implicancia de los transportadores OATP
en la eliminacion de quinidina en modelos de ratones transgénicos, aun cuando no se
encuentran facilmente disponibles y el costo es alto. El uso de estos ratones puede mejorar la
calidad de la evaluacién preclinica en el desarrollo de farmacos y proporciona informacién
valiosa sobre los mecanismos subyacentes de la DDI®. Como la quinidina es sustrato e

inhibidor y el topiramato es inhibidor de la P-gp, podrian competir, para descartar la

35



Interacciéon quinidina-topiramato: de la clinica a la preclinica

competencia entre los farmacos se debera estudiar la proteina P-gp en modelos in vitro de

células CACO-2 o en lineas celulares MDR1 transfectadas®’.

En el caso informado por Kravetz y col., no se pudo suspender el topiramato perdia el control
de las crisis, queda pendiente el estudio de la interaccién farmacodinamica del sinergismo en
un modelo Para ello se debera estudiar con modelos animales de convulsiones que

ejemplifique la EPMI.

Conclusion: el estudio de las DDIs implica ensayos preclinicos y clinicos, en este trabajo se
han realizado dos estudios que incluye la simulaciéon con el metabolismo y la accién del
topiramato en agudo sobre la farmacocinética de quinidina en ratones. El topiramato en agudo
afecta la biodisponibilidad de la quinidina en el modelo estudiado. No se puede descartar el
compromiso de la inhibicion de la AC, quedan varias posibilidades para seguir estudiando esta

interaccion.
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6. Anexos

ANEXO I. Espectros de absorcién UV
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ANEXO II. Valoracién de QND en ratones por HPLC (experimentos)

TABLA 9. VALORACION DE QND EN RATONES EN EL PROTOCOLO DE ELECCION DE DOSIS Y TIEMPOS
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Curra de calibracion y raloracion de @uinidina en plazma de raton 2500372021
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Raton Pezo [gr]al. Admin a t=0 mol. Adwmis [m Muestra

Falta data
Falta data
32

A
A
B
E
C
C
]
0 i
3
E
F
F
]
G
H
H
|
| 32

3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 maiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
30 mgiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 mgiml
3.0 maiml
3.0 mgiml

036
036
0,35
05
0,33
033
0,37
0,37
03
03
0,35
0,35
0754
054
0
0

024
024
05
05
10
10
13
13
24
23
i3
33
43
43

Pesada [mg) N corregido Area BND

03126
073126
0,448
0,71763

15513

15414
23633
23413
4 A3
46554
3853
6,3233
T.3363
T.3363

Fangre &
Sangre &
Sangre B
Fangre B
Fangre &
Sangre &
Sangre
Sangre 0
Fangre E
Fangre E
Sangre F
Sangre F
Fangre G
Fangre G
Sangre H
Sangre H

ContralTopi  Fangrel
ControlTopi  Fangrel

t extraccion [mil. Muestra [Area ML Area 3TI Rel. areas i [pofal]

Area 3TI Rel. area:c [pglml)

376121
B A
33,1603
36,1425
36,5635
5523
35,1224
34,6152
35,115
35,1138
J3E
33,6234
36,3185
36,3185

250
250
350
30
0
10
400
400
230
250
foo
foo
k0]
300
100
foo
300
0]

035064
033064

130130
200530
424553
423034
545677
G453
15,1370
1511370
16,63503
16,6:3505
13,41172
13,1112

a1ame
21212
2,533
23578
03501
03143
35229
a2l
11533
11635
0,0523
0,0523
21652
21632

IS
042
044
01,36
037
132
133
2,39
2,33
427
427
4,54
454

34,4504
34,4504
35,0134
Aoz
32,3135
31,7064
32,0452
2,452

anisan

21,1521
34,4555
34,4555

3348

33,483

73013
140713
615503
624373
252075
2,56554
10,39355
10,39355
455166
4,55185
015535
015535
B4TT35
647735

1713
173
133
141
063
0,64
250
250
033
0,33
002
002
147
147

e ane

L P

patiiiii]

paifiiiit]

1500000

10,

3 LI

[k

0 0

TABLA 10. VALORACION DE QND EN RATONES EN EL PROTOCOLO DE QND Y QND MAS TPM

100

-

Hivel de concestracion {ug/ml)

=4 e b LR
W =i

# Gl

— Lirwl [aresd)

cc corregida [pgforomedio en sangre [pginl)

359
359
133
202
2,25
230
Bk
BAkS
14
147
0,08
0,08
244
244

36
20
23
31
20
01

24

45



Interaccién quinidina-topiramato: de la clinica a la preclinica

TABLA 11. VALORACION DE QND EN RATONES EN EL PROTOCOLO DE QND Y QND MAs TPM

Curra de calibracion y valoracion de Buinidina en plasma de raton FWH0F2021

Carra de calibracion ¢n plazma 15,0000
Hivel Pesada [mi corregidires BNLCArea STI3el areanc [pgfml  Eias
0,25 10,2 024 04023 33,0436 121330 0,27 10,5 ¢ = 4,453x + 0,0204
0,25 0,2 024 05128 351636 034320 0,21 14,7 02D RY = 0,00E3
0,5 10,2 a5 0,736 33,4104 255243 053 3l
0,5 10,2 a5 0,736 334104 253243 053 LA ]
1 10,2 1.0 15632 373424 413574 032 -4.3 5 s
1 0,2 10 15632 37,9424 413574 032 -4,3 ﬁ * Sari
2 10,2 13 306 36,5732 542003 153 3,0 2
2 10,2 13 308 365732 542003 153 =30 o L=
3 0,2 23 53237 33N83 1560323 305 4.6 =
3 10,2 23 53231 3ANE3 1560323 305 4.6 —
4 10,2 k] 6,745 33,7534 1636710 381 -0
4 10,2 33 GT404 337275 1636646 381 -2
5 0,2 43 12333 353218 217233 4,57 0.3 000000
5 10,2 43 12333 I3 2irasH 4,57 0,3 0,00 1,00 1 3,00 4,0 5,00 6,00

Mived de concesdraion [pfml]

Aniliziz de laz muestras de plasma

Rato Peso D=s t Yol D=z t Yal. L] Yol Area Area Rel areas o o cc promedic &
» [ar] Topi isyeccic Admin 2ND inyecci  Admin  extracci Muestra eND iT1 [(rofml) corregid zangre [pgiml)
1@ baso s o e e GRL SO see st e
2 = bW om0 gl e st omt G W
° & T i e o v
0 b w0 o os e am W LA astes  osst ger M
H 30 S0 -25 0,30 30 a 0,30 =] 350 :;g:: g::::: ::g::g Egg, ::: 14
o o e e w0 om s we 2T oW semoamow
R R e
R T T
s s N e w0 om s omo | me MR weme on oz
g 30 S0 30 0,30 30 a 0,30 =] 400 23;:2 g:g;: :::g; :2: - ::; 16
T 23 S0 -5 0,23 30 a 023 =] 260 gg::: 2222:: 2::::2 322 r ::g 12
¢ o M ew w0 om s owe 08 e ume o wm
s im0 e s ow I eme zes o
o o 62 w0 om s m Mmoo omm om o
"o w0 e W owe (9 oAEe s o m
e s o0 e s aw  eromEmoamer oom s
13 35 S0 -15 0,35 30 a 0,38 30 300 :::;2 22:232 ;:;22 ::g, ::g 21
14 32 S0 -20 0,32 30 a 032 30 300 :::E: ggg:g: ;:g:g ::: - z:g 21
15 # S0 -as5 0.3 30 a 0.3 30 400 :g:;z z;::g ;:g::z :;E r ::g 21
16 34 50 -30 0,54 30 a 0,34 30 300 3%;;2 gz:;ig 11'?33;31141 ::g, :g: 41
v s w o em W we  INEoImmoogmm oo oax
. = s w0 em o b w4 owm o ogme o g
b v w0 oam w om I mwE ame o,
0o T I - A B
21 23 50 -15 0,23 30 0 0,23 n 1T 2;;‘:;; 2;63?;3: ::f;:; :gi, 2:; 36
az 30 S0 -15 0,30 30 a 0,30 0 30 2:32: ggggg: gzz:;: gg;, 2;2 2.8
23 32 S0 -15 0,32 30 a 032 0 10 ::zgg 2223:: :::g:: ::g, 2:2 3.6
24 33 S0 -5 0,33 30 a 0,33 0 250 :::: g::z:g ::gg: ::E ggg 30
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Interaccién quinidina-topiramato: de la clinica a la preclinica

TABLA 12. VALORACION DE QND EN RATONES EN EL PROTOCOLO DE QND Y QND MAS AZA

Curva de calibracion y valoracion de Quinidina en plasma de raton 05/0712021

ac

n
1

2

Curva de calibracion en plasma

Nivel

0,
0,

[or]
24

24
24
23

25

2
23
23
25
25
25
27
24
27
27
24
2
29
2

20

L7
5

LS R I N R RE R CRE

Pesada [ml| corregidirea GMNLArea STl3el. area:c [pgiml

02723
03723
16947
10862
2544
23208
52023
530332

EE02
BE223
85268
25263

b )|

21132
21132
427406
27,728
41,3923
329163
44,2453
44,0453
386137
s
40,3613
40,3513

434472

Anilisis de las muestras de plasma
Rato Peso Dss

Acet

00

100

100

00

00

100

100

00

00

100

t
inyecei

-5
-40)
-45
50l

il

-0
-5
40
45

50

¥ol.
Admin

02&
023
02
0,25

025

024
0,26
0,23
02&

0.z

Ds=s
QND

20
20
20
20

a0

]
30
30
a0
]
30
30
a0
20
0
30
30
a0
]

30

t
inyecci
]

1]

1.7EI7E 047
176178 047
236603 0,95
291373 0,94
253873 1496
253264 196
11,22561 263
11,22561 268
17.10015 384
1711265 384
2112894 472
2112894 472
414236 2091387
Yol t
Admin extraceci
0,24 B0
0,24 B0
0,24 B0
0,23 B0
0,25 B0
0,26 1]
0,23 1]
0,23 1]
0,25 30
0,25 30
0,26 30
0,27 30
0,24 30
r
i 30
r
A a0
0,24 30
0,26 30
0,24 30
0,26 30
0,20 30

Bias

¥ol.

0,3

Muestra

260

G600

260

260

250

260

200

250

260

260

250

250

120

260

=1}

200

200

260

260

250

Area

QND
05061
0,531
1,0094
101
06543
06305
06347
03207
07812
07212

12223
09772
11807

Relacion de areas

Area
5TI
434628
43 5055
370366
29244
47,0744
47,1370
45,2271
23,0551
44,1644
44,1644

48,7828
39,8553
514165
299125
44 6358
25,3551
424337
0,721
439778
431038
372088
371976
416402
436403
44 3554
23,4508
44 B3GR
44,5350
44,7734
44 6348
427476
437967
425545
68241
46,6238
46 B854
40,7125
30,4053
255362
25,5962

Rel. areas

104431
109493
27254
2734602
139120
133764
140336214
129101544
17628455
17622450

280852
245187
2,23800
215972
173340
166303
171
156327
177188
183273
a07aE
3.26526
548298
548530
260134
2 E4132
249630
253420
05571
056386
372249
27263
334571
5,84253
£B6302
EE4T4T
224102
219445
0280393
028092

2

Nivel de concentracion {ugmi]

[HH [HH
[rgiml]  corregid
0,3 063
032" 062
068 068
nga” 08
039 078
028" 07
039 078
n2a" 078
047 094
047" 084
ng2" 127
0g2 124
058" 144
058 140
048" 0,96
045 0,40
048" 0,32
043 0,26
047" 0,35
043 0,47
077" 154
080 150
1297 258
129 258
086" 273
06 277
086" 1,70
088 172
021" 2,08
0,21 2,09
040" 2,25
0,90 2,26
ogz" 2,05
137 342
156" 3,08
154 3,08
080" 153
079 157
015" 0,29
0,15 0,29

cc promedio en

sangre [pgfml)

06
07
02
02

04

21
23
27

a1

03

47

¥ = £,5536 - 0,3871
' = 0,597

# Senesl

—Lineal (Seriesl)



21

22

23

24

25

26

27

25

29

30

26

23

2B

258

s

28

27

28

27

23

52

53

54

55

56
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0,22
027
0,22
027y

023

30

0

0

a0

a0

30

30

30

0

30

026
023
028
0,256
r
B
0.2a
027
0238
027

023

200

150

150

260

120

120

200

200

120

150

1,287
13826
14245
0,118

0,064
0,04EE
23734
23303
00873
01052
06224
06426
19677
13677

1622
13813

11617
11392
17644
17E44

41175
41,2743
465313

5,BEE2
31,0630
21,0283
42,0545
41,4624
42,7832
429165

43,1910
430757
20,9721
04721
222834
20,0063
46,7673

45,1031
26,7063
2E,FOE3

23,3813
334978
06135
231208
027514

0,15013
563961
BE2143
022859
0,24653
144326

149173
B 26314
E.35314
496239
453671
243400
262677
480630
420620

023"
02z
076"
072
04"

1327
132
[k
0,14
o407
0.4
142"
148
(A
108
053"

207
2,05
2,52
24
045
023
255
264
0,56
053
167

17
370
T
283
270
252
2EE
380
380

21
25
04
26

0

T
28
28

38

48



