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Resumen

La epilepsia es una enfermedad compleja que requiere de un tratamiento precisoy eficiente
para evitar consecuencias severas en la vida de los pacientes. La lamotrigina es uno de los
farmacos que se utiliza frecuentemente en el tratamiento de esta enfermedad,
desafortunadamente, se ha demostrado una gran variabilidad tanto en la farmacocinética

como en la respuesta terapéutica al farmaco.

Para intentar explicar dicha variabilidad en la farmacocinética de la lamotrigina, se decidio
utilizar un modelo matematico farmacocinético. Utilizando el software Phoenix NLME 8.1y
un algoritmo condicional de primer orden (FOCE-ELS) se desarrollaron y probaron
diferentes modelos, siendo el mejor un modelo de un compartimento con absorcion de

primer orden.

Con respecto al modelo estructural se obtuvieron los siguientes pardmetros: Ka 4.94 + 1.15
(h%), V 38.00 + 3.56 (L) and Cl 0.87 + 0.11 (L/h). Al realizar el anélisis de covariables se
determind que la concomitancia con valproato afecta de manera importante la depuracion
de Lamotrigina, de igual manera los polimorfismos en el gen UGT2B7 afectan la cinética de
manera importante, por lo cual, de ser posible, estas dos covariables deberian evaluarse al

momento de prescribir este farmaco.

En general, el modelo desarrollado puede realizar predicciones acertadas de las
concentraciones plasmaticas a través del tiempo. Sin embargo, el modelo aun es susceptible
de mejora y continuard alimentandose con informacién obtenida de pacientes pediatricos,
lo cual le dard un mejor valor predictivo. A futuro, el modelo requerira de una validacién
externa para poder ser utilizado en la clinica, ayudard en la optimizacion de la dosis
recomendada de manera personalizada, y por lo tanto, podria reducir la frecuencia de

aparicion de efectos adversos y mejorar la respuesta terapéutica.
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Abstract

Epilepsy is a complex disease that requires a fast and efficient treatment to avoid severe
consequences in patients’ life. Lamotrigine is one of the main drugs used in the
pharmacologic management of the disease, unfortunately, there exist several reports of
great variability in the pharmacokinetics and the therapeutic outcomes has been

demonstrated when Lamotrigine is prescribed.

To explain the large variability in the pharmacokinetics of Lamotrigine in Mexican children
we decided to approach through a population pharmacokinetic model. Using Phoenix NLME
8.0 and the first-order conditional estimation extended least squares (FOCE ELS) algorithm
several structural pharmacokinetic models were tested, and a one-compartment, first order

absorption model was selected.

In regard to the structural model we obtained the following parameters: Ka 4.94 + 1.15 (h"
1),V 38.00 + 3.56 (L) and Cl 0.87 + 0.11 (L/h). After covariate assessment was performed we
found that concomitance with Valproate impacts significantly over clearance, same goes for
polymorphisms of the gen UGT2B7, therefore, we think that this covariables should be

assessed by physicians when prescribing this drug.

Overall, the model can predict accurately the plasma concentrations through time,
nevertheless it is still susceptible to improvement and will be enriched with extra
monitoring points over time, this will enhance the model predictions. In the future the
model will need an external validation and after that it may be used in clinic for dose
optimization reducing the frequency of adverse effects and improving drug clinical

outcomes.
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1 Introduccion

1.1 Epilepsia

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), define a la epilepsia
como: “Una enfermedad caracterizada por una predisposicion a generar crisis convulsivas,
gue ademas presenta consecuencias neurobioldgicas cognitivas, fisioldgicas y sociales
asociadas a dicha condicion”.[!! La epilepsia puede tener consecuencias severas en la vida
de los pacientes, por esta razon el tratamiento de la epilepsia debe ser lo mas preciso, eficaz

y rdpido posible.

1.1.1 Incidencia de epilepsia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud en el mundo existen aproximadamente
cincuenta millones de personas con epilepsia, lo cual la convierte en una de las
enfermedades neuroldgicas mas frecuentes. En el mismo reporte, la OMS establece que
aproximadamente 80% de las personas que padecen epilepsia viven en paises de bajo o
mediano ingreso, de esta poblacion tres cuartas partes no reciben tratamiento para la
enfermedad, mientras que de aquellos que si reciben tratamiento, aproximadamente el

70% presentan una respuesta favorable.?

En México, el Programa Prioritario de Epilepsia reportd en el 2016 una prevalencia de 11 a
15 personas con epilepsia por cada diez mil habitantes, por lo que se calculd que en el pais

existian un millén y medio de personas con epilepsia.?!

1.1.2 Clasificacion de la epilepsia

La misma ILAE presento en el afio 2017 una clasificacidén de la epilepsia que se basa en el
tipo de convulsiones que presenta el paciente. De acuerdo con esta organizacién una
convulsion se define como: “Un evento transitorio acompafiado de signos y sintomas

asociados a actividad anormal excesiva y/o sincrdnica del cerebro.”
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Esta clasificacidn presenta dos categorias: crisis focales y crisis generalizadas./*! Las crisis
focales son aquellas donde Unicamente se ve afectada una regién especifica del cerebro y
se pueden subdividir de acuerdo con el estado de consciencia del paciente durante el
episodio convulsivo. Las crisis conscientes son aquellas en las que el paciente se mantiene
perceptivo y mantiene el conocimiento de si mismo y del ambiente aun si se encuentra
inmovil. Por otro lado, las crisis inconscientes son aquellas donde el paciente pierde el
conocimiento de si mismo y el ambiente que lo rodea. Ambos tipos de epilepsia

posteriormente se subclasifican en crisis motoras y crisis no motoras.“!

En las crisis generalizadas se ve afectada la totalidad del tejido encefalico, éstas se pueden
subclasificar en motoras y no motoras (también llamadas crisis de ausencia); las crisis
motoras se pueden subdividir de acuerdo con el tipo de movimiento que presentan en:

crisis tonico-clénicas y otras motoras.

Si se desconoce el origen de las crisis convulsivas, estas se clasifican como “Crisis de origen
desconocido”, esta categoria se puede dividir en motoras y no motoras. Si no existe la
capacidad o no hay informacién suficiente para clasificar la epilepsia, la ILAE propone la

categoria “no clasificable”. P!

. De origen
Focales Generalizadas & .
desconocido

¢ Conscientes e Motoras e Motoras

* Motoras ¢ Tonico-clonicas ¢ Tonico-clonicas

* No motoras e Otras motoras e Otras motoras
* |[nconscientes e No motoras e No motoras

e Motoras

e No motoras

Figura 1: Clasificacion de la epilepsia de acuerdo con la Liga Internacional Contra la

Epilepsia.
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1.1.3 Tratamiento de la epilepsia
El Instituto Nacional para la Excelencia Clinica del Reino Unido (NICE) establece en sus
lineamientos para el tratamiento farmacolégico de la epilepsia que el farmaco a utilizar

dependerd del tipo de convulsiones que presenta la epilepsia a tratar.

Para la epilepsia focal recién diagnosticada en pacientes pediatricos, la NICE recomienda el
uso de lamotrigina o carbamazepina como tratamiento de primera linea. En el caso de
epilepsia focal que no se ha podido controlar por carbamazepina se sugiere utilizar

lamotrigina como farmaco concomitante.

En cuanto a la epilepsia generalizada ténico-clonica de pacientes pediatricos se considera
tratamiento de primera linea al valproato, si el paciente no es apto para tomar este farmaco
se recomienda utilizar lamotrigina. En el caso de que el paciente presente epilepsia
generalizada de dificil control se recomienda utilizar como farmaco adyuvante lamotrigina
(si no se ha administrado), clobazam o levetiracetam, mientras que para la epilepsia
generalizada no motora (crisis de ausencia), se considera tratamiento de primera linea la

lamotrigina, etosuximida o valproato.

De igual manera se recomienda el uso de lamotrigina en diferentes sindromes
epileptogénicos como el sindrome de Lennox-Gastaut, sindrome de Dravet y sindrome de

Panayiotopoulos. [©!

De acuerdo con estas guias tanto la lamotrigina como el valproato son los dos farmacos mas
utilizados en el tratamiento de la epilepsia en pacientes pediatricos, y frecuentemente se

recomienda su uso de manera conjunta en epilepsias de dificil control.

En México, existe la guia para el manejo de la primera crisis convulsiva en pacientes

pediatricos, publicada por el Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud (CENETEC)
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donde se recomienda establecer el tratamiento con lamotrigina tanto para crisis focales

como para crisis generalizadas.!”]

1.2 Farmacocinética

Farmacocinética se define como el estudio de los procesos a los que es sometido un farmaco
a través del tiempo posterior a su entrada en un sistema bioldgico, la farmacocinética se
divide para su estudio en cuatro procesos fundamentales: absorcion, distribucion,

metabolismo y excrecion.!®

1.2.1 Absorcién
Absorcion se les denomina a todos los procesos que intervienen en la entrada del farmaco
al cuerpo, desde el sitio de administracion hacia el torrente sanguineo desde donde se

puede llevar a cabo su distribucién.

El proceso de absorcién se puede dividir en dos factores diferentes: la cantidad de
absorcidn (la cual no depende del tiempo) y la tasa de absorcidn, que indica la velocidad a
la que se absorbe el farmaco.”! En el proceso de absorcién participan diferentes factores
gue ayudan o impiden que el fdirmaco sea capaz de atravesar las barreras bioldgicas. En el
caso de la absorcion por via oral es importante considerar tanto las propiedades del
medicamento (farmaco y excipientes) como las caracteristicas y variaciones fisioldgicas que

presenta cada. 1%

1.2.2 Distribucion

La distribucion se refiere a aquellos procesos involucrados en el transporte del farmaco
desde su sitio de entrada al organismo hasta el sitio de accién en donde podra ejercer su
efecto terapéutico. Para estudiar la distribucidon se utiliza el volumen aparente de
distribucién, este parametro relaciona la cantidad del farmaco administrada con la

concentracion del farmaco que se encuentra en el compartimento donde se hace la

4
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medicidn. La concentracion de farmaco que se encuentra en ese fluido dependera tanto de
las propiedades fisicoquimicas del farmaco como de su capacidad para abandonar el
espacio vascular (si la medicién no se realiza en plasma) y atravesar las membranas

celulares.

Muchos de los farmacos se distribuyen unidos a proteinas, la proteina mas abundante en el
plasma es la albumina. La unién a proteinas entorpece la eliminacion alargando el tiempo
gue el farmaco permanece en el cuerpo y la competencia de dos farmacos por la union a

proteinas puede producir interacciones cinéticas importantes. [0 11]

1.2.3  Metabolismo

El metabolismo de farmacos se lleva a cabo principalmente en el higado, metabolismo son
todos los procesos de modificacién al farmaco que generalmente lo inactivan, los procesos
de metabolismo generalmente son por oxidacion, reduccién hidrdlisis, hidratacion,

conjugacién, condensacion e isomerizacion.

Para muchos farmacos, el metabolismo ocurre en dos fases, en la fase | se incluyen
reacciones que involucran la formacién o modificacion de un grupo funcional, mientras que
las reacciones de fase Il involucra la conjugacion del farmaco con compuestos endégenos

como glucoronato, sulfito, glicina, etc.!*?

1.2.4 Excrecion

La fase de excrecién involucra todos los procesos que se encargan de sacar un farmaco del
cuerpo, uno de los parametros mas importantes que se utilizan para describir la excrecion
es el aclaramiento (CL), el aclaramiento correlaciona la concentracién con la tasa de
eliminaciéon del farmaco. Es importante destacar las diferencias entre eliminacién y
aclaramiento: eliminacion describe la tasa de pérdida (mg/h, es decir, cantidad sobre

tiempo) mientras que el aclaramiento contiene unidades de flujo (L/h), por lo tanto, si el
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aclaramiento es constante, entonces la eliminaciéon del farmaco serd linealmente

proporcional a la concentracién del farmaco.

Las principales vias de excrecion son la via renal y la via biliar y es importante conocer la
via de eliminacidon de los farmacos en estudio ya que es posible que se presente

competencia por las vias de excrecién. (3]

1.3 Monitoreo terapéutico

Al prescribir un farmaco el objetivo es lograr el efecto terapéutico, para alcanzarlo es
necesario que las concentraciones de este se encuentren dentro de la ventana terapéutica.
Concentraciones por encima de la ventana terapéutica aumentan la probabilidad de que se
presenten efectos adversos, mientras que concentraciones subterapéuticas provocaran

gue no se logre el efecto deseado.

El monitoreo terapéutico es particularmente Util cuando se utilizan farmaco de ventana
terapéutica estrecha ya que permite suponer el efecto obtenido dependiendo de las

concentraciones medidas. (14

1.4 Lamotrigina

La lamotrigina es una feniltriazina sintética con propiedades antiepilépticas y analgésicas.*"!
Fue sintetizada por primera vez en el afio de 1970, sin embargo, fue aprobada para su uso
en humanos como tratamiento para la epilepsia hasta la década de 1990. En el aiio 2003, Ia

FDA aprobd el uso de la lamotrigina como terapia para el trastorno bipolar.*®!
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Figura 2: Estructura quimica de la lamotrigina.

3,5-diamino-6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina. Tomada de Pubchem.

1.4.1 Propiedades fisicoquimicas

La lamotrigina es un sélido color crema palido cuyo peso molecular es de 256.09 g/mol, su
punto de fusidn es 216 °C, es soluble en agua hasta una concentracion de 170 mg/La 25 °C,
en acido clorhidrico 0.1 M es soluble hasta una concentracion de 4.1 mg/L a 25 °C. La

lamotrigina presenta dos constantes de disociacion: pKal = 8.53 y pKa2 = 9.21.11°]

1.4.2 Mecanismo de accion
El mecanismo de accién de la lamotrigina consiste en estabilizar las terminales
presindpticas, esto lo logra al incrementar la actividad de las terminales GABA, cuya accién

es principalmente inhibitoria (Figura 3).[*7]

Enhanced GABA
Activity

Figura 3. La activacion de las terminales GABA es uno de los mecanismos de accion

propuestos para la lamotrigina. Tomada de medscape.
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Adicionalmente, se ha demostrado que puede actuar inhibiendo el disparo en rafaga de los

canales de sodio dependientes de voltajes e inhibiendo la liberacién de glutamato, un

neurotransmisor excitatorio (Figura 4). [17-18 9]

open inactivated
Na* Na*

(D Na* = v‘:‘ Na*;

Figura 4. Inhibicién del disparo en rafaga de los canales de sodio. Tomada de medscape.

1.4.3 Propiedades farmacocinéticas

1.4.3.1 Absorcion

La lamotrigina se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal tras su administracién
via oral, con una Tmax promedio de 1 hora con una biodisponibilidad de aproximadamente

el 98%.[20.21]

1.4.3.2 Distribucion
La lamotrigina se une a proteinas en un 55%, por lo tanto, no es frecuente que se presenten
interacciones por competencia en la fase de distribucién; el volumen aparente de

distribucién va de 0.9 a 1.3 L/kg.[*®]

1.4.3.3 Metabolismo

Este farmaco presenta un metabolismo principalmente hepatico que se lleva a cabo por las

enzimas UDP-glucoronil-transferasas, particularmente las enzimas codificada por los genes

UGT1A4 y UGT2B7. Los principales metabolitos generados por la degradacion de la
8
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lamotrigina son el 2-N-glucurdnido, el 5-N-glucurénido y el 2N metilo, los cuales no tienen

actividad bioldgica demostrada.[??!

1.4.3.4 Excrecion

La lamotrigina se excreta por via renal en un 71-94%, mientras que 2% se elimina por via
biliar. Presenta una vida media de 29 horas. Se ha demostrado que los inductores del
sistema de enzimas hepaticas como fenobarbital, fenitoina y carbamazepina pueden
reducir la vida media de la lamotrigina de manera importante. Por otro lado, la
coadministracién con valproato disminuye la eliminacién de la lamotrigina y puede

prolongar su vida media de manera importante.[??]

1.4.3.5 Eventos adversos

Los eventos adversos mas frecuentemente asociados con el uso de lamotrigina son en
términos generales considerados leves, siendo el mas comun el rash cutdneo con una
frecuencia de 8.3% de los pacientes que usan el farmaco, seguido por cefalea que es
presentada por 7.9% de los pacientes. Aunque estos eventos no son graves provocan

desapego o abandono del tratamiento.[?3!

Eventos adversos mas comunes asociados al uso de lamotrigina.

Efecto adverso Frecuencia
Rash cutdneo 8.3%
Cefalea 7.9%
Nasofaringitis 5.5%
Somnolencia 1.5%
Dolor abdominal 1.5%

Tabla 1. Tomada de Egunsola et al. (2015).
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1.5 Métodos de cuantificacion de concentraciones séricas de farmacos
Existen diferentes métodos para lograr la cuantificacién de las concentraciones séricas de
farmacos, las mas comunmente utilizadas son: las técnicas de cromatografia, la

cuantificacién por inmunoensayo y las pruebas mediadas por enzimas.

Las técnicas por cromatografia consisten en la separacion de los componentes de una
mezcla (plasma), para su posterior cuantificacion por alguna técnica espectrométrica (luz

ultravioleta o masas).

Por otro lado, la cuantificacion por inmunoensayo se realiza utilizando anticuerpos que son
capaces de reconocer especificamente la molécula de interés, estos anticuerpos van
marcados con fluorescencia o isotopos que permitan la posterior cuantificacion del farmaco

en estudio.

Las pruebas mediadas por enzimas se realizan aprovechando la capacidad de algunos
farmacos de detener la accién catalitica de algunas enzimas, dicha inhibicién puede ser

cuantificada y posteriormente relacionada con las concentraciones del farmaco.

La técnica de cuantificacion que se debe utilizar dependerd siempre de las propiedades

fisicoquimicas del farmaco, asi como de su mecanismo de accion.?4

1.6 Validacién de un método analitico para la cuantificacion de farmacos
La validacion de un método de cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC) acoplada a luz ultravioleta en México se debe llevar a cabo siguiendo los

lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-177-SSA1-2013).[2°]

10
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1.6.1 Selectividad

La Norma Oficial Mexicana establece que se debe demostrar la no interferencia de
compuestos de la matriz biolégica mediante la evaluacién inicial de al menos seis unidades
diferentes de plasma, ademas de considerar posibles interferencias con farmacos de uso

comun. (23]

1.6.2 Linealidad

Una vez que se cuenta con los datos de selectividad se inicia el desarrollo de la curva de
calibracion, la Norma establece que el limite inferior de cuantificacion (LIC) debe ser al
menos el 5% de la Cmax reportada para el analito de interés, a partir de ese valor se debe
elaborar una curva que contenga al menos seis puntos diferentes y elegir un modelo

matematico que describa la relacion entre la cantidad del farmaco y la respuesta obtenida.

Para demostrar la linealidad del método se evaluan tres curvas diferentes donde los datos
de concentracién recuperada no deben presentar una variacion mayor al 15% en cada uno
de los puntos, excepto para el limite inferior de cuantificacién donde puede existir una

variacion hasta del 20%.

Posteriormente, a estas curvas se deben agregar tres puntos control, denominados: bajo,
medio y alto, estos puntos deben encontrarse dentro del intervalo de la curva pero no

deben ser iguales a ninglin punto de la misma.!?!

1.6.3 Precision

La precision se debe de evaluar en términos de exactitud y de repetibilidad.?!

1.6.3.1 Repetibilidad
Para evaluar la repetibilidad se debe analizar en un mismo dia, al menos por quintuplicado,

el LIC y los controles bajo, medio y alto. El coeficiente de variacidén en porcentaje (CV%) no

11
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debe ser mayor del 15% para todos los puntos control, para el limite inferior de

cuantificacién que no debe ser mayor del 20%.12°!

1.6.3.2 Reproducibilidad

La evaluacién de reproducibilidad requiere analizar por quintuplicado en tres corridas
analiticas y en al menos dos dias diferentes las muestras control bajo, medioy alto, asi como
el limite inferior de cuantificacidon; para cada muestra control se debe calcular la
concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica en la curva de calibracion. El
coeficiente de variacién en porcentaje (CV%) no debe exceder el 15% para los puntos

control y el 20% para el limite inferior de cuantificacion.!?!

1.6.4 Exactitud
Para evaluar exactitud se utilizan los datos de repetibilidad y reproducibilidad y se calcula
la desviacion de la concentracién obtenida respecto al valor nominal empleando la siguiente

ecuacion:

L (Concentraciéon adicionada)(Concentracién obtenida)
%Desviacion = (100)

(Concentracion adicionada)

El valor promedio del porcentaje de desviacion no debe ser mayor al 15%, excepto para el

limite inferior de cuantificacidn, el cual debe ser menor o igual al 20%. 2°]

1.7 Genotipificacion
Genotipificacion es el proceso por el cual se determina la secuencia exacta de ADN de un
individuo, a través de diferentes técnicas, para posteriormente comparar dicha secuencia

con la de otro individuo o con una secuencia de referencia.

12
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Actualmente, existen diferentes métodos para poder genotipificar, entre los cuales se
encuentran la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), las sondas especificas para

oligonucleétidos (ASO) y la hibridacién a microarreglos, entre otras.

Dadas las limitaciones tecnoldgicas que existen actualmente, la genotipificacidn se realiza
de manera parcial, es decir, se realiza de una manera dirigida y especifica, buscando el gen
de interés con la finalidad de encontrar polimorfismos de un nucleétido (SNPs) en

posiciones especificas.[?®!

En estudios farmacoldgicos el conocer el genotipo puede ayudar a conocer si el paciente
presenta algun polimorfismo en los genes que codifican las enzimas encargadas de
metabolizar el farmaco de interés, esto puede, en algunos casos, explicar de manera parcial
la variabilidad en la respuesta terapéutica de algunos farmacos. Lo anterior se torna
relevante para aquellos farmacos que se utilizan en el tratamiento de enfermedades cuyo

tratamiento requiere ser preciso.?”- 28]
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Figura 5: Proceso de secuenciacién utilizando el ensayo TagMan. Imagen tomada de
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1.8 Modelos matematicos en farmacologia

Un modelo es una representacién de un sistema disefiada para proveer conocimiento y
ayudarnos a entender dicho sistema; generalmente esta representacion es una
simplificacién y dicha simplificacion se realizard dependiendo del objetivo que se busca

cumplir.[2?]

Un modelo matematico es la representacién de un sistema a través de ecuaciones que
relacionan los componentes que conforman el sistema entre si y explica el impacto de cada

componente en el sistema de una manera numérica.?”

En farmacologia existen diferentes tipos de modelos que pueden ayudar a entender
diferentes fendmenos, entre ellos se encuentran los modelos de correlacion in vivo- in vitro
(IVIVC), los modelos farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD), los modelos fisioldgicos

farmacocinéticos (PBPK) y los modelos farmacocinéticos (PK).[2% 30 31]

1.8.1 Modelo matematico farmacocinético

Un modelo farmacocinético es la representacién simplificada de un organismo al cual se le
administra una cantidad determinada de un farmaco y su finalidad es ayudar a explicar y
caracterizar la variabilidad que existe en la concentracion de un farmaco a través del tiempo

tanto de manera interindividual como intraindividual.

La informacidon generada a través de este tipo de modelos permite entender de mejor
manera los cuatro procesos farmacocinéticos (absorcién, distribucion, metabolismo y
excrecion), explicar la variabilidad interindividual que existe entre pacientes, realizar
predicciones del comportamiento cinético de un farmaco en una poblacién a determinar,
la simulacién de informacién a partir de las observaciones realizadas en un estudio, asi

como la optimizacién de la dosificacién basada en las predicciones realizadas.?*!

14
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1.8.2 Modelo estructural

La base de todo modelo matematico farmacocinético es el establecer tres parametros, y
determinar como se relacionan estos tres parametros entre si: La constante de absorcién
(Ka) explica la tasa a la que un farmaco entra al organismo, el volumen de distribucién (Vd)
ayuda a entender en dénde se esta distribuyendo el farmaco administrado, mientras que el
aclaramiento (CL) proporciona informacién acerca de la velocidad a la que un farmaco esta
siendo eliminado. Conocer esta informacion podemos predecir el comportamiento
farmacocinético de un medicamento en el paciente, ya que cada pardmetro se encuentra

relacionado con una fase del transito de la sustancia a través del organismo.

\Y Postabsorption
phase
\ Elimination
phase
}— Absorpfion
phase \

concentration, C,_,

Plasma drug level

Time

Figura 6: La constante de absorcién, volumen de distribucion y aclaramiento son los
parametros estructurales que permiten explicar el comportamiento de un farmaco. Es
importante recordar que los tres procesos ocurren de manera simultanea. Tomaday

modificada de Shargel et al. (2012).

1.8.2.1 Modelo de un compartimento

En el modelo de un compartimento se asume que el farmaco tiene capacidad de distribuirse
por todo el organismo. En la Figura 7 se presenta un esquema de un modelo de un
compartimento, donde se tiene una cantidad determinada que entra al sistema a una tasa
determinada (Ka). En ese compartimento, llamado compartimento central, es donde se
realiza la medicion (Cobs) y desde ese mismo sitio se dara la salida a un flujo determinado

(CL).129

15
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Figura 7. Representacion grafica de un modelo de un compartimento. Obtenida de

Phoenix NLME 8.1

1.8.2.2 Modelo de dos compartimentos

Un modelo de dos compartimentos presenta una estructura muy similar al modelo de un
compartimento, salvo que se asume que el fdrmaco presenta cierta dificultad para llegar a
algun sitio en el organismo. A ese sitio se le denomina compartimento periférico y como se
puede observar en la figura 8 existe un intercambio entre el compartimento central y el
periférico a un determinado flujo (CL2). Tanto la eliminacidn como las demds mediciones

ocurren a partir del compartimento central.?*!

Figura 8. Representacion grafica de un modelo de dos compartimentos. Obtenida de

Phoenix NLME 8.1
16



Farmacocinética de la lamotrigina en pacientes pediatricos mexicanos con diagndstico de epilepsia:

Desarrollo de un modelo matematico.
==

1.8.2.3 Modelo de absorcion y tiempo de trdnsito intestinal (GITT)

Este tipo de modelos se desarrollaron con la finalidad de poder describir y representar de
mejor manera el proceso de absorcion en el tracto gastrointestinal, para lograr esto se
realizan compartimentos que describen la fisiologia del tracto gastrointestinal
considerando el pH de cada segmento, la motilidad intestinal, las propiedades
fisicoquimicas del farmaco, entre otras.3? 33! Este tipo de modelos son especialmente utiles
cuando se encuentra comprometido o existe mucha variabilidad en el proceso de absorcion

(Figura 9).

Small intestine

Large intestine

Figura 9. Representacion grafica de un modelo de absorcidn y transito gastrointestinal.

Tomada de Thelen, K. et al. (2011).

2 Antecedentes

La epilepsia es una enfermedad de gran importancia a nivel nacional ya que se estima que
el 1% de la poblacion es afectada con esta condicién. Se ha reportado que para el
tratamiento es importante no solo diagnosticar que tipo de crisis se presentan en el
enfermo, sino personalizar la dosis para cada paciente. Esto con el fin de garantizar la

eficacia terapéutica, asi como evitar la refractariedad de la enfermedad.

17
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Existen reportes en diversas partes del mundo que han demostrado una gran variabilidad
en la respuesta terapéutica asociada a diferentes factores.?* 3°1 En México, estudios
realizados en voluntarios sanos que tomaron lamotrigina han demostrado que existe una
alta variabilidad en los parametros farmacocinéticos, esta variabilidad es incluso mayor que
la reportada en otros paises.3® 371 Adicionalmente, se ha reportado que en la poblacidn
mexicana existen variantes alélicas asociadas a la aparicion de efectos adversos asociados

con el consumo de lamotrigina. 38!

3 Planteamiento del problema

En la actualidad la lamotrigina es uno de los farmacos antiepilépticos mds utilizados, sin
embargo, a pesar de la necesidad de tener un tratamiento preciso y eficaz la dosificacion
en pacientes pediatricos se realiza por peso, obteniendo resultados muy variables en la
respuesta terapéutica, lo anterior provoca que las dosis se tengan que ajustar de manera
paulatina siguiendo un esquema de “dosis-respuesta”, en el cual ademas entran en juego
otros farmacos, esto provoca que en algunos pacientes tarde mucho lograr el control
farmacolégico de la enfermedad mientras se intenta alcanzar la ventana terapéutica de

todos los farmacos antiepilépticos en juego.[® 7]

4 Justificacion

La epilepsia es una enfermedad que requiere de un tratamiento preciso, rapido y eficaz para
evitar consecuencias bioldgicas, psicoldgicas y sociales en la vida de los pacientes.”® La
lamotrigina es uno de los farmacos mas utilizados en el mundo y su uso continda en
aumento, sin embargo, se ha demostrado que existe una gran variabilidad en la

respuesta que se obtiene al utilizar el farmaco.*?!

En México se han realizado estudios en adultos que han permitido obtener informacién

sobre el comportamiento farmacocinético de la lamotrigina,’® sin embargo, la informacién
18
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en pacientes pedidtricos es escasa. Por esta razdn, se considera necesaria una herramienta
gue ayude a explicar la variabilidad en |la respuesta y a optimizar la dosificacion en pacientes

pediatricos mexicanos con epilepsia.

5 Hipotesis
El desarrollo de un modelo matematico farmacocinético podra ayudar a explicar y conocer

cuales son los factores que modifican el perfil farmacocinético de la lamotrigina.

6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Elaborar un modelo matematico farmacocinético que permita estudiar y predecir la
farmacocinética de la lamotrigina en pacientes pediatricos mexicanos diagnosticados con

epilepsia.

6.2 Objetivos especificos

e Validar un método para determinacién de la lamotrigina en plasma por HPLC-UV de
acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013.

e |Invitar a participar en el estudio a pacientes pedidtricos mexicanos que cumplan con
los criterios de inclusion establecidos en el protocolo.

e Realizar la cuantificacion del farmaco para obtener los perfiles farmacocinéticos de los
pacientes que decidan participar en el estudio.

e Realizar el andlisis no compartamental (NCA), que servird como base para el desarrollo
del modelo farmacocinético.

e Desarrollar un modelo farmacocinético que expligue el comportamiento

farmacocinético de la lamotrigina en pacientes pedidtricos mexicanos.
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7 Materiales y métodos

7.1 Reclutamiento de pacientes y toma de muestras

Para el estudio se reclutaron pacientes del Hospital Infantil de México “Dr. Federico
Goémez”, los pacientes fueron invitados a participar si contaban con el diagnéstico de
epilepsia establecido por un neurdlogo pediatra y utilizaban lamotrigina como tratamiento,
en monoterapia o como farmaco concomitante, durante al menos dos semanas (con la

finalidad de asegurar que se encontraran en estado estacionario.

Antes de iniciar la toma de muestras se explicaron las condiciones, asi como los riesgos y
los beneficios del estudio y se solicitd al padre o tutor que firmara el consentimiento
informado, si el paciente era mayor de 8 afios se les solicitd que firmaran un asentimiento

informado.

Para obtener las muestras sanguineas se colocé un catéter en circulacion venosa,
preferentemente en el brazo no dominante, de este catéter se tomaban las muestras en
seis tiempos diferentes: a las 0 horas previo a la administraciéon de la lamotrigina y
posteriormente alas 1, 2,4, 6y 12 horas; de las muestras obtenidas se realizé la separacién
de plasma para la cuantificacion de lamotrigina y la extraccién de leucocitos para la

genotipificacion.

7.2 Cuantificacién de lamotrigina
Para la cuantificacion de la lamotrigina se utilizdé cromatografia liquida de alta resolucién

acoplada a UV, las condiciones cromatograficas se muestran en la tabla 2.
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Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de lamotrigina

Fase movil 70:20:10 v/v/v de solucion de KH,PO;, 0.03 M pH 4.5/
Acetonitrilo/ Metanol

Longitud de onda 210 nm

Columna Symmetry C18 de fase reversa 150 mm de longitud, 4.6 mm

de didmetro 5 um de tamano de particula.

Velocidad de flujo 1.2 mL/min
Temperatura 37°C
Estandar interno Metilparabeno (200 pg/mL)

Sistema cromatografico Cromatégrafo marca Hitachi Modelo LeChrome

Software EZchrome

Tabla 2.

7.3 Genotipificacion

Para la genotipificacidn se buscaron los siguientes polimorfismos de un nucleétido en los
genes que codifican para las enzimas encargadas del metabolismo de la lamotrigina. Para
la enzima UGT2B7 se buscaron los SNP rs7662029 y el rs12233719 mientras que para la
enzima UGT1A4 se buscaron los polimorfismos rs6755571 y rs2011425 utilizando un ensayo
TagMan, el cual consiste en la adicién un par de primers y la colocaciéon de dos sondas
fluorescentes (una para cada polimorfismo); cada sonda se encuentra marcada con una
proteina fluorescente diferente que al unirse con la hebra complementaria de DNA suprime
su emision de luz, permitiendo de esta manera determinar cudl fue la sonda

complementaria a la secuencia de interés.*!]
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7.4  Desarrollo del modelo matematico farmacocinético

Para el andlisis no compartamental (NCA) se utilizdo el software Phoenix WinNonlin,
mientras que para el desarrollo y evaluacién del modelo matematico farmacocinético se
utilizé Phoenix NLME, ambos licenciados por la compafiia Certara y ejecutando la versién

8.1.

8 Resultados

8.1 Validacion
La validacion se llevd a cabo siguiendo los lineamientos establecidos en la Norma Oficial

Mexicana (NOM-177-SSA1-2013).

8.1.1 Selectividad
Para demostrar la no interferencia de compuestos endégenos de la matriz bioldgica se
inyectd la muestra blanco usando las condiciones del método, cuyo cromatograma se

muestra en la figura 10.

mAl
Al

Figura 10: Cromatograma caracteristico de la muestra blanco. Se puede observar al frente

de solvente con un tiempo de retencién de 1.2 minutos.
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Posteriormente y como lo establece la Norma Oficial Mexicana se adicioné el estandar
interno, probando seis unidades diferentes de plasma, se muestra el cromatograma de la

muestra cero en la figura 11.

mAy

Figura 11: Cromatograma tipico de la muestra cero, se puede observar al igual que en la
muestra blanco el frente de solvente y adicionalmente el estdndar interno con un tiempo
de retencién de 5.1 minutos.

Al agregar la lamotrigina se pudo obtener el cromatograma tipico del método donde

muestra la lectura del analito de interés (lamotrigina) y el estandar interno.

tes - Ampitude: 0.08575 mAU

mAu

2. 20
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Figura 12: Se pueden observar de izquierda a derecha: el pico caracteristico del frente de
solvente, posteriormente, la lectura de lamotrigina con un tiempo de retencién de 3.25
minutos y por ultimo el estandar interno con un tiempo de retencién de 5.10 minutos.
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Para demostrar la no interferencia de farmacos utilizados frecuentemente en
concomitancia con lamotrigina se seleccionaron farmacos antiepilépticos y algunos

analgésicos de uso comun, cuya deteccion se realizé en una longitud de onda similar a la de

la lamotrigina

Los farmacos antiepilépticos seleccionados fueron: topiramato, levetiracetam vy
oxcarbacepina, mientras que los analgésicos seleccionados fueron: acetaminofén,

naproxeno y diclofenaco. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 13.

Figura 13: Cromatogramas obtenidos para demostrar la selectividad con farmacos
frecuentemente utilizados en concomitancia con la lamotrigina. Se probaron los siguientes
farmacos: Topiramato (A), levetiracetam (B), oxcarbacepina (C), acetaminofén (D),

naproxeno (E) y diclofenaco (F).
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Con base en los cromatogramas anteriores se realizd la tabla 3 con los tiempos de retencion
obtenidos para los analitos de interés y para cada uno de los farmacos evaluados utilizando

el método descrito.

Analito Tiempo de retencion (min)

Lamotrigina 3.25
Metilparabeno (Estandar Interno) 5.1
Topiramato n/a
Levetiracetam 1.15
Oxcarbazepina 4.2
Acetaminofén 1.65
Naproxeno n/a
Diclofenaco n/a

Tabla 3: Tiempos de retencién para los analitos de interés y farmacos frecuentemente

utilizados de manera concomitante con la lamotrigina

Utilizando la férmula mostrada en la figura 14 se realizé el calculo de resolucién para
demostrar la adecuada separacién entre cada una de las lecturas obtenidas, en todos lo
casos la resolucién fue mayor a 1.5 lo cual garantiza que no existe traslapamiento entre

ninguno de los analitos.

27y ); —(T). ]

W, +Wy

Rs =

Figura 14: Formula para calcular la resolucion entre dos picos donde: Rs=Resolucién,
Tr=Tiempo de retencién y W=anchura del pico en la base. Un valor mayor a 1.5 garantiza

gue no existe traslapamiento en los picos.

25



Farmacocinética de la lamotrigina en pacientes pediatricos mexicanos con diagndstico de epilepsia:

Desarrollo de un modelo matematico.
==

8.1.2 Linealidad

Utilizando el 5% de la concentraciéon maxima se definid el limite inferior de cuantificacion,
la concentracién maxima (Cmax) de la lamotrigina en estado estacionario que se reporta es
en promedio de 10.2,B37 por lo que se decidid establecer el limite inferior de cuantificacion
(LIC) en 0.3 pg/mL, a partir de esta concentracion, se eligieron los otros 5 puntos que
conformaron la curva de calibracion, estos cubren la ventana terapéutica de la lamotrigina
y la Cmax. Las concentraciones establecidas con estos criterios fueron: 0.3, 0.5, 1.0, 5.0, 10y

50 pg/mL.

Como puntos control se decidio utilizar las concentraciones de 0.4, 4.0 y 30 pug/mL para los
controles bajo, medio y alto, respectivamente. Con las concentraciones descritas

anteriormente se elabord una curva de calibracion (Figura 15).

10
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Concentracion tedrica

Figura 15: Curva de calibracion: En el eje de las abscisas se puede observar la
concentracion tedrica, mientras que en el de las ordenadas se grafico la relacion entre las

areas bajo la curva de lamotrigina (LMT) y el estandar interno (El).
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Se obtuvo un coeficiente de correlacidon (R?) de 0.9999, lo cual permite determinar que el
método es lineal dentro de las concentraciones evaluadas. El modelo que se utilizé para
describir la relacion entre la concentracidn tedrica y la respuesta fue la ecuacién de la recta
y = mx +b, donde y es la relaciéon entre las areas bajo la curva, m es la pendiente, x

representa la concentraciéon y b el intercepto.

Todos los valores obtenidos utilizando la ecuacién anterior se encuentran dentro de los
coeficientes establecidos por la Norma Oficial Mexicana como se puede observar en la tabla

4.

Tabla 4. Coeficientes de variacion de la curva de calibracion

Concentracion tedrica Concentracion % Desviacion

“ (mg/L) experimental (mg/L)

0.3 0.31 2.74
- 0.5 0.49 -1.60
“ 1 1.06 5.63
“ 5 5.01 0.08
“ 10 9.93 -0.74
“ 50 50.01 0.03

8.1.3 Precision

La precision se evalud en términos de repetibilidad y reproducibilidad.

8.1.3.1 Repetibilidad

Al analizar en un mismo dia las muestras control bajo, medio y alto, asi como el limite

inferior de cuantificacion se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados obtenidos para evaluar repetibilidad

Concentracion Concentracion Desviacion

tedrica (ug/mL) | experimental (ug/mL) (%)

LIC . 0.34 +£0.0093
Control bajo 0.4 0.44 +0.0251 5.74
Control medio 4 3.86 +0.0603 1.56
Control alto 30 29.87 £ 0.554 1.86

Todos los parametros se encuentran dentro de lo establecido por la Norma Oficial Mexicana

para cada uno de los puntos que se evaluaron.

8.1.3.2 Reproducibilidad

Al analizar las muestras control bajo, medio y alto, asi como el limite inferior de
cuantificacién por quintuplicado en tres corridas analiticas en tres dias diferentes se pudo
determinar que el coeficiente de desviacion no excede el 15% para las muestras control ni

el 20% para el limite inferior de cuantificacién. (Tabla 6)

Tabla 6. Resultados obtenidos para evaluar reproducibilidad.

Concentracion Concentracion Desviacion

tedrica (ug/mL) | experimental (ug/mL) (%)

LIC . 0.32+0.0134
Control bajo 0.4 0.43 + 0.0046 1.06
Control medio 4 3.90 £ 0.037 0.95
Control alto 30 29.63 £ 0.5152 1.74
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8.1.4 Exactitud
Utilizando los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculé el porcentaje de
desviacién de cada uno de los puntos analizados, posteriormente se realizé un promedio y

se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 7.

Tabla 7. Valores obtenidos para evaluar exactitude.

Concentracion Concentracién Exactitud
LIC 0.3 0.34 + 0.0093 12.08
Control bajo 0.4 0.44 +0.0251 9.07

Control medio 4 3.86 + 0.0603 -4.67
Control alto 30 29.87 £ 0.554 -0.44

Tabla 7. Valores obtenidos para evaluar exactitud.

El promedio de los porcentajes de desviacidon obtenidos no supera el 15% para ninguno de
los puntos control ni el 20% en el caso del limite inferior de cuantificacion, por lo cual se
pudo determinar que el método desarrollado es exacto, basados en los criterios

establecidos en la Norma Oficial Mexicana.

8.2 Genotipificacidon
Utilizando el ensayo TagMan para la secuenciacion se presentan en la tabla 8 los resultados

para los polimorfismos seleccionados del gen UGT2B7.

Tabla 8. Frecuencia de SNPs del gen UGT2B7

UGT2B7 rs7662029 UGT2B7 rs12233719

SNP Pacientes SNP Pacientes
G/G 13 G/G 18
AIG 5 GIT 0
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Mientras que para el gen UGT1A4 se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 9.

Tabla 9. Frecuencia de SNPs del gen UGT1A4

UGT1A4 rs6755571 UGT1A4 rs2011425

SNP Pacientes SNP Pacientes
C/IC 17 T/T 15

8.3 Demografia

Se reclutaron un total de 20 pacientes, de los cuales un paciente tuvo que ser excluido del
estudio ya que no se lograron obtener por lo menos 4 puntos del estudio farmacocinético;
otro paciente fue excluido ya que presentd concentraciones por debajo del limite inferior
de cuantificacién, por lo que se realizo el reporte correspondiente pero no se pudo incluir
en el estudio. Dos pacientes no fueron considerados en el modelo matematico ya que no

se cuenta con sus genotipos, pero pueden ser agregados al obtener los resultados.

La poblacion total para el desarrollo del modelo es de 16 pacientes. Las caracteristicas

demogrificas se presentan en la tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas demograficas

(n=16)
Edad 13.83 afios 2.93
Género 12 mujeres
6 hombres
Peso 50.02 kg 16.29
Estatura 152.06 cm 11.29
Concomitancia con farmacos Valproato: 8

Topiramato: 2
Levetiracetam:4

Polimorfismo UGT2B7 G/G: 11
rs7662029 A/G:5
Polimorfismo UGT1A4 T/T: 13
rs2011425 T/G:3

8.4 Analisis Exploratorio

Para iniciar el analisis exploratorio se graficaron las cinéticas de los 16 pacientes que fueron
incluidos para el desarrollo del modelo, como se puede observar las cinéticas son muy
similares en sus pendientes. Sin embargo, existe una gran variabilidad en las
concentraciones razon por la cual es de esperarse una gran variabilidad en la respuesta
terapéutica como se ha reportado previamente.[3% 3642, 43]

25 ——
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Figura 16: Cinéticas de la lamotrigina realizadas a 16 pacientes. Cada linea representa la

cinética de cada paciente.
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Con la finalidad de poder determinar si las cinéticas obtenidas presentaban caracteristicas
de uno, dos o0 mas compartimentos, las escala del eje de las ordenadas se cambid a escala
logaritmica (Figura 17), como se puede observar el comportamiento en la cinética en la
mayoria de los pacientes es de un compartimiento ya que se observa Unicamente una
pendiente durante la fase post-absorcién, aunque algunos pacientes parecen tener una
cinética de dos compartimentos, es por esta razon que en el desarrollo del modelo se

decidio probar ambos modelos, tanto de uno como de dos compartimentos.

100 ——
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]
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Figura 17: Cinéticas de los 16 pacientes. El eje de las Y se convirtid a logaritmo para poder
observar si presentan una o dos pendientes en la fase de eliminacion, esto es indicativo de

si la cinética se comporta como de uno o dos compartimentos.

8.5 Andlisis No Compartamental (NCA)

Posteriormente se realizé el analisis no compartamental cuyos resultados se muestran en

la tabla 11.
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Analisis No Compartamental

Promedio
Cimax 9.42 mg/L 4.89 51.95
Cmax/Dosis 0.13 mg/L 0.06 47.52
Tmax 1.38 h 0.48 35.21
AUCo.12 87.61 mg h/L 53.60 61.18
AUCo.12/Dosis 1.17 mg h/L 0.67 57.60
AUCo.inf 504.05 mg h/L 543.91 107.91
AUCy.int/Dosis 6.44 mg h/L 6.31 97.86
CL 0.36 L/h 0.44 123.93
vd 9.93L 17.69 77.43
Ke 0.03 h't 0.03 88.69

8.6  Desarrollo del modelo matematico farmacocinético
Para iniciar el desarrollo del modelo matematico farmacocinético, lo primero que se hizo
fue elegir los modelos estructurales que se iban a evaluar tomando como base los

parametros obtenidos en el andlisis no compartamental.

Dado que la mayoria de los pacientes parecen presentar una cinética de un compartimento,
el primer modelo que se decidié evaluar fue un modelo de un compartimento con absorcion
de primer orden. El segundo modelo evaluado fue un modelo de dos compartimentos con
absorcién de primer orden, ya que algunos de los pacientes parecen presentar este tipo de

comportamiento.

Dado que existen reportes previos realizados en nuestro laboratorio en los cuales se han

encontrado problemas de calidad farmacéutica en tabletas de lamotrigina, razén por la cual

se decidid probar también un modelo de transito y absorcién gastrointestinal.
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8.6.1 Eleccion del modelo

Un modelo farmacocinético es un modelo que busca explicar la variabilidad que existe en
las concentraciones a través del tiempo, para la evaluacion y seleccion del mejor modelo
matematico existen pruebas de indole estadistica que permiten determinar si un modelo

es mejor que otro para realizar predicciones y explicar la variabilidad de un parametro.

La prueba mas frecuentemente utilizada para determinar la superioridad estadistica de un
modelo respecto a otro modelo anidado es la prueba “-2 probabilidad logaritmica” (-2LL) a
este valor se le llama funcidn objetivo y consiste en una reduccidn del valor predictivo del
modelo para poder realizar una comparacién estadistica entre modelos anidados. La
funcion objetivo es un indicador de la cantidad de informacidén que no puede explicar un
modelo, por lo tanto, mientras menor sea la funcién objetivo, el modelo tiene un mejor
valor predictivo.

Para que un modelo evaluado a través de esta prueba se considere estadisticamente
superior a otro con un valor de p<0.05 se requiere que la funcién objetivo disminuya al

menos 3 puntos.

8.6.2 Evaluacion de modelos estructurales

El primer modelo que se probd fue el modelo de un compartimento.

Utilizando los datos obtenidos del andlisis no compartamental como estimaciones iniciales
se desarrollé un modelo con el algoritmo FOCE ELS. Los parametros estructurales obtenidos

se muestran en la tabla 12, la funcién objetivo obtenida fue de 308.46.

Parametros estructurales del modelo de un

compartimento
Parametro | Estimado | Unidades

Ka 4.95 1/h 23.26
\' 38.00 L 9.39
Cl 0.87 L/h 13.20
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Posteriormente, se realizo la evaluacion de el modelo de dos compartimentos, en este caso
las caracteristicas del modelo no pudieron ajustar de manera adecuada el estado

estacionario de los pacientes, por lo cual se descartd el uso de este modelo.

Por ultimo, se probd el modelo de absorcién gastrointestinal transitoria, este modelo es un
tipo de modelo farmacocinético basado en fisiologia (PBPK) que toma en consideracién el
transito de la tableta a través del intestino, la disolucion de la tableta y la Ka. Aunque el
modelo mostré una mejor capacidad predictiva, la complejidad del modelo y los datos
clinicos que requiere dificultan su manipulacion y se considerd que su funcionalidad excede
los objetivos requeridos para este estudio, por lo que se decidié ocupar el modelo de un

compartimento.

8.6.3 Evaluacion de covariables

Una vez que se contaba con el modelo estructural se inicié la evaluacién de covariables,
eligiendo evaluar las siguientes covariables: edad, sexo, talla, peso, genotipos de las
enzimas UGT1A4 y UGT2B7, asi como la concomitancia con valproato, topiramato,

levetiracetam y oxcarbacepina.

Para la busqueda de las covariables mas relevantes se realiza un proceso llamado
“covariates stepwise”, este proceso consiste en la evaluacién de covariables de manera
individual, una vez que se encuentran las covariables que impactan de manera mas
importante las predicciones del modelo, se procede al segundo escalén donde se combinan
las covariables previamente seleccionadas con todas las covariables en busca de la menor

funcion objetivo y el mejor valor predictivo del modelo.

En la primera busqueda de covariables presentada en la tabla 13, se encontré que la
concomitancia con valproato es una covariable importante y ayuda a reducir la funcion

objetivo de manera estadisticamente significativa, reduciendo la funcion objetivo casi 9
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puntos, mientras que la concomitancia con valproato también redujo la funcién objetivo de
manera relevante. Sin embargo, dado que se cuenta con Unicamente dos pacientes con esta
caracteristica se considerd que aunque podria ser una covariable importante no
representan a la mayoria de la poblacidn y no se cuenta con la informacion suficiente para

considerar su interaccion con nuestro modelo.

Tabla 13. Resultados de la biisqueda de covariables

Escenario
cstep00 308.4673
cstepll V-Sex 308.4588
cstep03 CI-UGT1A4 307.9538
cstep02 CI-UGT2B7 307.8993
cstep05 Cl-Age 307.6536
cstep06 V-WGT 307.5325
cstep10 Cl-Sex 307.2092
cstep09 Cl-Lev 303.8862
cstep08 Cl-Top 302.709
cstep01 Cl-Val 300.494
cstep21 Cl-Val V-Sex 300.4833
cstep20 Cl-Val Cl-Sex 300.4632
cstep13 Cl-Val CI-UGT1A4 300.4572
cstepl4 Cl-Val V-Age 300.1385
cstepl5 Cl-Val Cl-Age 299.9419
cstep16 Cl-Val V-WGT 299.591
cstep19 Cl-Val Cl-Lev 298.5006

cstep12 Cl-Val Cl-UGT2B7 1297.0488

En verde encontramos la funcién objetivo del modelo estructural, la covariable individual
gue disminuye de manera importante la funcidon objetivo es el valproato afectando el
aclaramiento, aunque existen otras covariables que reducen la funcion objetivo de manera
significativa no se puede determinar su relevancia por la cantidad de pacientes. La variable
gue disminuye de manera significativa la funcién objetivo del modelo con valproato es el

polimorfismo rs7662029 del gen que codifica para la UGT2B7.
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De igual manera podemos observar que polimorfismo en el gen que codifica para la enzima
UGT2B7 reduce la funcion objetivo mas de tres puntos por lo que se puede considerar que
este modelo estadisticamente superior al modelo que Unicamente contiene el valproato.
Ambas covariables ayudan de manera significativa a aumentar la certidumbre de las

predicciones del modelo farmacocinético.

El resto de la covariables evaluadas no redujo de manera estadisticamente significativa la
funcion objetivo, por lo tanto, las covariables elegidas fueron la concomitancia con

valproato y polimorfismo en el gen UGT2B7.

8.7 Evaluacion del modelo completo

Un modelo es tan bueno como cumpla la funcién para la cual fue disefiado.?’! Para evaluar
un modelo farmacocinético se debe evaluar la capacidad que tiene el modelo para predecir
las concentraciones a través del tiempo, para lograr este objetivo existen diferentes

métodos.

Una de las primeras graficas que se pueden utilizar para evaluar el modelo PK es comparar
las predicciones individuales contra las concentraciones observadas (Figura 18):
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Figura 18: Predicciones individuales vs. Concentraciones observadas (mg/L). La linea sélida

muestra la relacidon X=Y.
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Para determinar si el tipo de error utilizado (aditivo) es el adecuado se generé una grafica
con los valores de tiempo (TAD) contra el error residual corregido (CWRES), como se puede
ver la mayoria de los valores observados se encuentran en entre -2 y 2 y la tendencia de los
datos se encuentra dentro de este intervalo, lo cual nos indica que los datos ajustan de

manera correcta a modelo de error (Figura 19).

CWRES

-4 .

TAD

Figura 19: Tiempo después de la Dosis (TAD) vs. Error residual corregido (CWRES).

Para determinar si el modelo de un compartimento es adecuado se evalua la gréfica que
contrasta las predicciones contra los valores residuales corregidos, la cual se presenta en la
Figura 20. Como se puede observar en esta grafica la tendencia de los valores predichos
tienden a la baja, aunque esto podria ser sugerente de que el modelo de un compartimento
no ajusta de manera adecuada para los datos se cree que la falta de valores en
concentraciones que van de 12 a 20 mg/L provoca que la linea de tendencia se modifique
por lo que se considera que al aumentar la cantidad de observaciones se podria obtener un

ajuste de esta linea, aunque se encuentra dentro de lo esperado.
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Figura 20. Predicciones (PRED) vs. Error residual (CWRES).

8.8 Simulacién de datos

Una vez que se demostré un buen valor predictivo para el modelo se pueden realizar
simulaciones, para evaluar estas simulaciones se utilizan graficas llamadas Visual Predictive
Check (VPC), para generar estas graficas se requiere utilizar el modelo previamente
elaborado para simular de mil a dos mil observaciones de la concentracidon plasmatica,
todos estos datos generan una nube de dispersion, posteriormente se evalla si las
observaciones se encuentran representadas dentro de esa nube de dispersion y
graficamente es posible observar que tanta variabilidad existe en las predicciones. A

continuacion, se presenta el VPC para el modelo estructural (Figura 21).
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Figura 21. Visual Predictive Check (VPC) del modelo estructural.

Como se puede observar en la figura 21, la nube de dispersion presenta un buen tamafio
en concentraciones bajas y medias, ademds, de que los valores tipicos se encuentran casi
siempre dentro de la nube de dispersion. Sin embargo, a concentraciones mas elevadas se

presenta una gran variabilidad la cual debe ser acotada con la adicién de las covariables.

(Figura 22).
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Figura 22. Visual Predictive Check del modelo final.
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Al analizar el VPC del modelo completo se puede ver que el comportamiento tipico de los
valores predichos es similar al de las concentraciones observadas, adicionalmente, las
nubes de dispersion, particularmente la que representa las concentraciones mas elevadas
presenta una reduccién significativa respecto al modelo estructural, indicando que el

modelo no requiere de tanta variabilidad para explicar el comportamiento de la lamotrigina.

8.9 Modelo final

El modelo se caracterizd y evalué de manera satisfactoria, por lo cual se presenta a

continuacion el codigo programado para el mismo.

deriv(Aa =-Ka * Aa)
deriv(Al=Ka * Aa-Cl * C)
dosepoint(Aa)

C=A1/V

error(CEps = 0.926306)
observe(CObs = C + CEps)

stparm(Ka = tvKa * exp(nKa))
stparm(V = tvV * exp(nV))
stparm(Cl = tvCl * exp(dCldVall*(Val==1)) * exp(dCldUGT2B71*(UGT2B7==1)) *

exp(nCl))

fcovariate(Val())

fcovariate(UGT2B7())

fixef(tvKa = c(, 4.90776, ))
fixef(tvV = c(, 38.0966, ))
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fixef(tvCl = c(, 1.34034, ))
fixef(dCldVall(enable=c(0)) = c(, -0.732807, ))
fixef(dCldUGT2B71(enable=c(1)) = c(, -0.410834, ))

ranef(diag(nV, nCl, nKa) = ¢(4.1271565E-07, 0.11883118, 0.94912968))

9 Discusion

La validacién del método se encuentra dentro de lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-177-SSA1-2013), por lo cual se puede asegurar que el modelo es selectivo
para lamotrigina, lineal, preciso, repetible, reproducible y exacto, por lo cual puede
considerarse que el método desarrollado es una excelente herramienta para realizar la

cuantificacién y monitoreo terapéutico de la lamotrigina.

La genotipificacidon realizada permite observar la frecuencia de los polimorfismos presentes
en la poblacion mexicana, aunque se requiere de mas datos para poder determinar la
frecuencia de los SNPs estudiados. Sin embargo, la informacién obtenida es suficiente para
determinar la relevancia del SNP rs7662029 en la farmacocinética de la lamotrigina, el
modelo pudo determinar que polimorfismos en este gen provocan un metabolismo menos

eficiente de la lamotrigina disminuyendo la depuracién de esta.

En relacién con el modelo estructural, las estimaciones obtenidas se encuentran en
concordancia con lo publicado en modelos desarrollados en otros paises.l3> 43 Es
importante resaltar la alta variabilidad que se encontré en la constante de absorcion,
aungue la variabilidad en la absorcion es algo normal dada la complejidad del proceso y
todos los factores que intervienen creemos que excede lo esperado, ademas de que no
puede ser explicada por ninguna de las covariables que se evaluaron, aunque se cree que
pudiera encontrarse relacionada con problemas de calidad farmacéutica encontrados
previamente en nuestro laboratorio aunque no es posible determinarlo con claridad en este

momento ya que no contamos con el numero suficiente de pacientes por formulacién para
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poder establecerlo; creemos que al reclutar mas pacientes creemos que la formulacién

puede ser importante para la mejora del modelo.

Al realizar la evaluacion de covariables se encontré que las covariables mas relevantes para
explicar la alta variabilidad en la cinética de lamotrigina son en primer lugar la
concomitancia con valproato y en segundo lugar el SNP rs7662029 del gen UGT2B7. Al
introducir esta informacién al modelo, mejora significativamente su capacidad de predecir
las concentraciones plasmaticas de lamotrigina, lo anterior se encuentra en concordancia
con lo reportado en la literatura, ya que se sabe que la lamotrigina y el valproato compiten
por las enzimas encargadas de la glucoronidacion, siendo el valproato mas afin a estas
enzimas y por lo tanto provocando que la lamotrigina permanezca mas tiempo en el
organismo. Por otro lado, el SNP rs7662029 provoca una reduccién de la tasa de actividad
de la UGT2B7 reduciendo la glucoronidacién de la lamotrigina y con esto reduciendo su tasa

de eliminacion por via renal.

Aunque algunas otras variables, como la concomitancia con topiramato, oxcarbacepina y
polimorfismos en el gen que codifica para la enzima UGT1A4, redujeron de manera
significativa la funcién objetivo no se puede asegurar que tengan un impacto real en la
variabilidad ya que el nimero de pacientes reclutados aun no nos permite determinarlo,
consideramos que al aumentar el niUmero de pacientes podremos determinar la relevancia

de dichas covariables.

Al utilizar el modelo para realizar simulacién de datos se puede observar que el modelo
estructural realiza una sobrestimacidn en las concentraciones altas, esto con la finalidad de
poder considerar todos los datos observados dentro de los datos simulados, al agregar las
covariables seleccionadas la simulacién requiere de menor variabilidad para poder explicar

e incluir los datos originales.
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10 Conclusiones

El método de cuantificacion de la lamotrigina por HPLC-UV cumple con todos los requisitos
establecidos en la Norma Oficial Mexicana, con los resultados obtenidos se puede asegurar
gue el método es selectivo, preciso, exacto, repetible y reproducible, ademas de ser rdpido
y econdmico respecto a otros métodos de cuantificacion. Por las caracteristicas anteriores,
el método puede ser utilizado para la cuantificacion y monitoreo terapéutico de la

lamotrigina.

El modelo matematico farmacocinético desarrollado que mejor se adecud al
comportamiento cinético de la lamotrigina y a los objetivos del estudio fue un modelo de

un compartimento con absorcién de primer orden.

Los factores que mas afectan la farmacocinética de la lamotrigina de acuerdo con los datos
arrojados por el modelo son la concomitancia con valproato y polimorfismos en el gen que
codifica para la UGT2B7, ambos afectan la depuracion de la lamotrigina y aumentan el
tiempo de residencia del farmaco en el organismo, por lo que se considera que son factores

gue deben ser tomados en cuenta al momento de prescribir lamotrigina.

El modelo desarrollado demostrd tener un ajuste adecuado y puede realizar predicciones
acertadas, aunque aun es susceptible de mejora, la posibilidad de evaluar la formulacién
farmacéutica probablemente reduzca de manera importante la funcion objetivo, lo cual es
indicativo de que el modelo es capaz de realizar mejores predicciones. Al aumentar el
numero de pacientes creemos que se podria determinar de mejor manera la relacion que

existe entre esta y otras covariables.
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11 Perspectivas

El modelo requiere aun de un mayor numero de pacientes para poder determinar con
claridad la importancia de algunas covariables en la farmacocinética de la lamotrigina,

ademas de aumentar su robustez y capacidad predictiva.

Una vez optimizado y validado el modelo de lamotrigina puede ser empleado para la
simulacion de informacion de modo que ayude a estudiar, conocer y predecir el

comportamiento de la lamotrigina en la poblacién pediatrica mexicana, de igual manera.

Adicionalmente, su uso puede ser muy valioso para la optimizacién de la dosificacién de
este farmaco antiepiléptico al poder predecir la dosis adecuada que se debe administrar,
ayudando en el control de los episodios convulsivos y mejorando la calidad de vida de los

pacientes.
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