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RESUMEN

En los ultimos afios se ha visto un creciente interés en el conocimiento sobre la
fisiologia y el tratamiento del dolor en medicina veterinaria. En la especie equina en
particular, las investigaciones han ido progresando lentamente, surgiendo nuevos
estudios sobre farmacos antiguos, que han sido tradicionalmente utilizados en otras
especies. El presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacion del comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico de amitriptilina administrada por via oral en
equinos. Se trata de una droga utilizada desde los afios 60 para el tratamiento de
personas con depresion y dolor cronico. En este estudio, se administr6 1 mg/kg de
amitriptilina via oral a seis caballos sanos. Fueron colectadas muestras de sangre de
vena yugular y vena toracica lateral en tiempos predeterminados desde 0 a 24 horas
luego de la administracion. Las concentraciones plasméaticas fueron determinadas
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y el comportamiento
farmacocinético de la droga se estudid mediante analisis no compartimental. Se
evaluaron parametros farmacodinamicos incluyendo frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria. 'y motilidad intestinal y ademas se realizaron exadmenes
electrocardiogréficos en todos los sujetos. Las muestras de vena toracica lateral
arrojaron los siguientes datos: concentracion maxima de amitriptilina 30,7 ng/mL,
tiempo de concentracion maxima 1 a 2 h, vida media de eliminacion 17,2 h, area
bajo la curva de concentracién vs tiempo 487,4 ng/mL/h, clearance aparente 2,6
L/h/kg, volumen de distribucién aparente 60,1 L/kg. Las muestras de vena yugular
sobreestimaron la cantidad de amitriptilina circulante y no deberian ser usadas para
el analisis farmacocinético cuando la administracion se realiza por via oral
depositando la dosis en la boca del animal. La frecuencia cardiaca y la motilidad
intestinal presentaron disminuciones significativas, pero carecen de relevancia
clinica ya que todos los valores se mantuvieron dentro del rango normal para la
especie. Los resultados electrocardiograficos obtenidos no fueron concluyentes.
Futuros estudios son necesarios para determinar si un tratamiento de dosis mdultiple
llevaria a la droga a un estado estacionario con concentraciones plasmaticas

seguras y eficaces.



SUMMARY

In the last few years, there has been an increasing interest in pain physiology and
treatment in veterinary medicine. Research in equine medicine has showed slow
progress. However, old drugs traditionally used in other species are being studied for
the first time in horses. The purpose of the study was to evaluate the
pharmacokinetics and pharmacodynamics of oral amitriptyline in horses, which has
been used since the 1960s to treat people with depression and chronic pain. Oral
amitriptyline (1 mg/kg) was administered to six healthy horses. Blood samples were
collected from jugular and lateral thoracic vein at predetermined times from 0 to 24
hours after administration. Plasma concentrations were determined by HPLC and
analyzed using noncompartmental methods. Pharmacodynamic parameters including
heart rate, respiration rate and intestinal motility were also evaluated and
electrocardiographic exams were performed in all subjects. Samples from lateral
thoracic vein showed the following data: mean maximum plasma concentration of
amitriptyline 30.7 ng/mL, time to maximum plasma concentration 1 - 2 h, elimination
half-life 17.2 h, area under the plasma concentration—time curve 487.4 ng/mL/h,
apparent clearance 2.6 L/h/kg, apparent volume of distribution 60.1 L/kg. Jugular
vein sampling overestimated the amount of amitriptyline absorbed and should not be
used to study uptake following oral administration. Heart rate and intestinal motility
showed significant variation, but this was not considered clinically relevant since they
both remained within normal limits for the species. Electrocardiography did not
provide conclusive results. Further studies are required to discern if multiple dose
treatment would take the drug to steady state as expected, with effective and safe

concentrations.



1. INTRODUCCION

Los equinos han acompafado al ser humano a lo largo de la historia. Inicialmente
fueron utilizados como medio de transporte y herramienta de trabajo en el medio
rural. En la actualidad, se destaca sobre las demas categorias el equino deportivo

(Hausberger y col., 2008).

El equino destinado a la actividad deportiva es sometido a actividades de
entrenamiento y competencia que lo exponen a sufrir lesiones musculo-esqueléticas,
siendo una manifestacion tipica de las mismas la claudicacibn de uno o mas
miembros como expresion de dolor. La presentacién de dichas lesiones se ve
influenciada ademas por la conformacion del paciente, el tipo de deporte que realiza
y la categoria en la que participa o nivel de exigencia del mismo (Dyson, 2000;
Murray y col., 2006). El papel del veterinario en estos casos no abarca simplemente
el tratamiento de la lesion presente sino también del dolor causado por la misma. En
las ultimas décadas se ha visto un avance considerable en el estudio de la fisiologia
y farmacologia del dolor en los animales, haciendo posible un mejor manejo del
mismo (Crook, 2014).

Sin embargo, aun existe la necesidad de ampliar el conocimiento en esta area, por lo
cual, la presente investigacion se basa en el estudio del comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico de amitriptilina, un antidepresivo triciclico que ha
sido utilizado para tratamiento de dolor crénico y neuropatico en humanos y otras
especies (McQuay y col., 1993; Cashmore y col., 2009). No obstante, no se han

encontrado registros de estudios con dicho farmaco en equinos.

A tales efectos, es de relevancia académica y profesional, profundizar en el estudio
de farmacos que podrian ser utilizados como herramientas para colaborar en la

terapia multimodal como tratamiento de dolor.

“La ausencia de dolor, lesion o enfermedad (por medio de prevencién, o diagnostico
rapido y tratamiento)” es una de las 5 libertades aceptadas como componentes del
bienestar animal (Farm Animal Welfare Council, 2009). Por lo cual los veterinarios
deben profundizar su conocimiento sobre el tema y mantenerse actualizados para

brindarles a los pacientes el mejor cuidado posible.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El dolory suimportancia en medicina veterinaria

Se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un
dafio tisular real o potencial, o descrita en términos de dicha lesion. Es la percepcion
de una sensacion no deseada, resultante de una lesion o enfermedad, evidenciada
en el paciente por alteraciones en parametros fisioldgicos, comportamentales o

ambos (Hellyer y col., 2007).

Es ampliamente aceptado el hecho de que los vertebrados poseen complejos
mecanismos sensitivos que permiten la deteccion de estimulos dolorosos, por lo
tanto, se debe asumir que aquellos procedimientos que causan dolor en el ser

humano también lo hacen en los animales (Flecknell, 2008).

Sin embargo, la subjetividad de dicho fendmeno le concede cierta dificultad a la hora
de determinar la presencia de dolor, o clasificarlo segun su magnitud ya sea un dolor
minimo o casi imperceptible, un dolor maximo o intolerable, y los niveles entre
ambos extremos. A diferencia del ser humano, los animales son incapaces de
expresar verbalmente la localizacién, la intensidad y caracteristicas de dicho dolor
(Gleerup y Lindegaard, 2016). Hellyer y col. (2007) resaltan que la imposibilidad de
comunicacion verbal no implica que el paciente no perciba dolor y requiera

tratamiento adecuado para su alivio.

Ademas, las reacciones de cada especie ante un estimulo doloroso varian
marcadamente y en algunas ocasiones dicha respuesta puede verse
extremadamente afectada por la presencia de un observador. Las especies que son
naturalmente presas, son capaces de minimizar la expresién de dolor para no
convertirse en una presa facil para los predadores (Taylor, 2002). Segun Wagner
(2010) también deben ser consideradas las posibles interferencias raciales e

interindividuales en la expresion de dolor.

Estos obstaculos hacen aun mas dificil la labor del veterinario en la deteccion y
tratamiento del dolor (Flecknell, 2008). Consecuentemente dependerd de la

habilidad del observador y su capacidad de detectar cambios fisiolégicos y



comportamentales en el animal, posiblemente presentes como consecuencia de un

estimulo doloroso (Gleerup y Lindegaard 2016).

El reconocimiento y el tratamiento del dolor es fundamental para el bienestar animal
(Rutherford, 2002). Ademas se reconoce que el dolor en los animales, al igual que
en los humanos, trae ciertas desventajas, como ser aumento del estrés en respuesta
a un procedimiento quirargico, alteracion del funcionamiento normal del tracto
intestinal y funcion renal, y cambios en el comportamiento normal para la especie
(alimentacién, hidratacion, descanso, aseo). Taylor (2002) resalta que una buena
analgesia promueve el apetito del paciente y contribuye en su recuperacion;
principalmente luego de lesiones traumaticas o procedimientos quirdrgicos, los
cuales implican cierto estrés y requerimientos de energia para reparacion de tejidos

y correcto funcionamiento del sistema inmunitario.
2.1.1. Fisiologiay clasificacién de dolor

El dolor surge a partir de un estimulo doloroso (mecanico, quimico o térmico) que
activa receptores (nociceptores) ubicados en las porciones terminales de neuronas
aferentes primarias, las cuales se encuentran distribuidas periféricamente por todo el
cuerpo del animal. Ocurre la transduccion: transformacion de un estimulo doloroso
en potenciales de accion, que seran transmitidos por vias neuronales hacia el
cuerno dorsal de la médula espinal. Alli, ocurren sinapsis interneuronales
excitatorias o inhibitorias que modulan la sefial dolorosa, para luego ser proyectada
hacia tronco encefalico y tdlamo, seguido de cortex cerebral, donde sera percibida
como tal, siendo identificadas la localizacion e intensidad del dolor (Shilo y Pascoe,
2014). Es activada entonces la via descendente de modulacion del dolor, partiendo
del tronco encefalico ejerciendo su accion en medula espinal a través de la
liberacion de neurotransmisores como serotonina, norepinefrina y dopamina. El mal
funcionamiento de este sistema inhibitorio descendente puede desencadenar un

estado de dolor persistente (Guedes, 2017).
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Figura 1. Vias del dolor (Guedes, 2017).

Segun Guedes (2017) se han planteado diferentes clasificaciones para el dolor
basadas en su ubicacion anatomica (superficial, profundo, visceral, somético,
musculo-esquelético), en su intensidad (leve, moderado, severo) o en su mecanismo
de accién (nociceptivo, inflamatorio, neuropético). Ademas, se puede clasificar

segun su duracion (agudo, cronico).

El dolor agudo se caracteriza por iniciar de forma abrupta y presentar corta duracion,
comunmente producido como resultado de un evento traumatico o infeccioso.
Generalmente es tratado con drogas analgésicas obteniendo buenos resultados. El
dolor cronico se extiende en el tiempo, mas alla de la resolucion del cuadro agudo.
Este puede estar asociado a procesos patologicos cronicos, como por ejemplo la
osteoartrosis. Por la complejidad de su fisiopatologia, debe ser abarcado con
terapias multimodales, debiendo combinar muchas veces analgésicos con otros
farmacos clasificados como tranquilizantes o psicotropicos, y considerar la adicion

de fisioterapia, y cambios en el entorno y rutina del animal (Hellyer y col., 2007).
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El dolor siempre ha sido considerado como un sintoma subyacente a un cuadro
patoldgico (dolor agudo), con funcién biologica de alertar sobre la existencia de un
problema y desencadenar conductas protectoras. Sin embargo, algunos autores
sostienen que el dolor persistente (dolor crénico) se trata de una enfermedad por si
misma. En el dolor agudo, la liberacion de mediadores inflamatorios contribuye en la
disminucién de umbrales de dolor y causa hiperalgesia primaria o periférica. Se
define hiperalgesia como una mayor intensidad en la percepcion dolorosa de
estimulos que por si solos ya causarian dolor. Cuando esta situacion periférica
persiste en el tiempo, las despolarizaciones sostenidas de las fibras nerviosas llevan
a la neuromodulacion central (hiperalgesia secundaria), y a un aumento de

sensibilidad a estimulos inocuos (alodinia) (Siddall y Cousins, 2004; Guedes, 2017).

El dolor neuropatico, es un tipo de dolor crénico patoldgico, que surge como
consecuencia de una lesion o disfuncion a nivel del sistema nervioso central (SNC) o
del sistema nervioso periférico (SNP) (Scholz y Woolf, 2002). Zylicz (2019) sostiene
gue el dolor neuropatico hace referencia a diversos sindromes de origen comun,
causados por el dafio de un nervio, medula espinal o0 menos frecuentemente centros
cerebrales. El denominador comun en estos pacientes es el estado de
desensibilizacion, donde las vias inhibitorias del dolor no funcionan correctamente y
hay menos participacion de la serotonina en la analgesia endoégena. El problema
puede ser reversible, cuando inicia como una neuropatia por compresion, llegando a

ser irreversible cuando el dafio es severo.

Pacientes con cuadros de artritis, laminitis y aquellos que son sometidos a
procedimientos quirargicos pueden desarrollar neuromodulacién central y/o
periférica, y consecuentemente dolor neuropatico (Jones y col., 2007; Schaible,
2012; Borsook y col., 2013).

2.1.2. Manejo y control del dolor

Segun Hellyer y col. (2007) el término analgesia se define como la ausencia
completa de dolor, pero clinicamente se refiere a la reduccién de su intensidad,
haciéndolo tolerable, ya que el mismo presenta en parte una funcion fisioldgica como

se describio previamente.
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Los mismos autores sostienen que la accion farmacoldgica sobre los procesos
nocioceptivos es variable y dependera de la etapa en la que actuen los diversos
farmacos (Figura 1). Se pueden utilizar anestésicos locales para impedir la
transduccion, generalmente son infiltrados en el local implicado o también
inyectados por via intravenosa. Los AINES (antiinflamatorios no esteroideos) inhiben
la transduccion y la liberacion de mediadores inflamatorios en el sitio afectado. La
transmision puede ser impedida por bloqueos anestésicos de nervios periféricos,
plexos nerviosos o aplicaciones epidurales. La modulacién puede ser modificada por
administracion via epidural de distintas familias de farmacos como los opioides y a2-
agonistas entre otros, y la percepcion disminuida por anestésicos generales,

opioides, a2-agonistas y/o diversos sedativos o tranquilizantes.

En la bibliografia relacionada, se describen también los analgésicos adyuvantes.
Son farmacos que han surgido en las Ultimas décadas, con propiedades analgésicas
y mecanismos de accion diversos, siendo centro de atencién de investigaciones
recientes. La mayoria de estas drogas son utilizadas en tratamientos de dolor
cronico y neuropatico (Love y Thompson, 2014). Se pueden clasificar segun la

funcién principal que ejercen:

e Drogas antiepilépticas — Gabapentina, Pregabalina. Actdan principalmente en
canales de calcio, alterando varios procesos celulares, liberaciéon de

neurotransmisores y excitabilidad celular (Cao, 2006).

e Antagonistas de receptores NMDA — Ketamina, Amantadina. Los receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) se encuentran distribuidos en todo el SNC vy
participan en muchos procesos fisiolégicos. La activacion de los mismos
promueve la hiperalgesia y el dolor crénico (Visser y Schug, 2006; Corlew y col.,
2008).

e Inhibidores de recaptacion de serotonina y norepinefrina — Antidepresivos
triciclicos (TCA) Ej. Amitriptilina. Los TCA provocan un aumento de concentracion
de serotonina y norepinefrina en el SNC, siendo estos neurotransmisores
fundamentales en la via descendente de modulacion del dolor (Dharmshaktu y
col., 2012).

13



Drug class Mechanism Acute Tissue injury MNerve injury

Opioid {morphine) Opioid receptors X A A
on high threshold
C fibers

NMDA antaganist (ketamine) Blocks 0 X X
glutamate-spinal
facilitation

HSAID Inhibits PG 0 X 0
synthesis at
injury site and
spinal cord

IV lidocaine Blocks sodium 0 0 X
channels

Anticomaulsant (gabapentin) Reduces 0 0 X

spontaneoushy
active neurans

TCA {amitryptyling) Increases 0 0 X
catecholamine
levels

Figura 2. Diversas clases de farmacos, su mecanismo de accidn y aplicaciéon (Fox, 2009).

Existe poca literatura en lo que se refiere al tratamiento antialgico cronico en

equinos, con evidente falta de investigacion en el area (Sanchez y Robertson, 2014).

Esto se debe a diversos motivos, incluyendo falta de conocimiento sobre las
ventajas del tratamiento antialgico o sobre la fisiologia del dolor y los procesos
fisiopatologicos del dolor persistente, dificultades en la evaluacion de duracién e
intensidad de nocicepcidn/dolor en los animales, y la carencia de drogas analgésicas
disponibles o técnicas efectivas para tratar el dolor sin causar efectos adversos que
pongan en riesgo la salud del paciente. Por lo tanto, el manejo de dolor en el equino
ha sido mayormente empirico, una combinacién entre la escasa informacion
cientifica disponible y la experiencia del médico veterinario. Afortunadamente, esto
ha comenzado a cambiar al surgir un creciente interés en el desarrollo de nuevos
conocimientos y métodos diagndsticos y terapéuticos para los pacientes (Taylor,
2002).

En los dltimos afios, junto a un mejor entendimiento de la tematica, surge la
analgesia multimodal. Esta estrategia consiste en la combinacion de dos o mas
farmacos con mecanismos de accion diferentes, con el objetivo de lograr una
analgesia mas potente y muchas veces permitir una eleccion de dosis menores, para

disminuir de esta forma los posibles efectos adversos. Surge la integracién de otras
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terapias fisicas como la fisioterapia, acupuntura y quiropraxia, entre otras (Driessen
y Zarucco, 2014).

Muir (2005) defiende la importancia de la terapia multimodal, y también sostiene que
de ser posible se deberé instaurar tratamiento antialgico preventivo, antes de que se
desencadene el proceso doloroso. De esta forma ayudaria a controlar el dolor agudo
provocado, disminuyendo las probabilidades de sensibilizacién central y desarrollo

de dolor croénico.

2.2. Estudios experimentales de los farmacos

La mayoria de la informacion sobre el dolor en animales ha sido extrapolada de
experimentos conducidos en animales de laboratorio, principalmente ratones.
Generalmente, los datos de relevancia clinica derivan de estudios realizados en
humanos, por ser capaces de expresar verbalmente la mejoria o la ausencia
completa de dolor luego de un tratamiento antialgico. Sin embargo, no es posible
afirmar que terapias efectivas en ratones, perros o humanos, funcionarian de igual

forma en caballos (Muir, 2010).

Afortunadamente, el conocimiento acerca de dolor en equinos se encuentra en
continuo desarrollo. Es importante destacar que recientemente se han comenzado a
generar datos sobre farmacocinética y farmacodinamia, necesarios para tener un
mejor entendimiento sobre los farmacos antes utilizados empiricamente. (Taylor,
2002; Muir, 2010).

2.2.1. Farmacocinética

Es el estudio del movimiento de un farmaco en el organismo, incluyendo procesos
de liberacion, absorcién, distribucion, metabolizacion y excrecién. Es importante
contar inicialmente con esta informacion, para luego proceder a realizar estudios que
relacionen la concentracion plasmatica alcanzada de la droga en cuestion y la

concentracion necesaria para producir el efecto deseado (Pypendop, 2014).

La absorcion es el pasaje de un farmaco desde el sitio de administracién hacia la
circulacion sistémica, para ello el mismo debera atravesar diversas membranas
bioldgicas. En algunos casos, precede a esta etapa, la fase de liberacion (por
ejemplo, en presentaciones solidas que luego de ser administradas por via oral
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deben disolverse para liberar el farmaco y que este pueda ser absorbido). La
biodisponibilidad es el parametro que cuantifica la absorcién de un farmaco y hace
referencia al porcentaje del mismo que alcanza la circulacion sistémica respecto a la
dosis administrada. Para ejemplificar, un medicamento administrado por via
intravenosa tendra una biodisponibilidad del 100 % ya que la totalidad de la dosis
administrada alcanzara la circulacion sistémica y estara disponible para distribuirse
por el cuerpo del animal, mientras que un medicamento administrado por via oral
debe absorberse en tracto gastrointestinal (lo cual puede verse limitado por las
caracteristicas del producto y propiedades fisicoquimicas tanto de la droga como del
tracto digestivo del animal). A su vez en su pasaje por intestino e higado podra sufrir
transformaciones metabdlicas o bien ser excretado por bilis, alterando la fraccion del
farmaco que alcanzard la circulacion general. Se define distribucion como el proceso
a través del cual, un farmaco, luego de ser absorbido (o administrado por via
intravenosa) es transportado por el organismo, teniendo como objetivo alcanzar su
sitio de accion. Algunos farmacos podran ser metabolizados, sufriendo
modificaciones quimicas con el objetivo de favorecer la posterior eliminacion de sus
metabolitos. Los metabolitos formados pueden ser inactivos, pueden ser mas activos
gue la molécula original, pueden provocar efectos diferentes o incluso efectos
toxicos. Los principales érganos encargados de este proceso son el higado e
intestino. Finalmente, el farmaco y/o sus metabolitos seran eliminados mediante
excrecion. Los principales 6érganos excretores son los rifiones (excrecion de
compuestos hidrosolubles), el higado (excrecion del farmaco y/o sus metabolitos a
través de la bilis) y los pulmones (responsables de eliminar compuestos volatiles)
(Fl6rio y de Sousa, 2011; Buxton y Benet, 2012).

Pypendop (2014) considera que el analisis farmacocinético constituye una
herramienta valiosa, cuyas ecuaciones pueden ser sustituidas por valores obtenidos
experimentalmente a partir de la administracién de un cierto farmaco para estudiar
los diferentes parametros relacionados. Algunos de estos parametros se citan a
continuacion. El volumen de distribucion es el volumen corporal en el cual
aparentemente se disuelve la droga luego de su administracién. El clearance refiere
al volumen de plasma que es depurado del farmaco por unidad de tiempo. La
semivida de eliminacion es el tiempo necesario para que la concentracion plasmatica

de una droga caiga en un 50%.
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2.2.2. Farmacodinamia

Estudia la accion de los farmacos y los efectos bioquimicos y fisiolégicos en el
organismo. El buen entendimiento de las propiedades farmacodinamicas de una
droga permite aplicar una terapia adecuada y muchas veces se utiliza para estudiar
los efectos adversos implicados (Blumenthal y Garrison, 2012).

De esta manera el conocimiento sobre las propiedades farmacodinamicas y
farmacocinéticas de un farmaco permiten un mejor entendimiento sobre el tema y

hacen posible la instauracién de tratamientos efectivos y seguros.

2.3.  Amitriptilina

La amitriptilina pertenece a la familia de los TCA. Fue introducida alrededor del afio
1960 para el tratamiento de pacientes con depresion (Shen y col., 2010).
Actualmente su uso como antidepresivo ha disminuido significativamente ante la
aparicion de farmacos con menos efectos adversos, como los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina, pero forman parte importante del arsenal

terapéutico para el tratamiento de dolor cronico y neuropatico (Ferguson, 2001).

Mechanism of action Site of action TCA SNRI SHI
Reuptake inhibition of Serotonin + + +
monoamine MNoradrenaline + + -
Receptor antagonism c-Adrenergic + - -
NMDA + (+) milnacipran -
Blocker or activator of ion Sodium channel blocker + (+) venlafaxine (+) only fluoxetine
channels — duloxetine
Calcium channel blocker + 7 (+) citalopram
fluoxetine
Potassium channel activator + ? -
GABAB receptor Increase of receptor function + amitriptyline ? + fluoxetine
desipramine
Opioid receptor binding/ p- and 8-Opioid receptor (+) (+) venlafaxine (+) paroxetine
opioid-mediated effect
Inflammation Decrease of PGE2 production + ? + fluoxetine
Decrease of TNFo production + 7 ?

PGE2 = prostaglandin Ez; SNRI = serotonin and norepinephrine reuptake inhibitor; SRl = selective serotonin reuptake inhibitor;
TCA = tricyclic antidepressant; TNFa = tumour necrosis factor-o; + indicates mechanism of action documented in vitro and/or in vivo;
(+) indicates mechanism of action documented in vitro and/or in vivo at high concentration; — indicates no known mechanism of action;
? indicates not investigated/not known.

Figura 3. Mecanismos de accién de los antidepresivos (Verdu y col., 2008).

La amitriptilina posee diversos mecanismos de accion (Figura 3), siendo el principal,

su capacidad de inhibir la recaptacion de serotonina y norepinefrina, aumentando la
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concentracion de ambos neurotransmisores en la hendidura sinaptica a nivel espinal
y supra-espinal, estimulando la via descendente inhibitoria del dolor. También actua
en otros sitios: como antagonista de receptores NMDA, receptores a-adrenérgicos,
agonistas de receptores opioides (especialmente receptor 8, inhibiendo la alodinia) y
receptores GABA. Actlia en canales de Ca®*, K" y Na*, adquiriendo gran importancia
por bloguear canales de Na* ya que estos participan en la excitabilidad neuronal.
Contribuye en la disminucion de produccién de prostaglandina E2 y factor de
necrosis tumoral (Yaron y col.,, 1999; Krystal y col.,, 2002; Wang y col., 2004;
Ignatowski y col., 2005; McCarson y col., 2006; Benbouzid y col., 2008; Verdu y col.,
2008; Dharmshaktu y col., 2012).

Esta comprobado que existe una alta relacion entre la depresion mayor y el dolor
cronico en pacientes humanos. Se cree que esto puede estar asociado al hecho de
gue las personas que padecen un cuadro depresivo presentan una disminucién de
los niveles de serotonina y norepinefrina y consecuentemente los TCA serian

beneficiosos en ambos cuadros (Verdu y col., 2008).

Attal (2019) presenta los resultados de las pautas para el tratamiento del dolor
neuropatico establecido por Neuropathic Pain Special Interest group (NeuPSIG)
como parte de International Association for the Study of Pain (IASP). Segun este
trabajo los TCA (principalmente amitriptilina) y los inhibidores de la recaptacion de
serotonina-norepinefrina (principalmente duloxetina) son recomendados como

drogas de primera linea.

Los principales efectos adversos asociados a los TCA se relacionan con su accion
anticolinérgica, como sequedad de boca y constipacion o dificultad de evacuacion,
tanto de vejiga como de intestino. Por su efecto antihistaminico y antagonista de
receptores a-adrenérgicos puede causar sedacion, somnolencia e hipotension
(Verdu y col., 2008; Zylicz, 2019). Se describe también la predisposicion a presentar
arritmias, lo cual se asocia con a una prolongacion del intervalo QT. Por tal motivo,
es importante tener especial cuidado con esta medicacion en pacientes geriatricos o
personas de cualquier edad que presenten patologias cardiacas. (Witchel y col.,

2003). En 2018 Sutayatram y col. describieron efectos similares en caninos.
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Verdu y col. (2008) no recomienda la coadministracion con inhibidores de
recaptacion de serotonina (como por ejemplo opioides), ya que combinados con

TCA pueden provocar un sindrome serotoninérgico.

Linden y col. (2008) reportan el pasaje de amitriptilina a nortriptilina (su principal
metabolito activo) por desmetilacion y la formacién de E-10-hidroxi (EHAT) y Z-10
hidroxiamitriptilina (ZHAT) por hidroxilacion. Ademas, de CYP 2D6, también
menciona el papel de CYP 2C19 en estos procesos (Figura 4).
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Figura 4. Principales vias metabdlicas de la amitriptilina (Linden y col., 2008).

Kukes y col. (2008) realizaron un estudio comparativo sobre la farmacocinética de
amitriptilina oral en humanos y perros. EI mismo muestra un elevado volumen de
distribucion y clearance aparente: (20,3 + 2,4 vs 40,2 + 3,7) L/kg y (1,31 + 0,19 vs
5,3 + 0,83) L/h/kg en humanos y perros respectivamente. Las areas bajo la curva de
concentraciones plasmaticas normalizadas por la dosis en este experimento
muestran una diferencia significativa en la exposicion al farmaco entre estas

especies. Norkus y col. (2015) reportan una biodisponibilidad oral del 6% en perros
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mientras que para humanos se referencian valores promedio de 45% (Bryson y

Wilde, 1996), evidenciando una amplia variabilidad interespecie.

Las diferencias farmacocinéticas mostradas probablemente se deban a diferencias
en el metabolismo, tanto sistémico como presistémico en cada especie, asi como a
diferencias en las composiciones corporales que determinan el volumen de
distribucion. En el hombre, el metabolismo de la amitriptilina esta relacionado con
varias enzimas citocromo P450 (CYP). La accion de CYP 2D6 involucrada en el

humano, puede ser comparada con la de CYP 2D15 en el perro (Kukes y col., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Describir el comportamiento farmacocinético y farmacodinamico tras una

administracion oral Unica de amitriptilina en equinos sanos.

3.2. Objetivos Especificos

Comparar datos farmacocinéticos de muestras provenientes de vena yugular y vena

toracica lateral de un mismo individuo luego de administracion oral de un farmaco.

Detectar posibles efectos adversos de importancia para la especie a través del

estudio farmacodinamico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales

El estudio fue aprobado por la Comisién Honoraria de Experimentacion Animal
(CHEA) y la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA) — Protocolo niimero
853.

Fueron utilizados seis equinos deportivos pertenecientes al Ejército Nacional, tres
hembras provenientes del Haras Militar Gral. Fausto Aguilar y tres machos castrados
pertenecientes al Grupo de Artilleria N° 5. Se seleccionaron animales adultos de
entre 5 - 18 afios de edad y un peso de entre 461 - 564 kg. Previo al inicio de la fase
experimental se realiz6 examen fisico y analisis paraclinicos, incluyendo hemograma

completo, perfil hepatico y renal, para comprobar que eran sujetos sanos.

4.2. Disefo Experimental

Los animales fueron sometidos a 12 horas de ayuno, sin tener acceso a forraje o
concentrado antes de la administracién del farmaco, recibiendo alimento y agua a

partir de dos horas post-administracion.

Se realiz6 tricotomia para colocacion de un catéter en vena yugular izquierda y vena
toracica lateral izquierda. Luego de una adecuada antisepsia y bloqueo subcutaneo
con 1 mL de lidocaina 2%, se procedio a la cateterizacién de las venas mencionadas

para la posterior obtencién de muestras.

Todos los caballos recibieron una dosis Unica de 1 mg/kg de amitriptilina en una

presentacion semisolida por via oral.

A través de los catéteres posicionados inicialmente, fueron obtenidas muestras de
sangre de 10 mL, descartando los primeros 5 mL extraidos antes de cada muestra y
administrando 10 mL de solucién salina luego de cada extraccion con el objetivo de
mantener la permeabilidad de los mismos durante todo el experimento. Se obtuvo
una muestra previa a la administracion del farmaco (TO) y luego se repitid el
procedimiento a los 2, 5, 15, 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, y 24 horas.

Inmediatamente luego de cada colecta la sangre de cada animal fue depositada en

tubos con heparina y estos fueron centrifugados a 2500 rpm durante 10 minutos. El
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plasma obtenido fue transferido a criotubos, siendo estos ultimos identificados y

almacenados a -80 °C hasta el momento del analisis.

Durante los mismos tiempos de muestreo, excepto en 2 y 5 minutos, se registraron
los siguientes parametros farmacodinamicos: frecuencia cardiaca y frecuencia
respiratoria, por medio de auscultacién, y motilidad intestinal, basada en la misma

escala utilizada por Gozalo-Marcilla y col. (2017) (Anexo 1).

Ademas, se realizaron registros electrocardiograficos de todos los sujetos en los
tiempos 0, 15, 30, 60 y 120 minutos. Para ello se utiliz6 un equipo digital Fukuda,
modelo CardiMax, con registro en papel termosensible a una velocidad de 25 mm
por segundo. Como derivada de registro se utilizd el sistema base-apex, como fue
recomendado por Verheyen y col. (2010) para estudios en reposo. Sobre los
registros se obtuvieron mediciones de intervalo QT (media de 5 ciclos cardiacos

para cada tiempo).

4.3. Analisis de laboratorio

Se llevo a cabo en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria (LAFAVET) del Area
de Farmacologia con el objetivo de analizar las muestras obtenidas en la etapa

previa.

Las concentraciones plasmaticas de amitriptilina fueron determinadas por medio de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) mediante la técnica descrita por Linden

y col. (2008) con modificaciones menores (Anexo 2).

La técnica analitica resulté lineal entre 10 y 500 ng/mL de amitriptilina. Los
coeficientes de variacion para la precision inter e intradia fueron menores al 15% y la
exactitud de la técnica estuvo entre 85 y 115% en todo el rango lineal de acuerdo

con la Guia de la FDA para la validacion de métodos analiticos (2018).

4.4. Tratamiento de datos

Los datos farmacocinéticos fueron sometidos a un analisis no compartimental. Los
parametros determinados fueron concentracion maxima (Cpax), tiempo méximo
(Tmax), @rea bajo la curva (AUCy°), semivida de eliminacion (ti2), clearance aparente
(CL/F), y volumen de distribucion aparente (Vd/F). Los valores de Cmax Y Tmax fueron

obtenidos directamente de la informacion proyectada por las lecturas en HPLC. Los
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valores de AUC,° fueron calculados por el método de los trapecios desde el tiempo
cero al ultimo tiempo de muestreo y extrapolados a infinito, sumandole el término
Ciast/B, siendo Cig; la Ultima concentracion plasmatica cuantificable de amitriptilina y
B la constante de eliminacion, calculada como la pendiente de la regresién lineal del
logaritmo neperiano de la concentracion versus tiempo (Ln(C) vs t). El valor de ty;
fue calculado cémo Ln(2)/B. Unicamente las concentraciones obtenidas de la vena
torcica lateral fueron utilizadas para el calculo de CL/F, como dosis/AUC°, y Vd/F
como CL/F/B. Por ultimo, se calcul6 la relacion entre las AUC,° para vena toracica

lateral y la vena yugular (T/Y).

4 5. Anélisis Estadistico

La comparacion de los parametros farmacocinéticos obtenidos de vena yugular y
vena torécica lateral fue realizada por medio de prueba T de Student. Previamente

se realizé Test de Fisher para verificacion de homocedasticidad de varianzas.

Para el andlisis de parametros farmacodinamicos se aplic6 ANOVA para medidas
repetidas con postest de Dunnett's comparando cada tiempo con su tiempo basal
(TO). La variable estudiada fue el efecto tiempo. Fueron consideradas diferencias

significativas cuando p<0,05.
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5. RESULTADOS

Fueron excluidos los datos farmacocinéticos de uno de los sujetos porque que las
concentraciones plasmaticas de amitriptilina obtenidas de vena toracica lateral

fueron indetectables para la mayoria de los tiempos de muestreo.

Los valores de AUC,° obtenidos de vena yugular presentaron diferencia significativa
respecto a los obtenidos de vena toracica lateral (p=0,00016). Lo mismo ocurrié con
Cmax presentando un rango de 144,5 a 329,4 ng/mL en vena yugular, comparado a

un rango de 10,0 a 77,5 ng/mL en vena torécica lateral (Figura 4).
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Figura 5. Concentraciones plasmaticas de amitriptilina (media + rango) luego de administracion de
1mg/kg amitriptilina por via oral (n=5). VTL: vena toracica lateral, VY: vena yugular.
A pesar presentar una ty, prolongada (Tabla 1) no se detectaron concentraciones de
amitriptilina en las muestras obtenidas 24 horas luego de la administracién del
farmaco. La constante de velocidad de eliminacion no mostré diferencias

significativas entre ambas venas.

El cociente de AUC,” provenientes de la vena toracica lateral y vena yugular (T/Y)
fue de 0,44 + 43,0%.
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Tabla 1. Parametros farmacocinéticos (media y CV) obtenidos de vena toracica lateral (VTL) y vena
yugular (VY) de cinco equinos adultos luego de la administracién oral de 1 mg/kg de amitriptilina.

Parametros MediaVTL  CV (%) VTL Media VY CV (%) VY
Cinax (ng/mL)* 30,7 88,7 250,5 29,6

Tmax (h) 1-2 - 05-1 -
AUCy°(ng/mL/h)*  487,4 50,4 1095 12,6

ty (h) 17,2 14,8 18,6 14,9

CL/F (L/h/kg) 2,6 56,5 - -

Vd/F (L/kg) 60,1 41,6 - -

Cmac CONcentracion maxima; Tmac tiempo maximo; AUC,": area bajo la curva; ty,: semivida de
eliminacion; CL/F: clearance aparente; Vd/F: volumen de distribucion aparente; CV: coeficiente de
variacion. * Diferencia significativa.

Entre los datos farmacodinamicos obtenidos, frecuencia cardiaca y motilidad
intestinal mostraron diferencias significativas. Se observé una disminucion en la
frecuencia cardiaca (p=0,02) con una duracién de 12 horas post-administracion
(Figura 5a). La motilidad intestinal disminuyé durante las dos primeras horas
seguidas a la administracion del farmaco (p=0,01) (Figura 5b). La frecuencia

respiratoria no mostré cambios significativos (Figura 5c).
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Figura 6. a) Frecuencia cardiaca expresada en latidos por minuto, b) score de motilidad intestinal,
c¢) frecuencia respiratoria expresada en movimientos respiratorios por minuto; (media + rango) luego
de administracion de 1mg/kg amitriptilina oral en equinos (n=6).
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Ningun animal presentd, en los registros electrocardiogréaficos, alteraciones de

forma, amplitud o duracion; ni cambios en la polaridad de las ondas. Se observaron

bloqueos en la conduccién atrio-ventricular (A-V) y arritmias que se detallan en la

Tabla 2. La duracion del intervalo QT en el registro basal fue de 543 + 18 ms. En los

sucesivos  registros,

significativas.

Tabla 2. Tipos de ritmo cardiaco obtenidos a partir de los registros electrocardiograficos en seis

la duracibn de dicho

equinos, antes y después de la administracién de 1mg/kg de amitriptilina por via oral.

Tiempo (min) C1 Cc2 C3 c4 C5 C6
0 BAV M2 BAV M1 BAV M1 BAV M2
S normal S normal (1/min) (8/min) (5/min) (5/min)
15 BAV M2 BAV M1 BAV M1 BAV M2
S normal S normal (4/min) (14/min) (5/min) (3/min)
30 BAV M2 VPC BAV M2 BAV M1 BAV M1 BAV M2
(3/min) (1/min) (4/min) (9/min) (5/min) (1/min)
60 BAV M2 BAV M2 BAV M1 BAV M1
(1/min) S normal (3/min) (10/min) (3/min) S normal
120 BAV M2 BAV M1
S normal S normal (2/min) (16/min) S normal S normal

intervalo no mostré variaciones

C: caballo; S normal: Sinusal normal;, BAV M1: Blogueo Atrio-Ventricular Mobitz tipo 1; BAV M2:
Bloqueo Atrio-Ventricular Mobitz tipo 2; VPC: Complejo Ventricular Prematuro.
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6. DISCUSION

En este estudio fue utilizada una dosis de 1 mg/kg de acuerdo con el uso empirico
gue se hace de este farmaco para el tratamiento de dolor cronico en equinos en la

region.

Todos los parametros farmacocinéticos analizados muestran una gran variabilidad
interindividual. Se detectaron un elevado clearance y volumen de distribucién
aparentes. El término aparente hace referencia a la imposibilidad de disociar los
parametros clearance y volumen de distribucion del factor de biodisponibilidad (F) al

carecer de la administracion de una dosis intravenosa de referencia:

w F-Dosis

AUCY = L

Respecto a la significativa diferencia observada entre las concentraciones obtenidas
de la vena tor4cica lateral y yugular podemos afirmar que el protocolo utilizado en el
presente estudio permitié resaltar la importancia del sitio de muestreo cuando se
busca estudiar la farmacocinética de una droga administrada por via oral mediante el
deposito en la boca del animal, como ya fue descripto por Messenger y col. (2011).
Las altas concentraciones detectadas en muestras provenientes de vena yugular
sugieren que la absorcién transcurre al menos parcialmente por via sublingual, que
vierte el farmaco directamente hacia la circulacion sistémica, evidenciando una

sobrestimacion de la concentracion real de amitriptilina circulante.

Hasta el momento, no se cuenta con estudios concluyentes que determinen la
ventana terapéutica para el tratamiento del dolor crénico con amitriptilina en ninguna
especie, sin embargo existen reportes que sugieren un rango terapéutico de 50-250
ng/mL (Scott y col., 1999). Estos y otros autores suelen reportar un rango como la
suma de amitriptilina y nortriptilina, su principal metabolito activo, el cual se
desconoce si es producido o no en equinos. Los datos farmacocinéticos obtenidos
sugieren que, si en esta especie la farmacocinética de la amitriptilina se comportara
de forma lineal, los tratamientos empiricos, como los que se implementan
actualmente con ésta droga, alcanzarian concentraciones medias de estado
estacionario de aproximadamente 38.5 ng/mL. Dicho valor se ubica por debajo de

las concentraciones efectivas reportadas en seres humanos.
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A pesar de presentar una semivida de eliminacion prolongada no se detectaron
concentraciones de amitriptilina a las 24 horas post-administracion en ningin animal.
Esto podria deberse a la existencia de un sistema flip-flop, el cual refiere a una
droga cuya velocidad de absorcién es menor que la de eliminacién. En estos casos,
la persistencia del compuesto en el organismo depende del proceso de absorcién y

no de eliminacién (Yafnez y col., 2011).

Como limitacion del proyecto se puede mencionar la falta de una formulacion de
amitriptilina para administracion intravenosa, que permitiria obtener informacion
sobre la biodisponibilidad de la formulacion oral utilizada, asi como también verificar

si se trata efectivamente de un sistema flip-flop.

Si bien la disminucion en frecuencia cardiaca y motilidad intestinal resulto
estadisticamente significativa, las mismas carecen de relevancia clinica ya que se

mantuvieron en todo momento dentro de valores normales para la especie.

Segun Witchel y col. (2003) la administracion de antidepresivos triciclicos puede
causar arritmia en humanos. La medicion del intervalo QT realizada sobre los
registros de electrocardiografia, se utiliza frecuentemente para determinar la
repolarizacion ventricular. Las alteraciones en dicho intervalo han mostrado relacién
con un aumento en la predisposicion a presentar arritmias en pacientes humanos
(Pedersen y col., 2013). En este estudio no se detectaron variaciones significativas
entre los intervalos QT. En los equinos, las bradiarritmias son comunmente
atribuidas al alto tono vagal que presentan estos animales en reposo. Se describen
como arritmias fisioldgicas, que deberian desaparecer con el ejercicio, debido a un
aumento de tono simpatico. El bloqueo A-V de 2° grado es la bradiarritmia detectada
con mayor frecuencia en los caballos (Menzies-Gow, 2001). En el presente trabajo
un sujeto desarrollé bloqueos A-V de 2° grado luego de la administracion de
amitriptilina, pero cuatro sujetos exhibieron dicha arritmia en estado basal, antes de
recibir el medicamento, por lo tanto, los efectos a nivel cardiaco no son

concluyentes.

Se consideré la posibilidad de evaluar sedacién luego de la administracion del

farmaco, pero los datos obtenidos no serian validos ya que el ambiente en el que se
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llevé a cabo la fase experimental no se mantuvo constante, pudiendo influir en la

evaluacion de los sujetos el intermitente movimiento de personas y animales.

31



7. CONCLUSION

No existe hasta el momento informacion publicada sobre el comportamiento
farmacocinético y farmacodindmico de amitriptilina oral en equinos, por lo que este

trabajo constituye una primera aproximaciéon al tema.

La administraciéon de 1 mg/kg de amitriptilina oral en equinos no presentd efectos

adversos relacionados a la droga.

Se comprobd la importancia del sitio de muestreo cuando se administran farmacos
por via oral, ya que las concentraciones de amitriptilina halladas en vena yugular
sobreestimaron las concentraciones sistémicas, las cuales se corresponden con las

obtenidas de la vena toracica lateral.

A pesar de las proyecciones discutidas previamente sobre las posibles
concentraciones que serian alcanzadas en estado estacionario, son necesarios
estudios que analicen el comportamiento farmacocinético de la amitriptilina en dosis
multiple, que verifiquen las concentraciones alcanzadas tras la instauracion de un
tratamiento crénico, y ensayos clinicos controlados que determinen la seguridad y

eficacia analgésica de esta droga para esta especie.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Score utilizado para registrar sonidos intestinales auscultando cada uno de

los cuadrantes abdominales (dorsal derecho, ventral derecho, dorsal izquierdo,

ventral izquierdo) en equinos, durante 1 min.

Score

Criterio

0

1
2
3
4
5

Ausencia de sonidos intestinales

Sonidos crepitantes bajos con frecuencia < 1/min

Sonidos crepitantes bajos con frecuencia > 1/min

Sonidos prolongados, fuertes, borborigmos, frecuencia 1/min
Sonidos prolongados, fuertes, borborigmos, frecuencia 2 a 4/min

Sonidos prolongados, fuertes, borborigmos, frecuencia > 4/min
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PROCEDIMIENTO PARA LA
DOSIFICACION DE AMITRIPTILINA EN PA 0002/01
PLASMA DE EQUINO

Anexo 2.

1. OBJETIVO

El objetivo de este procedimiento es disponer de una metodologia normalizada para

la dosificacion Amitriptilina en plasma de equino.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica al Laboratorio de Farmacologia Veterinaria y a todos

los ensayos de Amitriptilina realizados en el Area de Farmacologia.

3. RESPONSABILIDAD
La responsabilidad por la aplicacion de este procedimiento corresponde a los

analistas del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria.

Sin perjuicio de lo anterior el Supervisor del Area Analitica es responsable de
verificar la correcta aplicacién de este procedimiento y de evaluar periddicamente su

adecuabilidad para el alcance previsto.

4. DEFINICIONES, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ACN: Acetonitrilo calidad HPLC
TEA: Trietilamina

HPLC: Cromatografo liquido de alto rendimiento. (High performance liquid
chromatograph)

Agua HPLC: Agua destilada filtrada por membrana de 0,45 pm.
AMT HCI: Amitriptilina Clorhidrato
IMP HCI: Imipramina Clorhidrato

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

5.1 Preparacion de fase movil Buffer Fosfato 30 mM pH 3,00 TEA 1%: pesar
35,8g de Na;HPO,4.12H,0 y 20,7 g de NaH,PO4.H,0 y llevar a 500 mL con agua
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destilada. Tomar 60 mL de esta solucion y llevarlos a 1 L con agua destilada
obteniendo una solucion de 30 mM. Agregar 10 mL de TEA y llevar a pH 3,00 con
HsPO4 3%.

5.2 Preparacion de soluciones

5.2.1 Preparacién de NaOH 1 M: pesar 10 g de NaOH vy llevar a 250 mL con agua

destilada.

5.2.2 Solucion Madre AMT Calibracion en Metanol (SM AMT). Pesar en forma
exacta aproximadamente 23 mg de AMT HCI, disolver y llevar a 10,0 mL con
metanol en matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a 2.032.970

ng/mL.

5.2.3 Solucion de Trabajo 1 AMT Calibracion en Metanol (ST1 AMT): tomar 50 pL
de SM AMT con micro jeringa y colocar en un matraz aforado de 10,0 mL. Llevar a
volumen con metanol obteniendo una concentracion de AMT aproximada a
10.164,85 ng/mL.

5.2.4 Solucion de Trabajo 2 AMT Calibracion en Metanol (ST2 AMT): tomar 1 mL
de ST1 AMT con pipeta aforada y colocar en un matraz aforado de 10,0 mL. Llevar a
volumen con metanol obteniendo una concentracién de AMT aproximada a 1.016,49

ng/mL.

5.2.5 Solucion Madre de estandar interno (SM IMP): Pesar en forma exacta
aproximadamente 30 mg de IMP HCI, disolver y llevar a 25,0 mL con metanol en

matraz aforado, obteniendo una concentracion aproximada a 1.062.000 ng/mL.

5.2.6 Solucidén de trabajo de estandar interno (ST1 IMP): tomar 20 pL de SM IMP
con micro jeringa y colocar en un matraz aforado de 10,0 mL. Llevar a volumen con

metanol obteniendo una concentracién de IMP aproximada a 2.124 ng/mL.

5.1.7 Soluciones Plasmaticas estandar AMT para curva de calibracion: a 10,0

mL de plasma blanco tomados con pipeta aforada, agregar la cantidad
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correspondiente de solucion metandlica de calibracion indicada en la Tabla 1

utilizando micropipeta. Homogeneizar en vortex por 10 segundos.

Tabla 1.
AMT
Punto Solucion Volumen | Concentracion

(ML) (ng/mL)

P1 AS\I\-I/-I# 500 484,04

p2 ASI\TA# 250 247,92

P3 E’I\T/ﬁ 120 120,53

P4 ASI\TA# 50 50,57

P5 AS,\TA% 250 24,79

P6 Z\T/rzr 100 10,06

5.2 Tratamiento de muestras

1. A 1000 pL de muestra plasmatica tomada con micropipeta agregar 50 uL de
solucion de estandar interno utilizando micropipeta.

2. Agregar 1 mL de NaOH 1 My agitar con vortex 10 segundos.

3. Agregar 6 mL de mezcla Hexano:ispropanol (90:10) utilizando pipeta
graduada y agitar en voértex durante 3 minutos.

4. Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

5. Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase organica (superior), transferir a
tubo de vidrio de base conica.

6. Agregar 300 pL de H3PO,0,1% Yy agitar en vortex durante 1 minuto.

7. Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

8. Tomar con pipeta pasteur de vidrio la fase acuosa (inferior) y transferir a vial
de polipropileno de 250 pL.

9. Inyectar 100 pL en HPLC.
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5.3 Condiciones cromatograficas

Equipo: HPLC Dionex Ultimate 3000.

Columna: C18 (25 cm x 4.6 mm), tamafio de particula 5 pm.
Deteccion: 210 nm.

Fase movil: Buffer fosfato 30 mM pH=3,0, TEA 1% : ACN (65:35).
Flujo: 1 mL/min.

Temperatura de compartimiento de columna: 40 °C.

5.4 Tiempos de retencién

IMP ~ 8,3 minutos

AMT ~ 9,6 minutos

5.5 Célculos

Se determinara la concentracion de AMT utilizando como variable independiente la
relacion de areas porcentual que presenten respecto de la IMP.
6. DOCUMENTOS APLICABLES

7. REGISTROS

8. DIAGRAMA DE FLUJO

10. MODIFICACIONES

Version Fecha Modificaciones
01 3/01/2018 Primera edicion
11. ANEXOS
No aplicable

ELABORADO POR |REVISADO POR APROBADO POR
Cargo Lucciana Recchi Silvana Alvariza Silvana Alvariza
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43



