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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una infecciéon causada por Mycobacterium tuberculosis y representa
un problema de salud publica que afecta a millones de personas en el mundo. La amplia
variabilidad interindividual en los parametros farmacocinéticos de isoniacida (INH) vy
rifampicina (RMP), farmacos bactericidas que forman parte esencial del tratamiento acortado
estrictamente supervisado (TAES), conduce a la necesidad de implementar estrategias de
genotipificaciéon y de monitorizacion de las concentraciones plasmaticas (Cp) de estos
antifimicos. El objetivo de este trabajo fue monitorizar las Cp de RMP e INH en nifios y adultos
con TB con el fin de optimizar el tratamiento a través de la estimacion Bayesiana de los
parametros farmacocinéticos para proponer ajustes de dosificacién individualizados de ambos
farmacos.

Se desarroll6 un estudio cuasi experimental, analitico, longitudinal y prospectivo, aprobado por
el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (registro
66-18) y de la Facultad de Ciencias Quimicas (registro CEID-2018012-S). Se incluyeron todos
los pacientes con diagnodstico de TB y bajo esquema TAES durante agosto 2018 y junio 2019.
Se tomd al menos una muestra sanguinea a las 2 y/o 4 h post-dosis para la cuantificacion de
RMP e INH mediante una técnica analitica validada de UPLC-MS/MS segun la NOM-177-
SSA1-2013. Mediante la técnica de PCR en tiempo real y sondas Tagman® se realizo la
genotipificacion de los SNP C3435T del gen MDR1, asi como los SNP C282T, T341C, C481T,
G590A y G857A del gen NAT2. Se evalué la prediccioén a priori y Bayesiana de las Cp de cada
farmaco a través modelos poblacionales en pacientes mexicanos para RMP e INH con el uso
del programa farmacoestadistico NONMEM® v.7.3. Mediante la estimacion Bayesiana de los
parametros farmacocinéticos individuales (Cmax, Tmax, CL y Vd), se interpretaron los niveles
plasmaticos de cada farmaco y, en caso necesario, se propusieron esquemas de dosificacion
para obtener Cp terapéuticas de RMP e INH.

Se incluy6 un total de 84 pacientes, 77 adultos (18 a 80 afos) y 7 nifios (2 a 17 afios) con
diagnodstico de TB. En el grupo de adultos, la TB de tipo pulmonar fue la mas frecuente,
mientras que la DM vy la hipertension fueron las comorbilidades mas comunes. En el grupo de
ninos, la forma ganglionar fue el tipo de TB mas comun. El 58% de los pacientes presentd
genotipo CT para el gen MDR1 y 57% fueron acetiladores lentos con base al genotipo de
NAT2. De acuerdo con las Cp cuantificadas, 75% de los pacientes presentaron niveles
subterapéuticos de uno o ambos farmacos; se realizd el ajuste de dosis en 18 pacientes

adultos y el resto continud con el mismo esquema TAES inicialmente pautado. En aquellos
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pacientes con ajuste de dosis, se realizaron monitorizaciones posteriores para corroborar la
Cp de RMP e INH. Finalmente, fue posible alcanzar el intervalo terapéutico de RMP en 81.25%
de estos pacientes y para INH en 61% de estos, aunque la estimacién Bayesiana logré una
prediccion adecuada de Cp de RMP de 50% de los casos y de 55.55% para INH.

El presente estudio consiste en una estrategia para optimizar el tratamiento de los pacientes
con TB usando modelos poblacionales con un limitado numero de muestras sanguineas. La
cuantificacion de los niveles de RMP e INH a través de una técnica validada de UPLC-MS/MS,
la genotipificacion de polimorfismos de NAT2 mediante PCR en tiempo real, asi como la
estimacion Bayesiana de los parametros farmacocinéticos proporcionan informacion confiable
y precisa para la prediccidon de las concentraciones a posteriori, 10 que se traduce en mejorar
la respuesta al tratamiento de la TB.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis, TAES, Isoniacida, Rifampicina, Monitorizacion,

Bayesiano, Dosis, NAT2, MDR1, Farmacocinética.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infection caused by Mycobacterium tuberculosis and represents a
public health problem that affects millions of people in the world. The wide interindividual
variability in the pharmacokinetic parameters of isoniazid (INH) and rifampicin (RMP),
bactericidal drugs that are an essential part of Directly observed treatment, short-course
(DOTS), leads to the need to implement genotyping and plasma concentration monitoring
strategies of these antibiotics.

The adequate detection of plasma levels of INH and RMP outside the therapeutic range
together with the Bayesian estimation of their pharmacokinetic parameters will allow us to
propose dose adjustment of both drugs to optimize the anti-tuberculosis treatment in pediatric
and adult patients with TB.

The aim of this study was to develop a therapeutic drug monitoring strategy in children and
adults with TB in order to optimize RMP and INH treatment through the Bayesian estimation of
pharmacokinetic parameters to propose individualized dosage adjustments of both drugs.
This cuasi experimental, analytical, longitudinal and prospective study was approved by the
Research Ethics Committee from the Central Hospital “Dr. Ignacio Morones Prieto” (record 66-
18) and Chemistry Faculty from UASLP (record CEID-2018012-S). All patients with TB
diagnosis and under the DOTS scheme were included during August 2018 and June 2019. At
least one blood sample (4 mL) was taken at 2 and/or 4 hours post-dose for the quantification
of RMP and INH by a validated analytical technique of UPLC-MS/MS according to the NOM-
177-SSA1-2013. Using the real-time PCR technique and Tagman® reagents, genotyping of
the C3435T SNPs of the MDR1 gene as well as the C282T, T341C, C481T, G590A and G857A
SNPs of the NAT2 gene was performed. A priori and Bayesian prediction of the plasma
concentrations of each drug was evaluated using population models made in Mexican patients
for RMP and INH with pharmaco-statistical program NONMEM® v.7.3. By means of the
Bayesian estimation of the individual pharmacokinetic parameters (Cmax, Tmax, CL and Vd),
the plasma levels of each drug were interpreted and, if necessary, dosage schemes were
proposed to obtain therapeutic concentrations of RMP and INH.

A total of 84 patients, 77 adults (18 to 80 years old) and 7 children (2 to 17 years old) with a
diagnosis of TB were included. In the adult group, pulmonary TB was the most frequent, while
diabetes mellitus and hypertension were the most common comorbidities. In the group of
children, the ganglionic form was the most common type of TB diagnosed. Overall, 58% of the

patients presented CT genotype for the MDR1 gene and 57% were slow acetylators based on
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the NAT2 genotype. According to the quantified plasma concentrations, 75% of the patients
presented subtherapeutic levels of one or both drugs. Dose adjustment was performed in 18
adult patients and the rest continued with the same DOTS scheme initially prescribed. In those
patients with dose adjustment, subsequent monitoring was performed to corroborate the
plasma levels of RMP and INH. Finally, it was possible to reach the therapeutic range of RMP
in 81.25% of these patients and for INH in 61% of them, although the Bayesian estimation got
an adequate prediction of RMP plasma concentrations in 50% of the cases and 55.55% of INH.
The present study consists of a strategy to optimize the treatment of patients with TB using
population models with a limited number of blood samples. The quantification of RMP and INH
levels through a validated UPLC-MS / MS technique, genotyping of NAT2 polymorphisms by
real-time PCR, as well as Bayesian estimation of pharmacokinetic parameters provide reliable
and accurate information for a posteriori concentration prediction, which translates into
improving the response to TB treatment.

KEYWORDS: Tuberculosis, DOTS, Isoniazid, Rifampicin, Monitorization, Bayesian, Dose,
NAT2, MDR1, Pharmacokinetics.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), es una enfermedad infecto-contagiosa causada principalmente por el
microorganismo Mycobacterium tuberculosis. Esta enfermedad continua siendo un problema
de salud publica que afecta a millones de personas de todas las edades. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2017, aproximadamente 10 millones de
personas contrajeron la infeccion y 1.6 millones murieron por esta causa, entre ellos, 0.3
millones coinfectadas con VIH; asi mismo, se registraron 558 000 nuevos casos de resistencia
a la rifampicina (RMP), de los cuales el 82% padecia TB-multirresistente (TB-MDR). En ese
mismo ano, enfermaron de TB un millén de nifios y de éstos, 230 000 murieron debido a esta

causa, incluidos los nifios con TB asociada al VIH [1-3].

En México se reportd un total de 17 081 casos nuevos de TB pulmonar en el periodo de enero
a mayo de 2019, de los cuales 403 pertenecieron al estado de San Luis Potosi. Cada afo,
mas de la mitad de todos los estados del pais notifican nuevos casos de TB, pues
practicamente la TB se ha extendido en todo el territorio mexicano [4]. En el afo 2018 se
reportaron 130 casos nuevos de TB en diferentes formas, principalmente del tipo pulmonar en

el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) de San Luis Potosi.

El tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES), incluye a los farmacos isoniacida
(INH), rifampicina (RMP), pirazinamida (PZA) y etambutol (ETM) [1]. De acuerdo con la OMS,
el TAES produce una tasa de curacion de 80% en la practica real, lo que sugiere que este
tratamiento necesita mejorarse [3]. Los esquemas de dosificacion actuales uUnicamente
incluyen al peso corporal para prescribir la terapia farmacoldgica; sin embargo, el argumento
de que una misma dosis ajusta para todos es muy inflexible, dado que existe amplia
variabilidad interindividual en las concentraciones plasmaticas (Cp) de estos farmacos cuando
se administran las dosis del TAES. Las dosis recomendadas por la OMS para nifios fueron
establecidas por extrapolacion de datos de poblacion adulta [2]; no obstante, en recientes
estudios se ha demostrado que esas dosis producen baja exposicion a los farmacos

antifimicos en los pacientes pediatricos con TB [6-9].

A pesar de que las estrategias de la OMS han contribuido a la disminucién de la incidencia de

la TB, existen distintos reportes que indican que los pacientes estan desarrollando resistencia
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a los antituberculosos (antiTB) con los regimenes establecidos actualmente, y que por lo tanto,

podria resultar benéfica la individualizacién de las dosis de estos farmacos [3, 10].

RMP e INH son los principales bactericidas del TAES y ambos presentan un estrecho intervalo
terapéutico (INH de 3 a 6 mg/L y RMP de 8 a 24 mg/L en fase intensiva a las 2 h postdosis),
sin embargo, hasta en 90% de pacientes que reciben las dosis estandares de estos
compuestos bactericidas se han registrado niveles subterapéuticos en plasma [7, 9, 11-17].
Estudios previos realizados en poblacién mexicana, reportaron Cp subterapéuticas de RMP al
inicio del TAES en 35% de los pacientes; sin embargo, el riesgo de presentar dichos bajos
niveles aumentd en aquellos pacientes con dosis de RMP menores a 9 mg/kg, asi como en
portadores del genotipo MDR1 3535 TT. En cuanto a INH, Huerta y cols. (2019), encontraron
Cp subterapéuticas en la mayoria de los pacientes con fenotipo acetilador rapido, ademas de
haber demostrado la influencia del indice de masa corporal (IMC) y la edad en los niveles
reportados [18, 19].

La exposicion inadecuada a los antifimicos es multifactorial, varia de paciente a paciente e
implica el riesgo de baja respuesta al tratamiento. Aunque las dosis del TAES se basan en el
peso corporal, el comportamiento farmacocinético y los niveles plasmaticos de RMP e INH
dependen también de otros factores tales como edad, sexo, formulacion farmacéutica,
interacciones farmaco-farmaco, adherencia al tratamiento, alteraciones fisiopatoldgicas en la
absorcion, la distribucion, el metabolismo y la eliminacién de los antifimicos, asi como de
aspectos genéticos que involucran a los polimorfismos de un solo nucledtido (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs por sus siglas en inglés), los cuales codifican a enzimas y
transportadores proteicos que participan en el metabolismo y absorciéon de estos farmacos y

determinan su cinética en el organismo [2, 3, 12].

Una estrategia para mejorar la respuesta al tratamiento en nifios y adultos es la
individualizacién de dosis de INH y RMP en los pacientes que asi lo requieran. Lo anterior
implica realizar la genotipificacion de los SNPs que codifican a los transportadores y enzimas
y la monitorizacioén terapéutica (Therapeutic Drug Monitoring, TDM por sus siglas en inglés) de
los niveles plasmaticos de ambos farmacos. Con dicha informacion es posible determinar los
parametros farmacocinéticos en cada paciente por métodos tales como la estimacion
Bayesiana (para la cual se requiere de modelos poblacionales previamente construidos) con

la finalidad de definir las dosis necesarias de INH y RMP que generen Cp efectivas. Este
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proceso permitira llevar un mejor control terapéutico al reducir las situaciones de fracaso

terapéutico [21] y prevenir el riesgo de desarrollar farmacorresistencia [10, 22].

2. ANTECEDENTES

La TB esta considerada uno de los principales problemas infecciosos de salud publica mundial,
con altos registros de morbilidad y mortalidad en algunos paises, a pesar de los programas
sanitarios a través de los cuales se han invertido multiples esfuerzos para disminuir su
incidencia [1, 23]. La alta morbimortalidad asociada a esta enfermedad se debe en parte, a la
creciente emergencia de TB-MDR a los farmacos de primera linea, problema que se puede

disminuir si se adopta una estrecha vigilancia en su atencion farmacoterapéutica.

2.1 Etiologia.

Mycobacterium tuberculosis es el microorganismo responsable de la mayor parte de los casos
de TB. La principal caracteristica de esta micobacteria es la presencia de acido micdlico en su

pared celular, lo cual le confiere defensa ante la respuesta inmunolodgica del huésped [24].

La infeccidon por TB se adquiere principalmente de una persona infectada a una persona
susceptible por transmision de los microorganismos transportados en el aire. En la mayoria de
las personas la TB primaria es asintomatica, aunque puede causar fiebre y derrame pleural.
Los microorganismos viables pueden permanecer inactivos durante décadas, sin embargo, si
las defensas inmunitarias del hospedero disminuyen, la infeccion puede reactivarse, ser muy
contagiosa y volverse potencialmente grave [23]. Los estados patoldgicos tales como diabetes
mellitus (DM), linfoma de Hodgkin, enfermedad pulmonar crénica (particularmente silicosis),
insuficiencia renal crénica, malnutricion, alcoholismo e inmunosupresion, son factores de

riesgo para la TB [24].

La TB afecta principalmente a los pulmones debido a la inhalacion de las goticulas
expectoradas por los pacientes con TB activa; sin embargo, la infeccién puede diseminarse a
otros 6rganos causando otras formas clinicas tales como la meningea, ganglionar (que afecta

principalmente a mujeres o pacientes con inmunosupresion), peritoneal, 6sea, etc. [23].
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2.2 Tratamiento de la TB.

Para combatir la TB se requiere de una multiplicidad de acciones, sin embargo, en cuanto al
tratamiento farmacologico se persiguen dos objetivos basicos: la curacién del paciente
individual y la disminucién de la trasmision de la infeccion con el consiguiente beneficio para
la salud de la poblacién. El logro de estos objetivos implica que el tratamiento sea prolongado,
combinado, continuado y supervisado [5]. El TAES tiene como metas interrumpir la cadena de
transmisibilidad del M. tuberculosis, lograr la curacion, prevenir las complicaciones y evitar la
muerte, a través de la combinacién de varios farmacos bactericidas y esterilizantes que
reducen el desarrollo de los microorganismos resistentes [25]. En general, la efectividad del
TAES en la TB pulmonar depende de los resultados de las baciloscopias y de la evolucion
clinica del paciente [26]. El tratamiento comienza con una fase intensiva de 60 dosis con la
administracion diaria de INH, RMP, PZA, ETM (este ultimo puede ser sustituido por
estreptomicina de ser necesario) (Tabla 2.1). La fase de sostén consta de 45 dosis con INH y
RMP, tres dosis por semana [1, 5]. En general, el TAES se administra con el empleo de
presentaciones farmacéuticas combinadas que contienen INH, RMP, PZA y en ocasiones
ETM.

Tabla 2.1 Dosis del TAES establecidas para adultos y nifios con TB.

Fase intensiva (2 meses) Dosis en adultos | Dosis en nifios Dosis maxima

lunes a sabado (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg)
RMP 10 15 600
INH 5 10-15 300
PZA 20-30 25-30 1500-2000
ETM 15-25 20-30 1200

Fase de sostén (4 meses)

. Dosis en adultos Dosis en niios Dosis maxima
Intermitente, 3 veces por

semana: L, My V (mglkg peso) (mg/kg peso) (mg)
RMP 10 15 600
INH 10 10-15 800

Los pilares de la terapia farmacologica son la RMP y la INH por ser los potentes bactericidas

del tratamiento, mientras que la PZA y el ETM actuan como bacteriostaticos [27, 28].

La farmacocinética de INH y RMP muestra alta variabilidad interindividual la cual no esta

totalmente caracterizada, pero se reconoce que, entre los factores involucrados destacan las
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propiedades fisicoquimicas de cada farmaco, la calidad de la forma farmacéutica, las
interacciones farmaco-farmaco y farmaco-alimento, entre otros [29, 30]. En cuanto a factores
inherentes al paciente, se ha reportado que influyen la edad, el sexo, las enfermedades
concomitantes (alcoholismo, DM, VIH, desnutricion, etc.). En general, se espera que los
pacientes con TB sin alteraciones en la absorcion intestinal alcancen Cp adecuadas de ambos
antifimicos y presenten buena respuesta al tratamiento con dosis estandar. Otros factores
involucrados son los SNPs de genes que codifican a las proteinas transportadoras o enzimas
que pueden causar diferencias en la absorcién y el metabolismo de INH y RMP, alterando su

eficacia o aumentando su toxicidad [31, 32].

A través de diversos estudios de monitorizacion de INH y RMP, las dosis convencionales han
generado Cp que varian ampliamente y que en ocasiones provocan niveles subterapéuticos,
en el orden de 30 a 89% para INH y de 69 a 90% para RMP [33, 34]. Los pacientes con TB
pulmonar que presentan niveles plasmaticos subterapéuticos tardan mas de 2 meses en
negativizar la baciloscopia y tienen mayor riesgo de presentar recaidas [32, 35-37]. En el caso
de nifios, Thee y cols. (2011) encontraron que las dosis recomendadas por la OMS, producian
Cp subterapéuticas de INH (2.39 a 3.99 mg/L) y de RMP (4.45 a 8.27 mg/L) en comparacion
con los niveles terapéuticos observados al incrementar la dosis de INH a 10 mg/kg (6.68 a
9.53 mg/L) y de RMP a 15 mg/kg (8.71 a 14.67 mg/L) [13].

Isoniacida.

INH tiene un enérgico efecto bactericida contra los bacilos tuberculosos en estado de
replicacion al inhibir las enzimas requeridas para sintetizar el acido micdlico, lo que bloquea la
formacion de su pared bacteriana. Se desconoce su mecanismo de accion exacto, pero se ha
descrito que la INH inhibe la monoaminooxidasa del plasma, pero no la mitocondrial. También
actla sobre la monoaminooxidasa y diamino oxidasa bacteriana, interfiiendo con el

metabolismo de la tiramina y de la histamina [38].

Una concentracion de 3 mg/L de INH limita la accién de los bacilos, y de 5 mg/L inhibe

significativamente su crecimiento [39].

Farmacocinética. Después de la administracion oral, la INH se absorbe rapidamente,
alcanzando maximos niveles en plasma de 3 a 6 mg/L entre 1 a 2 h post-dosis [3, 10, 40]. Los

alimentos reducen tanto la rapidez como la cuantia de la absorcion. Este farmaco se distribuye
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muy bien en todos los 6rganos y tejidos, y penetra a través de las meninges inflamadas

alcanzando niveles terapéuticos en el liquido cefalorraquideo.

En el higado, la INH es metabolizada a acetilisoniacida (AcINH) mediante la enzima N-acetil
transferasa 2 (NAT2). A su vez, AcINH se hidroliza y acetila a acetilhidracina para ser oxidada
por CYP2E1 a especies reactivas de oxigeno y nitrogeno [41]. NAT2 cataliza otras dos
acetilaciones, la de hidracina, proveniente de la hidrdlisis de INH a acetilhidracina, y la de ésta
en diacetilhidracina no téxica [42]. Por su parte la glutation transferasa GSTM1 desempefia un
papel protector al conjugar y remover los metabolitos toxicos para su eliminacion [38, 43, 44]
(Figura 2.1).
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Figura 2.1 Esquema del metabolismo de la INH y las enzimas involucradas en las vias
metabdlicas [45].

AcHz: acetil-hidracina; AcINH, acetil-isoniacida; DiAcHz: diacetil-hidracina; GST: glutation S-
transferasas; Hz: hidracina; NAT2: N-acetiltransferasa 2; CYP2E1: citocromo P2E1.

Aproximadamente el 75% del farmaco se excreta en la orina tanto en forma inalterada como
metabolito Ac-INH, mientras que el resto se elimina en la heces, saliva y esputo [38]. La
semivida de eliminacién de INH esta reportada de 1 a 4 h, sin embargo, este valor esta en

funcion del fenotipo acetilador de la enzima NAT2 en el paciente [12, 44, 46, 47].
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Farmacogenética y su influencia en la farmacocinética de INH. Numerosos estudios
farmacogenéticos [13, 47, 48] se han centrado en investigar los polimorfismos genéticos
implicados en la biotransformacion de la INH, dirigiéndose a los genes que codifican a las
enzimas NAT2, CYP2E1 y GST, no obstante que hay preponderancia de estudios acerca de
NAT2.

Para el gen de NAT2 han sido descritas 64 variantes alélicas [50]. Siete SNPs de codificacion
comun (rs1801279, rs1041983, rs1801280, rs1799929, rs1799930, rs1208 y rs1799931)
definen hasta 34 haplotipos del gen, algunos de los cuales se muestran en la Tabla 2.2. La
mayoria de estudios reportados se enfocan a describir un subconjunto de genotipos para inferir
el fenotipo de acetilacion [46, 47, 49, 51].

Tabla 2.2 Fenotipos de acetilacion basados en los diplotipos de los alelos de NATZ2 [49, 52].

Fenotipo Genotipo Ejemplos de diplotipos
2 alelos rapidos de NAT2
Acetilador rapido *4/*4, *4/*12, *4/*13, etc.
(*4, *11, *12, *13, *18)

1 alelo rapido de NAT2y 1 *4/*5, *4[*6, *5/*11, *7/*11,

Acetilador intermedio

alelo lento de NAT2 *13/*14, etc.
2 alelos lentos de NAT2 *6/*6, *7/*7, *6/*7, *5/*6, *5/*7,
Acetilador lento
(*5, *6, *7, *14) etc.

Dado que la velocidad de acetilacion es una consecuencia del polimorfismo genético de NAT2
[53], los individuos con dos alelos NAT2*4/NAT2*4 se identifican como acetiladores rapidos;
los sujetos con un alelo rapido y un alelo lento (por ejemplo NAT2*4/NAT2*5) se consideran
intermedios, mientras que los portadores de dos alelos NAT2*5, NAT2*6 y/lo NAT2*7 se

clasifican como lentos [54].

Esta reportado que 88% de variabilidad en el aclaramiento (CL) de INH depende del numero
de alelos del gen NAT2. En general los portadores de genotipo NAT2*4/*4 presentan bajas Cp
de INH a las 2 h post-dosis en comparacion con otros genotipos. Los acetiladores lentos
pueden presentar niveles de INH en plasma 4 veces mayores en el intervalo de 2 a 6 h post-

dosis que los acetiladores rapidos [55]. A medida que los alelos polimorficos de los genes de
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NAT2 incrementan, los pacientes muestran mayor concentracién de INH y menor del
metabolito AcINH [53].

En un estudio con pacientes potosinos con TB se identificé que 41.9% fueron clasificados
como acetiladores lentos, 47.3% intermedios y 10.8% rapidos. El fenotipo acetilador rapido
presentd valores promedio de tiempo de vida media de eliminacion (ti2) de 0.8 h,
concentracion plasmatica maxima (Cmax) de 3.9 mg/L, tiempo al que se alcanza la Cmax
(Tmax) de 0.75 h, cifras que aumentan hasta 2 a 3 veces en pacientes con fenotipo de
acetilacion lenta con ti2de 3.8 h, Cmax de 5.16 mg/L y Tmax de 1.32 h (p<0.05) [46, 47].

Hepatotoxicidad. La INH se asocia con dafio hepatico inducido por farmacos. De 10 a 20%
de los pacientes pueden presentar elevaciones asintomaticas de las enzimas hepaticas,
mientras que en 0.5 a 1% de los pacientes puede producir hepatitis e insuficiencia hepatica
aguda. Se ha demostrado consistentemente que los acetiladores lentos tienen mayor riesgo
de dafio hepatico inducido por INH, con una razén de probabilidades (OR) alrededor de 3.1
[48].

Rifampicina.

La RMP (Figura 2.2) actua al inhibir la subunidad beta de la enzima ARN polimerasa-DNA
dependiente, uniéndose a la subunidad beta, lo que impide la iniciaciéon de la cadena

polipeptidica, pero no su elongacioén para la formacion de la cadena de ARN bacteriano [9, 38].

Figura 2.2 Estructura molecular de la RMP.
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Las Cp adecuadas para la actividad bactericida de RMP deben estar entre 8 y 24 mg/L a las 2
h post-dosis; niveles menores a 4 mg/L se consideran muy bajos con alto riesgo de conducir

a falla terapéutica [39].

Farmacocinética. Durante el proceso de absorcion intestinal, la RMP, sustrato de la
glicoproteina P (PGP) apical, es recirculada desde los enterocitos hacia el lumen intestinal, lo
que podria generar una cantidad absorbida disminuida [56]. Para RMP se distinguen tres
perfiles en la absorcion: los sujetos que absorben rapido y alcanzan Cmax deseadas dentro
de 2 a 4 h; otros que alcanzan Cmax deseadas después de las 4 h postdosis; y los sujetos
que no alcanzan Cmax por encima de 8 mg/L aun cuando reciben mas de 10 mg/kg de RMP
[12, 48, 49]. Los problemas de déficit en la absorcion de RMP pueden originar Cp
subterapéuticas que promueven la aparicion de resistencia secundaria sobre todo en

pacientes coinfectados con VIH [10, 57, 58].

Cerca de 80% de RMP se une a proteinas plasmaticas. Este farmaco se distribuye
ampliamente en tejidos y fluidos corporales, encontrandose en concentraciones adecuadas en
LCR, hueso, pleura, humor acuoso, secreciones respiratorias, prostata, hueso, etc. [3, 10, 38].
Por otro lado, en los hepatocitos, la cantidad de RMP expuesta a enzimas metabolizadoras y
a la excrecion biliar depende especificamente de un transportador basolateral de entrada
(OATP1B1) y de la accion de eflujo de la PGP (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Participacion de la PGP, codificada por el gen MDR1, en la absorcién y excrecion
de la RMP.

23



Ademas de ser sustrato, RMP es un potente inductor de la PGP y del CYP3A4 logrando
repercusion en la disposicién del farmaco con sus consecuencias clinicas. La administracion

repetida de RMP induce a la PGP e incrementa su CL intestinal/biliar [59].

Farmacogenética y su influencia en la farmacocinética de RMP. El transportador PGP es
codificado por el gen MDR1, de tal manera que sus SNPs causan cambios de expresion en la
formacion de esta proteina de eflujo. EI SNP MDR1C3435T TT provoca baja expresion de la
PGP con respecto al genotipo CC. Esto conduce a la expresion de PGP que codifica para el
gen MDR1C3435T TT aproximadamente de 25%, CT de 48% y 62% de CC. Al tener menor
expresion de la PGP, el genotipo TT producira mayores Cp de RMP, al contrario de lo que
sucede con el genotipo CC en el cual esta aumentada la expresion de la proteina de eflujo y

por lo tanto, las Cp de este farmaco disminuiran [13, 47, 48].

A través de un estudio en 75 pacientes potosinos con TB se evalu6 el SNP del gen MDR1 que
codifica la expresion de la PGP y se encontrd que para la variante C3435T, 20.6% pacientes
fueron silvestres (CC), 43.8% heterocigotos (CT) y 35.6% (TT) homocigotos polimorficos.
Estos ultimos registraron incrementados valores de Ka (constante de absorcion), Cmax y
ABCo.ne (TT>CT>CC), y menores ti2 y Tmax para RMP (Tiempo en el que se presenta la
concentracion maxima) frente a los otros genotipos (TT<CT<CC). Entre los sujetos silvestres
CC y los heterocigotos CT, se registraron diferencias significativas en Ka, ti2, Cmax, Tmax y

ABCo.inr, respectivamente [47].

2.3 Farmacocinética poblacional

A través de un modelo poblacional es posible explicar la alta variabilidad farmacocinética de
un farmaco. Durante su construccion se analizan las caracteristicas antropométricas,
genéticas, clinicas, de concomitancia con otras enfermedades y los medicamentos que se
administran, entre otros factores, y se estiman los valores medios de los parametros
farmacocinéticos en un grupo de individuos, asi como la variabilidad interindividual asociada a
datos obtenidos de la practica clinica rutinaria. La relevancia de los modelos poblacionales
trasciende a la practica clinica ya que proporcionan un apoyo para disefar regimenes de

dosificacion que permitan obtener Cp terapéuticas en un paciente determinado [2, 60].

Beal y Sheiner introdujeron en 1984 el término de modelo poblacional bajo el enfoque de

modelado de efectos mixtos no lineales (NONMEM por sus siglas en inglés Nonlinear Mixed
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Effects Modelling), el cual se comenzd a usar por primera vez en el software que lleva su
mismo nombre (NONMEM®).

Se han reportado varios modelos farmacocinéticos poblacionales para RMP e INH para
pacientes adultos y nifios con TB a partir de datos de distintas poblaciones alrededor del
mundo (Tabla 2.3, Tabla 2.4, Tabla 2.5 y Tabla 2.6).

Para la poblacion mexicana se cuenta con los modelos poblacionales para RMP e INH en
adultos con TB, los cuales han sido previamente obtenidos por este equipo de trabajo (Tabla
2.3y Tabla 2.4). A partir de la construccién de estos modelos, se han identificado los factores
que desde el punto de vista farmacoestadistico son determinantes para los parametros
farmacocinéticos poblacionales. En el caso de RMP influyen el peso corporal y sexo del
paciente en el V; la formulacién genérica y la duracion del tratamiento en la F; mientras que
para la INH, el peso corporal y el fenotipo acetilador de NAT2 son covariables que influyen en
el volumen de distribucién (Vd) y CL [47].

En cuanto a los modelos farmacocinéticos en nifios, Zvada y cols. [8] encontraron que para
INH el CL y la biodisponibilidad (F) estan determinados por el fenotipo de acetilacion de los
pacientes. El tiempo medio de maduracion fisiolégica, entre otros, fueron datos significativos
para desarrollar los modelos poblacionales para ambos antifimicos en la poblacion pediatrica
(Tabla 2.5y Tabla 2.6).
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Tabla 2.3 Modelos farmacocinéticos poblacionales de INH en adultos con TB.

Referencia Poblacion Modelo v RV
Bicompartimental, absorcion y eliminacién de primer orden Exponencial Aditivo
CL acet. rapidos/F = 21.6 *(peso corporal total/70)%7°
18.40%
Africanos con TB CL acet. lentos/F = 9.7 *(peso corporal total/70)°7°
Wilkins y pulmonar Vd./F = 57.7*(peso corporal total/70)*(1-0.103 sexo femenino) 16.50%
102 mujeres, 133
cols. (2011) ' ompres Vdu/F = 1730 L 0.205 mg/L
Edad 20 a 60 afos
Q/F (L/h) = 3.34 *(peso corporal total/70)%7® 93.10%
Ka =1.85h"
tlag=0.180 h 88.40%
Bicompartimental, absorcion y eliminacién de primer orden Exponencial Aditivo
Ka=0.6 h" 12.90%
Asiati
Sengy 23 hombres. 10 CL/F =625 L/ 14.40%
cols. (2015) | mujeres ) Vdo/F = 18 L 0.326 mg/L
Edad 22 a 56 afos
Q/F =2.8L/h
Vdp/F =15.9 L 34.40%
Bicompartimental, absorcion de transito en compartimentos Exponencial Aditivo
CL acet. rapidos-intermedios = 261 L/h
30.70%
Poblacion de Tanzania CL acet. lentos = 15.5 L/h
: con TB pulmonar -
([‘,)slr:l()£015) 58 hombres, 42 Vd.=48.2L
. mujeres = 0.0224 mg/L
Edad 29 a 40 afios Q=16.1Lh 9
Vdp=16.5L
MTT=0.924 h 37.40%
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Poblacion Mexicana
Huertay 28 hombres, 22

cols. (2019)  mujeres
Edad 18 a 72 afos

Monocompartimental, absorcién y eliminacion de primer orden Proporcional Proporcional

Ka =3.14 h” 192.60%

CL acet. lentos = 11.6 L/h

CL acet. intermedios = 15.6 L/h 44.40% 39%
CL acet. rapidos = 28.2 L/h

Vd =1.03 L/kg 78.30%

CL, Aclaramiento total; CL acet., Aclaramiento total por fenotipo de acetilacion de NAT2 en los pacientes; CL/F, Aclaramiento total en relaciéon con
la biodisponibilidad; F, Biodisponibilidad relativa; Vd, Volumen de distribucién; Vd.., Volumen de distribucion central; Vd,, Volumen de
distribucion periférico; Vd./F, Volumen de distribucion central en relacion con la biodisponibilidad; Vd,/F, Volumen de distribucion periférico en
relacion con la biodisponibilidad; Ka, constante de absorcion; MTT, tiempo de transito medio de absorcion; Q, flujo sanguineo; Q/F, flujo
sanguineo en relacion con la biodisponibilidad; tlag, Tiempo de latencia en la absorcion; 1V, Variabilidad interindividual; RV, Variabilidad

residual.
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Tabla 2.4 Modelos farmacocinéticos poblacionales de RMP en adultos con TB.

Referencia Poblacion Modelo v RV
Modelo monocompartimental con absorcion de primer orden Exponencial Aditivo
. Chinos con TB e
Jing y cols. pulmonar Ka =1.61h" (Fixed)
(2015) 6?;415?20”1?@3 CL/F = 4.02 Lih 64.50% 6.55 mg/L
-82 afios
Vd/F =57.8L 20.90%
Modelo monocompartimental con absorcion de primer orden Exponencial Proporcional
Malawis con TB i
Schipaniy pulmonar Ka =0.236 h"
cols. (2016) 5??(?50"1?@3 CL/F = 23.9 * (Peso corporal total/70)%75*(edad/33)>5'7 46.60% 48%
-65 afios
Vd/F =446 L 87.40%
Modelo monocompartimental con absorcion de primer orden + tlag Exponencial Proporcional
Milan y cols Mexicanos con TB Tlag =0.26 h
) 61% hombres Ka=2.70 h' 330.20%
(2014) 18-91 afios : 21.27%
CL/F = 8.17 *1.4 (sexo masculino) L/h 31.90%
Vd/F =50.10 * 1.29 (sexo masculino) L 16.70%
Modelo monocompartimental con absorcion de primer orden + tlag +TkO Exponencial Aditivo
TkO = 0.624 h 131.10%
Huert | Tlag=0.242 h
ue(23¥9§o S. Mexicanos con TB Ka=1.24 h' 110.50%
CL/F = 5.96 Lih 38.50% 1.14 mo/L
Vd/F = 0.705 * Peso corporal total (sexo masculino) L 26.80%

F = 0.8 (si es formulacion genérica y el tratamiento es >15 dias)

CL, Aclaramiento total; CL/F, Aclaramiento total en relaciéon con la biodisponibilidad; F, Biodisponibilidad relativa; Vd, Volumen de distribucién;
Vdc, Volumen de distribucién central; Vd,, Volumen de distribucion periférico; Vd./F, Volumen de distribucién central en relacién con la
biodisponibilidad; Vd,/F, Volumen de distribucion periférico en relacion con la biodisponibilidad; Ka, constante de absorcion; tlag, Tiempo de

latencia en la absorcion; Tk0, duracién de la absorcion; Variabilidad interindividual; RV, Variabilidad residual.
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Tabla 2.5 Modelo poblacional de INH en nifios con TB [8].

Parametro farmacocinético Valor tipico (RSE (%))? IIV® (RSE (%))? IOV® (RSE (%))?
CL acet. lentos (L/h) 4.44 (11.6)
CL acet. intermedios (L/h) 8.94 (13.1) 25.1 (12.3)
CL acet. rapidos (L/h) 11.3 (14.8)
Vdc (L) 11.0 (10.2)
Ka (h™") 2.47 (12.8) 61.6 (12.4)
MTT (h) 0.179 (10.9) 93.9 (17.9)
NN 4
Q (L/h) 2.0 (26.3)
Vd, (L) 5.03 (33.4)
F acet. lentos 1
39.7 (5.8)
F acet. intermedios/acet. rapidos 0.772 (30.3)
TMso (semanas) 49.0 (13.5)
Hill 2.19 (46.1)
Error proporcional, Cohorte 1 (%) 20.6 (2.8)
Error proporcional, Cohorte 2 (%) 7.0 (18.7)

CL acet., Aclaramiento total por fenotipo de acetilacion de los pacientes; Vd., volumen de distribucion central (los valores informados se refieren a un nifio
de 12.5 kg y CL en total maduracion); Vd,, volumen de distribucion periférico; Ka, constante de absorcion; MTT, tiempo de transito medio de absorcion; NN,
compartimientos de transito; F acet., biodisponibilidad de acuerdo al fenotipo de acetilacion de NAT2 en los pacientes; TMsp, edad postmenstrual en la que se

alcanza el 50% del CL y la maduracién media del tiempo de transito; Hill, variable de la funciéon de maduracion; Q, flujo sanguineo.
aRSE, error estandar relativo informado en la escala de desviacion estandar aproximada. °I1V, variabilidad interindividual expresada como coeficiente de
variacion porcentual (% CV). €IOV, variabilidad inter-ocasional expresada como porcentaje de coeficiente de variacion (% CV).
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Tabla 2.6 Modelo poblacional de RMP en nifios con TB [8].

Parametro farmacocinético
CL (L/h)
Vdc (L)
MTT (h)
NN
F (%)
TMso (semanas)
Hill
Error aditivo, Cohorte 1 (mg/L)
Error aditivo, Cohorte 2 (mg/L)

Error proporcional (%)

Valor tipico (RSE (%))? IIV® (RSE (%))?
8.15(9.0) 32.6 (27.7)
16.2 (10.2) 43.4 (19.8)
1.04 (6.10)

8.04 (11.9)
1
58.2 (9.0)
2.21 (11.7)
0.122 (24.6)
0.630 (30.3)
23.4 (4.50)

IOV® (RSE (%))°
25.1 (20.0)

40.6 (8.60)

48.1 (12.7)

CL, Aclaramiento total; Vd., volumen de distribucién central (los valores informados se refieren a un nifio de 12.5 kg y CL en total maduracion); MTT, tiempo
de transito medio de absorcion; NN, compartimientos de transito; F, biodisponibilidad; TMso, edad postmenstrual en la que se alcanza el 50% del CL y la

maduracion media del tiempo de transito; Hill, variable de la funcién de maduracion.

aRSE, error estandar relativo informado en la escala de desviacion estandar aproximada. °I1V, variabilidad interindividual expresada como coeficiente de
variacion porcentual (% CV). €IOV, variabilidad inter-ocasional expresada como porcentaje de coeficiente de variacion (% CV).
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2.4 Monitorizacion de farmacos y metodologia Bayesiana para el ajuste de dosis.

Dado que INH y RMP son los principales bactericidas del esquema TAES, es preciso realizar
un proceso de monitorizacion de farmacos para ajustar las dosis en pacientes nifios y adultos
con TB con fines de evitar Cp subterapéuticas. Entre las estrategias para la individualizacion
de dosis de INH y RMP se encuentran la genotipificacion y la monitorizacion terapéutica de

estos antifimicos.

La monitorizacion de farmacos o TDM es una herramienta que permite realizar el seguimiento
de aquellos pacientes cuyas Cp se encuentran fuera del intervalo terapéutico y que colocan al
paciente en mayor riesgo de fracaso al tratamiento, asi como de recaidas y aparicion de cepas
farmacorresistentes para el caso de antibioticos [2, 9, 10]. El TDM se aplica principalmente
para farmacos con estrecho margen terapéutico, con amplia variabilidad farmacocinética y

para aquellos que causan efectos adversos serios.

El proceso del TDM comienza con la determinacion analitica de las Cp y la estimacion de los
parametros farmacocinéticos del farmaco en cada paciente. Dicha informacién es empleada
posteriormente para realizar el ajuste del régimen de dosificacion a través de métodos
estadisticos y matematicos entre los cuales se encuentran la regresion lineal, regresion no

lineal y el ajuste Bayesiano [2, 3, 10].

Metodologia Bayesiana para el ajuste de dosis. El ajuste Bayesiano tiene como ventaja
emplear una sola Cp de farmaco en el paciente para estimar sus parametros farmacocinéticos
individuales; a medida que se disponga de mas datos de Cp o de un perfil farmacocinético
completo sera posible obtener una mejor estimacién de dichos parametros. No es necesario
que los niveles plasmaticos estén en el equilibrio dinamico para realizar el ajuste de
dosificacion; por el contrario, con esta metodologia es posible determinar el perfil
farmacocinético completo en el paciente al estimar parametros tales como Cmax, Tmax, CL,

Vd, constante de eliminacién (Ke) y ti2 [2, 3, 10].

El modelo estadistico Bayesiano requiere de informacion previa, procedente de modelos
farmacocinéticos poblacionales que hayan sido construidos, de preferencia, con datos de la
poblaciéon a la que pertenece el paciente, o en su defecto, de una poblaciéon con la que

comparta caracteristicas demograficas y clinicas, entre otras. Los parametros
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farmacocinéticos poblacionales ya conocidos, aunados con la nueva informacién de las Cp
obtenidas en la monitorizacién del farmaco de interés, alimentaran el software NONMEM® con
la finalidad de estimar los parametros farmacocinéticos correspondientes a cada paciente.
Finalmente, los parametros estimados se emplean para realizar el ajuste de las dosis que

deriven en Cp dentro de intervalo terapéutico (Figura 2.4) [2].

Deferminacin de Spartmettos | [ e et o fccsde
concgn.traaones farmacocinéticos
plasrfr]ahccs de los individuales de los +
armacos. farmacos. Modelo farmacocinético
[Méfodo Bayesiano.] poblacional.
T

Interpretacion
farmacocinética de
los valores obtenidos.

Individualizacion de

) Propuesta de ajuste
la dosificacion.

de dosis.

Figura 2.4 Proceso para la monitorizacion y posterior individualizacion de dosis a partir de la
estimacion Bayesiana de parametros farmacocinéticos.

De manera general, el método Bayesiano consiste en realizar una adecuada combinacion de
informacion farmacocinética, individual y poblacional, con fines de estimar la posologia
requerida para obtener niveles terapéuticos de un farmaco en particular. La aplicacion de esta
metodologia dirigida al ajuste de dosis de INH y RMP puede ser de suma utilidad en la terapia

antifimica de pacientes con TB.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, la TB es una de las enfermedades de prioridad en salud publica que demanda
mayor vigilancia y control epidemioldgico por parte de las autoridades sanitarias. A pesar de
que la estrategia TAES reporta tasas de curacién de 80%, esta cifra es considerada como
suboptima debido a la incrementada morbilidad y farmacorresistencia de esta enfermedad
infecciosa. El enfoque actual de la OMS para el tratamiento de la TB unicamente considera el
ajuste de dosis con base al peso corporal del paciente. A través de varios estudios [8, 9, 13]
se ha demostrado que las dosis del TAES producen una amplia variabilidad farmacocinética
intersujeto para RMP e INH, lo cual se refleja en la obtencion de niveles plasmaticos dentro de
intervalo terapéutico y fuera de él. Particularmente, se ha identificado que los pacientes con
baja respuesta bacterioldgica registran niveles subterapéuticos de RMP o INH, o de ambos
farmacos y en consecuencia, hay mayor riesgo de fracaso terapéutico en estos pacientes [14-
16].

En el caso particular de la TB, los factores demograficos, clinicos, farmacocinéticos y
farmacogenéticos, asi como de coexistencia con otras enfermedades y medicacion,
condicionan la respuesta al tratamiento; por lo que es necesario establecer una estrategia que
integre este tipo de factores y la aplique en el disefio de regimenes de dosis individualizados
para pacientes nifios o adultos que reciben la prescripcion en un régimen multiterapéutico
como el TAES [2, 10, 22].

Uno de los objetivos de la monitorizacion de farmacos es conseguir que la terapia
medicamentosa produzca el maximo beneficio con el menor riesgo de toxicidad [63]. Por ello,
se considera que la individualizacion de los regimenes de dosificacion para INH y RMP es una
alternativa adecuada para contribuir a mejorar la respuesta al tratamiento de nifios y adultos
con TB, previniendo situaciones de toxicidad, fracaso terapéutico y farmacorresistencia. Lo
anterior es posible al implementar un proceso de monitorizacion de las Cp de ambos
antifimicos, aunado al empleo de modelos poblacionales ya descritos en la poblacion
mexicana para realizar la estimacion Bayesiana de los parametros farmacocinéticos
individuales por paciente, y su posterior aplicacion para proponer esquemas de

individualizacion posologica de INH y RMP.
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4. HIPOTESIS

La deteccion oportuna de niveles plasmaticos de INH y RMP fuera de intervalo terapéutico en
conjunto con la estimacion Bayesiana de sus parametros farmacocinéticos permitira proponer
ajuste de dosis para optimizar el tratamiento antituberculoso en pacientes pediatricos y adultos

con diagndstico de TB.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Monitorizar las Cp de RMP e INH en nifios y adultos con TB para detectar concentraciones
fuera de intervalo terapéutico con el fin de optimizar el tratamiento a través de la estimacion

Bayesiana de los parametros farmacocinéticos.

5.2 Objetivos Especificos

e Validar la técnica analitica para la cuantificacion de INH y RMP por UPLC-MS/MS.

e Cuantificar los niveles de INH y RMP en plasma de nifios y adultos con TB del HCIMP
bajo el esquema TAES.

e Determinar los polimorfismos de los genes MDR1 y NAT2 implicados en la
farmacocinética de RMP e INH, respectivamente, a partir del ADN gendmico de los
pacientes participantes.

e Determinar mediante estimacion Bayesiana los parametros farmacocinéticos
individuales de INH y RMP en pacientes pediatricos y adultos con TB.

e Sugerir un ajuste de régimen de dosificacion de INH y RMP en nifios y adultos con

concentraciones fuera del intervalo terapéutico.
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6. METODOLOGIA

6.1 Diseio del estudio.

Se realizd un estudio cuasi experimental, analitico, longitudinal y prospectivo con la
participacion de pacientes con TB atendidos en el HCIMP. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica en Investigacion del HCIMP con el registro 66-18 y por el Comité de Etica en
Investigacion y Docencia de la Fac. de C. Quimicas de la UASLP con el numero CEID-
2018012-S.

El muestreo aplicado fue de tipo no probabilistico consecutivo por conveniencia. En conjunto
con el médico adscrito al Servicio de Infectologia e Infectologia Pediatrica del HCIMP se invité
a participar a todo paciente con TB atendido en la institucion, con especial énfasis a aquéllos
que presentaron una evolucion clinica no favorable o alguna condicidon que pudiera derivar en
riesgo de fracaso terapéutico. A cada paciente participante en el protocolo se le explico el

procedimiento y su beneficio.

Fueron incluidos todos los pacientes atendidos durante el periodo de agosto 2018 a junio 2019

que reunieran los siguientes criterios.

Criterios de inclusiéon. Pacientes con diagnéstico confirmado de TB pulmonar o
extrapulmonar, en fase intensiva o de sostén del TAES, con mas de dos semanas en
tratamiento; adultos mayores de 18 afos; nifios de edad de 2 a 18 afios; con la firma del
consentimiento informado en caso del paciente adulto, y del padre o tutor en caso del paciente
pediatrico, asi como del asentimiento informado del paciente pediatrico mayor a 12 afios
(Anexo 10.3, Anexo 10.4 y Anexo 10.5).

Criterios de exclusion. Mujeres embarazadas o en etapa de lactancia.

Criterios de eliminacién. Retiro voluntario del estudio antes de concluir el seguimiento y

limitaciones técnicas para obtener y/o procesar la muestra sanguinea.
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6.2 Recoleccién de datos para la construccion de la base de datos.

Se registraron los datos antropométricos de cada paciente obtenidos del expediente clinico o
a través de entrevista directa con el paciente o familiares de éste cuando asi se requeria
(Anexo 10.1 y Anexo 10.2). Los datos de laboratorio, genotipificacion y Cp se recolectaron
directamente del resultado de la técnica analitica aplicada. Todos los datos se introdujeron en

una base de datos en el programa Excel.

6.3 Administracion de medicamentos.

Los pacientes se presentaron el dia indicado en ayuno al menos de 8 h. De acuerdo con el
peso corporal total y edad del paciente, se le administro la dosis estandar de RMP (600 mg en
fase intensiva o en fase de sostén) e INH (300 mg en fase intensiva o 800 mg en fase de
sostén) (Tabla 2.1). En casos especificos, cuando el paciente presentd un peso corporal menor
a 50 kg se le administraron dosis ajustadas, o en caso de enfermedad renal cronica (ERC) se

establecio un régimen de fase intensiva los lunes, miércoles y viernes.

6.4 Obtencion de muestras bioldgicas.

A cada paciente adulto o pediatrico se le tomaron 3 muestras sanguineas de 4 mL cada una
a través de venopuncion periférica. Se recolectaron en tubos vacutainer™ con anticoagulante
EDTA para realizar la genotipificacion y con heparina de sodio para la monitorizacion de Cp
de RMP e INH a las 2 y/o 4 h post-dosis. El numero de muestras para la monitorizacion se
limitd a una o dos por paciente registrando el horario exacto de extraccion respecto a la ultima

dosis del farmaco.

6.5 Analisis de las muestras de sangre completa.

Extraccion de ADN. El ADN gendémico se obtuvo a partir de la muestra de sangre completa
de cada paciente mediante un kit de extraccion Wizard® Genomic DNA marca Promega. Se
determiné la concentracion del material genético extraido en un espectrofotdmetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific) a una longitud de onda de 260 nm; ademas
se evalud la pureza del ADN obtenido empleando la proporcidén de absorbancias 260/280 nm.

Finalmente, se almacend a 4°C para su posterior analisis de genotipificacion.
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Estudio de genotipificacion. El estudio se realiz6 mediante la técnica de PCR en tiempo real
previamente estandarizado. Para cada reaccion de PCR se utiliz6 ADN gendémico, Master mix,
agua y sondas Tagman® (Applied Biosystems, USA). La amplificacién se llevé a cabo en el
equipo de PCR StepOne (AB Applied Biosystems, USA) y software StepOne v2.22. Se
analizaron los SNPs correspondientes a los genes: MDR1 C3435T, NAT2 C282T, NAT2
T341C, NAT2 C481T, NAT2 G590A, NAT2 A803G y NAT2 G857A. Una vez confirmada la
presencia de los SNPs, se determinaron los haplotipos de acuerdo con la nomenclatura
utilizada por consenso (http://nat.mbg.duth.gr/). Los resultados de cada paciente se reportaron

en un formato que fue anexado al expediente clinico.

6.6 Validacion del método analitico por UPLC-MS/MS para la medicion de las Cp de
INH y RMP.

Preparacion de la curva de calibraciéon y controles de calidad de INH y RMP en plasma.
A partir de estandares de INH con 5 mg/mL y de RMP con 5 mg/mL en agua, se prepararon
las curvas de calibracion en plasma libre de farmacos en un intervalo de concentracion de 0.7

a25mg/Ly0.42 a 15 mg/L, para RMP e INH, respectivamente.

Los estandares de control de calidad también se prepararon en plasma en concentraciones
alta (MCA), media (MCM) y baja (MCB), siendo para RMP de 2, 6 y 20 mg/L, y para INH de 1,
4y 12 mg/L.

Tratamiento previo de los estandares de la curva de calibracion y controles de calidad
en plasma. Se mezclaron 100 uL de cada estandar de la curva de calibracion o de los
estandares de control de calidad con 100 uL de ACN grado HPLC para su desproteinizacion.
Después se centrifugd y se repitid el proceso hasta observar un sobrenadante transparente el

cual se transfirié a un vial para su posterior analisis por UPLC-MS/MS (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Procesamiento de muestras de plasma previo a cuantificacion de INH y RMP por
UPLC-MS/MS.

Condiciones de trabajo cromatograficas y de espectrometria de masas. Cada extracto se
analizé en un Cromatégrafo de Liquidos de Ultra Alta Resolucién acoplado a un detector de
Espectrometria de Masas en tandem (UPLC-MS/MS). El sistema cromatografico consistié en
un equipo Acquity UPLC clase H que incluyé un automuestreador FTN con control de
temperatura y una bomba cuaternaria acoplado a un detector de espectrometria de masas
triple cuadrupolo Xevo TQD (Waters Corp.). La separacion cromatografica se realizé en una
columna ACQUITY UPLC BEH C18 de 1.7 ym de tamano de particula, 2.1 mm de diametro
por 100 mm de longitud a una temperatura de 40°C. Se empleé una fase movil constituida por
acido férmico al 0.1% (A) y acetonitrilo grado masas (B). El sistema de bombeo fue en
gradiente con una proporcion inicial de 99% A:1% B a un flujo de 0.3 mL/min durante 2.5
minutos, seguido de una disminucion a 30% A:70% B durante 2.5 minutos con flujo de 0.4
mL/min para finalmente regresar a las condiciones iniciales durante 1 minuto para el
reacondicionamiento de la columna. El volumen inyeccion fue de 5 pL y la temperatura del
automuestreador se ajusté a 10°C, con una duracion total de 6 minutos por inyeccion. La
informacion obtenida fue procesada con el software MassLynx V4.1. Las condiciones de

deteccion en el espectrometro de masas Xevo TQD se indican en la Tabla 6.1.

38



Tabla 6.1 Condiciones del espectrometro de masas para la identificacion de RMP e INH.

Molécula lon padre Transicién Voltaje de Energia de colision
(m/z) (m/z) cono (V) (eV)
120.95 12
INH 137.97 30
78.9 22
791.52 16
RMP 823.54 30
151.00 34

Validacion del método analitico. Se procedié a validar estadisticamente el método por
UPLC-MS/MS para cuantificar RMP e INH en plasma de acuerdo con los lineamientos
estipulados en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 [64]. A continuacién, se

describen los principales parametros evaluados.

a) Selectividad. Se demostrd que no hay interferencia de compuestos enddgenos de la
matriz biolégica mediante la evaluacion individual de 6 unidades de plasma libres de
farmacos.

b) Efecto de matriz para métodos de espectrometria de masas. Se analizaron
individualmente 6 unidades de matriz blanco con el MCB y MCA. Se compararon las
respuestas analiticas obtenidas con las respuestas de los analitos en solucién. El
coeficiente de variacion (CV%) del factor de matriz normalizado (FMN) no debe ser
mayor a 15%.

Respuesta del analito en la matriz
FMN =

Respuesta del analito en solucién

c) Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas. Se realizaron 3
inyecciones de una misma muestra blanco (una antes y dos después de la inyeccion
del limite superior de cuantificacion). La respuesta analitica de las interferencias
proximas al tiempo de retencidon de cada analito debe ser menor a 20% para el limite
inferior de cuantificacion de los analitos.

d) Limite inferior de cuantificacion (LIC). Se determind con base al 5% del Cmax
reportado para cada analito de interés.

e) Linealidad. Se evaluaron 3 curvas de calibracion. La concentracion recuperada de

cada punto de la curva debe estar dentro de £15% de la concentracion nominal,
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excepto para el LIC que puede ser +20%. Al menos 75% de las concentraciones de la

curva debe cumplir con este criterio.
f) Precision. Se evaluaron las muestras LIC, MCB, MCM y MCA.

1.

Repetibilidad: se analizé6 en un mismo dia por quintuplicado las muestras
MCB, MCM y MCA. Se calculd la concentracion recuperada interpolando la
respuesta analitica en la curva de calibracion. EI CV% del valor promedio no
debe ser mayor que 15%.

Reproducibilidad: se analizé por quintuplicado las muestras MCB, MCM y
MCA. en tres corridas analiticas diferentes. Se obtuvo la concentracion
recuperada interpolando la respuesta analitica en la curva de calibracion. El
CV% del valor promedio no debe exceder de 15%.

Exactitud: con los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculd la
desviacién de la concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de
desviacion, que debe ser <15% excepto para el LIC el cual debe ser < a 20%.)

empleando la siguiente ecuacion,

Concentracion obtenida

% de desviacion = ( ) X 100%

Concentracién esperada

g) Estabilidad. Se evalué por triplicado la respuesta del analito en los estandares MCB y

MCA para determinar si las muestras son estables en 5 h en el automuestreador, a 5

y 15 dias a -80°C y en ciclos de congelacion/descongelaciéon. Las soluciones son

consideradas estables si la desviacion de la respuesta analitica promedio con respecto

a la obtenida con muestras recién preparadas, no es mayor que 10%.

6.7 Analisis de las muestras de plasma de pacientes con TB.

Las muestras obtenidas con heparina procedentes de los pacientes se centrifugaron a 1300
rom durante 20 minutos a temperatura de 4°C para la separacion del plasma; éste fue
transferido a microtubos para almacenarse a -80°C hasta su andlisis. En las muestras de
pacientes previamente descongeladas y desproteinizadas, se realizé la medicion de las Cp de
RMP e INH, bajo la metodologia UPLC-MS/M ya implementada.
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El dia de las corridas analiticas de las muestras de los pacientes, se analizé una curva de
calibracion y los controles de calidad para confirmar la validez de los resultados. Los resultados
por paciente fueron reportados en un formato que fue anexado al expediente respectivo (Anexo
10.6).

6.8 Estimacion Bayesiana de parametros farmacocinéticos individuales.

Se construyé una base de datos con formato numérico en Excel para cada uno de los
antifimicos RMP e INH, incluyendo la siguiente informacion por paciente:

o datos antropométricos, patologias y medicacion en concomitancia,

e resultados de la monitorizacién de Cp de RMP e INH,

e resultados de la genotipificacion de los SNPs de los genes MDR1y NAT2.

Para la obtencién de los parametros farmacocinéticos por paciente a través de la estimacion
Bayesiana fue preciso registrar previamente en el programa NONMEM® v.7.3:

e Los modelos poblacionales de Huerta y cols. (2019) en pacientes adultos (Tabla 2.3 y
Tabla 2.4) [47];

e Los modelos de Zvada y cols. (2014) (Tabla 2.5 y Tabla 2.6) y Schipani y cols. (2016)
(Tabla 2.3) en pacientes nifios. Nota: Los resultados de los parametros
farmacocinéticos bajo los modelos de estos autores presentaron grandes desviaciones
con respecto a las referencias bibliograficas, por lo que se optd por tomar los valores
medios de V y CL reportados por Schipani y cols. (2016) para acoplarlos a los modelos
de Huerta y cols. (2016) [8] [9] [47].

6.9 Ajuste de dosis.

Con los parametros farmacocinéticos estimados para RMP e INH en cada paciente, se
procedié a determinar las nuevas Cp con dosis modificadas sustituyendo la dosis inicial
prescrita por el nuevo régimen de dosificacion sugerido. Con las nuevas Cp a diferentes
tiempos se definio si éstas se situaban dentro de la ventana terapéutica de cada farmaco para

el paciente en evaluacion.

La modificacidn de dosis se realizd considerando la disponibilidad de las formas farmacéuticas
combinadas de farmacos antiTB que dispone el sector salud. El ajuste de dosis de RMP e INH,

se efectudé en funcién del contenido (mg) de cada tableta, de tal manera que, cuando era
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necesario un aumento de dosis, se incrementd el numero de tabletas. En caso de requerir el
aumento o disminucion de dosis Unicamente para un farmaco, se consulté con el personal del
sector salud para verificar la disponibilidad del producto monofarmaco y considerar la
posibilidad de proporcionarlo al paciente. Como ya se menciono, este procedimiento se realizé
con el programa NONMEM® v.7.3. Mediante un nuevo proceso de monitorizacion que
consisti6 en una nueva toma de muestra sanguinea a las 2 h postdosis para realizar el
seguimiento de las Cp de RMP e INH por paciente, se confirmé si la dosis ajustada logré que

las nuevas Cp se ubicaran dentro del intervalo deseado para cada antifimico.

Se presentaron algunos casos especificos para los cuales, a pesar de haber realizado la
simulacion de ajuste de dosis para obtener Cp terapéuticas, la propuesta de dosis fue

modificada por el médico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Estudio en pacientes con TB bajo esquema TAES

Caracteristicas de los pacientes. Se incluy6 un total de 84 pacientes (77 adultos y 7 nifos)

(Tabla 7.1) con diagnéstico confirmado de TB en cualquiera de sus formas clinicas.

Tabla 7.1 Caracteristicas antropométricas, clinicas y de medicacion de los pacientes con TB
incluidos en el protocolo.

Numero de pacientes (n) 84
Grupo etario (n) Adultos (77) Nifios (7)
Sexo (masculino/femenino) (n) 38/39 2/5
Edad (afios) 45.51 £ 17.04 10.86 + 6.86
Peso (Kg) 60.13 £ 14.28 41.51 £ 26.45
Talla (m) 1.62 (1.55-1.7) 1.33+£0.36
IMC (Kg/m?) 22.41 (19.39 — 25.81) 20.56 £ 5.24
Tuberculosis pulmonar (%) 36.30 0
Tuberculosis ganglionar (%) 20.77 28.57
Tuberculosis meningea (%) 16.88 14.28
Tuberculosis peritoneal (%) 15.58 14.28
Otros tipos de Tuberculosis (%) 10.47* 42.88*
Coinfeccién con VIH (n) 6 1
Diabetes mellitus (n) 21 0
Insuficiencia renal (n) 6 0
Hipertension arterial (n) 15 0
Fase intensiva (%) 67.53 57.14
Ac!ministracion _concor_ni_tant_e de 779 14.28
Efavirenz/Tenofovir/Emtricitabina (%)
Administracion concomitante de
Complejo vitaminico B (%) 19.48 28.57
Administracion concomitante 18.18 0

de metformina (%)

Los resultados se presentan como media (#DE) o mediana (rango intercuartilico) de acuerdo
con la distribucién de los datos.
*Tuberculosis miliar, genitourinaria, vertebral, renal, cutdnea, pleural y mastitis granulomatosa.
**Tuberculosis cutdnea, miliar, vertebral y genitourinaria.

En el caso de pacientes adultos, participaron igual nimero de mujeres y de hombres con una
edad promedio de 45 anos. Gonzalez-Baltazar y cols. (2013) sefialaron que la infeccién activa

se presenta en personas de 40 afios o0 mas, para las cuales se tiene registro de 58% de
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desempleo [65] a causa de esta enfermedad. En el caso de los nifios, la mayoria de ellos
derivaron de contacto directo con un adulto enfermo de TB. Sanchez y cols. (1998) estimaron
que en el 89% de nifos el contagio deriva de un familiar y en 11% se adquiere por convivencia

con personas sin parentesco, pero que radican en la misma comunidad [66].

En el presente estudio, la TB pulmonar fue la mas frecuente en adultos. De acuerdo a reportes
epidemiolégicos de la OMS, la TB pulmonar es la forma clinica mas comun en este grupo
etario [1]. En los nifios la TB ganglionar, fue la mas frecuente (28.5%); en estos casos, la
infeccion comienza como TB pulmonar asintomatica, sin embargo, las micobacterias tienen la
capacidad de crear lesiones localizadas y diseminarse en varias partes del organismo, entre
ellos, los ganglios linfaticos [67, 68]. En un nifio se presenté TB miliar y ganglionar

simultaneamente.

La principal concomitancia en pacientes adultos se presenté con la DM, cuyas cifras de
morbilidad se han incrementado en todo el mundo. El binomio TB-DM es una preocupacion
sanitaria por su potencial riesgo para desarrollar resistencia bacteriana o por causar recaidas
secundarias a Cp subterapéuticas de los antifimicos; esto ultimo debido principalmente, a la
absorcion gastrointestinal alterada atribuida a gastroparesis, asi como a IMC > 25 kg/m?y a la

presencia de dislipidemias, ya que en este tipo de pacientes se altera el Vd [49, 57, 69, 70].

Por otro lado, aunque se presentd en un numero de casos menor, la asociacion de la TB y la
coinfeccion con VIH merecen especial atencion por el tratamiento simultaneo de ambas
patologias, ya que existe riesgo de producirse importantes interacciones medicamentosas
tales como efavirenz con RMP. Las rifamicinas, entre las que figura la RMP, son potentes
inductores de las enzimas CYP450; muchos farmacos contra el VIH tales como el efavirenz,
son inhibidores e inductores mixtos de dichas enzimas, lo que puede alterar tanto las Cp de
los retrovirales como de los antifimicos [71, 72]. En tales casos, el TDM permite verificar la
idoneidad de las dosis de farmacos parala TB y el VIH desde el inicio o durante el tratamiento,
con fines de evitar el desarrollo de TB o VIH resistentes [73]. Por otro lado, por efecto de la
malnutricion crénica u otras comorbilidades, estos pacientes podrian presentar alteraciones
en la absorcion gastrointestinal de los farmacos y desarrollar complicaciones clinicas graves
[58, 74].
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De acuerdo con la NOM-006-SSA2-2013 Para la prevencion y control de la tuberculosis, a
todos los pacientes participantes se les administraron las dosis estandar de RMP e INH [5]. En
fase intensiva, los pacientes con peso igual o mayor a 50 kg recibieron dosis de RMP de 600
mg e INH de 300 mg; los pacientes en fase de sostén recibieron dosis de 600 mg de RMP y
900 mg de INH. A los pacientes con peso menor a 50 kg se les ajustdé la dosis por kg de peso,
ya que de otra manera, los pacientes con desnutricién y bajo peso pueden presentan mayor
riesgo de toxicidad y mas efectos adversos [49]. Los pacientes con falla renal recibieron las
dosis de la fase intensiva de manera intermitente, o sea, tres veces a la semana, debido al
riesgo de acumulacion y toxicidad de los farmacos [75]. En cuanto a los pacientes pediatricos
las dosis aplicadas por decision del médico adscrito fueron las establecidas por la OMS de 10
a 15 mg/kg de INH y de 10 a 20 mg/kg de RMP [1].

Debido a que las dosis del TAES fueron basadas en los ensayos clinicos que demostraron
tasas de efectividad de 95%, este esquema fue adoptado por la OMS; sin embargo, en la
practica clinica se han reportado tasas de curacién de 80%, por lo que es necesario

individualizar los regimenes de dosificacion a las caracteristicas de los pacientes [5, 10, 76].

Genotipificacion de las muestras de los pacientes. Las distribuciones fenotipicas de NAT2
y alélicas del gen MDR1 obtenidas en los pacientes participantes se muestran en la Tabla 7.2

y Tabla 7.3, de manera respectiva.

Tabla 7.2 Fenotipos de acetilacion de la enzima NAT2 en el grupo de pacientes con TB.

Frecuencia fenotipica, n (%)

Fenotipo de acetilacion de NAT2

Adultos Nihos
Acetilador rapido 5 (6.4%) 1(16.6%)
Acetilador intermedio 28 (36.3%) -
Acetilador lento 44 (57.1%) 5 (83.3%)

Tabla 7.3 Resultados de genotipificacion del gen MDR1 en los pacientes con TB

Frecuencia alélica, n (%)

Polimorfismo del gen MDR1 Genotipo Adultos Nifios
cC 25 (32.4%) 3 (50.0%)
MDR1 C3435T CT 45 (58.4%) 1(16.6%)
TT 7 (9.0%) 2 (33.3%)
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La distribucion porcentual del fenotipo de acetilacion de NAT2 obtenida con los pacientes
participantes se mostré acorde con los resultados reportados en 2017 por Cruz-Garcia y cols.
(2017) quienes observaron una distribucion fenotipica de acetiladores de NAT2 con 51.1%
lentos, 34.8% intermedios y 13.9% rapidos en poblacion potosina [46]. En lo que respecta al
gen MDR1, en otro grupo de pacientes potosinos con TB la mayor prevalencia se observé para
el genotipo CT, para el cual se report6 una frecuencia alélica de 25% del genotipo CC, 43.1%
del genotipo CT y 31.9% del genotipo TT [47]. Las diferencias encontradas en la distribucion
geneética de MDR1 podrian tener relacion con el tamafio de muestra y el tipo de muestreo, ya
que en el presente protocolo se incluyeron pacientes de diferentes estados de la Republica

Mexicana de los cuales no se registro informacién acerca de su ancestria personal.
7.2 Monitorizacion plasmatica de RMP e INH en pacientes

Validacion del método analitico para cuantificar RMP e INH en plasma por UPLC-MS/
MS. A continuaciéon se muestran los resultados aceptados por la NOM-177-SSA1-2013 para
selectividad, linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud y estabilidad [64].

Selectividad. Se obtuvo una adecuada resolucion de los picos correspondientes a RMP e INH
y no se encontraron interferencias préximas a los tiempos de retencién de cada uno de ellos,

como se observa en los cromatogramas de la Figura 7.1.

a) T | INH b) RMP

1.11 min 3.84 min

T T T T T T T T T T T T T T T T T : d
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 4.00

Figura 7.1 Cromatogramas obtenidos de a) INH y b) RMP.
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Efecto de matriz. Los CV para el FMN, tanto para INH y RMP (Tabla 7.4) fueron menores a

15% como lo estipula la norma oficial.

Tabla 7.4 Valores medios del FMN para evaluar el efecto de matriz en los controles bajos y
altos para RMP e INH.

Media del | Desviacion
Muestra EMN estandar  CV%
(DE)
MCB 1.90 0.06 3.30
RMP
MCA 1.72 0.06 3.60
INH MCB 0.27 0.02 10.50
MCA 0.25 0.02 8.30

Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas. No se presentoé efecto de
acarreo de interferencias proximas a los tiempos de retencion obtenidos. Los porcentajes de

las respuestas de la Tabla 7.5 fueron menores a 20% para el LIC de RMP e INH.

Tabla 7.5 Valores de porcentaje de la respuesta analitica de los blancos en relacion con la
respuesta analitica del LIC para ambos analitos.

% de Respuesta analitica
RMP 2.58
INH 3.53

Linealidad. El método fue lineal para RMP e INH en el intervalo de 0.7 a 25 mg/Ly 0.42 a 15
mg/L, respectivamente (Figura 7.2). Las concentraciones recuperadas de RMP e INH entraron
en el intervalo de 85% a 115% como esta establecido en la NOM-177-SSA1-2013, siendo de
99.7% y 99.1%, respectivamente [64].
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Figura 7.2 Linealidad del método para a) RMP y b) INH.

Precision y exactitud. El método analitico fue preciso con CV menores a 15% en los ensayos

de repetibilidad y reproducibilidad (Tabla 7.6). Se corroboré la exactitud para ambos analitos

al mostrar porcentajes de desviacion inferiores a 15%.

Tabla 7.6 Evaluacion de repetibilidad, reproducibilidad y exactitud de RMP e INH en plasma.

Muestra

contro

LIC
MCB

MCM
MCA

LIC
MCB
MCM
MCA

Cor:l?r::::;ién Rept(art]|=bsll)|dad Reprc;?l:flzlsk;llldad Exactitud
(mg/L) Media DE cv Media DE cv %_de_’
(mg/L) | (mg/L) (%) (mg/L) | (mg/L) (%) Desviacién
RMP
0.7 0.62 0.04 7.21 0.64 0.07 11.11 11.43
2 2.24 0.05 2.45 2.29 0.07 3.12 -14.00
6 6.74 0.09 1.33 6.58 0.20 3.12 -10.33
20 20.72 | 0.34 1.65 | 2043 | 0.59 2.85 -2.53
INH
0.42 0.42 0.04 10.65 | 043 0.03 7.52 -1.19
1 0.88 0.08 9.51 0.90 0.06 6.81 10.50
4 3.54 0.36 10.11 3.84 0.18 4.88 5.88
12 10.16 | 0.51 5.05 11.06 | 0.44 4.08 9.71
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Estabilidad. RMP e INH mostraron ser estables en plasma hasta 15 dias a -80°C al obtener

CV menores a 15%, y porcentajes de concentracion recuperada entre 85 a 115% (Tabla 7.7).

Tabla 7.7 Estabilidad de RMP e INH en plasma a diferentes tiempos.

Concentracion Media de Ll
nominal concentracion DE (mg/L) CV (%) ::::::;Z?:::I(%
(mg/L) observada (mg/L)
RMP
Automuestreador (5h)
2 2.30 0.10 4.35 115.00
20 20.43 0.45 2.21 102.17
A corto plazo a -80°C (5 dias)
2 2.23 0.06 2.59 111.67
20 20.77 0.40 1.95 103.83
A largo plazo a -80°C (15 dias)
2 2.30 0.10 4.35 115.00
20 21.27 0.76 3.59 106.33
Ciclos de congelaciéon-descongelacion
2 2.30 0.10 4.35 115.00
20 21.27 0.76 3.59 106.33
INH
Automuestreador (5h)
1 0.90 0.10 11.11 90.00
12 10.73 1.10 10.22 89.44
Corto plazo a -80°C (5 dias)
1 0.90 0.10 11.11 90.00
12 10.20 0.72 7.07 85.00
Largo plazo a -80°C (15 dias)
1 0.90 0.00 0.00 90.00
12 11.13 0.76 6.86 92.78
Ciclos de congelaciéon-descongelacion
1 0.90 0.00 0.00 90.00
12 11.13 0.76 6.86 92.78

El método analitico por UPLC-MS/MS mostré validez estadistica al cumplirse los
requerimientos establecidos por la normativa vigente para la cuantificacion de RMP e INH en

muestras de plasma procedentes de pacientes nifios y adultos con TB [5].
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Resultados del analisis de las muestras plasmaticas de los pacientes. Los resultados de
la monitorizacion de Cp de INH y RMP por paciente fueron reportados al médico y anexados
al expediente clinico (Anexo 10.6). En los casos de pacientes con Cp subterapéuticas o téxicas

se comunicé al médico la necesidad de realizar el ajuste de dosis.

En la Figura 7.3 se describe la totalidad de pacientes incluidos (adultos y nifios) asi como el
nuamero y porcentaje que mostraron niveles plasmaticos dentro y fuera de intervalo terapéutico
de cada uno de los antifimicos. El esquema de muestreo del protocolo (2 y 4 h) fue planeado
para aproximarse a identificar el Cmax en la etapa de absorcion de ambos farmacos, sin

embargo, la muestra de las 4 h no fue posible conseguirla para todos los pacientes.

Del total de 84 pacientes, 25% (21 pacientes: 18 adultos y 3 nifios) presentaron Cp dentro del
intervalo de referencia para RMP e INH y no se incluyeron en el proceso de ajuste de dosis
por indicaciones médicas, no obstante, se determinaron los parametros farmacocinéticos por

método Bayesiano para dichos pacientes (datos mostrados en el apartado 7.3).

El 75% de los pacientes registraron niveles plasmaticos fuera del intervalo requerido; 90.5%
de estos pacientes mostraron Cp subterapéuticas y en el resto se observaron Cp
supraterapéuticas de uno o ambos antifimicos. De los pacientes con Cp subterapéuticas,
33.3% (28 pacientes) correspondieron a ambos antiTB, 40.5% (34 pacientes) para INH y sélo
1.2% (1 paciente) para RMP. Unicamente se identificaron a 18 pacientes adultos (21.4%) con
Cp abajo del intervalo terapéutico de uno o ambos antifimicos, los cuales continuaron el

protocolo para el ajuste de dosis, ya que éstos tenian una evolucion clinica no adecuada.
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Pacientes con TB bajo
esquema TAES a los que se les
realiz6 TDM

n=84
77 adultos, 7 nifios

Pacientes con Cp de RMP e
INH dentro de rango

n=21 (25%)

rango

Pacientes con Cp fuera de

n=63 (75%)
RMP = 1; INH =36; Ambos = 26,

l

Pacientes adultos con Cp de
RMP e INH dentro de rango

n=18 (21.4%)

Pacientes adultos con Cp fuera

RMP = 1; INH =34; Ambos = 24

de rango
n=59 (70.2%)

Pacientes pediatricos con Cp

fuera de rango
n=4 (4.7%)
INH=2; Ambos =2

Pacientes pediatricos con Cp
e RMP e INH dentro de rango

n=3 (3.5%)

Pacientes con Cp fuera de |

rango a los que se les realizd
ajuste de dosis

n=18 (21.4%)

Pacientes con Cp fuera de
rango a los que no se
considerd realizar ajuste de

dosis por cuestiones clinicas
n=2 (1.1%)
INH=1; Ambos=1

Pacientes con Cp fuera de
rango a los que no se
considerd realizar ajuste de
dosis por cuestiones clinicas

n=34 (40.4%)
INH =29; Ambos =5

Pacientes con Cp fuera de
rango que tuvieron pérdida de
seguimiento

n=2 (2.2%)
INH=1; Ambos=1

Pacientes con Cp fuera de
rango que tuvieron pérdida de
seguimiento

n=6 (7.1%)
RMP = 1; INH =3; Ambos = 2

Pacientes con Cp fuera de
rango que fallecieron

n=1 (1.1%)
Ambos =1

Figura 7.3 Esquema de los pacientes con TB incluidos en el protocolo.
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Por indicaciones del médico adscrito, se prescindio del proceso de ajuste de dosificacion en el
48.6% de pacientes adultos que presenté respuesta clinica adecuada a pesar de registrar Cp
subterapéuticas; entre éstos se incluyeron a los pacientes en los que se identific falta de

adherencia al tratamiento, cambio de domicilio o fallecimiento.

Adicionalmente, se encontré que, de los 4 nifios con TB extrapulmonar, 2 registraron niveles
subterapéuticos para ambos antifimicos y 2 tuvieron valores inferiores al intervalo de referencia
unicamente de INH. Por decision médica a ninguno de estos pacientes pediatricos se les
continud la monitorizacion farmacocinética ya que unicamente para ellos se optd por continuar

la administracion habitual del TAES y mantenerlos en supervision clinica.

La decision médica de no continuar con la monitorizacién farmacocinética en los pacientes que
mostraron una evolucion clinica favorable, a pesar de presentar Cp subterapéuticas para RMP
e INH, es controversial. Esta documentado que los pacientes en tales circunstancias pueden
ser candidatos a desarrollar TB-MDR, asi como recaidas por reinfeccion en el corto o mediano
plazo, por lo que, ante estos riesgos, es ampliamente recomendado continuar con la

evaluacion clinica al terminar el tratamiento [7, 10, 15].

Durante el proceso de monitorizacion de ambos antiTB en adultos, se obtuvo un total de 144
Cp de RMP en ambas fases del TAES, 89 Cp de INH en fase intensiva y 46 Cp de INH en fase
de sostén (Figura 7.4). En cuanto a los pacientes pediatricos, se cont6 con un total de 9 Cp de

RMP, 5 Cp de INH en fase intensiva y 4 Cp en fase de sostén (Figura 7.5).

En la Figura 7.4 puede observarse que alas 2y 4 h en el 60% de los adultos se registraron
Cp por fuera del rango terapéutico para RMP e INH, y en casos particulares, solamente en uno
de los dos antibioticos. Como ya se comentd, varios autores han registrado elevado porcentaje
de Cp subterapéuticas tanto de RMP como de INH, aspecto que los coloca en riesgo de
desarrollar multirresistencia y conducir al fracaso del tratamiento o de recaer con TB en el corto
o mediano plazo [10, 15, 16, 47]. En un estudio previo en pacientes potosinos adultos con TB,
el 33.3% presentd Cp subterapéuticas de RMP y el 48% Cp de INH por debajo del rango
terapéutico [47]. Otros estudios en poblacién americana determinaron que 52% de los
pacientes no mostraron evolucion clinica favorable y tenian Cp inferiores al intervalo
terapéutico de RMP y 59% para INH a las 2 h post-dosis [14]. Debido a la vulnerabilidad de

comprometer el efecto bactericida de RMP e INH con cifras menores a las terapéuticas, en
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diversos estudios clinicos se ha puntualizado la necesidad de someter a TDM a este tipo de
pacientes [47, 73].
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Figura 7.4 Cp vs tiempo en 77 pacientes adultos con TAES. a) RMP en fase intensiva y de
sostén; b) INH en fase intensiva; c) INH en fase de sostén.

Como se menciond con anterioridad, los SNPs del gen MDR1, asi como del gen que codifica
la enzima NAT2 permiten explicar parte de la variabilidad encontrada en los niveles
plasmaticos de RMP e INH, respectivamente. En el caso del gen MDR1, hay reportes previos

que indican que los pacientes con el genotipo CC, al tener una expresién aumentada del
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transportador de eflujo PGP, tienen mayor probabilidad de presentar niveles plasmaticos
subterapéuticos para RMP desde el inicio del tratamiento, al contrario de lo que sucede con
los pacientes de genotipo TT [48]. En el presente estudio, los pacientes con genotipo CC, CT
y TT registraron cifras subterapéuticas de RMP en 40, 32 y 57%, respectivamente. Tal como
se describio, el genotipo CC predispone a mayor riesgo de fracaso terapéutico secundario a
Cp subterapéuticas; sin embargo, en el grupo de pacientes incluido en este estudio, no se

observo esta tendencia.

En el caso de INH, los pacientes que presentaron Cp subterapéuticas fueron el 100% de los
pacientes acetiladores rapidos, 96% de los pacientes con acetilaciéon intermedia y 59% de los
acetiladores lentos. Solamente 10% de los pacientes con este ultimo fenotipo de acetilacion
mostré Cp por encima del margen establecido, o que supondria mayor riesgo de toxicidad.
Los pacientes con fenotipo acetilador rapido NAT2 pueden incrementar el riesgo de fracaso
terapéutico debido a las bajas Cp originadas como producto del rapido metabolismo del
farmaco [44, 46]. Por otro lado, se considera que los acetiladores lentos son mas susceptibles
de presentar elevada hepatotoxicidad inducida por este farmaco debido a las altas Cp que

presenta este fenotipo en comparacion con los acetiladores rapidos [44].

En cuanto a la monitorizacion plasmatica realizada en los pacientes pediatricos (Figura 7.5), 3
de ellos presentaron Cp de RMP por debajo de margen terapéutico; para INH en fase intensiva
unicamente 1 paciente registr6 Cp adecuadas, pero ninguno de los pacientes en fase de
sostén presentd Cp terapéuticas del farmaco. Los resultados anteriores reiteran el hecho que
las dosis estandares establecidas por la OMS para los nifios pueden derivar en Cp subdptimas
y conducir a una exposicion inadecuada para el efecto bactericida deseado, lo que ocasionaria

situaciones de evolucién clinica tardia o no exitosa [13].
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Figura 7.5 Cp vs tiempo en 7 pacientes pediatricos con TAES. a) RMP en fase intensiva y de
sostén; b) INH en fase intensiva; c) INH en fase de sostén.

Al igual que en los adultos, en los nifios se ha considerado la importancia de determinar el
fenotipo de acetilacion de NAT2 para la individualizacion de dosis con fines de ofrecer
resultados mas exitosos de la terapia con INH. Zvada y cols. (2014) encontraron que la
exposicion a este farmaco fue inadecuada en 61% de los nifios (acetiladores rapidos e
intermedios) que recibian las dosis establecidas por la OMS ya que presentaron Cp por debajo
de rango en INH [8]. De igual manera, Aruldhas y cols. (2019) refirieron que 59% de sus

pacientes pediatricos presentaron Cp subterapéuticas de INH con la pauta de 10 mg/kg
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recomendada por la OMS; en cuanto a RMP solo 29% de los pacientes alcanzaron Cp 6ptimas

con dosis de 15 mg/kg [7].

En el presente estudio, no se encontré correspondencia entre los niveles plasmaticos para
RMP e INH a las 2 h en cada paciente y su respectivo genotipo MDR1 y fenotipo acetilador
NAT?2, situacion que se atribuye a la limitada cantidad de muestras sanguineas. Una
correspondencia entre Cp y genotipo o fenotipo, seria mas evidente a través de un extenso
muestreo en el que se disponga de los perfiles farmacocinéticos completos para caracterizar
adecuadamente la fase de absorcion y de eliminacion, Cmax y Tmax para cada antifimico [47,
48]. A pesar de esta limitacion, es importante disponer de los resultados de genotipificacion

para tener descrito el perfil farmacocinético-farmacogenético de cada paciente.

7.3 Estimacion Bayesiana de los parametros farmacocinéticos individuales de RMP e
INH.

Con base a las Cp resultantes de la monitorizacion de INH y RMP y tomando como referencia
los modelos farmacocinéticos poblacionales previamente descritos para el grupo etario al que
correspondia cada participante, se realizé la estimacion Bayesiana de los parametros
farmacocinéticos individuales (V, CL y Ka) en los 84 pacientes participantes. Adicionalmente,
se realizd una estimacién a priori la cual no considera las Cp cuantificadas, y en su lugar,

solamente requiere la dosis y las covariables incluidas en cada modelo [9, 77].

Para pacientes adultos, la estimacion Bayesiana considero los modelos mexicanos de Huerta
y cols. (2016) [47], asi como de otros autores (Tabla 2.3 y Tabla 2.4). Una vez realizadas las
estimaciones a priori y Bayesiana, se comparo la capacidad predictiva de cada modelo con
base a las Cp observadas y predichas para RMP e INH, mediante la determinacion el error
medio de prediccion (EMP) y el error de prediccion absoluto (EPA) [78] (Figura 7.6 y Figura
7.7).
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Figura 7.6 a) Error de predicciéon absoluto (EPA) de las Cp de RMP, b) Error medio de
prediccion (EMP) de las Cp de RMP.

En general, se observo que la capacidad predictiva de los modelos poblacionales en pacientes
potosinos mejoré considerablemente las Cp de ambos antifimicos a través de la estimacion
Bayesiana. Ademas, los residuales EMP de RMP se mostraron igualmente distribuidos
alrededor de la linea cero cuando se utilizaron los modelos desarrollados en poblacion
mexicana. Sin embargo, en el caso de INH, el modelo farmacocinético de Wilkins y cols.

(2011), superé al de Huerta y cols. (2016) al reducir ambos errores bajo el método Bayesiano.
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Figura 7.7 a) Error de prediccion absoluto (EPA) de las Cp de INH, b) Error medio de
prediccion (EMP) de prediccion de las Cp de INH.

Como resultado de las comparaciones anteriores, se decidié que los modelos poblacionales

de INH y RMP construidos por Huerta y cols. (2016) al proceder de datos en pacientes

57



mexicanos con TB fueron los seleccionados para la estimacién Bayesiana de los parametros

farmacocinéticos individuales y sus correspondientes valores de Cmax y Tmax (Tabla 7.8).

Para los valores estimados de Cmax y Tmax en adultos se obtuvieron resultados similares a
los reportados en la bibliografia, ya que se esperaban Cmax de 3 a 6 mg/L para INH en fase
intensiva y de 8 a 24 mg/L para RMP, ademas de Tmax de 0.75a 2 hy de 2 h, respectivamente
[10].

Se observo notable similitud en los valores estimados para Cmax de RMP con los diferentes
genotipos del gen MDR1 evaluados en el presente estudio. Sin embargo, lejos de considerar
que no hay influencia de este factor genético sobre el Cmax, es posible que, como se
menciond, esos resultados se deban al limitado numero de tiempos de muestreo para su
adecuada estimacion (1 o 2 muestras por paciente), ya que de otra manera, al aumentar el
muestreo se podrian distinguir diferentes perfiles y velocidades de absorcién de este antifimico
[18]. Por otro lado, los valores de V, CL y Ka de RMP fueron muy cercanos a los parametros
poblacionales del modelo ya sefialado (Tabla 2.4). En general, puede considerarse que la

estimacion de estos parametros fue adecuada para los fines del ajuste de dosis.

Tabla 7.8 Parametros farmacocinéticos de RMP e INH estimados por método Bayesiano con
el software NONMEM® en 77 pacientes adultos con TB.

Parametros farmacocinéticos de RMP Parametros farmacocinéticos de INH
] MDR1 CC 9.0 (7.5-11.6)
(fn'gj‘i‘) MDR1CT 10.83 (7.79 — 12.9) Cméx (mg/L) 4.2 (2.9-8.2)
MDR1TT 10.68 (6.74 — 10.94)
Tmax (h) 25(2-4) Tmax (h) 1(0.66 — 1)
CL acet. lentos (L/h) 11.5+£1.19
CL (L/h) 5.69 (4.85-6.02) CL acet. intermedios (L/h) 18.28 £ 3.34
CL acet.rapidos (L/h) 31.86 + 1.30
V(L) 34.25 (29.2 — 42.71) V(L) 64.58 (49.8 — 95.49)
Vikg (L) 0.62 (0.49 — 0.73) V/kg (L) 1.18 (0.93 — 1.36)
Ka (h") 1.61 (0.81 —2.29) Ka (h™") 3.53(3.11 - 3.86)

Cmax = Concentracion maxima; Tmax = Tiempo de Cmax; CLacet. lentos = Aclaramiento en acetiladores
lentos; CLacet. intermedios = Aclaramiento en acetiladores intermedios; CLacet. rapidos = Aclaramiento en
acetiladores rapidos; V = Volumen de distribucion total; V/kg = Volumen de distribucion total en relacién
al peso corporal;

Ka = constante de absorcién. *Los resultados se presentan como media (zDE) o mediana (rango
intercuartilico) de acuerdo con la distribucion de los datos.
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En el caso de INH los valores de V, CL y Ka también se mostraron acordes con el modelo
farmacocinético poblacional elaborado por Huerta y cols. (2016) (Tabla 2.3) [47]. Es evidente
que el CL mostroé diferentes valores en funcion del fenotipo de NAT2, de manera que, para
pacientes de acetilacion lenta el valor represento la tercera parte de los acetiladores rapidos.
Este es un aspecto de suma relevancia para la modificacion de dosis pues el fenotipo de

acetilacion mantiene clara influencia sobre este parametro de eliminacion.

Para la estimacion de los parametros farmacocinéticos en nifios, se ensayé con los modelos
poblacionales de Zvada y cols. (2014) y de Schipani y cols. (2016) (Tabla 2.4, Tabla 2.5 y
Tabla 2.6). Sin embargo, la aplicacién del modelo de Zvada y cols. (2014), estuvo supeditada
a contar con datos relacionados con la madurez fisioldgica del paciente y otros que se alejan
del interés clinico, informacién de la cual no se disponian para los pacientes participantes. Por
otro lado, aunque el modelo de Schipaniy cols. (2016) (Tabla 2.4) fue construido con datos de
nifnos y adultos, éste presentod la limitante de estimar el Vd en los infantes como una funcién
alométrica extrapolada del peso medio de un adulto estandar (70 kg) [8] [9]. A pesar de las
limitaciones sefaladas, ambos modelos fueron evaluados en el presente estudio para la
estimacion Bayesiana; no obstante, los resultados generados (datos no mostrados) estuvieron
discordantes con la farmacocinética ya reportada para ambos farmacos. Lo anterior pone de
manifiesto la necesidad de contar con modelos farmacocinéticos que describan el
comportamiento de RMP e INH en nifios mexicanos para su aplicacion en la monitorizacion
clinica y el ajuste de dosis en éstos. En su defecto, se opté por integrar los modelos
poblaciones desarrollados en adultos por Huerta y cols. (2016) con los parametros
farmacocinéticos estimados en poblacién pediatrica por Schipaniy cols. (2016). Los resultados
de la estimacion Bayesiana de los parametros individuales en pacientes pediatricos se

muestran en la Tabla 7.9.

Para RMP el valor de Cmax promedio, se ubicd por debajo del intervalo terapéutico, lo cual
podria implicar la subestimacion de las Cp mediante el modelo, con el riesgo de sugerir dosis
mayores a las requeridas para cada paciente. El Tmax mostr6 un valor acorde al modelaje en
poblacién mexicana adulta [47]. En cuanto a INH, su CL fue muy similar para los adultos
acetiladores lentos. Desafortunadamente, en ausencia de nifios con fenotipo de acetilacion
intemedia y soélo uno de acetilacion rapida, no fue posible estratificar el CL en funcion de este
factor genético. El valor de Cmax de INH se encontré por encima de rango terapéutico lo cual

sobre-estimaria las Cp para las que se requieren dosis mas altas que las necesarias para cada
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paciente. En consecuencia, se decidié por no aplicar ningun modelo poblacional debido a la
falta de informacion para la estimacion de parametros farmacocinéticos de RMP e INH en
nifios con TB. Por su parte el médico continué con el procedimiento habitual de dar

seguimiento clinico a estos pacientes pediatricos.

Tabla 7.9 Parametros farmacocinéticos de RMP e INH obtenidos por estimacioén Bayesiana
con el software NONMEM® en 7 pacientes pediatricos con TB.

Parametros Farmacocinéticos de RMP Parametros Farmacocinéticos de INH
Cmax (mg/L) 7.69 + 5.81 Cmax (mg/L) 7.91 (6.11 -9.82)
Tmax (h) 271+£1.72 Tmax (h) 0.66 (0.66 - 1)
CL (L/h) 9.65 (8.87 - 30.93) CL (L/h) 11.87 (11.34 - 13.09)
V(L) 23.2 (9.96 - 95.9) V(L) 43.81 + 28.04
V/kg (L) 0.91+0.38 V/kg (L) 0.805 (0.59 - 1.25)
Ka (h™) 2.05(0.16 - 8.69) Ka (h™) 3.58+ 0.75

Cmax = Concentracion maxima; Tmax = Tiempo de Cmax; CLcet. lentos = Aclaramiento en acetiladores
lentos; CLacet. intermedios = Aclaramiento en acetiladores intermedios; CLacet. rapidos = Aclaramiento en
acetiladores rapidos; V = Volumen de distribucion total; V/kg = Volumen de distribucion total en
relacion al peso corporal;

Ka = constante de absorcion. *Los resultados se presentan como media (+DE) o mediana (rango
intercuartilico) de acuerdo con la distribucion de los datos.

7.4 Ajustes de dosificacion.

Se incluyeron a 18 pacientes adultos con Cp subterapéuticas en fase intensiva; 16 de ellos

requirieron modificacion para RMP e INH y 2 unicamente de INH.

Para cada paciente que requiri6 cambio en la dosificaciéon de RMP o INH, se estimaron las Cp
predichas con nuevas dosis empleando los parametros farmacocinéticos ajustados por el
método Bayesiano. Las dosis evaluadas estuvieron en funcion de las cantidades de farmacos
antiTB en las presentaciones farmacéuticas disponibles para el sector salud (DoTBal, que
contiene 75 mg de INH, 150 mg de RMP, 400 mg de PZA 'y 300 mg ETM por tableta o DoTBal-
S, que tiene 400 mg de INH y 300 mg de RMP en cada tableta); ademas, se considero el
posible acceso a presentaciones monofarmaco de INH, sin embargo, esto ultimo fue muy dificil
de lograr ya que su disponibilidad fue escasa. Al respecto, diversos autores han puntualizado
la necesidad de elaborar formas farmacéuticas individuales de los antiTB, ademas de contar
con presentaciones especiales para pacientes pediatricos o geriatricos, o para pacientes que

presentan dificultad de deglucién o cursan con cuadros clinicos complicados [8, 79].
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En la Tabla 7.10, se muestra cada paciente con su dosis inicial y los resultados obtenidos en
la primera monitorizacion; ademas se indica la dosis ajustada y administrada, asi como las Cp
predichas con la modificacion de dosis. Es importante aclarar que estos resultados se
obtuvieron atendiendo fundamentalmente a los criterios farmacocinéticos y a la informacion
genética y clinica que cada modelo poblacional requeria. Algunos casos fueron comentados
con el médico ya que son candidatos para un seguimiento mas estrecho por la dificultad que
representd ajustar sus Cp en el intervalo terapéutico para uno u otro antifimico; para ellos se
destaca informacion clinica relevante a considerar para subsecuentes mediciones de Cp y

ajustes de dosis.

Precisamente, en vista de que cada paciente constituye un caso clinico especifico que amerita
analisis y discusion particulares, solo se presentan algunas generalidades y puntualizaciones
acerca de los resultados obtenidos. El ejemplo de un caso clinico se presente en el Anexo
10.7.

Debido a que todo proceso de ajuste de dosis esta supeditado a la aceptacion o modificaciéon
del médico de acuerdo a su criterio clinico, se presentaron casos particulares entre los que

destacaron los siguientes:

e La dosis propuesta no se administré en su totalidad y en su lugar, solo se aplicdé un
incremento parcial de RMP para los pacientes A y B; y de INH para el paciente I.

e La transicion de fase intensiva a fase de sostén se realizé de facto a los pacientes C,
H y J al haber cumplido con el numero de dosis que marca el esquema TAES.

o El aumento de dosis en el paciente N se restringié6 a 900 mg por ser ésta la dosis
maxima empleada en la clinica.

e Para disminuir la aparicién repentina de eventos adversos, los incrementos de dosis se

realizaron de manera paulatina: 1 tableta primero y después la(s) otra(s) tabletas.

En cada caso clinico, se estimaron con el NONMEM v7.3 las Cp predichas empleando las
dosis autorizadas por el médico. Después de iniciado el nuevo régimen de dosificacion fue
necesario corroborar si, a través de la estrategia, las Cp alcanzaron cifras terapéuticas. Para

ello se realiz6 una segunda monitorizacion a las 2 semanas del nuevo tratamiento.
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Para el caso de RMP, 25% de los pacientes (4 personas) mantuvieron su dosis inicial, mientras
que 56.25% (9 pacientes) recibié el incremento de una dosis (1 tableta de 150 mg de DoTBal)
y el 18.75% restante (3 pacientes) amerité 300 mg adicionales (2 tabletas de 150 mg de

DoTBal cada uno).

Con este esquema de modificacion de dosis, el 87.5% (13 pacientes) de las Cp predichas de
RMP fueron estimadas para ubicarse en el intervalo de 8 a 24 mg/L. El resto correspondi6 a
casos particulares ya sefialados cuya dosis fue decidida por el médico. En cuando a las Cp
medidas en la segunda monitorizacién, en el 81.25% se logro el objetivo al conseguir cifras en
el intervalo de referencia. En los pacientes B, C, G, H e | se obtuvieron Cp terapéuticas con
los criterios que el médico aplico para su dosificacion. Soélo 3 casos (18.75%) no mostraron Cp
terapéuticas: los pacientes A y N mantuvieron Cp debajo de intervalo y el paciente F se excedio
a 25.2 mg/L; en estos casos especificos se comunicé al médico la necesidad de aplicar

subsecuentes ajustes y monitorizaciones.

En lo que corresponde a INH, el 100% (18 pacientes) requirid modificacién de dosis: 27.7% (5
pacientes) necesitaron 75 mg adicionales (1 tableta de DoTBal); 27.7% (5 pacientes) fueron
prescritos con incremento de 100 mg (1 tableta de INH), 16.7% (3 pacientes) incrementaron a
400 mg (1 tableta de DoTBal-S) y 27.7% (5 pacientes) fueron transferidos a fase de sostén
sustituyendo la dosis de fase intensiva por 800 mg (2 tabletas de DoTBal-S de 400 mg c/u), o
900 mg (2 tabletas de DoTBal-S de 400 mg c/u y 1 tableta de 100 mg de INH).

Las modificaciones de INH fueron adecuadas para que 66.7% (12 pacientes) consiguieran Cp
en intervalo terapéutico, sin embargo, en la segunda monitorizacién, soélo en 61% (11
pacientes) se logro la prediccion deseada. Por el contrario, 7 pacientes (A, B, C, H, |, J, K), no
lograron registrar Cp terapéuticas. El paciente A registré Cp alrededor de 7 veces mayores a
las previstas, en tanto que el paciente K obtuvo sélo la mitad de la Cp prevista. Los pacientes
B, C, H, |, y K presentaron niveles debajo del intervalo necesario para la fase de sostén (9 a
15 mg/L), mientras que el participante J super6 dichos valores de referencia. Con excepcion
de los pacientes A y K, los demas pacientes B, C, H, | y J mostraron niveles acordes a lo

previsto (sub o subterapéuticas) con la dosis indicada por el médico.
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Tabla 7.10 Cp de RMP e INH obtenidas por monitorizacion y predichas mediante estimacion Bayesiana (NONMEM®) en
pacientes adultos con TB

RMP
. . i Cp observada
Peso . Dosis Cp observada Dosis Cp predicha
. Genotipo | . . . o . 22,
Paciente corporal inicial monitorizacion ajustada *+20% L, Observaciones
de MDR1 L. monitorizacion
total (mg) inicial (mg/L) (mg) (mg/L)
(mg/L)
A 58 CT 300 1.2 450 56+1.12 7 IR
Comedicacién: levofloxacino, escitalopram,
B 55 CT 300 0 450 5.2+1.04 13
prednisona, ondasetrén y omeprazol.
C 48 T 600 14 600* 14.7 £2.94 14 VIH
D 52 cC 600 4.5 600* 8.3+1.66 13.8 Evolucidn clinica favorable.
E 55 T 600 0.4 900 9.8+1.96 11.6 Evolucidn clinica favorable.
F 55 cC 450 11.3 600 14.8 +2.96 25.2 Aumento de Cr sérica durante el tratamiento.
G 47 T 450 4.1 600 12.3+2.46 12.2 Evolucidn clinica favorable.
H 51 CcT 600 14.3 600* 13.7+2.74 12.5 Evolucidn clinica favorable.
] 53 CcT 450 8.7 600 11.2+2.24 13.2 IR y comedicacidn: prednisona, tacrolimus y calcitriol.
IR en remisidn y comedicacion: ciclosporina, acido
J 50 CT 450 15.1 600* 18.5+3.7 16.9
micofendlico, prednisona y omeprazol.
K 67 CcT 600 3.6 600* 12.7+2.54 16.1 Evolucidn clinica favorable.
L 49 CcT 450 9.4 600 11.9+2.38 9.1 Evolucidn clinica favorable.
N 76.5 CcT 600 1.7 900 9.0+1.8 6 Diabetes mellitus.
N 64 cC 600 0 900 7.2+1.44 8.3 Evolucidn clinica favorable.
(o} 80 cC 600 7.6 750 9.4+1.88 9 Evolucidn clinica favorable.
Q 74 CcT 600 13 750 16.9+3.38 10.9 Evolucidn clinica favorable.

*Cambio de fase intensiva a fase de sostén. IR: Insuficiencia renal.
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INH

Peso Fen;):po Dosis Cp observada Dosis Cp Cp ob;aervada
Paciente | corporal o . inicial monitorizaciéon | ajustada predicha T Observaciones
total acetilacion T inicial (mg/L) T 20% (mg/L) monitorizacion
de NAT2 (mg/L)
A 58 Intermedio 150 0.6 225 2.3+0.46 17.5 IR
Comedicacién con levofloxacino, escitalopram,
B 55 Intermedio 150 0.5 225 1.2+0.24 1.5
prednisona, ondasetrén y omeprazol.
(o 48 Lento 400 4.7 800* 21.8+4.36 19.8 VIH.
D 52 Lento 300 1.9 800* 10.3+2.06 10 Evolucidn clinica favorable.
E 55 Intermedio 300 1.2 700 4.3+0.86 4.3 Evolucidn clinica favorable.
F 55 Lento 225 3.9 300 45+0.9 4.6 Aumento de Cr sérica durante el tratamiento.
G 47 Rapido 300 1.5 400 4.0+0.8 3.2 Evolucién clinica favorable.
H 51 Intermedio 300 2.6 800* 8.2+1.64 7.2 Evolucidn clinica favorable.
I 53 Lento 225 1.3 300 1.4+0.28 1.2 IR y comedicacién: prednisona, tacrolimus y calcitriol.
IR en remisidn y comedicacién con ciclosporina, acido
J 50 Lento 225 4.1 800* 17.5+£3.5 15.7
micofendlico, prednisona y omeprazol.
K 67 Intermedio 800 6.4 900* 9.8+1.96 5.0 Evolucidn clinica favorable.
L 49 Intermedio 225 09 300 3.9+0.78 3 Evolucidn clinica favorable.
M 47 Intermedio 300 2.6 400 6.0+£1.2 4.3 Evolucidn clinica favorable.
N 76.5 Lento 300 1.1 700 45+0.9 33 Diabetes mellitus.
N 64 Lento 300 0.4 700 5.6+1.12 4.1 Evolucién clinica favorable.
(o] 80 Lento 300 2.6 375 3.4+0.68 3.5 Evolucién clinica favorable.
P 67 Intermedio 300 0.4 400 40+0.8 3 Evolucidn clinica favorable.
Q 74 Lento 300 2.5 400 3.5+0.7 5.7 Evolucidn clinica favorable.

*Cambio de fase intensiva a fase de sostén.
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En la Figura 7.8 se puede observar el comportamiento de las Cp antes y después de la
modificacion de dosis. El intervalo terapéutico de RMP se obtuvo en 81.25% de los pacientes

y 61% para INH (70% de los pacientes de la fase intensiva y 50% de la fase de sostén).
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Figura 7.8 Cp en monitorizacion inicial y en seguimiento. a) RMP en pacientes en fase
intensiva y de sostén; b) INH en pacientes en fase intensiva; c) INH en pacientes en fase de
sostén.

Del total de pacientes incluidos en esta etapa quedaron pendiente de lograr Cp terapéutica el
9.75% para RMP y 39% para INH. Si bien con el procedimiento aplicado se pretende ofrecer
la individualizacion de dosis para el tratamiento antifimico, aun es preciso identificar otras

posibles fuentes de variabilidad y error asociados a las predicciones y resultados de Cp
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medidas. Como ya se menciond, existen diversos factores que determinan la variabilidad
farmacocinética de ambos farmacos, algunos de ellos asociados al estado y evolucién clinica
del paciente y a otros no controlados en el estudio que incluyen los errores aleatorios o
residuales relacionados como la variabilidad inter-ocasion, la hora exacta de la toma del
medicamento, ayuno o consumo de alimento por parte del paciente durante la administracion
del medicamento, problemas en la absorcioén, calidad del producto farmacéutico administrado,
etc. [47].

En la literatura, se ha senalado que, al menos 80% de los pacientes con ajuste de dosis logran
alcanzar Cp dentro de rango para ambos antifimicos, sin embargo, el 20% restante puede
requerir multiples intervenciones, mediante ajustes de dosis adicionales hasta obtener las Cp
deseadas [14]. Ante todo, deberan valorarse datos del paciente tales como peso, sexo,
estados de escasa absorcion gastrointestinal, mejoria clinica, etc.; del medicamento
(biodisponibilidad, formas farmacéuticas disponibles, calidad biofarmacéutica, interacciones
farmaco-farmaco, etc.), e inclusive, factores asociados al modelo farmacocinético
seleccionado (poblacion estudiada, seleccion del modelo estructural o de las covariables

empleadas, variabilidad interindividual y error residual), entre otros [49].

Validacion.

Se determiné la capacidad predictiva de la estimacién Bayesiana para ambos antifimicos a
través de las Cp predichas y Cp observadas de la segunda monitorizacién. La validacién se
realiz6 mediante un analisis de regresion lineal (Figura 7.9) y con el porcentaje de Cp
observadas que se encontraron dentro del +20% de valores de Cp predichas. Por ejemplo,
para el paciente D la Cp predicha fue 10.3 mg/L para INH y su intervalo +20% fue de 8.24 a
12.36 mg/L. La Cp observada de 10 mg/L, fue adecuada para el ajuste de dosis propuesto al

encontrarse comprendido en el intervalo sefialado (penultima columna de tabla 7.10).
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Figura 7.9 Grafica de Cp observadas vs Cp predichas de a) RMP y b) INH.

Bajo las condiciones aplicadas en este estudio, la estimacion Bayesiana logré una prediccion
adecuada de Cp de RMP de 50% de los casos, y de 55.55% para INH, no obstante, dentro de
intervalo se obtuvieron 81.25% de Cp para RMP y 61% para INH.

Limitaciones. Algunas limitaciones del estudio fueron:

la falta de seguimiento de algunos pacientes originarios de comunidades rurales que

en ocasiones no podian acudir a sus citas médicas;

la inexistencia de modelos farmacocinéticos en poblacién pediatrica mexicana para

ser aplicados en la estimacion de los parametros farmacocinéticos y en el ajuste de

dosis de RMP e INH;

la poca disponibilidad de formulaciones individuales de cada uno de los antifimicos

para realizar el ajuste de dosificacion de manera mas adecuada, entre otros.
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvieron resultados confiables mediante la técnica por UPLC-MS/MS y la técnica de PCR
implementadas para la monitorizacién de RMP e INH y la genotipificacion de los SNPs de los
genes MDR1y NAT2, respectivamente. No se demostré influencia de los polimorfismos del
gen MDR1 sobre los niveles plasmaticos de RMP; los fenotipos de acetilacion de la enzima
NAT2, asociados a la eliminacion de INH fueron requeridos para la estimacion Bayesiana de

los parametros farmacocinéticos de este farmaco.

De los 84 pacientes con TB en tratamiento antifimico incluidos en el estudio, el 75% registro
Cp subterapéuticas de RMP y/o INH. Sélo a pacientes adultos se les realizé el ajuste de dosis
con el programa NONMEM v7.3 con lo cual 81.25% de Cp para RMP y 61% para INH quedaron

ubicados en el intervalo terapéutico, ademas de registrar una evolucion clinica favorable.

Este estudio propone una estrategia de individualizacion de la terapia antiTB basada en
modelos farmacocinéticos desarrollados en poblacién mexicana para optimizar el tratamiento
de la TB con el minimo de muestras sanguineas. Sin embargo, a través de la validacion de la
estimacion Bayesiana se encontré una prediccion adecuada de Cp de RMP en 50% de los
casos, y en 55.55% para INH. Lo anterior implica que es necesario identificar las posibles
fuentes de variabilidad y error que influyen en los resultados para obtener una mejor estimacion
de dosis requeridas para lograr Cp terapéuticas en el mayor numero de casos clinicos. Por
otro lado, es necesario el desarrollo de modelos farmacocinéticos en poblacién pediatrica
mexicana para realizar la estimacion mas acertada de parametros farmacocinéticos y Cp a

posteriori.

El presente trabajo muestra la aplicacion de los modelos farmacocinéticos desarrollados en
poblacion mexicana para realizar el ajuste posolégico en pacientes con TB bajo esquema
TAES a través de la estimacion Bayesiana de los parametros farmacocinéticos de RMP e INH.
Esta etapa piloto constituye la base para instaurar en un corto o0 mediano plazo un servicio de
farmacogenética y farmacocinética para la individualizacion de dosis de RMP e INH en el
tratamiento de la TB lo que proveera de una mejor atencion farmacoterapéutica a los

pacientes.
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10. ANEXOS

Anexo 10.1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS DE PACIENTES ADULTOS

Monitorizacion de los Niveles Plasmdticos de Antifimicos en Pacientes con Tuberculosis
HOJA DE CONTROL DE PACIENTES ADULTOS
FECHA:

CLAVE:
EDAD:

NOMBRE DEL PACIENTE:

MEDICO:

DIRECCION:

TEL: TB:

FECHA DE NACIMIENTO:

ESCOLARIDAD: OCUPACION:

FAMILIAR:

DATOS ANTROPOMETRICOS
TALLA: PESO: IMC:

SEXO:

ESTADO CIVIL:

I:l Casado |:| Divorciado I:l Soltero |:|Viudo |:| Otro:

ALCOHOLISMO:
|:| >3 veces a la semana |:| < 3 vecesalasemana |:|Social I:I No toma

TABAQUISMO:
|:| >3 veces a la semana |:| < 3 veces a la semana |:| Social |:| No fuma

ENFERMEDADES CONCOMITANTES:
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MEDICACION CONCOMITANTE:

METODO DE DIAGNOSTICO:
I:l BAAR |:| Histopatoldgico

|:| Clinico |:| Radioldgico

Observaciones:

I:l Cultivo

I:l Otro:

|:| Inicio de tratamiento |:|Equilibrio dindmico |:|Otro:

FARMACO ADMINISTRADO:

DOSIS ADMINISTRADA:

TOMA DE MEDICAMENTO (h):

TOMA DE MUESTRAS

No. de muestra Tiempo post-dosis Hora del dia

Hora real

Observaciones:

PROGRAMA DE CONTROL
PROXIMA CITA:

Persona que tomo la muestra:
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Anexo 10.2 )
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS DE PACIENTES PEDIATRICOS

Monitorizacion de los Niveles Plasmdticos de Antifimicos en Pacientes con Tuberculosis

HOJA DE CONTROL DE PACIENTES PEDIATRICOS

FECHA:
CLAVE:
EDAD:

NOMBRE DEL PACIENTE:

NOMBRE DEL PADRE O TUTOR:

MEDICO:

DIRECCION:

TEL: TB:

FECHA DE NACIMIENTO:

ESCOLARIDAD:

DATOS ANTROPOMETRICOS

TALLA: PESO: IMC:

SEXO:

ENFERMEDADES CONCOMITANTES:

MEDICACION CONCOMITANTE:

METODO DE DIAGNOSTICO:

I:l BAAR I:l Histopatoldgico I:I Cultivo
|:| Clinico |:| Radioldgico I:l Otro:



Observaciones:

|:| Inicio de tratamiento
FARMACO ADMINISTRADO:

|:|Equilibrio dindmico |:|Otro:

DOSIS ADMINISTRADA:

TOMA DE MEDICAMENTO (h):

TOMA DE MUESTRAS

No. de muestra

Tiempo post-dosis Hora del dia

Hora real

Observaciones:

PROGRAMA DE CONTROL

PROXIMA CITA:

Persona que tomo la muestra:
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Anexo 10.3
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES ADULTOS
Titulo del protocolo:

“MONITORIZACION DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ISONIACIDA Y RIFAMPICINA EN
NINOS Y ADULTOS CON TUBERCULOSIS. ESTUDIO PILOTO.”

Nombre del Paciente:

Introduccién:

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias muy peligrosas. Esta enfermedad
es curable pero existen pacientes con tuberculosis que no responden al tratamiento. Por ello es muy
importante cumplir todas las instrucciones del médico y tomar los medicamentos en forma estricta
para que lleguen a la sangre en cantidades adecuadas para destruir a las bacterias. En algunos pacientes
es necesario tomar muestras de sangre para medir los niveles de medicamento y asegurar que sean los
correctos para combatir esta infeccidon. Cuando las bacterias no son destruidas debidamente pueden
hacerse resistentes a los medicamentos y provocar que el tratamiento no sirva para combatir la
infeccion. En esos casos el paciente podra presentar complicaciones o tener recaidas en su
enfermedad.

Para determinar las causas que provocan que los medicamentos no curen de manera eficiente la
tuberculosis, es necesario realizar varios estudios en muestras de sangre. Dichos estudios consisten en
investigar aspectos genéticos que afectan la entrada y la salida de los medicamentos que se usan en el
tratamiento de la tuberculosis. De manera especial se desea investigar estos aspectos en la isoniacida
y rifampicina.

A través de su médico del hospital o en el centro de salud en donde se le atiende, se le invita a Usted
de la manera mas atenta a participar en la presente investigacién de forma totalmente voluntaria y sin
ninglin costo. A continuacion se describe el objetivo, procedimientos, medicamentos que se
administraran, los posibles riesgos y los beneficios de este estudio con la finalidad de que Usted pueda
tomar su decision de participar o no, de manera libre e informada.

Objetivo:

El objetivo del estudio es investigar si los niveles de isoniacida y rifampicina en sangre son adecuados
para combatir la infeccion. También se requiere estudiar los aspectos genéticos que influyen en la
entrada y salida del organismo para la isoniacida y rifampicina. Finalmente, se requiere reunir toda la
informacidn anterior para proponer un cambio de dosis en caso necesario.

Procedimientos a los que sera sometido el paciente:

Si usted cumple con los criterios de seleccion y decide participar se le proporcionaran indicaciones para
empezar el estudio.

Etapa uno. Se le solicitara que nos permita tomarle una muestra de sangre en ayuno antes de tomar su
medicamento. La muestra serd de 4 mL (aproximadamente lo que equivale a una cucharada sopera)
para estudiar el material genético que estd relacionado con la entrada y salida del organismo
(absorcion, metabolismo y eliminacién) de isoniacida y rifampicina. Al terminar la toma de muestra de
sangre, Usted tomara su medicamento con agua en cantidad equivalente a un vaso. Posteriormente
podra ingerir sus alimentos a la hora indicada por su médico.

78



Después se le tomaran otras 2 muestras de sangre de 4 mL a las 2 y 4 horas posteriores a la toma de su
medicamento. En estas muestras se mediran los niveles de isoniacida y rifampicina en sangre, para
determinar si éstos son adecuados para destruir las bacterias. Su médico le indicara cambios de dosis
en caso de ser necesario.

Etapa dos. Se repetira el mismo procedimiento que en la etapa uno, pero en este caso se le citara a los
dos meses de estar tomando el medicamento, con el fin de evaluar si los niveles de isoniacida y
rifampicina en sangre siguen siendo adecuados.

Nota: Se hace la aclaracién de que sus muestras sanguineas obtenidas no seran empleadas para otro
estudio diferente al presente. Sus muestras de sangre sdlo se emplearan para el estudio genético de
las proteinas que participan en la entrada y salida de estos medicamentos (Multidrug-resistant-1 y N-
acetiltransferasa-2), asi como para la medicion de niveles de rifampicina, isoniacida y acetil-isoniacida.
Esto quiere decir, que ni las muestras sanguineas ni su material genético seran empleados para producir
células inmortales.

Riesgos esperados para el paciente:

En la toma de muestras, los riesgos fisicos son los normales que pueden presentarse cuando se realiza
una puncion en la vena. Puede haber dolor leve, moretones, irritacidon o enrojecimiento en el sitio de
la puncién o en casos extremos, si se pone muy nervioso (a) Usted podra sentir que se desmaya. En
casos muy raros puede desarrollarse una infeccién. Los profesionales que lo atenderan le
proporcionaran los cuidados necesarios para resolver este tipo de inconvenientes que se pudieran
presentar.

Por lo general el medicamento se tolera bien a las dosis que sefala el médico. Sin embargo algunos
pacientes pueden presentarse algunas molestias o reacciones no deseadas que pueden ser debidas a
los medicamentos sobre todo cuando se usan por largo tiempo, tales como hepatitis, reacciones
alérgicas y polineuritis periférica en el caso de la isoniacida. La rifampicina es un medicamento de color
rojizo por lo tanto, los pacientes que lo toman eliminaran orina color anaranjado intenso o rojizo. Lo
anterior es un proceso normal y no debe considerase que exista un problema o alteracidon en la sangre.

Beneficios para el paciente:

Al participar en este proyecto Usted se anexaran a su expediente los resultados de los niveles de
isoniacida y rifampicina en sangre, asi como los datos genéticos relacionados con la entrada y salida del
éstos en el organismo. Estos resultados podran servir de referencia para que su médico realice un mejor
seguimiento del tratamiento y control de su enfermedad.

Para realizar cualquier pregunta, duda o aclaracion sobre este estudio, o acerca de su proceso de
consentimiento o sobre alguna reaccion adversa relacionada con los medicamentos empleados en esta
investigacion, Usted puede comunicarse con su médico o con:

Dra. Rosa del Carmen Milan Segovia Q.F.B. Luz Alejandra Espiricueta Zavala
Laboratorio de Biofarmacia Laboratorio de Biofarmacia

Facultad de Ciencias Quimicas Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de San Luis Potosi UASLP

Teléfono Oficina: 826-24 40 ext 514 Teléfono celular: 44 43 14 39 00

Teléfono celular: 44 41 05 51 19
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Si usted desea consentir su participacion en esta investigacion, por favor firme y anote la fecha en este
documento en los espacios proporcionados abajo. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:

1. Se me hadadoinformacién completay adecuada en forma verbal y por escrito sobre el objetivo
del estudio, los beneficios y riesgos implicados.

2. Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar mi participacion en el
estudio en cualquier momento sin afectar mi derecho a recibir atencion médica.

3. Es miresponsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda claramente en
relacidon con mi participacion en este estudio. He hecho todas esas preguntas a la persona que
realiza el proceso de obtencidon del consentimiento informado y he recibido respuestas
satisfactorias.

4. No he ocultado o distorsionado cualquier condicion médica actual o cualquier antecedente
médico que pudiera perjudicar o afectar mi salud.

5. Tengo 18 afios o mas y soy legalmente capaz de dar este consentimiento.

6. Acepto participar en este estudio de manera voluntaria y sin que me hayan presionado,
manipulado u obligado.

Nombre del participante:

Firma del participante:

Lugar y Fecha:

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento del sujeto:

Nombre:

Firma del investigador:

Lugar y fecha

Testigo 1:

Nombre del testigo

Firma del testigo

Relacidn con el participante

Direccidn del testigo

Lugar y fecha

Testigo 2:

Nombre del testigo

Firma del testigo

Relacién con el participante

Direccidn del testigo

Lugar y fecha
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Anexo 10.4
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES PEDIATRICOS
Titulo del protocolo:

“MONITORIZACION DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ISONIACIDA Y RIFAMPICINA EN
NINOS Y ADULTOS CON TUBERCULOSIS. ESTUDIO PILOTO.”

Nombre del Paciente:

Introduccién:

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias muy peligrosas. Esta enfermedad
es curable pero existen pacientes con tuberculosis que no responden al tratamiento. Por ello es muy
importante cumplir todas las instrucciones del médico y tomar los medicamentos en forma estricta
para que llegue a la sangre en cantidades adecuadas para destruir a las bacterias. En algunos pacientes
es necesario tomar muestras de sangre para medir los niveles de medicamento y asegurar que sean los
correctos para combatir esta infeccidon. Cuando las bacterias no son destruidas debidamente pueden
hacerse resistentes a los medicamentos y provocar que el tratamiento no sirva para combatir la
infeccion. En esos casos el paciente podra presentar complicaciones o tener recaidas en su
enfermedad.

Para determinar las causas que provocan que los medicamentos no curen de manera eficiente la
tuberculosis, es necesario realizar varios estudios en muestras de sangre. Dichos estudios consisten en
investigar aspectos genéticos que afectan la entrada y salida del organismo de los medicamentos que
se usan en el tratamiento de la tuberculosis. De manera especial se desea investigar estos aspectos en
la isoniacida y rifampicina.

A través de su médico del hospital o en el centro de salud en donde se atiende a su hijo(a), se le invita
a Usted de la manera mas atenta a que su hijo(a) participe en la presente investigacion de forma
totalmente voluntaria y sin ningln costo. A continuacién se describe el objetivo, procedimientos,
medicamentos que se administraran, los posibles riesgos y los beneficios de este estudio con la
finalidad de que Usted pueda tomar su decisién de que su hijo(a) participe o no, de manera libre e
informada.

Objetivo:

El objetivo del estudio es investigar si los niveles de isoniacida y rifampicina, en sangre son adecuados
para combatir la infeccion. También se requiere estudiar los aspectos genéticos que influyen en la
entrada y salida del organismo para la isoniacida y rifampicina. Finalmente, se requiere conjuntar toda
la informacion anterior para proponer un cambio de dosis en caso necesario.

Procedimientos a los que sera sometido el paciente:

Si su hijo(a) cumple con los criterios de seleccion y decide que participe se le proporcionaran
indicaciones para empezar el estudio.

Etapa uno. Se le solicitara que nos permita tomarle una muestra de sangre en ayuno antes de tomar su
medicamento. La muestra serd de 4 mL (aproximadamente lo que equivale a una cucharada sopera)
para estudiar el material genético que estd relacionado con la entrada y salida del organismo
(absorcion, metabolismo y eliminaciéon) de isoniacida y rifampicina. Al terminar la toma de muestra de
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sangre el nifio tomarda su medicamento con agua en cantidad equivalente a un vaso. Posteriormente
podra ingerir sus alimentos a la hora indicada por su médico.

Después se le tomaran 2 muestras de sangre de 4 mL a las 2 y 4 horas posteriores a la toma de su
medicamento. En estas muestras se mediran los niveles de isoniacida y rifampicina en sangre, para
determinar si éstas son adecuadas para destruir las bacterias. Su médico le indicara cambios de dosis
en caso de ser necesario.

Etapa dos. Se repetira el mismo procedimiento que en la etapa uno, pero en este caso se le citara a los
dos meses de que el nifio esté tomando el medicamento, con el fin de evaluar si los niveles de isoniacida
y rifampicina en sangre siguen siendo adecuados.

Nota: Se hace la aclaracién de que las muestras sanguineas obtenidas del nifio no seran empleadas
para otro estudio diferente al presente. Las muestras de sangre sélo se emplearan para el estudio
genético de las proteinas que participan en la entrada y salida de los medicamentos (Multidrug-
resistant-1 y N-acetiltransferasa-2), asi como para la medicién de niveles de rifampicina, isoniacida y
acetil-isoniacida. Esto quiere decir, que ni las muestras sanguineas ni su material genético seran
empleados para la obtener células inmortales.

Riesgos esperados para el paciente pediatrico:

En la toma de muestras, los riesgos fisicos son los normales que pueden presentarse cuando se realiza
una puncion en la vena. Puede haber dolor leve, moretones, irritaciéon o enrojecimiento en el sitio de
la puncién o en casos extremos, si se pone muy nervioso (a) su hijo (a) podria sentir que se desmaya.
En casos muy raros puede desarrollarse una infeccion. Los profesionales que lo atenderan le
proporcionaran los cuidados necesarios para resolver este tipo de inconvenientes que se pudieran
presentar.

Por lo general el medicamento se tolera bien a las dosis que sefala el médico. Sin embargo algunos
pacientes pueden presentarse algunas molestias o reacciones no deseadas que pueden ser debidas a
los medicamentos sobre todo cuando se usan por largo tiempo, tales como hepatitis, reacciones
alérgicas y polineuritis periférica en el caso de la isoniacida. La rifampicina es un medicamento de color
rojizo por lo tanto, los pacientes que lo toman eliminaran orina color anaranjado intenso o rojizo. Lo
anterior es un proceso normal y no debe considerase que exista un problema o alteracion en la sangre.

Beneficios para el paciente:

Al participar en este proyecto, se anexaran al expediente de su hijo(a) los resultados de los niveles de
isoniacida y rifampicina en sangre de su hjio(a), y los datos genéticos relacionados con la entrada y
salida de los farmacos en el organismo. Estos resultados podran servir de referencia para que el médico
realice un mejor seguimiento del tratamiento y control de su enfermedad.

Para realizar cualquier pregunta, duda o aclaracion sobre este estudio, o acerca de su proceso de
consentimiento o sobre alguna reaccion adversa relacionada con los medicamentos empleados en esta
investigacion, Usted puede comunicarse con su médico o con:

Dra. Rosa del Carmen Milan Segovia Q.F.B. Luz Alejandra Espiricueta Zavala
Laboratorio de Biofarmacia Laboratorio de Biofarmacia

Facultad de Ciencias Quimicas Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de San Luis Potosi UASLP

Teléfono Oficina: 826-24 40 ext 514 Teléfono celular: 44 43 14 39 00

Teléfono celular: 44 41 05 51 19

82



Si usted desea consentir la participacion de su hijo (a) en esta investigacion, por favor feche y firme
este documento en los espacios proporcionados abajo. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:

1.

Nombre del padre o tutor:
Firma del padre o tutor:
Lugar y Fecha:

Se me ha dado informacién completa y adecuada en forma verbal y por escrito sobre el objetivo
del estudio, los beneficios y riesgos implicados.

Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar la participacion de mi
hijo(a) en el estudio en cualquier momento sin afectar su derecho a recibir atencion médica.
Es mi responsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda claramente en
relacidn con la participacion de mi hijo(a) en este estudio. He hecho todas esas preguntas a la
persona que realiza el proceso de obtencién del consentimiento informado y he recibido
respuestas satisfactorias.

No he ocultado o distorsionado cualquier condicién médica actual o cualquier antecedente
médico que pudiera perjudicar o afectar la salud de mi hijo (a).

Soy el padre o tutor del paciente pediatrico que participara en el estudio y soy legalmente capaz
de dar este consentimiento.

Acepto que participe mi hijo (a) en este estudio de manera voluntaria y sin que me hayan
presionado, manipulado u obligado.

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento del sujeto:

Nombre:

Firma del investigador:

Lugar y fecha

Testigo 1:

Nombre del testigo
Firma del testigo
Relacidn con el participante
Direccidn del testigo

Lugar y fecha

Testigo 2:

Nombre del testigo
Firma del testigo
Relacidn con el participante
Direccidn del testigo

Lugar y fecha
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Anexo 10.5

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES DE 12 A 17 ANOS CON
TUBERCULOSIS, PARA EL INGRESO AL PROTOCOLO DE ESTUDIO TITULADO:

Titulo del protocolo:

“MONITORIZACION DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ISONIACIDA Y RIFAMPICINA EN
NINOS Y ADULTOS CON TUBERCULOSIS. ESTUDIO PILOTO.”

Yo: , de anos de edad, paciente del
servicio de Infectologia Pediatrica en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, estoy de
acuerdo con que se me tomen muestras de sangre, y que sea utilizada Unicamente para este estudio
y para ningun otro fin ajeno a lo que se me ha explicado.

Nombre y firma del paciente Vo Bo del padre o tutor

Lugar y Fecha:

Nombre del investigador

Firma del investigador

Investigadores participantes:
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
e Dr. Arturo Ortiz Alvarez
e Dr. Luis Fernando Pérez Gonzélez
e Dr. Martin Magafia Aquino
Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Auténoma de San Luis Potosi.
e Dra. Rosa del Carmen Milan Segovia
e Dra. Susanna Edith Medellin Garibay
e Dra. Silvia Romano Moreno
e QFB. Luz Alejandra Espiricueta Zavala

84



Anexo 10.6

FORMATO DE ENTREGA DE RESULTADOS DE MONITORIZACION DE NIVELES

PLASMATICOS DE ANTIFIMICOS

Nombre:

LABORATORIO DE BIOFARMACIA Y FARMACOCINETICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOS

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MONITORIZACION DE NIVELES PLASMATICOS DE ANTIFIMICOS

Edad: Sexo: O Masculino O Femenino

Nombre del Médico tratante:

Diagnostico:

FA
Esquema TAES: @ Fase Intensiva
Rifampicina

Régimen de dosificacion:

e

< =
FACULTAD DE
CIENCIAS QUIMICAS

Fecha:
DATOS DEL PACIENTE
Numero de control interno:
Peso: kg Talla: m IMC: kg/m?
Inicio de tratamiento:
ACOS Y DOSIS PARA MONITORIZAR
Fase de Sostén Formulacion: Dotbal

Isoniacida

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ANTIFIMICOS

Pirazinamida

Fecha y hora de la ultima dosis:

Etambutol

No. Fecha y hora de toma| Tiempo post- Concentracion plasmatica (mg/L)
muestra de muestra dosis (horas) Rifampicina Isoniacida Pirazinamida Etambutol
Concentracion cspcrada' después 8-24 mg/L 3-6 mg/L 20-60 mg/L 26 mg/L
de 2-4 h postdosis
1 2 horas
2
RESULTADOS GENOTIPIFICACION
Glicoproteina-P:
Fenotipo acetilador:
Recibido por: Firma: Fecha:

Elabor6: QFB. Luz Alejandra Espiricueta Zavala

Superviso: Dra. Rosa del Carmen Milan Segovia
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Anexo 10.7

Ejemplo de un caso clinico particular. A través de la monitorizacion de farmacos, se
pretende optimizar el tratamiento farmacoldgico en pacientes que, por diversos motivos no
consiguen presentar el efecto farmacoldgico deseado o que presentan problemas de toxicidad,
entro otras fallas terapéuticas. Para ello, es preciso identificar los factores que condicionan la
farmacocinética y que derivan en la falta de respuesta o presencia de efectos adversos, y de
esa manera, proponer la individualizacion del régimen posologico a través del cual se pretende

mejorar la respuesta farmacoldgica en el paciente.

De los diversos pacientes que participaron en el protocolo, se seleccioné 1 de ellos como
ejemplo de la intervencion farmacocinética que se desarrollé exitosamente en el presente

estudio.

Caso 1. Paciente femenino de 49 afios y peso corporal de 47 Kg, presentd TB peritoneal con
problemas de respuesta clinica a través de pérdida de peso, fiebre y evolucion inadecuada de
una fistula presente en el area abdominal. Recibe TAES en dosis de 375 mg de RMP y 187.5
mg de INH (2.5 tabletas de DoTBal) (Figura 7.9). A las dos semanas de tratamiento ingresa al
protocolo y mediante el estudio de genotipificacion resultd ser acetilador intermedio para NAT2
y con expresion disminuida de PGP. La monitorizacion de Cp de RMP e INH a las 2h postdosis
arroja niveles subterapéuticos de 4.1 mg/L y 1.2 mg/L, respectivamente. Mediante estimacion
Bayesiana se determinan los parametros farmacocinéticos para RMP: V de 28.5L, CL de 6 L/h,
Ka de 0.53 h''; y para INH: V de 15.9 L, CL de 19.4L/h y Ka de 0.42 h™'. Con el programa
NONMEM® v.7.3 se ensayan diferentes ajustes de dosis, Con incremento a 600 mg de RMP
y 300 mg de INH (4 tabletas de DoTBal) la prediccion de Cp es de 9.1 mg/L para RMP y de
2.5 mg/L de INH; no obstante, la paciente presenta Cp de 9.2 mg/L y 1.5 mg/L de INH. Se
decide ofrecer el tratamiento con presentacion farmacéutica monofarmaco para RMP
(manteniendo misma dosis) e INH con la finalidad de ajustar la dosis de este ultimo. La dosis
modificada para INH resulta de 400 mg para obtener 4.0 mg/L. La nueva monitorizacion resulta
con 12.2 mg/L y 3.2 mg/L para RMP e INH, respectivamente. La respuesta clinica se vio
favorecida a través de los resultados de una fistula que presentaba la paciente en el area
abdominal, aumento de peso, no hubo presencia de episodios febriles posteriores ademas de

un cambio de animo positivo.
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NONMEM®

o Cp obtenidas:
RMP = 4.1 mg/L Parametros FC:
*e INH = 1.2 mg/L RMP
“.: mmmmmm) | Genotipificacién: | pummm———) V9=2851
*e® NAT2: Acetilador CL=6.0L/h
49 afos 375 mg RMP intermedio Ka = 0.53 h'1
TB peritoneal 187.5 mg INH MDR1: Expresion INH
47 Kg : disminuida de PGP. vd=15.9L
CL=19.4L/h
Ka = 0.42 h1
£p obtenidas en 400 de INH Cp obtenidas: # g%(()) Tni?iz T::
imiento: mg de =pobtenidas:
R%L - Cp predichas: - RMP = 9.2 mg/L - Cp predichas:
INH = 3.2 me/L INH = 4.0 mg/L INH = 1.5 mg/L RMP = 9.1 mg/L
B INH = 2.5 mg/L

Figura 10.1 Esquema de monitorizaciéon de un paciente con ajuste de dosis (Paciente
femenino con dos ajustes de dosis de RMP y tres ajustes de dosis de INH).
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