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RESUMEN

En la presente tesis se llevdo a cabo la validacién de la metodologia
analitica para la cuantificacion de la concentracion de Bromuro en suero canino
mediante el uso de una técnica espectrofotométrica. La validacion se realizo
utilizando como matriz el suero de 6 caninos de compafiia, clinicamente sanos,
que no hubieran sido medicados con Bromuro de Potasio u otra droga en los
ultimos 6 meses. El ensayo se realiz6 empleando concentraciones de 0, 150,
250, 500, 1000, 2000, 3000 y 4000 pg/mL de Bromuro, con repeticion de la
metodologia durante 3 dias consecutivos. El método analitico fue evaluado en
funcién de los parametros Linealidad, Exactitud, Precision, Limite de Deteccion,
Limite de Cuantificacién y Recuperacion Absoluta. Se comprob6 la Linealidad
para el rango de 150 a 3000 pg/mL (R%>0,99). Para la totalidad del ensayo los
valores de Exactitud y Precision fueron de 97,3 % y 6,6 %, respectivamente,
cumpliendo los criterios de aceptacion establecidos. El Limite de Deteccion
calculado fue de 96 pg/mL y el Limite de Cuantificacion de 150 pg/mL de
Bromuro. La Recuperacion Absoluta del ensayo fue de 98,4 %. Los valores
obtenidos para los diferentes parametros analizados validan la técnica para el
rango de concentraciones de 150 pg/mL a 3000 pg/mL, en las condiciones de
trabajo utilizadas. Los resultados obtenidos mediante la puesta en practica de
la técnica en pacientes medicados con Bromuro de Potasio avalan y dan
respaldo a la validacion realizada.



SUMMARY

The validation of an analytical method to quantify the concentration of
bromide in canine serum using a spectrophotometric technique was carried out
in this study. Serum from 6 clinically healthy companion dogs, which have not
been treated with Potassium Bromide or any other drugs for the last 6 months
was used as matrix. The test was performed using concentrations of 0, 150,
250, 500, 1000, 2000, 3000 and 4000 pg/mL of bromide, with the methodology
carried out during 3 consecutive days. The analytical method was evaluated
according to the parameters Linearity, Accuracy, Precision, Limit of Detection,
Limit of Quantification and Absolute Recovery. Linearity was borne out for the
range 150-3000 pg/mL (R2> 0.99). The global Accuracy and Precision values
were 97.3% and 6.6%, respectively, meeting the acceptance criteria. A Limit of
Detection of 96 pg/mL and a Limit of Quantification of 150 pug/mL for Bromide
was calculated. The Absolute Recovery of the assay was 98.4 %. The values
obtained for the different analyzed parameters validate the technique for the
concentration range of 150 pg/mL to 3000 pg/mL in the conditions used in this
study. The results obtained through the implementation of the technique in
patients treated with Potassium Bromide supports the performed validation.



INTRODUCCION

La epilepsia es una enfermedad cerebral compleja y heterogénea en la
que, debido a la actividad repentina y anormal de las vias neurales, se
desarrollan una gran variedad de signos clinicos neuroldégicos que pueden
devenir en graves consecuencias para el paciente. (Berendt y col., 2015; Podell
y col., 2016). Los caninos con epilepsia se encuentran dentro de los pacientes
neuroldgicos mas comunes en la practica veterinaria (Berendt y col., 2015), por
lo que la comunidad cientifica ha realizado un gran esfuerzo para intentar llegar
a un consenso en cuanto a la terminologia, clasificacién, aproximacion
diagnéstica, tratamiento y monitoreo de la enfermedad y los pacientes que la
padecen.

La administracion de Farmacos Antiepilépticos es el principal pilar en el
tratamiento de la epilepsia idiopatica; para el caso de la epilepsia estructural, el
uso de estos farmacos siempre se realiza conjuntamente al tratamiento de la
causa, si esto Ultimo es posible. La meta de la terapia con farmacos
antiepilépticos es disminuir la frecuencia, duracion, severidad y namero total de
crisis que suceden en un periodo de tiempo determinado, con efectos adversos
limitados o aceptables para maximizar tanto la calidad de vida del paciente
como del propietario (Bhatti y col., 2015).

El Bromuro es un haluro inorganico con propiedades sedantes vy
anticonvulsivantes, usualmente administrado en forma de Bromuro de Potasio
(Bhatti y col., 2015). Aunque éste fue utilizado tradicionalmente en combinacién
con Fenobarbital, en la actualidad se prescribe cada vez mas como Unico
agente farmacoldgico para el control de las crisis convulsivas (Trepanier, 1995;
Thomas, 2010). La dosis recomendada para iniciar el tratamiento con Bromuro
de Potasio como monodroga es de 20 mg/kg cada 12 horas via oral, y cuando
es utilizado en combinacion con Fenobarbital, la dosis indicada es de 15 mg/kg
cada 12 horas. Los rangos terapéuticos séricos reportados para el Bromuro son
de aproximadamente 2000 — 3000 pg/mL, cuando se utiliza en monoterapia, y
de 1000 — 2000 pg/mL cuando se administra junto con Fenobarbital (Trepanier
y col., 1998).

El monitoreo terapéutico es la cuantificacion de la concentracion de una
droga en un tejido especifico para evaluar si un paciente en particular presenta
concentraciones subterapéuticas, terapéuticas o tdxicas de esa droga. Para el
estudio de las concentraciones de Bromuro en suero canino, se utiliza un
método de laboratorio basado en espectrofotometria que debe ser validado
previo a su empleo rutinario. El objetivo de la validacion de un procedimiento
analitico es documentar que el mismo es apto para el propoésito indicado, de
manera que se obtenga un método confiable y reproducible (ICH, 2005).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Epilepsia

Las crisis epilépticas son un desorden neurolégico comin en caninos
caracterizadas por un amplio espectro de signos clinicos neuroldgicos y sus
consecuencias (Podell y col.,, 2016). La prevalencia real de epilepsia en
caninos es desconocida, pero se estima que se encuentra entre 0,6-0,75 % en
la poblacién canina general (Berendt y col., 2015). En la Unidad de Neurologia
del Hospital de Facultad de Veterinaria (UdelaR), la frecuencia de convulsiones
entre los afios 2005 y 2010 fluctu6 desde 7% a 23% de la consulta neuroldgica
y de 0,4 % a 2 % de la consulta general del Hospital (Feijoo y col., 2011). La
recurrencia de episodios epilépticos puede devenir en alteraciones irreversibles
a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), pudiendo aparecer déficits
neuropatoldgicos persistentes, que generen detrimento en la calidad de vida
del paciente (Podell, 2008).

Acerca de la epilepsia y los sindromes convulsivos existen muchos puntos
de vista y una notable confusion en cuanto a la terminologia y clasificacion,
sobre todo en Medicina Veterinaria. En Medicina Humana existen distintas
clasificaciones de los ataques epilépticos, segun la forma clinica, etiologia,
frecuencia, edad de aparicién, cambios electroencefalogréficos y é&rea de
origen de los ataques (Engel, 2001). Utilizar el mismo tipo de clasificacion en
Medicina Veterinaria resulta complicado ya que en animales no se han
identificado todos los tipos de crisis que aparecen en humanos, y es imposible
demostrar clinicamente en los animales las mdltiples situaciones que se
aprecian en Medicina Humana (sensaciones anormales de tipo visual, auditivo
0 gustativo, malestar, palidez, sudoracion, alucinaciones, entre otras) (Lorenzo
y Bernardini, 2007; Morales y Montoliu, 2012). Ademas, la forma clinica del
ataque en caninos y felinos debe determinarse en la mayoria de las ocasiones
a partir de la descripcion del propietario, que puede ser vaga y confusa.

La epilepsia es una enfermedad compleja del cerebro donde ocurre una
actividad anormal y repentina de las vias neuronales. Las neuronas de la
corteza cerebral y de otras areas subcorticales pueden estar sujetas a una
actividad paroxistica imprevista, excesiva, desordenada, sin proposito y
generalmente autolimitante, que induce una gran variedad de manifestaciones
clinicas segun la extension y localizacion del area cerebral interesada por el
fendbmeno. Es la propia diversidad de presentaciones clinicas la que hace dificil
la identificacion de un término que pueda ser utilizado para definir todo el
complejo, independientemente de la sintomatologia. En Medicina Veterinaria el
término mas empleado para definir estos acontecimientos es el de convulsion o
crisis convulsiva. La limitante de este término radica en que normalmente es
utilizado en referencia a crisis motoras generalizadas pero no es adecuado



para la descripcion de fenébmenos sensoriales, de comportamiento o focales.
Debido a esto, diferentes autores aconsejan, al igual que en Medicina Humana,
el empleo de términos mas amplios como crisis o ataques (Lorenzo y
Bernardini, 2007), los cuales serian definidos como eventos de corta duracion,
transitorios, no especificos y paroxisticos del organismo (Engel, 1989; Berendt
y col., 2015). También puede adoptarse el término de crisis epiléptica, la cual
es la manifestacion clinica de una actividad neuronal anormal excesiva y/o
hipersincronica de la corteza cerebral (Podell, 1996; Berendt y col., 2015). Es
importante sefialar que los términos crisis, ataque, convulsion, crisis convulsiva,
crisis epiléptica y ataque epiléptico, no especifican la etiologia subyacente del
proceso, y si bien existen pequefias diferencias en su definicion académica, los
mismos seran empleados a lo largo del presente trabajo como sinénimos.

Fisiopatologia

La epilepsia representa una enfermedad heterogénea que puede deberse a
diferentes etiologias, patrones de crisis electrofisioldégicos y de comportamiento,
y respuestas a intervenciones farmacoldgicas. Como tal, la patogenia de la
epilepsia es multifactorial. Independientemente de la causa, los ataques
epilépticos de un paciente pueden repetirse en el tiempo o pueden ocurrir como
un suceso aislado. Si el paciente sufre de un proceso encefalico cronico
caracterizado por crisis convulsivas recurrentes, ese paciente sufre epilepsia
(Podell, 2008; Berendt y col., 2015).

Cualquier animal es susceptible de sufrir ataques epilépticos en
determinadas circunstancias; el padecerlos es el resultado de interacciones
complejas de multiples factores (Knowles, 1998). La facilidad con que se
pueden inducir ataques varia entre animales. Existen factores de
susceptibilidad genéticos que provocan que un individuo sufra ataques
epilépticos como respuesta a ciertos acontecimientos desencadenantes, lo que
se conoce como el umbral de crisis (Podell, 2008; Morales y Montoliu, 2012).

Un principio bésico del mecanismo de la epilepsia es la presencia de un
desequilibrio entre la neurotransmision excitatoria e inhibitoria. El glutamato es
el neurotransmisor excitatorio principal del encéfalo, y juega un papel
importante en la modulacion de funciones cognitivas, motoras, de memoria y
sensoriales del SNC. En contraposicion, el 4cido y-aminobutirico (GABA) es el
neurotransmisor inhibitorio por excelencia del encéfalo. Frente a la situacion de
un exceso de excitacion o una pérdida de inhibicion se desencadenara la
despolarizacion de las neuronas sin los mecanismos de regulaciéon de feedback
normales. El resultado es un cambio a la despolarizacién paroxistica de un
conjunto de neuronas, produciendo la denominada descarga epiléptica. La
zona del encéfalo en la cual se desarrolla esta actividad se denomina foco
epileptogénico. En respuesta al cambio repentino de actividad neuronal, se
establecen zonas de inhibicién locales circundantes para intentar prevenir la
extension del foco. Si éste es de dimensiones reducidas, o el mecanismo de
inhibicion funciona correctamente, no se presentan crisis. Cualquier alteracion
del equilibrio excitacion-inhibicibn puede aumentar la actividad neuronal del
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foco y disminuir la actividad de las neuronas GABAérgicas, lo que permitiria la
difusiobn de la descarga, dando lugar a un ataque epiléptico (Lorenzo y
Bernardini, 2007; Podell, 2008).

Ademas del desequilibrio entre excitacion e inhibicion, intervienen en la
patogénesis muchos otros factores, que incluyen: formacion de circuitos
excitadores, alteraciones en receptores y en canales ionicos, y disfuncion de
células gliales (Chang y Lowestein 2003; Cabo-de la Vega y col., 2006). Se han
relacionado mutaciones de canales i6nicos con una variedad de epilepsias
consideradas idiopéticas en humanos. La mayoria de genes identificados hasta
ahora relacionados con epilepsia idiopatica, son mutaciones genéticas
hereditarias de canales ibnicos, llamadas canalopatias (Noebels, 2003). El
influjo excesivo de sodio, el bloqueo del eflujo de potasio o las alteraciones en
el flujo del calcio pueden conducir a descargas neuronales repetitivas. En muy
pocas razas caninas se han podido identificar mutaciones en genes especificos
como causa de epilepsia, aunque es probable que en un futuro préximo el
ndimero de razas en las que se hallen este tipo de alteraciones aumente
(Podell, 2008; Morales y Montoliu, 2012).

En las fases iniciales de la enfermedad, un animal puede poseer un Unico o
un numero limitado de focos epilépticos. Con actividad epiléptica recurrente,
incrementard el nimero de células con un patron intrinseco de descarga
espontanea elevada (“células marcapasos”) en el foco epiléptico. El incremento
del niumero de células marcapasos esta altamente correlacionado con un
aumento en la frecuencia de las crisis en modelos experimentales de epilepsia
(Wyler y col., 1978). Ademas, puede desarrollarse un foco espejo de neuronas
epileptogénicas en una regiébn homdloga del hemisferio contralateral. Por lo
tanto, si el paciente continla sufriendo ataques, incrementara el nimero de
areas del encéfalo que pueden iniciar una crisis de forma aleatoria y
espontéanea, lo cual compromete el éxito del tratamiento médico. La prevencion
de esta secuencia depende principalmente de la identificacion rapida de la
etiologia subyacente de la epilepsia, seguido de un tratamiento médico
apropiado (Podell, 2008).

Diagnéstico

Frente a un paciente que ha sufrido una o més crisis epilépticas, se debe
prestar atencion a la resefia, anamnesis, examen fisico general y neuroldgico,
para obtener informacion inicial sobre las posibles causas (Morales y Montoliu,
2012).

Existen distintas pruebas diagnosticas de utilidad frente a un paciente con
crisis convulsivas. Basandose en la anamnesis y la presentacion clinica, se
determina cuéles de estas pruebas son pertinentes para cada paciente:

-Estudios Paraclinicos: hemograma, perfil bioquimico, glicemia,

urianalisis, medicion de la presién sanguinea, funcional hepatico y
estudio de &cidos biliares, y la determinacion de hormonas tiroideas
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(TSH y T4). Estos analisis permiten detectar posibles enfermedades
sistémicas que cursan con cuadros convulsivos, y ademas descartar
procesos concomitantes, asi como determinar si existen alteraciones
que puedan contraindicar la administracion de determinados farmacos
anticonvulsivantes;

-Estudios toxicoldgicos y parasitolégicos: pruebas individuales para
descartar exposicion a toxinas o infecciones de causa parasitaria;

-Estudios de imagen: técnicas de imagen avanzada del encéfalo,
resonancia magnética o tomografia axial computarizada. Estas pruebas
permiten descartar o confirmar causas intracraneales de ataques
epilépticos;

-Analisis del fluido cerebro-espinal: indicado especialmente cuando
existe la sospecha de procesos inflamatorios o infecciosos (Podell,
2008; Morales y Montoliu, 2012);

-Electroencefalograma (EEG): la confirmacién absoluta de la naturaleza
epiléptica de wuna crisis solo puede obtenerse observando
simultaneamente los cambios caracteristicos del EEG vy las
manifestaciones fisicas del ataque. Sin embargo, en la actualidad no
existe un protocolo estandar fiable para la adquisicién de sus registros
en caninos, aunque se espera que adquiera mayor relevancia en el
futuro (De Risio y col., 2015).

Terapéutica

La meta de la terapia con farmacos antiepilépticos (FAE) es alcanzar un
balance entre la ausencia de convulsiones y la calidad de vida del paciente. La
erradicacion de las crisis no se alcanza cominmente en pacientes caninos, por
lo que una meta realista seria disminuir la frecuencia, duracion, severidad y
numero total de crisis que suceden en un periodo de tiempo determinado, con
efectos adversos limitados o aceptables para maximizar tanto la calidad de vida
del paciente como del propietario (Bhatti y col., 2015).

Segun la propuesta consensual de la International Veterinary Epilepsy Task
Force planteada por Bhatti y col. (2015), la aproximacion clinica al tratamiento
farmacolégico de la epilepsia deberia realizarse siguiendo las siguientes
pautas:

-Establecer el criterio para iniciar el tratamiento con FAE;
-Seleccionar el FAE més apropiado para cada paciente y la posologia;
-Determinar cuando monitorear las concentraciones séricas del FAE y

ajustar el tratamiento en base a los resultados;
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-ldentificar en qué momento es necesario adicionar o modificar un FAE.

Cuando comenzar un tratamiento a largo plazo con FAE

La decisién de iniciar un tratamiento con un FAE se basa en los siguientes
factores: tipo, frecuencia y gravedad de las crisis, y sus consecuencias. Se
recomienda instaurar el tratamiento cuando las crisis aparecen mas de una vez
en 6 meses, en presencia de status epilepticus (estado de actividad epiléptica
continua que dura 30 minutos 0 mas) o crisis en cluster (2 o mas ataques en
menos de 24 horas). También cuando se presentan signos especialmente
severos tras el ataque (agresividad, ceguera), cuando estos duran mas de 24
horas, y/o cuando la frecuencia, duracién o severidad van en aumento (Bhatti y
col., 2015).

Eleccién del FAE

La eleccion del FAE se debe realizar estudiando cada caso en particular,
para lo cual varios factores deben ser tomados en cuenta:

-Factores especificos del FAE: aspectos regulatorios, margen de
seguridad, efectos adversos, presentacion comercial, interacciones con
otras drogas y posologia del mismo;

-Factores relacionados al paciente: tipo de crisis, frecuencia, etiologia,
enfermedades intercurrentes (problemas renales, hepéticos o
gastrointestinales);

-Factores relacionados al propietario: estilo de vida y poder adquisitivo
(Bhatti y col., 2015).

Debido a su largo historial de uso, amplia disponibilidad comercial y bajo
costo, el Fenobarbital y el Bromuro de Potasio son hace ya mucho tiempo las
drogas de eleccion para el tratamiento de la epilepsia en caninos. Nuevas
drogas de uso humano también estan comenzando a ser empleadas para el
manejo de esta enfermedad en animales domésticos, y aunque han ganado
popularidad, los datos cientificos sobre su seguridad y eficacia son aun muy
limitados (Bhatti y col., 2015).

Segun Podell (2008), los FAE pueden clasificarse en 3 amplias categorias
en base a su mecanismo de accion:

-Incremento de los procesos inhibitorios por medio de la facilitacion de
la accién del GABA;

-Reduccioén de la transmisidn excitatoria;
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-Modulacién de la conductancia de membrana de cationes.

Los FAE més comUnmente utilizados en Medicina Veterinaria pertenecen a
la misma categoria de mecanismo de accion, que es la de facilitar los procesos
inhibitorios del encéfalo (Podell, 1998). En la Figura 1 se representan los
mecanismos de accién de diferentes FAE, destacandose el lugar de accién de
los barbitdricos (Fenobarbital) y de las Sales de Bromuro a nivel de la sinapsis
inhibitoria, facilitando ambos la accién del GABA.

Propagated
action potential
Phenytoin
l Carbamazepine
xcarbazepine
Damm ’/ % ————— Esilcarbazepine acetate
Y G
Na* | Na' channel Zonisamide
KCNQ 4 h, 0 s
Gabapentin | K- channel ;i“-f ~ Depolarization ™.
pl'ﬁgaballn u}’ + SVEA
- Vesicular
o b-subunit l:lf 'n.ﬂ-ﬂf

Caf channel o\%,/

Also inhibits : @
gilal GAT-1 l—! Tlagahlne I—( GAT-1
Barbituricos \

Postsynaptic GAEA
NEeUron receptor

(Br)«>ci
Sinapsis inhibitoria Sinapsis excitatoria

Figura 1. Representacién de los mecanismos de accion de diferentes FAE. Se
puede observar la variedad de mecanismos de accion existentes tanto en la neurona
presindptica como en la postsinaptica, ya sea a nivel de procesos inhibitorios o
excitatorios. Se destacan la accién de los FAE mas utilizados en Medicina Veterinaria,
Fenobarbital y Bromuro, los cuales actian a nivel de la sinapsis inhibitoria facilitando la
accion del GABA. Imagen modificada de Shih y col., 2013.

En general, la monoterapia es todavia la recomendacion para el
tratamiento de la epilepsia en las fases iniciales. La utilizacion de un Unico FAE
tiene las ventajas de ofrecer ausencia de interacciones con otros farmacos,
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas mas predecibles y menos
probabilidad de efectos adversos. No todos los cuadros epilépticos en animales
de compafiia pueden controlarse con un Unico FAE y algunos pacientes
requieren medicaciones multiples para el control de las crisis (Podell, 2008).
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Fenobarbital

El Fenobarbital (FB), perteneciente a la familia de los barbitaricos, es el
FAE mas utilizado de forma crénica en Medicina Veterinaria (Schwartz-Porsche
y col., 1985; Podell, 2008). Aunque el FB ha estado disponible por més de 100
afos, su mecanismo de accién aun no es comprendido en su totalidad. La
mayoria de las acciones farmacoldgicas de los barbitdricos se asocian a la
unibn con el complejo de receptores GABA. Esto resulta en una
hiperpolarizacion de la membrana neuronal, la cual se vuelve menos
susceptible a la actividad de los neurotransmisores excitatorios (Podell, 1996).

El FB es efectivo en disminuir la frecuencia de las convulsiones en
aproximadamente 60-93 % de los caninos con epilepsia idiopatica, cuando las
concentraciones plasmaticas son mantenidas dentro del rango terapéutico (25
— 35 pg/mL) (Farnbach, 1984; Schwartz-Porsche y col., 1985; Boothe y col.,
2012).

La dosis de inicio de FB en caninos es de 2,5 a 3 mg/kg, via oral cada 12
horas (Podell, 2008; Bhatti y col., 2015). Tras su administracion por esta via
presenta una biodisponibilidad de aproximadamente 90 %, alcanzando su
concentracion plasméatica maxima en 4-8 horas luego de su administracion (Al-
Tahan y Frey, 1985; Ravis y col.,, 1989) y presentando una vida media o
semivida de eliminacion (tuze)) de 37 — 73 horas (Ravis y col., 1984). La mayor
parte se metaboliza en el higado, y aproximadamente 25 % se excreta sin
metabolizar en la orina (Bhatti y col.,, 2015). Este farmaco produce
autoinduccion de las enzimas microsomales hepaticas (Hojo y col., 2002), lo
que puede reducir la tie cuando se administra en forma crénica (Ravis y col.,
1989).

La mayoria de los efectos adversos del FB son dosis dependiente, ocurren
al inicio del tratamiento o al aumentar la dosis, y generalmente desaparecen o
disminuyen en pocas semanas debido al desarrollo de tolerancia (Thurman y
col., 1990). Las reacciones idiosincrdsicas al farmaco pueden ser
comportamentales o bioquimicas. Los cambios de comportamiento que se
observan al iniciar el tratamiento, son hiperexcitabilidad, inquietud o sedacion,
los cuales parecen no estar relacionados con la dosis y tipicamente se
resuelven en una semana. En cuanto a las alteraciones bioguimicas, pueden
desarrollarse cuadros de neutropenia o0 trombocitopenia inmunomediada
(Jacobs y col., 1998), ademas de anemia; los cuales suelen resolverse durante
los primeros 6 meses de iniciado el tratamiento (Podell, 2008). También
pueden aparecer reacciones hepéticas agudas que se evidencian por una
elevacion rapida de los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y niveles
anormales de &cidos biliares (Podell, 2008). El uso de FB puede ademas ser un
factor de riesgo para el desarrollo de dermatitis superficial necrolitica en
caninos (March y col., 2004).
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Los efectos adversos crénicos incluyen polidipsia psicogénica con poliuria
asociada, polifagia, elevacion de la fosfatasa alcalina sérica (FAS) (Bunch y
col., 1985) y disminucion de los niveles de tiroxina (T4) total y libre (Kantrowitz
y col., 2001).

Durante el tratamiento a largo plazo con FB pueden aparecer 3
complicaciones serias que suponen un riesgo potencial para la vida:

-Dependencia fisica al farmaco; si las concentraciones séricas
disminuyen de forma abrupta pueden aparecer crisis convulsivas por
retirada;

-Tolerancia funcional al FB, es decir, la pérdida de eficacia del farmaco
debido a cambios en la interaccion farmaco-receptor, cambios en la
distribucion del farmaco al encéfalo o progresion de una enfermedad
subyacente;

-Hepatotoxicidad secundaria inducida por el farmaco (Podell, 2008).

Bromuro

El Bromuro (Br) es un haluro inorganico con propiedades sedantes y
anticonvulsivantes, usualmente administrado en forma de Bromuro de Potasio
(KBr), aunque también puede utilizarse la sal de sodio (NaBr) (Bhatti y col.,
2015). El KBr fue reportado por primera vez en 1857 (Sieveking, 1857) para el
tratamiento de la epilepsia en humanos, y fue descripto para el tratamiento en
animales antes de 1876 (Law, 1887). Aunque las Sales de Bromuro todavia se
utilizan en el tratamiento de algunos tipos de convulsiones refractarias en nifios
(Korinthenberg y col., 2007; Nabatame y col., 2010) el uso de KBr en humanos
ha descendido a lo largo del siglo XX debido a la disponibilidad de otros
farmacos anticonvulsivantes con menos efectos adversos (Friedlander, 2000).

No se conoce con exactitud el mecanismo de accion de las Sales de
Bromuro, aunque se cree que ejercen su actividad antiepiléptica al atravesar
los canales de cloro presentes en las neuronas. El Bromuro logra acumularse
en el espacio intracelular de las neuronas debido a que atraviesa los canales
de cloro en forma pasiva y més rapidamente que el cloruro, ya que tiene un
tamafio menor (Bormann y col., 1987). El neurotransmisor inhibitorio GABA
potencia el pasaje de Bromuro por estos canales, provocando la
hiperpolarizacion de las membranas neuronales, lo cual aumenta el umbral de
crisis y estabiliza las neuronas contra el estimulo excitatorio proveniente del
foco epiléptico (Woodbury y Pippenger, 1982). El Bromuro se distribuye en el
fluido cerebro-espinal y los tejidos intersticiales del cerebro y es activamente
transportado hacia afuera del SNC via plexo coroideo. A dosis farmacoldgicas,
el mecanismo de transporte activo se satura y el Bromuro se acumula en el
cerebro y fluido cerebro-espinal (Pollay, 1967).
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Bhatti y col. (2015) reportan que la biodisponibilidad del Bromuro tras su
administracion en forma de soluciéon por via oral en caninos es de 46 %,
aunque este valor puede variar considerablemente entre individuos (Trepanier
y Babish, 1995b). La ti2¢1 €n esta especie es prolongada y puede ir desde 25 a
46 dias, consecuentemente puede llevar varios meses (aproximadamente 3)
alcanzar las concentraciones en estado estacionario (Trepanier y Babish,
1995b; Podell, 1998). EI Bromuro no se une a proteinas plasmaticas y puede
difundir libremente a través de las membranas celulares. No sufre
metabolizacion en el higado, por lo cual es una buena alternativa como
tratamiento anticonvulsivante para caninos con disfuncion hepética. Esta
molécula se excreta inalterada en la orina y sufre reabsorcién tubular en
competencia con el cloruro (Figura 2). Debido a esto, los factores dietéticos que
afectan los niveles de cloruro pueden alterar las concentraciones séricas de
Bromuro (Trepanier, 1995). Altas concentraciones de cloruro en la dieta
aumentan la excrecién de Bromuro y acortan su tiel, |0 contrario ocurre a bajas
dosis. En consecuencia, caninos que reciben tratamiento con KBr deben
mantener una dieta constante para prevenir fluctuaciones en la ingesta diaria
de cloruro, y asi no alterar las concentraciones séricas en estado estacionario
del Bromuro, evitando fallos terapéuticos (Bhatti y col., 2015).

@ Tubulo proximal € Tobulo distal
: 21 MaCl Mutrientes H;'D

Glucosa; aminoécidos
Algunos farmacas

Transporte Active e
Transporte Pasive e

Figura 2. Reabsorcion tubular en la nefrona. La reabsorcion implica el intercambio
de solutos y agua desde la luz tubular hacia el espacio intersticial y capilares
sanguineos. El Bromuro (Br) sufre reabsorcién tubular en competencia con el cloruro
(CI), por lo que los sitios indicados para la reabsorcién de CI- coinciden con los de Br
(Campbell y Reece, 2007).
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La principal interaccion farmacocinética esta asociada con alteraciones de
la excrecion renal de Bromuro. Los diuréticos de asa, como la Furosemida,
pueden potenciar la eliminacion de Bromuro al bloquear la reabsorcion del
mismo (Nichols y col., 1996). El uso de fluidoterapia intravenosa que contenga
cloruro también aumenta la eliminacibn de Bromuro, y reduce asi su
concentracion sérica (Taylor, 2009). El tratamiento con KBr debe ser evitado en
caninos con falla renal para prevenir toxicidad secundaria a la eliminacion
urinaria reducida (Nichols y col., 1996).

La dosis recomendada para iniciar el tratamiento con KBr como monodroga
es de 20 mg/kg cada 12 horas via oral. Debido a su prolongada vida media
también admite la administracion una sola vez al dia. Cuando es utilizado en
combinacion con FB la dosis indicada es de 15 mg/kg cada 12 horas. Los
rangos terapéuticos reportados son de aproximadamente 2000 — 3000 pg/mL
cuando se utiliza en monoterapia, y de 1000 — 2000 pg/mL cuando se
administra junto con el FB (Trepanier y col., 1998). Aunque el KBr fue utilizado
tradicionalmente en combinacion con el FB, en la actualidad se prescribe cada
vez mas como Unico agente farmacologico para el control de estas crisis
(Trepanier, 1995; Thomas, 2010).

Los efectos adversos provocados tras la administracion de KBr en
caninos incluyen: sedacion, ataxia y debilidad de miembros posteriores,
poliuria/polidipsia y polifagia con ganancia de peso, nauseas, vomitos y/o
diarrea. (Trepanier y Babish, 1995a; Thomas, 2010; Baird-Heinz y col., 2012).
Estos efectos ocurren en las semanas iniciales del tratamiento y pueden remitir
(parcial o completamente) una vez que se estabiliza la concentracion sérica de
Bromuro (Trepanier y Babish, 1995b). La irritacién gastrointestinal y los signos
clinicos asociados a la misma pueden ser prevenidos o0 minimizados
administrando el KBr con los alimentos y fraccionando la dosis diaria en 2 o
mas administraciones (Baird-Heinz y col, 2012). Existen reacciones
idiosincrasicas al uso de KBr en caninos, que incluyen cambios
comportamentales (agresividad, irritabilidad e hiperactividad), tos persistente,
aumento en el riesgo de pancreatitis y megaeséfago (March y col., 2002;
Podell, 2008; Baird-Heinz y col., 2012).

La intoxicacién con Bromuro se denomina bromismo, y puede manifestarse
por un conjunto de signos clinicos heterogéneos de disfuncién tanto del
Sistema Nervioso Periférico (SNP) como del SNC (Rossmeisl| e Inzana, 2009).
Se ha reportado que las concentraciones séricas a las que el KBr presenta
efectos terapéuticos o téxicos pueden diferir entre individuos, existiendo un
solapamiento entre las concentraciones tdxicas y no toxicas (Baird-Heinz y col.,
2012). La intoxicacién con Bromuro en caninos se presenta frecuentemente
asociada a altas concentraciones séricas del farmaco, sin embargo, se han
registrado manifestaciones clinicas de intoxicacién a bajas concentraciones en
caninos inusualmente sensibles (March y col., 2002). Es asi que pueden
presentarse tanto casos de intoxicacion en pacientes con niveles séricos dentro
del rango terapéutico, como pacientes con niveles séricos por encima del rango
terapéutico que no manifiestan signos clinicos de intoxicacion. En vista de esta
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situacion, el monitoreo de las concentraciones séricas de Bromuro siempre
debe ir acompafado de una evaluacion clinica del paciente (March y col., 2002;
Baird-Heinz y col., 2012).

Monitoreo terapéutico

El monitoreo terapéutico es la cuantificacion de la concentracion de una
droga en sangre, para evaluar si un paciente en particular presenta
concentraciones subterapéuticas, terapéuticas o toxicas de esa droga. Cuando
existe una buena correlacion entre la concentracion sanguinea de una droga y
su eficacia clinica, los ajustes de dosis basados en los niveles observados de la
droga resultan en una mejora en la terapéutica de los pacientes (Neff-Davis,
1988).

Los objetivos de monitorear las concentraciones séricas de los FAE son:

-Determinar si al momento de la minima concentracion sérica, los
niveles del FAE se encuentran dentro del rango terapéutico, ya que los
pacientes tienen mas posibilidades de sufrir ataques en esa
circunstancia;

-Registrar que las concentraciones séricas fluctian dentro del rango
terapéutico establecido para el FAE cuando se administra de forma
cronica (concentracion en estado estacionario);

-Prevenir la aparicion de efectos toxicos;
-Prescripcién individual del tratamiento (Podell, 2008).

El inicio del tratamiento es el Unico momento en el cual la administracion
del FAE se realiza en base al peso del paciente. Todos los ajustes de dosis
posteriores deberian realizarse en funcion de la concentracion sérica del
farmaco y de los signos clinicos que se presenten (Podell, 2008).

La clave del éxito para el monitoreo terapéutico es saber en qué momento
utilizarlo, lo cual dependeréa del farmaco empleado. En el caso del KBr, debido
al tiempo que tarda en alcanzarse el estado estacionario, se recomienda
determinar la concentracion sérica a los 3 meses de iniciado el tratamiento o de
realizar cambios en la dosis administrada. Si las concentraciones obtenidas se
encuentran dentro del rango terapéutico y el paciente se encuentra en buen
estado, el monitoreo sanguineo puede entonces realizarse cada 6 a 12 meses
a menos que reaparezcan las convulsiones o se sospeche de signos de
intoxicacién (Trepanier, 1995; Bhatti y col., 2015; Podell y col., 2016). Debido a
la prolongada ty2e del KBr, el momento de recoleccion de la muestra de sangre
con respecto al momento de la administracion oral del farmaco no es critico
(Bhatti y col., 2015).
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Validacién de un procedimiento analitico

Para el estudio de las concentraciones de Bromuro en suero canino, se
utiliza un método de laboratorio basado en espectrofotometria que debe ser
validado previo a su empleo rutinario. La validacién de un método analitico es
el proceso por el cual queda establecido, por estudios experimentales, que la
capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion analitica
deseada, fundamentandose en la determinacion de diversos parametros (Diaz
de Armas y col., 1998). El objetivo de la validacion de un procedimiento
analitico es demostrar que es apto para el proposito indicado, buscando
obtener un método confiable y reproducible (ICH, 2005). Los parametros a
determinar incluyen Linealidad, Exactitud, Precision, Repetibilidad,
Reproducibilidad, Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacion, Estabilidad en
la Matriz, Estabilidad en la Muestra Procesada y Recuperacion Absoluta
(Fundacion PROSAIA, 2011).

La Linealidad de un procedimiento es su habilidad, dentro de un rango
determinado, para obtener resultados analiticos (sefal) que sean directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra (ICH, 2005). La
Linealidad del método debe describirse mediante un gréfico que valide
estadisticamente la regresion lineal de diferentes concentraciones conocidas
frente a la sefial obtenida (Fundacion PROSAIA, 2011).

La Exactitud hace referencia al grado de coincidencia entre el valor real de
la concentracion del analito y el valor del resultado analitico que se obtiene
aplicando el procedimiento experimental (Figura 3), la que generalmente se
expresa como porcentaje de recuperacion o porcentaje de error. La Exactitud
esta estrechamente relacionada con el error sistémico (sesgo del método
analitico) y la recuperacion del analito desde la matriz estudiada (medida como
el porcentaje de recuperacion) (Fundacion PROSAIA, 2011).

La Precision es el grado de coincidencia entre los resultados de pruebas
independientes (Figura 3), obtenidos de material de prueba homogéneo, bajo
condiciones estipuladas de uso (Fundacion PROSAIA, 2011); se expresa como
la varianza (S?), la desviacion o desvio estandar (DS) o el coeficiente de
variacion (CV) de una serie de medidas. La Precision debe ser considerada a 3
niveles: Repetibilidad (Intra-dia), Precisibn Intermedia (Inter-dia) y
Reproducibilidad. La Repetibilidad es la coincidencia dentro de un periodo corto
para el mismo analista con la misma instrumentacion. Precision Intermedia
refiere a la coincidencia en los resultados del mismo laboratorio pero en dias
distintos con analistas y equipos diferentes (segun corresponda). Por ultimo, la
Reproducibilidad es la coincidencia en los resultados entre laboratorios
diferentes (ICH, 2005). La Repetibilidad y la Precision Intermedia deben
determinarse mediante la evaluacién de un minimo de 3 reproducciones en 3
concentraciones diferentes que representen el rango de validacion objetivo
(que debe incluir el Limite de Cuantificacion) en 3 dias de andlisis (Fundacion
PROSAIA, 2011).
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Figura 3. Representacion gréafica de los parametros Precision y Exactitud. La
Precision hace referencia al grado de coincidencia entre resultados de pruebas
independientes, y la Exactitud al grado de coincidencia entre el valor real y el obtenido
mediante el procedimiento experimental.

El Limite de Deteccion (LOD) es la menor medicién de concentracion de un
analito a partir de la cual es posible demostrar la presencia del mismo en la
muestra experimental con un grado aceptable de certeza preestablecido. El
Limite de Cuantificacion (LOQ) es la menor concentracion cuantificable de un
analito, por encima de la cual la determinacién puede realizarse con Exactitud y
Precision, de acuerdo a criterios preestablecidos (Fundaciéon PROSAIA, 2011).

Las muestras recopiladas para ser analizadas generalmente se almacenan
hasta realizar el ensayo. Como parte del procedimiento de validacion o como
un estudio distinto se debe evaluar la Estabilidad para establecer las
condiciones de almacenamiento apropiadas y el periodo de tiempo durante el
cual se pueden almacenar las muestras antes del analisis (Fundacion
PROSAIA, 2011).

La Recuperacion Absoluta (RA%) del analito es la respuesta obtenida a
partir de una cantidad afiadida a una matriz biolégica, comparada con la
respuesta obtenida para la concentracién real del estandar puro. La RA%
refiere a la eficiencia de extraccion de un método analitico dentro de los limites
de variabilidad; no es necesario que su valor sea 100 %, pero si debe ser
consistente, preciso y reproducible (FDA, 2001).

La presente tesis pretende validar una técnica espectrofotométrica para la
determinacion de las concentraciones de Bromuro en suero canino. En
segunda instancia, la técnica validada sera empleada para el monitoreo de
caninos que se encuentren recibiendo tratamiento anticonvulsivo en base a
Bromuro de Potasio.
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OBJETIVO GENERAL

e Validar la metodologia analitica para cuantificar la concentracién de
Bromuro en suero de caninos medicados con Bromuro de Potasio
mediante una técnica espectrofotométrica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Puesta a punto de la metodologia analitica de una técnica
espectrofotométrica que permita determinar las concentraciones de
Bromuro en suero canino.

e Determinar los parametros de validacion: Linealidad, Precision,
Exactitud, Limite de deteccion, Limite de cuantificacion y Recuperacion
Absoluta, para la técnica espectrofotomeétrica de cuantificacion de
Bromuro en suero canino.

e Cuantificar la concentracion sérica de Bromuro en caninos medicados
con Bromuro de Potasio por via oral.

22



MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Lugar de trabajo. El presente trabajo se llevd a cabo en las instalaciones
del Laboratorio de Farmacologia, perteneciente al Area Farmacologia
(Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociencias) y en el Laboratorio de
Bioquimica (Departamento de Biologia Celular y Molecular, Instituto de
Biociencias) de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica (Fvet —
UdelaR).

Sustancias y reactivos. Se comenzd con la preparacion de una solucion
madre (SM) de KBr (KBr extra puro 99,9 % pureza, Laboratorio LUSA, lote: K
44231400) a una concentracion de 40 mg/mL de Br. A partir de esta SM se
prepararon 8 diluciones seriadas de 40; 30; 20; 10; 5; 2,5; 1,5y 0 mg/mL de Br.

La precipitacion de macromoléculas del suero se realiz6 utilizando é&cido
tricloroacético al 10 % (Drogueria Industrial Uruguaya, lote L130821-03) y la
reaccion colorimétrica utilizando cloruro de oro (AuCl + H20, pureza >49 %,
Sigma-Aldrich, lote: BCBH9937V) preparado a una concentracion de 0,5 %.

Equipamiento. Se utilizd un espectrofotometro doble camara, modelo
Shimadzu UV-1800, perteneciente al Laboratorio de Bioquimica, Fvet —
UdelaR.

Seleccion de individuos. Para el protocolo de validacion, se utilizé la sangre
de 6 caninos de compafiia (denominados A, B, C, D, E y F), clinicamente
sanos, que no hayan sido medicados con KBr u otra droga en los dltimos 6
meses.

En el estudio de casos clinicos se utilizaron 4 pacientes que al momento
del ensayo se encontraban en tratamiento en la Unidad de Neurologia del
Hospital de Facultad de Veterinaria (UdelaR), y 1 proveniente de una clinica
veterinaria particular. De estos 5 animales, 2 recibian tratamiento con KBr
como monodroga y los 3 restantes lo hacian en combinacién con FB. La dosis
de KBr utilizada se encontraba en el rango de 10 a 20 mg/Kg cada 12 horas y
el FB en el rango de 3,5 a 5 mg/Kg cada 12 horas.

Obtencion de matriz. Las muestras se tomaron en diferentes momentos del
dia sin exigencia de ayuno previo a la extraccion. En el caso de los animales
utilizados en el protocolo de validacion se extrajo sangre en cantidad suficiente
en una unica vez; para el analisis de casos clinicos se tomaron muestras de
sangre al inicio del ensayo (Dia 0) con repeticion a los 60 dias.

La sangre se obtuvo empleando la técnica de extraccién sobre la vena

cefdlica antebraquial, utilizando mariposa calibre 21G vy jeringa estéril,
almacenando las muestras en tubo seco para posterior centrifugado vy
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extraccion del suero. Desde la obtencién de la muestra hasta el centrifugado no
transcurrieron en ningln caso mas de 2 horas.

Protocolo de trabajo. Se adaptod la técnica espectrofotométrica planteada
por Trepanier y Babish (1995b) siguiendo el protocolo obtenido por
comunicacién personal con los autores. La técnica consiste en la fortificacion
de 200 pL de suero con 20 pL de una solucion de concentracion conocida de
Bromuro (soluciones de trabajo, ST); se precipitan las macromoléculas
(proteinas y &cidos nucleicos) del suero mediante el agregado de 800 pL de
acido tricloroacético al 10 %; centrifugacion de las muestras a 3000 rpm
durante 15 minutos y extraccion de 400 pL del sobrenadante a los cuales se le
agregan 80 pL de cloruro de oro al 0,5 %. Luego de 30 minutos se realiza la
lectura espectrofotométrica de la reaccion colorimétrica con una longitud de
onda de 440 nm.

Para las muestras de sangre de los casos clinicos, el protocolo sélo varia
en que no se realiza la etapa de fortificacion, ya que se pretende cuantificar la
concentracion de Bromuro presente en suero debido al tratamiento con KBr
que reciben los pacientes.

Estructura de trabajo. Para la validacion de la técnica, la metodologia de
trabajo se repitid durante 3 dias consecutivos. Para cada dia se prepararon y
procesaron 39 muestras, siguiendo el disefio que se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Estructura de trabajo diaria empleada en la validaciéon de la técnica
espectrofotométrica para la determinacién de Bromuro en suero canino.

[Br]? Animales

pg/mL A B C D E F
0 XP X X X X X
150 X X X X X X
250 X X X X X X

500 X X X
1000 X X X X X X

2000 X X X
3000 X X X X X X

4000 X X X

@ [Br]: Concentracion de Bromuro
b Las “X” indican cuales muestras fueron analizadas
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Validacion del método

El método fue evaluado en funcibn de los siguientes pardmetros:
Linealidad, Exactitud, Precisién, LOD, LOQ y RA%, de acuerdo a lo indicado
por la Fundacion PROSAIA en su Guia N° 2 (2011).

Linealidad. Este parametro se demostré cuantificando por triplicado
(animales A, B y C) las siguientes concentraciones de Bromuro ([Br7]): 0, 150,
250, 500, 1000, 2000 y 3000 pg/mL. Se construy6 un grafico de absorbancia
(ABS) en funcion de la concentracion de Bromuro para cada dia de trabajo. La
ecuacion de regresion lineal, y = ax + b, fue calculada a partir de las curvas de
calibracion mediante el ajuste por minimos cuadrados, donde a y b representan
la pendiente y el intercepto en el eje y, respectivamente; x es la concentracion
de Bromuro e y representa la sefial de absorbancia obtenida. Los valores para
el Coeficiente de Determinacion (R?) fueron determinados para cada curva de
calibracién, con un valor de aceptacion R? > 0,99.

Exactitud. Se expresa como el porcentaje de la recuperacion. La Exactitud
recomendada varia segun la concentracion del analito. Para concentraciones
mayores a 0,1 pug/mL los valores recomendados de Exactitud se encuentran en
el rango de 80 % a 110 % (Fundacion PROSAIA, 2011). El célculo de la
Exactitud se realiza de la siguiente forma:

- 6n (%) Concentracion de Bromuro recuperada (pg/mL) 100
c racion = Y- Aadi X
ecuperacion (o Concentracion de Bromuro afiadida (pg/mL)

La Exactitud fue calculada a partir de los niveles de fortificacion 150, 250,
1000y 3000 pg/mL de Br, con un n = 6 (animales A, B, C, D, Ey F).

Precision. Se expresa como porcentaje del coeficiente de variacion (CV %)
y su valor recomendado depende de la concentracién del analito. La Precision
aceptable para este trabajo, donde la concentracion se encuentra por encima
de 0,1 pg/mL, es de hasta 15 % (Fundacion PROSAIA, 2011). La ecuacion
para el calculo de la Precision es la siguiente:

Desvio estandar
Media de datos

Precision (CV %) = ( ) x 100

El calculo de la Precision se realiz6 a partir de los niveles de fortificacion
150, 250, 1000 y 3000 pg/mL de Br, con un n =6 (animales A, B, C, D, Ey F).
Se determind la Repetibilidad (Precision Intra-dia) y la Precision Intermedia
(Precision Inter-dia).

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion. Existen varias maneras
cientificamente validas para determinar estos pardmetros. En el presente
trabajo se adapté el procedimiento propuesto por la IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry), descripto en la Guia N°2 de la Fundacion
PROSAIA (2011). EI LOD se calculé para cada dia como la media de los
resultados de 4 muestras control (animales C, D, E y F) mas 3 veces el DS; y el
LOQ de cada dia de trabajo como la media de estos mismos resultados mas 6
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veces el DS. Si la Exactitud y la Precision en el LOQ cumplen los criterios de
validacion, entonces el LOQ calculado es aceptado.

Recuperacion Absoluta. La RA % se calcula acorde a la siguiente férmula:

Recuperacion  Concentracion de Bromuro en matriz biolégica (mg/mL)

= — 100
Absoluta (RA %) Concentracion de Bromuro en agua (mg/mL) X

Se estudio este pardmetro utilizando concentraciones de 500 y 1500 pg/mL
de Br por sextuplicado, tanto para la matriz biol6gica como para el agua. No
existe ninguna guia donde se determine un porcentaje minimo de
Recuperacion Absoluta, el mismo puede asumir cualquier valor menor al 100 %
mientras que la Precision se encuentre dentro del rango de aceptacion en
todas las concentraciones analizadas (Fundacion PROSAIA, 2011).

Monitoreo de casos clinicos

Con el fin de poner en préctica la técnica espectrofotométrica evaluada en
el presente trabajo, se determind la concentracién de Bromuro en el suero de 5
pacientes caninos que estaban recibiendo tratamiento anticonvulsivo con KBr.
El monitoreo sérico fue realizado en 2 oportunidades para cada paciente, con
un intervalo de 60 dias entre ambas muestras.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante test estadisticos descriptivos, con la
aplicacion del método de ajuste por minimos cuadrados en el modelo de
regresion lineal, visualizacion de residuales y diagrama de dispersion. Para
determinar la variacion en el intervalo de monitoreo de los casos clinicos se
aplico la prueba t de Student para muestras pareadas. El nivel de significacion
para las pruebas estadisticas fue del 5 %. Los analisis estadisticos fueron
realizados utilizando el software GraphPad Prism (Version 6.01, 2012).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion del método

Linealidad. Los graficos de la ABS en funcién de la concentracion de
Bromuro en suero canino construidos para cada dia de trabajo se presentan en
la Figura 4.

Dia1 Dia2 Dia3
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Figura 4. Gréaficos de Absorbancia en funcién de la Concentraciéon de Bromuro
([Br]) cuantificada en suero canino en 3 dias de trabajo. Se muestran los datos
predichos por el modelo de regresion lineal, con su correspondiente intervalo de
confianza.

De acuerdo a los valores reportados (Tabla 2) el modelo explica en un 99%
la variacion de los datos de ABS en funcién de la concentracion de Bromuro
(p<0,01). A su vez, los valores de R? se encuentran por encima de 0,99 para
los 3 dias de trabajo, por lo que queda demostrada la Linealidad para el rango
de concentraciones de 150 a 3000 pg/mL de Br-.
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Tabla 2. Analisis de regresion lineal para la cuantificacion de la Concentracién
de Bromuro en suero canino para 3 dias de trabajo. La ecuacion de regresién lineal
es:y =ax +b.

Dial Dia 2 Dia 3
Rango de concentracion (ug/mL) 150-3000 150-3000 150-3000
Pendiente (a) 0.001* 0.0005* 0.0005*
(0.0005, 0.001) (0.0005, 0.001) (0.0005, 0.0005)
Intercepto (b) -0.029 -0.005 -0.002
(-0.057, -0.002) (-0.027, 0.017) (-0.020, 0.016)
ne¢ 18 18 18
R2a 0,993 0,995 0,997
Error Std. Residual (gl ®: 16) 0,048 0,038 0,032
Estadistico F (gl: 1 - 16) 2.145.144* 3.131.579* 4.599.015*

a R2: Coeficiente de Determinacion
bgl: grados de libertad

°n: nimero de muestras

* p<0.01

Los resultados de ABS obtenidos para la concentracién de 4000 pg/mL
fueron descartados en la construccion de los graficos ya que la inclusion de ese
punto disminuia el R?, alejando el método de la Linealidad, con tendencia a la
saturacion (meseta del grafico). Dado que los rangos terapéuticos reportados
en la bibliografia para el Bromuro son de 1000 — 2000 pg/mL en combinacion
con Fenobarbital y de 2000 — 3000 pg/mL en monoterapia (Trepanier y col.,
1998), la Linealidad del método queda demostrada para los rangos de mayor
interés clinico.

Mediante el uso de técnicas espectrofotométricas similares, empleadas
para la determinacion de la concentracién de Bromuro en suero de diferentes
especies, se han obtenido rangos de Linealidad mayores al observado en el
presente estudio. Quast y col. (2015) reportaron rangos de Linealidad entre 25
y 5000 pg/mL de Br para ovinos, mientras que Raidal y Edwards (2005)
sefalaron un rango de 5 a 5000 pg/mL de Br en equinos. Consideramos que la
mayor amplitud en los rangos de Linealidad reportados por los autores citados
anteriormente puede explicarse por 2 factores: sensibilidad del equipo y
concentracion del cloruro de oro. Si bien los articulos citados no especifican
marca y modelo del espectrofotometro utilizado podemos pensar en una mayor
sensibilidad, que explicaria la diferencia encontrada en los puntos mas bajos de
la curva. En cuanto al cloruro de oro, el reactivo utilizado en la presente tesis
indicaba un nivel de pureza mayor a 49 %, lo que genera una incertidumbre en
relacion al nimero de moléculas de oro presentes para que ocurra la reaccion
colorimétrica. Un déficit en el nimero de moléculas de oro podria explicar la
meseta en el gréfico al llegar a altos niveles de Bromuro (4000 pg/mL).

Exactitud y Precision. La Tabla 3 muestra los resultados de Exactitud y

Precision por nivel e Intra-dia; en la Tabla 4 se presentan los resultados Inter-
dia para los mismos parametros.
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Tabla 3. Exactitud y Repetibilidad Intra-dia por nivel y global obtenidas en los 3 dias de trabajo para la validacién de una técnica
de cuantificacién de la Concentracién de Bromuro en suero canino.

bia Concentracion de Por nivel (Intra-dia) Global (Intra-dia)
Bromuro (pg/mL) DS 2 Exactitud Precision (CV %) ® DS @ Exactitud (%) Precisién (CV %) b
150 13,2 106,9 12,4
1 250 91 81,8 10,4 10,0 98,4 10,1
1000 4,2 97,1 43
3000 1,6 97,1 1,7
150 9,1 94,1 9,7
9 250 15,0 98,0 15,3 8.5 97.2 8.8
1000 5,2 96,6 5,3
3000 1,1 98,0 11
150 12,0 88,6 13,6
3 250 13,6 98,8 13,8 01 96,2 95
1000 31 95,9 3.2
3000 1,2 97,9 1,2

a DS: Desvio Estandar
b CV %: porcentaje del Coeficiente de Variacion

Tabla 4. Exactitud y Precisién Intermedia (Inter-dia) por nivel y global obtenidas para la validacion de una técnica de
cuantificacién de la Concentracidon de Bromuro en suero canino.

Concentracion de Bromuro Por nivel (inter-dia) Global (inter-dia)
(MglL) DS 2 Exactitud CV %" DS 2 Exactitud (%) CV %"
150 13,4 96,5 13,9
250 13,1 94,9 13,8 9.2 97,3 9,4
1000 4,0 96,5 41
3000 1,3 97,7 13

a DS: Desvio Estandar
b CV %: porcentaje del Coeficiente de Variacion
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Los ensayos por nivel en los 3 dias de trabajo presentaron valores de
Exactitud entre 87,8 y 106,9 %, y de Precision entre 1,1 y 15,3 %. En el analisis
Intra-dia, la Exactitud vari6 entre 96,2 y 98,4 %, mientras que la Precision se
encontro en el rango de 8,8 y 10,1 %. Para la totalidad del ensayo (resultados
globales Inter-dia) los valores fueron de 97,3 % y 9,4 % para Exactitud y
Precision, respectivamente. En resumen, todos los valores obtenidos
estuvieron dentro de los rangos de aceptacion planteados para estos
parametros, con excepcion de la Precision en la concentracion 250 pg/mL del
dia 2. A este nivel la Precision fue de 0,3 % por encima del limite de
aceptacion, dato que no influyé en la Precision global del dia 2 que fue de 8,8
%.

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion. Los valores de LOD y LOQ
calculados para cada dia se presentan en la Tabla 5. Los valores calculados de
LOD se encuentran en el rango de 43 a 96 pg/mL de Br y los de LOQ entre 87
y 138 pg/mL. Dada la amplitud de estos rangos para ambos pardmetros, en
lugar de utilizar un valor global de los 3 dias, se decidié definir el LOD y el LOQ
en base al peor escenario posible, es decir, aquellos valores méas elevados. A
su vez, el LOQ calculado se encuentra por debajo de la menor concentracion
contemplada en el rango de Linealidad (150 pg/mL), por lo que el LOQ se
define a este nivel. Dado que a esta concentracién se cumplen los criterios de
validacion para Exactitud y Precision, el LOQ es aceptado. En resumen, el
ensayo presenta un LOD de 96 pg/mL y un LOQ de 150 pg/mL de Br.

Tabla 5. Limite de Deteccidon y Limite de Cuantificacion obtenidos en los 3 dias
de trabajo para la validacion de una técnica de cuantificacion de la
Concentracion de Bromuro en suero canino.

Concentracion de Bromuro (ug/mL)

Dia 1 Dia 2 Dia 3
LOD @ 96,0 49,0 43,0
LOQ"® 138,0 92,0 87,0

a LOD: Limite de Deteccion
b LOQ: Limite de Cuantificacion

En la bibliografia consultada se encontraron articulos sobre cuantificacion
de la concentracion de Bromuro en suero de diferentes especies. Raidal y
Edwards (2005), en un ensayo sobre farmacocinética de KBr en equinos,
definen un LOQ de 5 pg/mL, mientras que Quest y col. (2015), en un trabajo
similar realizado en ovinos, reportan un LOQ de 25 pg/mL. Trepanier y Babish
(1995b), en un estudio farmacocinético de Bromuro en caninos, definen el LOD
en 20 pg/mL, sin mencion al LOQ. En todos los casos, los valores reportados
fueron menores a los calculados en el presente trabajo. Sin embargo, ninguno
de estos articulos especifica el método utilizado para el célculo de LOD y LOQ,
lo cual genera varios puntos de discusion. En primera instancia, existen
diversas maneras cientificamente validas para determinar estos parametros
(Fundacién PROSAIA, 2011), por lo que esto podria explicar en parte la
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diferencia encontrada entre los distintos ensayos. Otro factor a tener en cuenta
es el n utilizado para los célculos de ambos pardmetros. En el presente ensayo
se encontré una alta variacion entre los 3 dias de trabajo para los valores de
LOD y LOQ que podria explicarse por el empleo de un n bajo (n = 4). El
aumento del n para el calculo de estos parametros podria mejorar los
resultados obtenidos y conferirles mayor valor estadistico. Por ultimo, los
articulos mencionados no hacen referencia a marca y modelo de los equipos
utilizados, por lo que podrian existir diferencias en la sensibilidad de los
mismos que explicarian parte de las diferencias encontradas en los valores de
LOD y LOQ.

Durante el transcurso de este ensayo, se cuantificaron las muestras
experimentales en 3 equipos diferentes: MetroLab 1600DR, Spectronic 21 y
Shimadzu UV1800. El MetroLab 1600DR fue descartado debido a que sélo
lograba detectar concentracion de Bromuro por encima de 500 pg/mL (datos no
presentados). Con el segundo equipo, Spectronic 21, si bien se lograron
determinar todas las concentraciones planteadas, al momento de analizar los
datos los valores de Precisién y Exactitud no cumplian los criterios de
validacién (datos no presentados). En conclusion, el Unico equipo utilizado que
permitio la validacion de la técnica fue el Shimadzu 1800UV.

Recuperacion Absoluta. Los resultados obtenidos para los ensayos de
RA % en los niveles de fortificacion de 500 y 1500 pg/mL fueron de 100,3 % y
96,6 % respectivamente, y la RA % global del ensayo es de 98,4 %. Con el
valor de RA % global obtenido, y debido a que la Precision del método es de
9,4 %, se demuestra que la extraccion de Bromuro de suero canino es casi
total y el RA % es aceptado. Estos valores obtenidos permiten el intercambio
de matriz entre suero canino y agua destilada para el uso rutinario en el
laboratorio, por ejemplo, al momento de realizar curvas de calibracion.

Monitoreo de Casos Clinicos.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del monitoreo de las
concentraciones séricas de Bromuro de los 5 casos clinicos incluidos en el
ensayo. En todas las muestras analizadas se detectdé Bromuro, lo que brinda
valor préctico a la técnica.

Tabla 6. Monitoreo al Dia 0y Dia 60 de las concentraciones séricas de Bromuro
en 5 pacientes caninos medicados con Bromuro de Potasio.

Concentracion de Bromuro (ug/mL)

Paciente Dia 0 Dia 60
1 1849 2314
2 2227 1996
3 1180 1582
4 2938 3082
5 1376 1805
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Para analizar los resultados obtenidos del monitoreo clinico de los
pacientes que estaban recibiendo KBr, se decidié comparar los datos del Dia O
con los del Dia 60 agrupando los datos de los 5 pacientes para cada momento.
En la Figura 5 se muestran los datos obtenidos para cada paciente en forma
individual, y agrupados por dia de muestreo. El andlisis estadistico mediante el
Test t de Student para muestras pareadas arroja un p=0,1388, lo cual
demuestra que no hay diferencias significativas entre los datos del Dia 0 con
los del Dia 60. Al momento del muestreo, todos los pacientes habian estado
recibiendo KBr por un periodo mayor a 6 meses, por lo cual es esperable que
la concentracion de Bromuro sérico ya se encontrara en estado estacionario y
por ende no haya variacion significativa entre los valores de ambos grupos
muestrales.

4000

[Br] (ng/mL)
)
=]
S
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o

Dia 0 Dia 0 Dia 60 Dia 60
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Figura 5. Concentraciones de Bromuro sérico cuantificadas en 5 pacientes
caninos en tratamiento antiepiléptico con Bromuro de Potasio (KBr). LI y LS
representan, respectivamente, el limite inferior y superior del rango terapéutico total
(KBr como monodroga o en combinacion con Fenobarbital). [Br]: concentracion de
Bromuro.

Todos los pacientes estaban recibiendo KBr respetando las dosis
recomendadas en la bibliografia y presentaron concentraciones séricas de
Bromuro dentro del rango terapéutico, sin embargo, el grado de control de las
convulsiones no fue el esperado en todos los casos (comunicacion personal de
los propietarios). Esto deja en evidencia que para poder realizar un correcto
seguimiento del paciente, el monitoreo sérico de una droga deberd ir siempre
acompafado de una adecuada evaluacion clinica.
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CONCLUSIONES

Los valores obtenidos para los distintos parametros analizados
documentan que la técnica espectrofotométrica para la cuantificacion de
Bromuro en suero canino queda validada para el rango de concentraciones de
150 pg/mL a 3000 pg/mL, en las condiciones de trabajo del Laboratorio del
Area Farmacologia (LaFaVet — FVet — UdelaR) empleando el
espectrofotometro Shimadzu 1800UV (Area Bioquimica — FVet — UdelaR).

Los resultados obtenidos mediante el uso de la técnica en pacientes
medicados con Bromuro de Potasio coinciden con la literatura consultada en
cuanto a rango terapéutico y estabilidad de los niveles de la droga en sangre
con tratamientos de largo plazo. Esto avala y da respaldo a la validacion
realizada.

La validacién de esta técnica permite poner a disposicion del Hospital de la
Facultad de Veterinaria (UdelaR), de Clinicas Privadas y de Médicos
Veterinarios de libre ejercicio, una herramienta mas para el monitoreo de los
pacientes en tratamiento anticonvulsivo con Bromuro de Potasio.
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