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RESUMEN

La epilepsia es una afeccién comun en la mujer embarazada, aproximadamente 1
de cada 200 embarazadas se encuentra expuesto a farmacos antiepilépticos, siendo el
levetiracetam (LEV) el farmaco de mayor uso durante el embarazo. La placenta es una
barrera de circulacion materna fetal, por lo que el grado de exposicién fetal a sustancias
exoégenas serd determinado por el transporte y la biotransformacion a nivel placentario
de dichas sustancias. El objetivo del presente trabajo fue determinar la expresidn génica
placentaria del gen SIc38A4 en ratones BALB/c y correlacionarlo con la concentracion
sérica de LEV. Se validé el método analitico por HPLC/UV para la cuantificaciéon del
farmaco, bajo lo establecido por la NOM-177-SSA1-2013, utilizando como estandar
interno captopril y una columna fase reversa C18 (5 um, 150 x 4,6 mm). La expresién
génica se determind en modelo murino (ratones hembra Balb-c prefiadas),
administrando una dosis de 100 mg/kg/dia de LEV, el sacrificio fue a los 13 y 18 dias de
gestacion. Se obtuvo sangre mediante puncién cardiaca y se obtuvieron medidas
antropométricas de los productos no natos, asi como las placentas para extraer RNA y
se evalud la expresion del gen mediante g-PCR. También se cuantificd malondialdehido
(MDA) para determinar el estrés oxidativo en higado, rifidn y productos fetales. El
método analitico validado presentd exactitud, precision, linealidad, selectividad y
reproducibilidad en las siguientes condiciones cromatograficas: fase movil acido
fosférico 0.43%: acetonitrilo (90:10), pH 6.8, longitud de onda de 231 nm, flujo de 1.5
mL/min, volumen de inyeccion de 15 pl, tiempo de corrida de 8 min, tiempos de
retencion de 1.56 + 0.07 y 3.9 + 0.125 min para el estandar interno y LEV
respectivamente. En relacion con las medidas antropomeétricas de los productos no
natos (numero de productos, peso, talla y ancho), los resultados muestran un
decremento en el nUmero de productos en las ratonas expuestas a LEV en el dia 13 de
gestacion, de igual manera, se observo un decremento en el pesoy talla de los productos
expuestos a LEV en comparacion con los no expuestos. Referente a la peroxidacion
hepdtica, los animales gestantes presentaron concentraciones mayores de MDA que los
no gestantes, de igual manera, los expuestos a LEV presentan un aumento en las
concentraciones de MDA en comparaciéon con los no expuestos. Con respecto a la
peroxidacion renal, la gestacién no se asocié a un incremento del estrés oxidativo a nivel
renal, nicon la exposiciéon a LEV. En cuanto a la peroxidacidn fetal, el tiempo de gestacion
incrementa las concentraciones de MDA en los productos no natos. Por otra parte, la
expresion del gen Slc38a4 decrementa a los 13 dias e incrementa a los 18 dias en el
grupo expuesto a LEV en relacion con el no expuesto.
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Abstract

Epilepsy is a common condition in pregnant women, approximately 1 in 200 pregnant
women is exposed to antiepileptic drugs, levetiracetam (LEV) being the drug of most use during
pregnancy. The placenta is a barrier to fetal maternal circulation, so the degree of fetal exposure
to exogenous substances will be determined by the transport and biotransformation of these
substances at the placental level. The objective of the present work was to determine the
placental gene expression of the SIc38A4 gene in BALB/c mice and to correlate it with the serum
concentration of LEV. The analytical method was validated by HPLC / UV for drug quantification,
according to the NOM-177-SSA1-2013, captopril was used as internal standard and a reverse
phase column C18 (5 um, 150 x 4,6 mm). Gene expression was determined in a murine
model (pregnant Balb-c female mice), a dose of 100 mg/kg/day LEV was administered,
the mice sacrifice was at 13 and 18 days of gestation. Blood was obtained by cardiac
puncture and anthropometric measurements of non-native products were obtained, as
well as the placentas to extract RNA and gene expression was evaluated by g-PCR.
Malondialdehyde (MDA) was also quantified to determine oxidative stress in liver,
kidney, and fetal products. The validated analytical method presented accuracy,
precision, linearity, selectivity and reproducibility with the following chromatographic
conditions; mobile phase 0.43% phosphoric acid: acetonitrile (90:10), pH 6.8,
wavelength of 231 nm, flow of 1.5 mL / min, injection volume of 15 pl, run time of 8 min,
retention times of 1.56 £ 0.07 and 3.9 + 0.125 min for the internal standard and LEV
respectively. In relation to the anthropometric measurements of unborn products
(number of products, weight, size, and width), results show a decrease in the number of
products in mice exposed to LEV on day 13 of gestation, similarly, a decrease in the
weight and size of the products exposed to LEV was observed compared to those not
exposed. Regarding liver peroxidation, pregnant mice had higher concentrations of MDA
than non-pregnant mice, similarly, those exposed to LEV show an increase in MDA
concentrations compared to those not exposed. Regarding renal peroxidation,
pregnancy was not associated with increased oxidative stress at the renal level, nor with
exposure to LEV. Regarding fetal peroxidation, the gestation time increases the
concentrations of MDA in non-native products. On the other hand, the expression of the
Slc38a4 gene decreases at 13 days and increases at 18 days in the group exposed to LEV
in relation to the not exposed group.
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1. Antecedentes
Levetiracetam.

Es un farmaco antiepiléptico derivado de la pirrolidona que no tiene relacion
guimica con otros medicamentos antiepilépticos existentes, es de segunda generacién
y fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) el 30 de noviembre de 1999
y en Europa en 2000 (Koc G et al., 2018). Es el enantidmero (S) del andlogo etilico del
piracetam, en la clase de medicamentos nootrdopicos que se consideran

"farmacolégicamente seguros" (Wright et al., 2013).

El levetiracetam cuyo nombre quimicoy formula son (S)-a-etil-2-oxo-1-pirrolidona
acetamida y CgH14N,0; [Figura 1], tiene un peso molecular de 170.21 g/mol, es muy
soluble en agua, parcialmente soluble en metanol y etanol e insoluble en solventes no
polares como el hexano (Sarmiento et al., 2014). Su estructura quimica no tiene relacion

con ninguna otra clase de antiepilépticos (Wright et al., 2013).

Figura 1. Estructura Quimica de LEV. (Sarmiento et al., 2014)

1.1.1. Indicaciones terapéuticas

Es utilizado principalmente en el tratamiento de epilepsias parciales y
posiblemente también es eficaz en las crisis generalizadas primarias (miocldnicas,
ausencias y crisis GTC) y epilepsias fotosensibles. Cada vez es mas utilizado en mujeres

epilépticas embarazadas debido a su amplio espectro (Tomson et al., 2009).

1.1.2. Mecanismo de accion

El lugar de unidn del LEV en el cerebro es una proteina de la membrana de las
vesiculas presinapticas denominada SV2A. Esta proteina se ha relacionado con la
modulacidn de la exocitosis de vesiculas sinapticas y la liberacion de neurotransmisores,
lo cual parece contribuir al mecanismo de accion antiepiléptico del farmaco. Los
modelos animales muestran que la afinidad por SV2A estd asociada con la proteccién

contra las convulsiones, lo que la convierte en un objetivo importante para los nuevos

16



FAEs. También inhibe los canales de potasio y calcio tipo N. [Figura 2] (Howard et al.,

2018; Wright et al., 2013).

Despolarizaciéon
Terminal
presinaptica
excitatoria

& P

Receptor
AMPA Neurona Postsindptica

Figura 2. Mecanismo de accion de Levetiracetam.
El Lev bloquea canales de Ca*?, aumenta la corriente de Cl'y se une a la proteina presinaptica SV2A.

1.1.3. Efectos adversos

Como principales efectos secundarios se encuentra somnolencia y agresividad,

especialmente durante las primeras semanas de tratamiento (McEvoy, GK. 2007).
>10% de frecuencia

Astenia (11-15%), dolor de cabeza (14-19%), infeccion (11-15%), aumento de la
presion arterial (17% en nifios <4 afios), somnolencia (11-15%), fatiga (10-11%), anorexia

(3-13%), debilidad (9-15%), nasofaringitis (7-15%), tos (2-11%) (Anello et al., 2018).
1-10% de frecuencia

Infeccidn viral (2%), asma (2%), mareo (5-9%), nerviosismo (2-10%), amnesia (2%),
ansiedad (2-3%), ataxia (3%), depresion (2-5%), hostilidad (10%), parestesia (2%),
sinusitis (2%), diplopia (2%), ambliopia (2%), conjuntivitis (2-3%), albuminuria (4%)
(Anello et al., 2018).

<1% de frecuencia

Prueba de funcién hepdtica anormal, desinencia, eccema, neutropenia,
hematocrito disminuido, leucopenia, tendencias suicidas, hepatitis, pancreatitis,

supresion de la medula dsea y necrdlisis epidérmica (Anello et al., 2018).
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1.1.4. Posologia e indicaciones

Terapia complementaria para las convulsiones parciales: En adultos se requiere
una dosis inicial de 500 mg dos veces al dia, con una dosificacién ascendente gradual
hasta un maximo de 3 g/dia. El pico sérico y el area bajo la curva (AUC) son directamente

proporcionales a la dosis administrada (Carretero, 2002).

Farmacocinética de LEV.

1.1.5. Absorcién

Presenta una absorcién intestinal rapida mayor al 90%, disminuye su actividad
farmacolégica con los alimentos, pero estos no modifican su absorcidn total. Alcanza
concentraciones plasmaticas maximas en 0.6 - 1.3 h y tiene una biodisponibilidad cerca

del 100% vy t1/2 es de 6 - 8 h [Tabla 1] (Lorenzo et al., 2008).

Tabla 1. Pardmetros Farmacocinéticos del LEV. Tomada de (Lorenzo et al., 2008)

Absorcidn. Efecto Unidén a Efecto del LEV Efecto de otros
enzimatico, por proteinas. sobre otros farmacos sobre
CYP450. farmacos. este.
>90% No Presenta <10% Ninguno. Ninguno

1.1.6. Distribucion

Ni el LEV ni su metabolito primario se unen significativamente a las proteinas
plasmaticas (< 10%). El volumen de distribucion del LEV es de aproximadamente 0.5 a
0.7 L/kg, un valor cercano al volumen corporal de agua total. Al igual que otros FAEs,
LEV cruza la barrera hematoencefalica y posee una buena penetracién tisular sin

acumularse en los tejidos (Santos Zambrano et al., 2011).

1.1.7. Biotransformacion

El levetiracetam no es metabolizado extensamente, y no participan las isoformas
del citocromo P450 hepatico. Su via metabdlica principal es la hidrélisis enzimatica del
grupo acetamida llevada a cabo en tejidos, incluyendo células sanguineas. El metabolito
principal es ucb LO57 (24% de la dosis), el cual es inactivo farmacolégicamente. (Alrabiah

H. 2019). Se han identificado 2 metabolitos menores, uno de ellos obtenido de la

18



hidroxilacién del anillo pirrolidona (1.6% de la dosis) y el otro, por la apertura del anillo
pirrolidona (0.9% de la dosis) [Figura 3] (PLM, 2018). No se ha evidenciado
interconversién enantiomérica in vivo para el levetiracetam o para su metabolito

principal (Strolin Benedetti et al., 2004.).

HoN
o o o
ucb K116 uch R189 ucb LO59 \ ucb R297
ucb R301
ucbR302
OH
o H -
\HJ\/ HO f HoN
HO H
o 0
(o]
ucb L0O57

Figura 3. Metabolitos de LEV. Modificada de Strolin Benedetti et al., 2004.

1.1.8. Eliminacion

El promedio de depuracion corporal total es de 0.96 ml/min/kg. Se excreta
principalmente por via renal (95% de la dosis), con una eliminacidon proporcional al
aclaramiento de creatinina, por lo que su tiempo de vida media se incrementa en casos
de insuficiencia renal. La depuracion renal de levetiracetam y de ucb LO57 es de 0.6 y
4.2 ml/min/kg respectivamente, lo que indica que el levetiracetam es excretado por
filtracion glomerular con la subsecuente reabsorcidon tubular y que el metabolito
primario también se excreta por secrecion tubular activa, ademds de la filtracion
glomerular. Un porcentaje minimo del 0.3% de la dosis es eliminada por via fecal

(Tomson et al., 2007).

Cuantificacidn de LEV en fluidos bioldgicos.

Diversos métodos han sido reportados para la cuantificacién de LEV en fluidos
biolégicos, tales como espectrometria de masas, cromatografia de gases y
cromatografia liquida de alta presion HPLC (Sarmiento et al., 2014). En la Tabla 2 se

muestran los parametros evaluados de los métodos reportados.
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Ref.

Sarmiento
2014

Martens et al.,

2005

Contin et al.,

2008

Juenke et al.,

2006

Contin et al.,

2010

Giroux et al.,

2009

Método

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

Tabla 2. Métodos reportados para la cuantificacion de LEV.

Columna

Fase reversa C8
5 um, 250 x 4,6
mm.

Thermo

Hypercarb 150
mm x 4.6 mm (5
um tamafio de

particula).
Synergi 4-m
Hydro-RP, 150

mm X 4.6 mm.

50- x 2.0 mm (5
um.)

Synergi 4 um
Hydro-RP, 250
mm x 4.6 mm

Thermo
Hypercab 150
mm 4.6 mm (5

pm)

Flujo
(ml/min)

1,2

0.5

0.8.

Fase movil

Acido fosférico al 5%:
acetonitrilo (90:10
v/v).

Solvente A: H3PO, al
85%

Solvente B:
Acetonitrilo
Tampodn de

dihidrogenofosfato de
potasio (50 mM, pH
4,5) y acetonitrilo (94:
6, v/v).

1L agua desionizada

y 100 ml de metanol.

Dihidrogenofosfato de
potasio tampdn (50
mM, pH 4.5),
acetonitrilo y metanol
(65:26.2: 8.8, v/v/v).
Solvente A: H3PO, al
85%

Solvente B:
Acetonitrilo

Tiempo de
retencion
(min)
5.2

6.8

7.3

3.5

3.68

4.45+/0.10

A
(nm)

205

205

205

220

210

205

Estandar
interno

Captopril
presentacién

comercial de

25mg.
S.D

ucB 17025 (-

2,2-trimethyl-
5-oxo0-1
pyrrolidine
acetamide).
UCB 17025.

Citalopram.

UCB.

Rango

(sensibilidad)

5 pg/ml.

1-75 pg/m
LD: 0.1 pg/ml.

4-80 pg/ml

LD: 1 pg/ml
LC: 2 pug/ml

5-150 pg/mL

5uL.

10 pl.

Fluido

Suero.

Plasma.

Plasma.

Plasma.

Plasma.

Plasma.
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Baldelli et al.,

2015

Freitas et al.,

2015

Engelbrecht et

al., 2017

Ilbrahim FA et

al., 2016

Guo et al,

2007

Bianchi et al.,

2014

Gongalves
al., 2018

et

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC/UV

HPLC-MS

Inmunoensa
yo/ con
HPLC.

HPLC/Diodos

C18 250
mmx4.6  mm.
(3.5 um)
Columna
analitica C18

(250x4 mm i.d)

Venusil XBP
C18, 250 x 4.6
mm, 5 um

C18

(5 um), 250 x
4,6 mm

Supelco LC-18-
DB 3.3 cm x 3.0
mm, (3 um)

Fase reversa
150 x 4 mm DI

55 mm x 4 mm,
(3 um).

1.5

1.0

0.8

1.0

Acetonitrilo y 50 mM
buffer de fosfatos a pH
4.5

Metanol y buffer de
acetato de sodio 0.125
M. pH de 4.4 (20:80,
v/v)

Tampdén KH2PO4 50
mM con acetonitrilo
(90:10, v/v)

Metanol: acetonitrilo:
agua
(30:10:60, v/v).
97% metanol
mmol/l acetato de
amonio (v/v), 0.1%
acido acético.

en 15

Agua y acetonitrilo

6.5

6.5

8.58

3.4

2.9

6.42

210

235

205

230

210

220

S.D.

Ucb 17025.

Gabapentina

Carbamaze-
pina.
Ritonivir
acetonitrilo.

en

6 pg/mL

2.85-220.0
ug/mL

1-60 ug / ml

0.5-50 pg/ml

1-50 pg/ml

0.5-200
mcg/mL

4 mg/min

Plasma.

Plasma.

Plasma.

Plasma.

Suero
Saliva

Plasma.

Suero.

Plasma.
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Cambios fisioldgicos

farmacocinéticas.

durante el

embarazo y Sus consecuencias

Los cambios fisioldgicos multiples que ocurren durante el embarazo pueden influir

en la disponibilidad de los fadrmacos y afectar la fraccion libre [Tabla 3], que determina

la cantidad de farmaco en plasma disponible para ejercer su efecto terapéutico en el

sitio de accion, distribucidn tisular, metabolismo y eliminacion [Figura 4] (Pennell 2003;

Bromley 2016; Patel et al. 2016).

Tabla 3. Cambios fisioldgicos en el embarazo y sus consecuencias farmacocinéticas.

Parametro

Consecuencia

Aumento total del

extracelular.

agua corporal, liquido

Se altera el volumen de distribucidn de los farmacos
y por lo tanto su vida media de eliminacion.

Aumento de la reserva lipidica.

Menor eliminacién de farmacos liposolubles.

Aumento del gasto cardiaco.

Aumento en el flujo sanguineo hepatico que lleva a
una mayor eliminacion.

Aumento del flujo sanguineo renal y de la tasa
de filtrado glomerular.

Aumento de la eliminacion renal de farmacos libres.

La actividad de enzimas microsomales hepaticas
(CYP450) puede ser inducida por el aumento de
esteroides endogenos.

Alteraciéon de absorcion sistémica y/o eliminacion
hepatica.

La albiumina disminuye de 35 g/L a 25-30 g/L
durante la primera mitad del embarazo, la cual
se une a farmacos acidos.

La fraccion libre de farmacos se incrementa
considerablemente. La disponibilidad del farmaco
aumenta por extraccion hepatica.

Disminucion de la concentracion de a-1
Glicoproteina acida en el feto con relacién a la
madre.

Fraccion libre alterada entre la madre y el feto.

y \~,
] s
. ‘.\
3
. ‘\
l S
! — y = 3
| Absorcion N —
A A
| o
) -
. -
- - - A =
Distribucion < -
7
- - ’/
Y Metabolismo
J
S &
Excrecion e o2 -

S

C =n2 x V,

CL*DosisxF cL
AUCT
C.*DosisxF

CLx<xT

Alteraciones en Ia absorcion, disminucion
de Trax ¥ Coax.

Alteracion del volumen de distribucion (Vd),
aumento del volumen corporal y sanguineo.
Disminucién de la unién a proteinas, baja
concentracién total pero misma
concentracién de fiarmaco libre.

Metabolismo aumentado, eliminacién
hepdatica, debido a aumento de flujo
sanguineo e inducdidn de CYPs y UGTs por
niveles altos de estrégenos.

Eliminacién renal aumentada por flujo
sanguineo elevado y GFR.

Figura 4. Cambios farmacocinéticos en la disposicion de farmaco durante el embarazo y relaciones
farmacocinéticas basicas. CL, eliminacion total; AUC, area bajo la curva del farmaco; F, biodisponibilidad;
t1/2, vida media; k, constante de eliminacién Vd, volumen de distribucién; Css, concentracién sérica en
estado estacionario, T, frecuencia de dosis) (Daud 2014).
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1.1.9. Absorcion

El vaciamiento gastrico y la motilidad del intestino delgado se encuentran
reducidos debido a la elevacion de progesterona. Esto incrementa el tiempo para
alcanzar el pico de concentracidn (Tmax) y reduce el pico maximo de concentracion (Cmax),
por tanto, la biodisponibilidad total puede ser menor. El incremento en el pH gastrico
por la reduccién en la secrecidon de H* y el aumento en la produccién de moco puede
incrementar la ionizacion de acidos débiles, tendiendo a reducir su absorcién mas que
las bases débiles. Estos efectos parecen no ser importantes en fdrmacos administrados

en dosis repetidas (Dawes et al., 2001; Tomson et al., 2013).

1.1.10. Distribucién

Durante el embarazo, como resultado de la expansion total del agua intravascular
(volumen plasmatico) y extravascular (liquido intersticial), el volumen sanguineo
incrementa progresivamente hasta aproximadamente 8 litros, condicionando que la
concentracion sérica total de un farmaco disminuya. Las reservas de tejido adiposo
también aumentan lo cual en conjunto con al aumento de liquidos alteran la relacidon
grasa/agua que puede provocar un aumento en el volumen de distribucién (Vd). Como
resultado de esta dilucidn, la Cmax de muchos farmacos hidréfilos se reduce, pero su
efecto clinico se compensa por los cambios en la unién a proteinas plasmaticas (Tomson

et al.,, 2007; Tomson, 2013).

1.1.11. Metabolismo

La eliminacion total de los farmacos depende del metabolismo hepatico. Las
enzimas CYP de la fase |, asi como las enzimas de la fase Il (UGT) pueden ser inducidas
durante el embarazo (Tomson et al., 2013) por el aumento en las concentraciones de

estrégenos (Pennell 2003).

1.1.12. Excrecion

Los multiples cambios fisioldgicos durante el embarazo influyen en la eliminacién
del farmaco, incluido un mayor volumen de distribucién, mayor eliminacién renal,

alteraciéon de la actividad de las enzimas hepdticas y una disminucién de las
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concentraciones de proteinas plasmaticas. También existe un incremento considerable
del flujo sanguineo a nivel renal y por lo tanto el grado de filtracién glomerular aumenta

entre un 50%-80% (Pennell 2003; Tomson et al., 2013; Patel et al., 2016; Bromley 2016).

Este proceso inicia justo después de la concepcién y continda durante el segundo
trimestre, disminuyendo en los ultimos meses del embarazo. (Tomson et al., 2013). El
incremento en la eliminacion renal puede afectar la concentracién sérica de los
farmacos que son excretados principalmente por el rifidn, como gabapentina,

levetiracetam, pregabalina y vigabatrin (Reimers et al., 2012).

Cambios farmacocinéticos de LEV durante el embarazo

El LEV no se une a las proteinas plasmaticas y su eliminacién es primordialmente
renal, aungue el metabolismo no oxidativo por hidrdlisis contribuye en la eliminacion de

aproximadamente el 30% del farmaco (Tomson et al., 2013).

Se report6 que las concentraciones de LEV durante el tercer trimestre fueron 60%
mas bajas que las concentraciones previas al embarazo (124.7 + 57.9 | / dia a 427.3
211.3); la eliminacién de LEV aumenta un 243% en el tercer trimestre del embarazo

(Battino et al., 2013; Patel et al., 2016).

Se ha observado la disminucion de un 40% a 60% en la concentracion plasmatica
de LEV al final del embarazo, en comparacion con la concentracidn previa al embarazo.
La concentracion aumenta rapidamente después del alumbramiento, alcanzando los
niveles previos al embarazo en una a dos semanas (Tomson et al., 2013; Westin et al.,

2009).

Se considera que la disminucion de los niveles de LEV es causada por una
combinacion tanto del aumento de la eliminacidon renal como de la actividad enzimatica

(Tomson et al., 2013).

LEV probablemente penetra en la leche materna en cantidades potencialmente

importantes desde el punto de vista clinico (Pennel, 2016).
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Recientemente se ha encontrado que la administracion de LEV durante el
embarazo trae consigo cambios en la biosintesis de los neurotransmisores y el

metabolismo de los esteroides (Walker et al., 2019).
Placenta

La placenta es el drgano vital y multifuncional responsable del intercambio
fisiolégico y suministro de nutrientes del feto hacia la circulacion materna (Watson &
Cross 2005). Tiene la funcién de muchos érganos en el mantenimiento de la gestacion

como: rifidn, higado, sistema respiratorio y endocrino (Cardenas & Ingrid 2011).
1.1.13. Fisiologia placentaria

La placenta también actia como una fuente importante de hormonas y factores
de crecimiento asociados con el embarazo, y estd involucrada en la proteccidon
inmunitaria del feto [Tabla 4]. Los estrdgenos y la progesterona se encargan de la
regulacion del flujo sanguineo de la placenta, modulando efectos de vasodilatacién y
vasoconstriccidn respectivamente (Rossant & Cross 2001; Acevedo et al., 2008).

Tabla 4. Hormonas que intervienen en la funcién placentaria. Tomada de (Evain-
Brion & Malassine 2003)

Hormona Producida por: Funcion
Promover la angiogénesis, diferenciacion
Sincitiotrofoblasto trofoblastica, envio de sefiales para favorecer la

Gonadotropina
Coridnica Humana

(hCG) velloso impIa.ntacién. Induccion dg factores secundarios que
permiten el estado gestacional.

Lactégeno Sincitiotrofoblasto Ayuda al crecimiento fetal al influir en el metabolismo

placentario velloso materno.

Prolactina Hipotdlamoy Diferenciacién celular, regulacidon del crecimiento

endometrio trofoblastico, angiogénesis y regulacidon inmune.

Relaxina Sincitiotrofoblasto Rjelajac.i,én del Cl.Je”.c,) grav@ico para facilitar su
dilatacion y relajacion uterina.

Activina e inhibina Sincitiotrofoblasto Regulacién de la hormona foliculo estimulante (FSH).

Hormona del

crecimiento Sincitiotrofoblasto Estimula el paso de nutrientes a través de la placenta.

placentario

1.1.14. Histologia placentaria

La placenta, se forma durante las 3 primeras semanas de gestacion, abarcando

los procesos de preimplantacion, decidualizacidn e implantacion (Rossant & Cross 2001).
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La placenta tiene una forma discoidea de 20- 25 cm de didmetro, 2-3
centimetros de grosor al centro y un peso de 400-500 g. Funcionalmente se divide en
10-40 unidades llamadas cotiledones o Iébulos. Cada I6bulo tiene su aporte sanguineo
materno que no se mezcla entre lébulos ni entre la circulacién materna y fetal (Lewis et

al., 2012).

En el primer trimestre del embarazo, la barrera placentaria se compone por cinco
capas: sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto, ldmina basal trofoblastica, tejido conectivo y

endotelio fetal (Igbal et al., 2012).

La capa externa de las vellosidades fetales se forma por una continuidad del
sincitiotrofoblasto que constituye la barrera primaria entre la circulacion materna y
fetal, se compone de una sola capa de células multinucleadas, conformando un borde
apical en cepillo que estd en contacto con la circulacién materna, y una membrana
basolateral que esta en contacto con la circulacion fetal. Asi se constituye la membrana

materna del sincitio (Prouillac & Lecoeur 2010; Igbal et al., 2012; Lewis et al., 2012).

Por debajo de la capa del sincitiotrofoblasto se encuentra la capa del
citotrofoblasto la cual cubre el 44% de la superficie de la membrana basal al término. El
estroma intersticial entre la membrana basal del sincitiotrofoblasto y el endotelio capilar
fetal estd compuesto por una mezcla de proteinas y células como macrofagos y
fibroblastos. La capa final es el endotelio capilar fetal la cual esta en contacto con la
circulacion fetal y carece de microvellosidades (Prouillac & Lecoeur 2010; Lewis et al.,
2012).

1.1.15. Circulacién Placentaria

La circulaciéon feto-materna humana es de tipo hemocorial, el sistema que resulta
estd cubierto por dos capas: una capa basal de cara al endometrio llamada placa
trofobldstica y una superficial de cara a la cavidad del blastocisto, llamada placa
coridnica. La placa coridénica comienza a formarse el dia 12 cuando el citotrofoblasto

invade las trabéculas sinciciales y, finalmente, se extiende a la placa trofoblastica, ver

Figura 5 (Sherer & Abulafia, 2001).

Proximo al término del embarazo, la barrera placentaria sufre cambios drasticos:

la capa del sincitiotrofoblasto reduce en gran medida su grosor, el citotrofoblasto se
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vuelve discontinuo, las vellosidades también cambian su estructura; es decir que la
distancia de difusién que a finales del segundo mes de gestacidn es de 50 mm se reduce
a5 mm enlasemana 37; por lo que el intercambio entre la madre y el feto se intensifica

(Igbal et al., 2012).

a b

Madre a feto:

Oxigeno, agua, electrdlitos, nutrientes,
hormonas, anticuerpos, vitaminas,
elementos traza, farmacos, toxinas,
alcohol, algunos virus.

Arteria espiral uterina —|
Vena uterina

Decidua basal
Concha
citotrofoblastica

>

Microvaso fetal
Célula de Houbauer
Mesénquima fetal
Vellosidad Lamina basal

libre flotante Célula citotrofobléstica

Sincitiotrofoblasto

Tallo

Diéxido de carbono, agua +
electrdlitos, urea, acido urico,
creatinina, bilirrubina,
hormonas, antigeno RBC.

Figura 5. Esquema de la Circulacidn Feto-Materna Humana. Panel A) Corte transversal de placenta, Panel
B) Corte transversal de una vellosidad. La sangre oxigenada es bombeada de la circulacion materna dentro
del espacio intervelloso. Intercambia a través del arbol velloso, nutrientes, productos de desecho, gases
y xenobidticos. (Lewis et al., 2012).

Transporte Placentario
El intercambio transplacentario de sustratos enddgenos y xenobidticos puede

ocurrir por cuatro mecanismos distintos que se ilustran en la Figura 6 (Acevedo et al.,

2008; Igba et al., 2012).

Figura 6. Mecanismos de transporte placentario Se muestran las diferentes vias de movilizacion como lo
son: A) difusion simple; B) difusion facilitada utilizando un transportador; C) transporte activo que
requiere la hidrdlisis de ATP; D) pinocitosis; BM, membrana basolateral del sincitiotrofoblasto; MVM,
membrana apical del sincitiotrofoblasto. (Griffiths, 2014)
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1.1.16. Difusion simple

Trasporte sin empleo de energia, el cual es dependiente solo de los factores
incluidos en la ley de Fick: grosor de la membrana, gradiente del farmaco a ambos lados
de la barrera, y constante de difusién especifica del compuesto. Las propiedades
fisicoquimicas de los farmacos, la concentracién en circulacion materna, las
caracteristicas estructurales, asi como los parametros fisiolégicos de la placenta
determinan la velocidad para que un farmaco sea transportado por difusién pasiva. Los
farmacos que tienen un peso molecular <500 Da y son lipofilicos, se difunden facilmente

a través de la placenta (Anand et al., 2017).
1.1.17. Difusién facilitada

No se requiere un aporte energético ya que la transferencia de farmaco ocurre en
un gradiente de concentracion. Los farmacos estructuralmente relacionados con los
compuestos enddgenos a menudo se transportan mediante difusion facilitada. Las
moléculas hidréfilas tienen poca solubilidad en las bicapas lipidicas y, por lo tanto, no
atraviesan facilmente las membranas plasmaticas (Dobson & Kell, 2008). Moléculas
como las cefalosporinas y los glucocorticoides difunden a la placenta mediante este

mecanismo (Kudo et al., 1989).
1.1.18. Transporte activo

Movimiento de la sustancia en contra de su gradiente quimico o eléctrico con
coste de energia. Es mediado por transportadores, existe gran competencia entre
compuestos relacionados. El transporte activo de farmacos contra un gradiente de
concentracioén a través de la placenta esta mediado por las bombas de entrada o salida
gue son impulsadas por la energia de la hidrdlisis de ATP o el gradiente electroquimico
transmembrana proporcionado por Na*, ClI" o H*. (Syme et al., 2004) Los aminodcidos
para la sintesis de proteinas fetales se transfieren de la madre al feto mediante
transporte activo. Hay varias proteinas transportadoras especificas para aminoacidos
anidnicos, catiénicos y neutros. Muchas de estas proteinas co-transportan los
aminoacidos con el sodio: el transporte de sodio por su gradiente de concentracidn

arrastra los aminoacidos a las células (Griffiths, 2014).
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1.1.19. Pinocitosis

El compuesto es invaginado dentro de la membrana plasmatica para ser
transportado en vesiculas (lgbal et al., 2012). Los procesos de fagocitosis y pinocitosis
son procesos lentos que no tienen un efecto significativo en el grado de transferencia

de la mayoria de los farmacos (Kudo et al., 1989).

El transporte a través del trofoblasto implica fundamentalmente tres pasos

(Acevedo et al., 2008):

1. Lacaptacion de la circulacién materna a través de las vellosidades.
2. Eltransporte por el citoplasma del trofoblasto.
3. El transporte fuera del trofoblasto, el cual cruza la membrana basal hacia la

circulacion umbilical.

Varios transportadores son expresados y localizados en la placenta
sincitiotrofoblastica, por lo tanto, cualquier componente que logre alcanzar al feto ha
de pasar a través del borde en cepillo y consecuentemente por la membrana basal, cada

una de las cuales esta dotada de transportadores, ver Figura 7 (Staud et al., 2012).

' Membrana
’ ES]}ECID Membrana apical ‘ basolateral
.~ Intervelloso
A
\-.. ,,.-f . g Vasos
= — Circulacion fetal fetales
/] ik
i e e
Circulacion o
H"-\.\, I e
materna b= Vellosidad corionica
fetal
~ !"‘ Sangre materna
& J
Y -9
Barrera placentaria Transportador

Figura 7. Visualizacion esquematica de la barrera placentaria. Se observa CTB, citotrofoblasto; STB,
sincitiotrofoblasto (Staud et al., 2012).
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Proteinas trasportadoras en placenta

Los transportadores son proteinas de membrana que se encuentran en todos los
organismos, se expresan en diferentes tejidos incluida la placenta. Estas proteinas
controlan la entrada de nutrientes e iones esenciales, asi como la salida de desechos

celulares, toxinas ambientales, farmacos y otros xenobidticos (Brunton et al., 2006)

Estos transportadores se han identificado como barreras que protegen al feto de
los efectos lesivos de los farmacos administrados a la madre. La exposicién a farmacos
teratogénicos a una dosis especifica puede interferir con el desarrollo fetal o propiciar
el desarrollo de anormalidades estructurales. El feto es especialmente susceptible a la
teratogénesis durante el estadio crucial de la organogénesis, el cual ocurre desde la

implantacion hasta los 54-60 dias después de la concepcidn (Staud et al., 2012).

El sincitiotrofoblasto expresa dos tipos principales de proteinas transportadoras:
las proteinas ABC y SLC. Estas proteinas contribuyen ademas de la difusidon a través de
lamembrana celular, a brindar un trasporte activo de farmacos (ABC) o bien una difusién

facilitada (SLC) (Brunton et al., 2006; Staud et al., 2012).

1.1.20. Proteinas trasportadoras ABC
La superfamilia ABC constituye la mayor familia de transportadores de membrana,
el término ABC deriva del inglés “ATP binding- cassette” el cual hace referencia a los
dominios cataliticos altamente conservados de la proteina que une ATP durante el
transporte. En el genoma humano existen 49 genes identificados que codifican para las

proteinas de la familia ABC (Morales et al., 2017)

Estos transportadores de eflujo incluyen transportadores ABC tales como la
glicoproteina P (P-gp), proteina de resistencia a multiples farmacos (MDR1), proteina de
resistencia en cancer de mama (BCRP) o proteina de resistencia a mitoxantrona o
placentaria ABC [Tabla 5]. Estas son proteinas integrales de membrana que dependen
de la energia derivada de ATP para impulsar el transporte de sustancias desde el interior

de la célula o desde la membrana celular fuera de la célula (Mao, 2008) .
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Tabla 5. Transportadores ABC en placenta. Tomada de (Staud et al., 2012)

Nombre del Localizacion Funcidn Sustrato/Inhibidor clinicamente
transportador Placentaria relevante
Sustratos: Digoxina,
dexametasona, ritonavir,
delavirdina, atazanavir, lopinavir,
. indinavir, saquinavir, nelfinavir,
. 3 Proteccién del feto por L, q .
Glicoproteina P. . fenitoina, fenobarbital,
. el flujo de sustratos de . .
(ABCB1/ Apical e lamotrigina, levetiracetam,
sincitiotrofoblasto a la .
MDR1) madre carbamazepina, ondansetron.
’ Inhibidores: Amiodarona,
azitromicina, captopril,
claritromicina, ciclosporina,
piperina, ritonavir y verapamilo.
Proteccién del feto por
eflujo de sustratos del _
. J . Sustratos: Gliburida,
sincitiotrofoblasto a la . , s
nitrofurantoina, dipiridamol,
madre; factor de . o ..
. . cimetidina, clorotiazida 'y
BCRP Apical supervivencia en |a sulfasalazina, leflunomida
(ABCG2) P formacién del sincitio ! ’
lacentario; protege el . L .
P P 5 Inhibidores: Lopinauvir, ritonavir,
trofoblasto contra la .. N .
. . nelfinavir, saquinavir, atazanavir.
apoptosis inducida por
citosinas.
Transporte de sustratos s . .
P , Emtricitabina, abacavir, tenofovir,
endogenos L - .
. . lamivudina,delavirdina, efavirenz,
(leucotrienos, glutatidn nevirapina, indinavir, ritonavir
MRP1 Basolateral reducido) al feto; lo inavif ate’lzanavir r,netotrexa:co
(ABCC1) Transporte vectorial de P o ’ .
. y andlogos de folato, glutation,
compuestos conjugados . .
glucuronido y conjugados de
de la madre al feto sulfato
(junto con OATP4A1). )
Emtricitabina, abacavir, tenofovir,
Proteccién del feto por lamivudina, delavirdina, efavirenz,
MRP2 Apical el flujo de sustratos de nevirapina, saquinavir, ritonavir,
(ABCC2) P sincitiotrofoblasto a la indinavir, atazanavir, fenitoina,

madre.

carbamazepina, acido valproico,
probenecid y ciclosporina.

En la placenta, los transportadores ABC bombean activamente sus sustratos

fuera de las células trofoblasticas hacia la circulacion materna (P-glicoproteina, BCRP,

MRP2) o fetal (MRP1) [Figura 8]. Hasta la fecha, los transportadores ABC de eflujo de

farmacos localizados en la membrana apical del trofoblasto se consideran los principales

componentes activos de la barrera placentaria (Staud et al., 2012)
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Figura 8. Transportadores ABC. Representacion esquematica de los principales transportadores ABC de
eflujo de farmacos expresados en la barrera placentaria y su localizaciéon en la membrana plasmatica.
BCRP, proteina de resistencia al cadncer de mama; MRP, proteina asociada a la resistencia a multiples
farmacos. Modificado de (Staud et al., 2012).

1.1.21. Proteinas trasportadoras SLC

La superfamilia SLC comprende genes que codifican proteinas de transporte
facilitado y transportadores activos secundarios acoplados con iones. Esto significa que
acoplan el transporte de un ion a favor de su gradiente electroquimico con el

movimiento de otra u otras sustancias que van en contra de su propio gradiente (Canal,

2017).

Se han identificado 48 familias SLC con aproximadamente 315 transportadores en
el genoma humano. Muchos transportadores SLC sirven de blanco farmacolégico o

participan en la absorcién y disposicion de los farmacos (Brunton et al., 2006).

En la placenta se han identificado transportadores de cationes orgdnicos (OCT),
transportadores de aniones orgdnicos (OAT), transportadores de carnitina (OCTN),
transportadores de nucledsidos (CNT y ENT), polipéptidos de transporte de aniones
organicos (OATPs) y las recientemente descritas Proteinas de extrusion multidroga y

toxina (MATE) (Staud et al., 2012).
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En la Tabla 6 se describe la localizacién placentaria, funcion, sustrato o inhibidor

de relevancia clinica de los trasportadores SLC.

Tabla 6. Transportadores SLC en placenta. Tomada de (Staud et al., 2012)

Nombre del Localizacion Funcidn Sustrato/Inhibidor
transportador Placentaria clinicamente relevante
OCT1 Basolateral Captacion de cationes organicos Quinidina, procainamida,
(SLC22A1) en sincitiotrofoblasto; flecainida, amiodarona,
liberaciéon de acetilcolina verapamilo, diltiazem,
citalopram.
OCT3 Basolateral Captacion de cationes organicos Amitriptilina, desipramina,
(SLC22A3) en sincitiotrofoblasto; imipramina, cisplatino,
liberacidon de acetilcolina; oxaliplatino, cimetidina,
Aclaramiento de catecolaminas ranitidina, abacavir,
de la circulacion fetal. emtricitabina, metformina,
cocaina, antirretrovirales.
OCTN1 Apical Transferencia de carnitina. Quinina, quinidina,
(SLC22A4) verapamilo.
Transporte de estréogenos
OAT4 Basolateral suIfrzccz:ilcj)iaegOz'rga;:ts?r:g;iSe Zidovudina, acido valproico,
(SLC22A11) P .p tetraciclina
placentaria de novo de
estrégenos.
OATP2B1/ Transporte vectorial de Gliburida, repaglinida,
OATP-B Basolateral conjugados de sulfato de feto a fexofenadina, pravastatina,
(sLco2s1) madre (junto con BCRP) lopinavir, saquinavir, nelfinavir
Transporte de sustratos
ontoasy g et oo
OATP-E Apical ' P & ) Bencilpenicilina
Transporte de madre a feto
(SLCO4A1) .
vectorial de sustratos
conjugados.
. . - inidina, dilti ,
Eflujo de cationes orgdnicos del Qu.lm |r.1a tazem .
L Procainamida, verapamilo,
MATE1 . sincitiotrofoblasto a la . .
Apical . . amiodarona, metformina,
(SLC47A1) circulacién materna; Transporte L .
. cimetidina, ranitidina,
vectorial con OCT3. . . . .
desipramina, Imipramina.
CNT1 Apical y
(SLC28A1) basolateral Drogas derivadas de
ENT1 Apical y Suministro de nucledsido nucledsidos (antiviral -
(SLC29A1) basolateral pirimidinico a la placenta. zidovudina, ribavirina),
ENT2 Avical nicotina, cafeina
(SLC29A2) pica

En la placenta, en general, la mayoria de los transportadores SLC facilitan la

captacion sin gasto directo de energia de las moléculas hidréfilas o cargadas por las

células trofoblasticas. Una vez en el trofoblasto, estos sustratos se pueden utilizar para

satisfacer las necesidades de la placenta [Figura 9 y 10].
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Figura 9. Transportadores SLC. Representacion esquematica de los principales transportadores de
farmacos SLC expresados en la barrera placentaria y su localizacion en la membrana plasmatica del
trofoblasto. CNT1, transportador de nucledsido concentrativo 1; ENTSs, transportadores equilibrados de
nucledsidos; MATE1, proteina 1 de extrusidon de miltiples farmacos y toxinas; OAT4, transportador de
aniones organico 4; OATP2B1, polipéptido transportador de aniones organico 2B1; OATP4A1, polipéptido
4A1 transportador de aniones organico; OCT3, transportador de cationes orgdnicos 3; OCTN2,
transportador de carnitina 2. Modificado de (Staud et al., 2012)
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Figura 10. Transporte vectorial a través de la placenta.
BCRP, proteina de resistencia al cancer de mama; BSA, - bisfenol A; CNT1, transportador de nucledsido
concentrativo 1; ENTs, transportadores equilibrados de nucledsidos; MATE1, proteina 1 de extrusion de
multiples farmacos y toxinas; MRP1, proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos 1; OATP2B1,
polipéptido transportador de aniones organico 2B1; OATP4A1, polipéptido transportador de aniones
organicos 4A1; OCT3, transportador de cationes organicos 3. Modificado de (Staud et al., 2012)

34



Familia de trasportadores Slc38 y placenta

La familia de transportadores 38 comprende 11 miembros en el genoma
humano, se encargan de mediar la captacidon neta dependiente de Na* y el eflujo de
pequenos aminodcidos neutros, por lo cual se expresan particularmente en células que
crecen activamente, o en células que llevan a cabo un metabolismo significativo de
aminoacidos. (Broer & Palacin, 2011; Broer, 2014). El trasporte de la familia SLC puede

ser mediante el sistema Ao N.

El sistema A se refiere a una actividad dependiente del transporte de Na* que
prefiere los aminodcidos neutros pequefios, bipolares con cadenas laterales cortas y no
ramificadas, ejemplificados por la alanina, cuyo transporte es inhibido por el andlogo del
acido N-metil-aminoisobutirico (MeAlIB) y esta regulado por la suplementacién o el
agotamiento de aminoacidos, el sistema A es sensible al pH y muestra una regulacién
hormonal adaptativa. La caracterizacion molecular del sistema A ha revelado que hay
tres subtipos de proteinas altamente homdlogas de este transportador conocidos como

SNAT1, SNAT2 y SNAT4 (Mackenzie & Erickson, 2004; Broer, 2014).

El sistema N se refiere a una actividad de transporte especifica para la glutamina,
la asparagina vy la histidina, cada uno con baja afinidad, siendo la caracteristica comun
de estos aminoacidos un nitrogeno adicional en la cadena lateral. El sistema N también
es dependiente de Na* y es inhibido a un pH extracelular bajo y sujeto a regulacién
adaptativa. Se han identificado dos subtipos conocidos como SNAT3 y SNATS.
(Mackenzie & Erickson, 2004; Broer, 2014).

Un sello distintivo de los transportadores en la familia SLC38 es una fuerte activacion del
transporte al aumentar el pH en el rango fisiolégico de pH de 6 a 8 (Mackenzie &

Erickson, 2004).
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Tabla 7. Familia de Transportadores SLC38. Tomado de (Bréer, 2014)

Nombre Alias Mecanismo Especificidad del Funcion Perfil de Longitud
del gen sustrato Expresion
GInT,
SAT1,
SLC38A1 ATA1L, S:1Na* (G),A,S,C,N,Q,H,(M) A Ubicuo 486
(SNAT1)
SA2,
NAT2
SAT2,
SLC38A2 ATA2, S:1Na* G,P,A,S,C,N,Q,H,M A Ubicuo 505
(SNAT2)
SAl
SLC38A3 ) . Ojo, higado,
SNAT3  SNI,NAT ° 11'\:?/ A Q N, H N cerebro, 503
pancreas
ATA3,
SLC38A4 NAT3, . N G, (P),A,S,C N, (M), , .
SNAT4 SAT3, S: 1Na R, K A Higado, vejiga 546
PAAT
Boca, cuello
uterino,
SLC38A5 vejiga, hueso,
: INa*/A: 1
SNATS SN2 S :':/ A Q, N, H,AS N intestino, 47
rinodn,
esofago,
pulmon, ojo
Esofago,
cuello
SLC38A6 .
SNAT6G uterino, ,boca, 520
pulmon,
rifnodn,
musculo
Na*
SLC38A7 dependient Q,N,AH,S N Ubicuo 461
(SNAT?) e
SLC38A8 . .
(SNATS) Desconocido Testis 434
Paratiroides,
testiculo,
SLC38A9 glandula 560
(SNAT9) suprarrenal,
tiroides
SLC38A10 .
SNAT1 Ubicuo 1118
SLC38A11 mizzu‘l’; ‘(’)J_fea 405
SNAT11 . ’
faringe

A: Antiporte, S: Simporte.

En la placenta esta familia, desempefian un papel importante en la transferencia

de aminoacidos al feto. Los miembros de la familia SLC38 estan altamente regulados en

respuesta al agotamiento de los aminoacidos, la hipertonicidad y los estimulos

hormonales. Los transportadores SLC38 desempenan un papel importante en la
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sefalizacion de aminoacidos y se ha propuesto que actian como transceptores
independientemente de su funcién de transporte. La estructura de los transportadores
SLC38 se caracteriza por el pliegue repetido invertido 5 + 5, que se observa en una

amplia variedad de proteinas de transporte (Broer, 2014).

En la membrana microvilosa (MMV), se encuentran altos niveles de
transportadores dependientes de Na* (actividad del sistema A), lo que resulta en una
mayor concentracion de aminoacidos en la sangre que ingresa en la circulacién fetal que
en la sangre materna. La captacidon neta de aminoacidos neutros grandes esta mediada
por intercambiadores de aminoacidos en la membrana microvilosa (Cleal & Lewis,

2008).

Existen reportes que indican que las tres isoformas del sistema A (SNAT1, 2y 4)

se expresan en la membrana apical (Desforges et al., 2009).

Las evidencias sugieren que la tasa de transporte de aminoacidos es una
limitante para el crecimiento fetal y que la reduccién de la transferencia de aminoacidos
a través de la placenta produce una restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU)
(Desforges & Sibley, 2010). En la vida adulta, los individuos que tuvieron menor
crecimiento fetal tienen un mayor riesgo de enfermedades crénicas como la

hipertension y los accidentes cerebrovasculares (Barkel, 1998).

Debido al crecimiento del feto, la transferencia total de aminoacidos a través de
la placenta aumenta durante el embarazo, lo que se logra mediante el crecimiento de la
placenta, el aumento de la superficie del epitelio y el aumento de la expresion de los
transportadores tanto en la membrana apical como en la basolateral (Desforges et al.,

2009).

Muchos trasportadores de aminodcidos son antiportadores (por ejemplo, la
familia SLC7), por lo que la familia de transportadores SLC38 juega un papel importante
en la placenta ya que permite el flujo neto de aminoacidos neutros al feto en

crecimiento (Broer, 2014)
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1.1.22. Transportador Slc38A4

El miembro 4 de la familia del portador de solutos 38 (SIc38A4), esta ubicado en
el cromosoma 12g13.11. La proteina codificada se conoce como el transportador de
aminoacidos neutro acoplado al sodio 4 (SNAT4), un subtipo del sistema de transporte
de aminodacidos conocido como sistema A, que incluye SNAT1, SNAT2 y SNAT4
(Mackenzie & Erickson, 2004).

Tiene una amplia especificidad, con preferencia por Ala, seguida de His, Cys, Asn,
Ser, Gly, Val, Thr, GIn y Met. Puede mediar el transporte independiente de sodio de
aminoacidos catiénicos, como Arg y Lys. La captacién de aminoacidos depende del pH,
con actividades de transporte bajas a pH 6.5, intermedias a pH 7.0 y mas altas entre pH

7.5y 8 (Hatanaka et al., 2001).

Originalmente se pensaba que SIc38a4/SNAT4 era una isoforma especifica del
higado. Sin embargo, se ha demostrado que SNAT4 es un transportador de aminoacidos
neutros en la placenta que desempena un papel crucial en el crecimiento y desarrollo
fetal (Desforges et al., 2006). Esta localizado en las membranas plasmaticas microvilosa
y basal del sincitiotrofoblasto, lo que sugiere un papel de esta isoforma del sistema A en

el transporte de aminodacidos a través de la placenta humana (Desforges et al., 2006).

Los resultados mediante la técnica de Western Blot revelan que la expresion de la
proteina SNAT4 es mas alta en el primer trimestre en vesiculas de membrana plasmatica
microvilosa en comparacion al término, aproximadamente 70 y 33% respectivamente

(Desforges et al., 2008; Li et al., 2012).

También se ha demostrado la expresién placentaria de SNAT4 en rata (Novak et

al., 2006) y ratén (Mizuno et al., 2002, Smith et al., 2003).

Como un subtipo importante del sistema A, la regulacidon ascendente de SNAT4
conduce a una actividad mejorada del sistema A. En estudios con animales, se demostré
gue la inhibicién de la actividad del sistema A disminuye el peso corporal del feto de rata

(Cramer et al., 2002; Jansson et al., 2006).

En el afno 2009, Desforges y colaboradores reportaron que la expresién de Slc38a4

disminuye durante el embarazo, sugiriendo que SNAT1 y 2 son responsables del
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crecimiento adaptativo (Desforges et al., 2009). Li y colaboradores (2011) reportaron la
asociaciéon entre la sobreexpresion de Slc38a4 en placenta y la macrosomia fetal (Li et
al., 2011). Actualmente, se demostré que la hipertensién arterial en el embarazo
ocasiona una disminucién en el crecimiento fetal por lo que el organismo lo compensa
con la sobreexpresion de los transportadores del sistema A sugiriéndose que SNAT4 y el
sistema A estan estrechamente relacionados con el desarrollo fetal (Gibbins et al.,
2018). De igual manera, se informé que la pérdida de Slc38a4/SNAT4 en placenta afecta
significativamente la concentracién de aminodcidos en circulaciéon sanguinea fetal,

causando restriccion en el crecimiento del feto (Matoba et al., 2019).

Enla Figura 11 se presenta un resumen de los sistemas de transporte de la familia SLC38.

SNAA LNAA
Sangre Materna
SNAT1/2/4 LAT1/2 2
s
SNAA
SincitiotrofoblastoPlacental
LNAA
&
=l

LNAA SNAA
TAT1
SNAA

Sangre Fetal

Figura 11. Representacion de los transportadores SLC38 en placenta. La membrana microvilica (MMV)
contiene grandes cantidades de transportadores del sistema A, que trabajan en conjunto con los
intercambiadores de aminoacidos para captar los aminoacidos neutros pequefios (SNAA) y grandes
(LNAA). No se han identificado uniportadores para aminoacidos neutros en el MVM. La membrana basal
contiene una gran variedad de transportadores. En particular, la actividad del sistema A es mucho menor
gue en la MMV y se encuentran los uniportadores para los grandes aminodcidos neutros (LNAA) y los
aminoacidos aromaticos (AAA). (Broer, 2014)

2. Justificacion

La placenta es el primer érgano que se forma durante la embriogénesis de los
mamiferos, estableciendo una barrera entre la circulacién materna y fetal, regulando la

transferencia de oxigeno, didxido de carbono, nutrientes, productos de desecho y
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farmacos. Cuando una sustancia exdgena se encuentra presente en la circulacién
materna, ya sea por contacto ambiental, ocupacional o por medicacién, el grado en el
cual el feto serd expuesto a estos compuestos esta determinado por el transporte y la
biotransformaciéon a nivel placentario de dichas sustancias. El LEV es un farmaco
antiepiléptico de segunda generacion relativamente nuevo, hidrofilico, el cual requiere
transportadores para atravesar placenta. Uno de los transportadores que se expresa en
la placenta mayoritariamente durante el primer trimestre de embarazo es el gen
Slc38a4, el cual tiene como sustrato enddgeno a los aminodacidos neutros pequenos
alanina, histidina y cisteina, todos estructuralmente parecidos al LEV y a su principal
metabolito (UCBLO57), lo que podria sugerir que el gen SLC38A4 podria también estar
implicado en el trasporte de LEV. En base en lo anterior, el propdsito de este trabajo es
determinar la implicacién del gen SIc38A4 sobre el trasporte placentario de LEV vy si
existe una asociacion entre la expresion del gen y la concentracidon sérica de LEV, y asi
aportar mayor informacidn sobre el trasporte placentario de LEV, lo cual repercutira en

el bienestar del neonato y su desarrollo.
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3. Hipétesis

La expresion génica placentaria del trasportador SIc38A4 se correlaciona de forma

positiva con los niveles séricos del levetiracetam en ratones BALB-c.
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4. Objetivos

Objetivo general

Determinar la expresién génica placentaria a los 13 y 18 dias de gestacién del gen
SIc38A4 en ratones BALB/c y su correlacion con las concentraciones sérica de

levetiracetam.
Objetivos especificos

e Validar el método analitico por HPLC/UV para la cuantificacion sérica de
levetiracetam, bajo la NOM-177-SSA1-2013.

e Cuantificar por HPLC/UV la concentracion de LEV en el suero de ratones BALB/c
alos 13 y 18 dias de gestacidn.

e Evaluar la expresion génica placentaria de SIc38A4 mediante PCR en tiempo real,
en ratones control y tratados con levetiracetam a los dias 13 y 18 de gestacién.

e Asociar la expresidn génica placentaria de SIc38A4 con la concentracién sérica

de levetiracetam.

e Determinar el efecto de levetiracetam sobre la peroxidacion hepdtica, renal y

fetal en modelo murino.
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5. Material y métodos.

Fase I: Validacion HPLC/UV para la determinacién de Levetiracetam
La validacion para la determinacion de LEV por HPLC se realizé en el laboratorio

de Productos Naturales del campus UAZ Siglo XXI.

Condiciones Cromatograficas y equipo de trabajo

Para encontrar las condiciones cromatograficas adecuadas se inicid con lo reportado
en la literatura por Sarmiento y Martens. Sin embargo, se hicieron modificaciones como
la longitud de onda seleccionada después de obtener el espectro de una soluciéon de LEV
a una concentracion de 1 mg/ml en un espectrofotometro JENWAY 6405 UV/Vis

Spectrophotometer.
i. Reactivos y equipos

Se utilizé estandar secundario de Levetiracetam pureza de 85%; Captopril (pureza
de 98%, grado HPLC, Sigma Aldrich) como estandar interno; acetonitrilo y agua (al 99,9%
grado HPLC, J.T. Baker); acido fosférico H3PO4 al 84% y Diclorometano (grado HPLC, J.T.
Baker). Los equipos utilizados fueron: centrifuga Mikro 200, agitador Vortex Genie- 2 de
Scientific industries, balanza analitica Sartorius, sonicador/Bafio ultrasonido BRANSON

2510 de Lab-Tech y congelador a -20 °C thermo scientific.
ii. Sistema cromatografico

El equipo de cromatografia utilizado fue HPLC Agilent Technologies 1200 series
dotado de: Desgasificador G1322A, Bomba cuaternaria G1311A, Inyector G1329A,
Horno G1316A y Detector UV G1314B, Columna Restek C18 250 x 4,6 y 5 . La separacion
cromatografica se realizé a 35°C de temperatura. La fase mévil fue isocratica con flujo
constante de 1,5 ml por minuto y consistid en acido fosfdrico al 0.43% y acetonitrilo en

una proporcién 90:10 v/v. El tiempo de elucidn total fue de 6 minutos por muestra.
iii. Soluciones de trabajo

La solucién madre Levetiracetam y Captopril de Img/ml fue preparada en agua al

99,9% grado HPLC y almacenada inmediatamente a -20°C hasta su uso.
iv. Sueros control
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Se tomé una muestra de sangre intracardiaca en tubos eppendorf a 10 ratones de la
cepa Balb-c, las muestras fueron centrifugadas a 1000rpm durante 10 minutos, los
sueros fueron extraidos y almacenados a -20°C hasta su uso. Se realizé un concentrado
de sueros a partir del cual se prepararon sueros control con concentraciones de
Levetiracetam de 1, 5, 25, 45, 65, 85 y 105 pug/ml utilizando la soluciéon madre de LEV a
1 mg/ml.

Extraccion de levetiracetam

Se mezclaron 190 pL de suero y 10 pL del estandar interno (captopril 1 mg/mL).
Posteriormente se realiza la desproteinizacidon y extraccién del analito con diferentes
solventes (Metanol, Acetonitrilo, Diclorometano y Cloroformo/Isopropanol) se agita en
vortex y se mezcla por 2 h, posteriormente se centrifuga a 1000 rpm durante 10 minutos,

el sobrenadante se pasa a otro vial para su analisis por HPLC/UV.

Validacion del método analitico por HPLC/UV

La validacion del método se realizd de acuerdo con los parametros establecidos
por la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, en la seccién 9 donde se
establecen los criterios y requisitos para el andlisis de muestras bioldgicas de un estudio
de biodisponibilidad o bioequivalencia, especificamente en la seccidon 9.1 que establece
la Validacién de métodos analiticos (caracteristicas de desempeio). En la Tabla 8 se
muestra la comparativa de los pardmetros establecidos en la NOM177-SSA1-1998 y
2013, asi como los de la FDA con la finalidad de comprobar que en la Norma Mexicana

cumple con los requisitos internacionales establecidos por la FDA.

Tabla 8. Comparativa de los parametros de validacion establecidos por la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, 2013 y FDA.

NOM-177-SSA1-1998. NOM-177-SSA1-2013.
Rango. | e e
Recuperacién absoluta. | = - s
Linealidad. Curva de Calibracion. Linealidad y rango.
Precision. Precisién

Precision
1. Repetibilidad
2. Reproducibilidad

(A)Repetibilidad
(B)Reproducibilidad
Intralaboratorio

(A) Precisién del método
(repetibilidad)
(B) Precision intermedia

Exactitud. Exactitud. Exactitud.
Estabilidad
Selectividad. Selectividad. Especificidad.
Limite de Cuantificacion. Limite Inferior de Cuantificacion. Limite de Cuantificacion.
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Limite de deteccion. Limite de deteccion.
Estabilidad. Estabilidad de la muestra. Estabilidad en Solucion.

Condiciones de
almacenamiento.
---------- Estabilidad a largo plazo.
---------- Estabilidad de muestra procesada.

Estabilidad de ciclos de . .
.. Estabilidad de ciclos de
congelacion- ., N
L. congelacién-descongelacion.
descongelacion.

Tolerancia. @ e

Estabilidad a corto plazo. -

A continuacion, se describen los procedimientos realizados para validar cada uno de

los parametros, asi como los criterios establecidos de aceptacion o rechazo.

v. Rango: El rango se establecio en funcidn de las concentraciones
reportadas por Tomson y colaboradores (2007), las cuales van de

5 ug/ml—105 pg/ml.

vi. Linealidad: El estudio de linealidad se estableciéd dentro de un
rango de concentracion definido en funcion de la capacidad de
obtener resultados directamente proporcionales a las
concentraciones del analito en suero. La relacién matematica
entre concentracion y respuesta es continua y reproducible a lo
largo del rango. La curva de calibracién se realizd procesando
suero control con concentraciones de Levetiracetam en un rango
entre 5 a 105 pg/ml. (5, 25, 45, 65, 85y 105 ug/ml) por triplicado.

vii. Precision:

1. Repetitividad: Para determinar la repetitividad del método se analizé en
un mismo dia (intra-analisis) por quintuplicado, tres concentraciones
conocidas (5, 65 y 105 pg/ml) en suero de raton y se determind el

coeficiente de variacién mediante la siguiente ecuacion 1:

%CV =—25 /100

[Promedio]

Ecuacion 1. Porcentaje de desviacion.

Criterio de aceptacién: El coeficiente de variacidon no debe ser mayor

que el 15 % en métodos cromatograficos para que exista repetitividad.
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2. Reproducibilidad: La reproducibilidad del método se
determind al analizar por duplicado durante tres dias
(inter-andlisis), tres concentraciones conocidas (5, 65 y

105 pg/ml) en suero.

Criterio de aceptacidn: El coeficiente de variacion no debe ser mayor del
15 % como lo marca la norma para poder afirmar la existencia de

reproducibilidad.

viii. Exactitud: La exactitud del método se establecié mediante el valor
promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion
de los datos de repetitividad y reproducibilidad, los cuales deben
estar dentro del + 15 % del valor nominal de concentracion,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser
menor o igual que 20%. Para lo cual se determind la desviacion
estandar de la concentracion obtenida respecto al valor nominal

(% de desviacion) empleando la siguiente ecuacion.

Concentracion adicionada — Concentracion obtenida.

% desviacion = 100x
Concentracion adicionada.

Ecuacion 2. Porcentaje de desviacion.
ix. Recuperacién absoluta (recobro): Se analizaron por triplicado
cuatro concentraciones conocidas: 5 pug/ml (baja), 25y 65 pg/ml
(media) y 105 pg/ml (alta) de Levetiracetam, tanto en suero como

en solucidn.

La respuesta de las muestras de suero de levetiracetam procesadas como lo
indica el método se compardé con las respuestas de soluciones de
levetiracetam en las mismas concentraciones después de aplicar el método.
El porcentaje de recobro se determind al dividir la respuesta obtenida de las
concentraciones en suero entre la respuesta de las concentraciones en

solucién y multiplicado por 100.
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Criterio de aceptacion: El porcentaje de recobro no deberda ser

necesariamente 100 %, pero debera ser consistente, preciso y reproducible

en todo el intervalo de la curva de calibracion.

X.

Estabilidad de la muestra: Se determinaron las condiciones de
temperatura y tiempo en las que LEV permanece estable en
suero, durante su manejo, toma de muestra, almacenamiento y
procesamiento analitico. Para lo cual, se evalud por triplicado la
respuesta de LEV a las concentraciones de las MCB y MCA, las
cuales fueron analizadas inmediatamente después de su
preparacion y después de ser sometidas a las condiciones del

ensayo evaluadas.

Criterio de aceptacion: La concentracion promedio de cada nivel debe estar

dentro del 15% de la concentracion nominal.

1. Estabilidad a corto plazo: Se evalué la estabilidad de LEV en

suero a temperatura ambiente y después de una hora 1 h
se repitio.

Estabilidad a largo plazo: Se evalué la estabilidad de LEV en
suero, bajo las condiciones de almacenamiento en las que
se mantienen las muestras (-20°C), por un periodo de
tiempo por lo menos equivalente al que transcurre desde
la obtencidn de la muestra hasta su andlisis (1 mes).
Estabilidad de la muestra procesada: Se evaludé la
estabilidad de LEV en muestras procesada a temperatura
ambiente a las 24y 72 horas.

Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion: Se evalud
la estabilidad de LEV en suero, almacenadas a la
temperatura de congelacion (-20°C) por al menos 12 h,
descongelarlas completamente a temperatura ambiente y

volver a congelar por al menos 12 h bajo las mismas
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condiciones. El numero de ciclos de congelacion-

descongelacién fue de 3 ciclos.

xi. Sensibilidad:
1. Limite de cuantificacion: Se analizé6 por quintuplicado la

concentracién mas baja del rango de trabajo (5 pug/ml).

Criterio de aceptacion: Se considera que el punto tiene validez como
limite de cuantificacidn si su valor promedio cae dentro del 20% del valor

nominal y el coeficiente de variacién no es mayor al 20%.

2. Limite de deteccion: Se determind la concentracién a la
cual la sefial del LEV en suero puede distinguirse de los
niveles de ruido o de una muestra libre del compuesto de
interés. Se debe sustentar cientificamente el criterio

empleado para establecerlo.

xii. Selectividad: Se demostré la selectividad mediante la no
interferencia de compuestos enddgenos en suero, al analizar el
suero proveniente de seis posibles interferencias. Analizar suero
normal, lipémico, hemolizado, normal con atrovastatina vy

lipémico con mucilago.

Se analizaron 6 muestras de suero provenientes de diferentes ratones de la
cepa Balb-c para verificar la ausencia de picos en el cromatograma
interferentes con el analito en cuestion. Posteriormente los cromatogramas
fueron comparados con los de suero control con concentraciones de
Levetiracetam de 25 y 85 pg/ml adicionados de Captopril como estandar
interno. De igual forma se realizd la extraccion del analito con diclorometano
grado HPLC. La respuesta analitica de las interferencias préximas al tiempo
de retencidn debe ser menor al 20% para el limite inferior de cuantificacion

del analito y del 5% para el estandar Interno.
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Determinacion de la concentracidn de LEV en suero de ratones Balb-c.

Después de validar el método analitico se procesaron 58 muestras de suero de raton

Balb-c hembras prefias para determinar la concentracion presente en cada muestra.

Poblacion de estudio

Se manipularon 58 ratones hembra recién destetados de la cepa Balb-c, en
condiciones estandar de bioterio, con una alimentacion a base de dieta balanceada con
nutricubo para roedores (Harlan Teklad Global Diets) y agua potable ad libitum, bajo
temperatura ambiente controlada, con ciclos luz/oscuridad de 12/12 h de acuerdo con

la NOM-062-Z00-1999.

De las 58 ratonas, a 28 ratonas se les administro agua, 0.1 mL por cada 1g de
peso, via oral con canula esofagica y a 30 ratonas se les administro una dosis de 100
mg/kg/dia de levetiracetam, cuando las ratonas alcanzaron una edad adulta joven con
un peso de 20 a 22 g, se inici6 con el apareamiento, para lo cual las ratonas se pusieron
durante 3 dias en contacto con el macho como se observa en el diagrama. Se tomdé como
dia cero de gestacion cuando se observd la presencia del tapdn vaginal. Los animales se
dividieron en grupos (n=10) de acuerdo con el tiempo de gestacién (13 y 18 dias) y se
adicionaron dos grupos que no estaban en periodo de gestacion [Figura 12].

Al cumplir el tiempo de gestacidn los animales se sacrificaron en cdmara de éter
y mediante puncidn cardiaca para obtuvo sangre total de acuerdo con la NOM-033-
SAG/Z00-2014. Posteriormente se realizd la diseccién del Utero gestante por via
abdominal.

La disposicion final de los residuos bioldgicos se manejé de acuerdo con la NOM-

087-ECOL-SSA1-2002.
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Figura 12. Diagrama de flujo del modelo animal y sus tratamientos. Se utilizaron 58 ratonas Balb-C, las
cuales fueron divididas en dos grupo, a) expuestas a LEV (n=30) y b) expuestas a agua (n= 28).
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Fase Il. Expresion Placentaria de SLC38A4

Analisis de expresion genética en placenta

Se empled una tercera parte de las placentas obtenidas de cada ratdon para extraer

ARN y se realizé posteriormente el analisis de expresion del gen SLC38A4 placentario.

xiii. Obtencidn de muestra de tejido placentario

Las placentas se colocaron en cajas de petri y se lavaron cinco veces con buffer
PBS 1X frio. Posteriormente las muestras de tejido se transfirieron a tubos cénicos de
1.5 ml conteniendo 700l de RNA later (Ambion®). Los tejidos fueron almacenados a -

49C hasta su procesamiento.

xiv. Extracciéon de ARN de tejido placentario

El ARN total se extrajo mediante el protocolo TRIZOL RNA Isolation (Chomczynski
&Mackey K, 1995).

Se realizd la extraccién del ARN de las placentas utilizando 1 ml de Trizol. Las
placentas fueron homogenizadas con el equipo LabGen 7 de Cole Parmer ® de acuerdo
con las instrucciones de la casa comercial. Una vez obtenido el ARN se tratd con el kit de
DNA-free de Ambion® para descartar la contaminacion por ADN gendmico a través de
DNAsa y su posterior inactivacion. Posteriormente el ARN fue conservado a-80°C hasta

SU uso.

xv. Evaluacién de la integridad del ARN

La integridad del ARN fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Para determinar si una muestra es integra se
observan las especies de 28S, 18S y 6ptimamente 5.8S.

De igual forma se determind la pureza y concentracién a través de espectrometria

en un Nanodrop™.
xvi. Sintesis de ADNc
A partir del ARN obtenido se sintetizd ADNc utilizando el Kit cDNA synthesis de
Lifetechnologies ™ mediante la técnica de random primer. La mezcla de reaccién fue
llevada a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. La sintesis de ADNc se realizé

en un termociclador de punto final marca labnet™ de acuerdo con las condiciones
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mostradas en la Tabla 9. Una vez sintetizado el ADNc, se determind su pureza y

concentracion a través de espectrofotometria en un Nanodrop™.

xvii. RTQg-PCR de SCL38A4 placentario

La expresidn del gen fue analizada mediante un ensayo de PCR semi-cuantitativo
en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR de Applied Biosystems, utilizando una

sonda marcada con FAM™ TagMan® MGB probes (IDT).

La concentracién dptima de trabajo y la eficiencia de amplificacién (90-110%) para
el gen problema y el gen constitutivo, se determind a través de una curva estandar

usando por duplicado 5 diluciones seriales 1:2 partiendo de 500 ng de muestra de ADNc.

La expresiéon relativa (RQ) y la cuantificacion de la expresion (2-ACt) del gen
SCL38A4 (referencia IDT, Mm.PT.58.33361620), fue normalizada utilizando como
control constitutivo y enddgeno el gen beta-2-microglobulina de raton (B2M) con la
sonda Mm.PT.39a.22214835 (IDT™). La especificidad de la reaccion se verifico al finalizar
la gPCR mediante una curva de disociacion (Ct). Se analizé una cuantificacion relativa, la
cual fue utilizada para obtener la magnitud de la diferencia en los niveles de expresion
genética en comparacion con el gen de referencia y el gen problema en una muestra

control de tejido placentario.

Elmétodo 2 delta Ct expresa la proporcion obtenida de la relacidn entre los valores

Ct de la muestra y los valores Ct del control [Ecuacién 2].

RQ = 2-AACP— 7 _ACP muestra -ACPcontrol

Ecuacion 3. Expresion Relativa.
xviii. Mezcla de reaccion para la RTg-PCR para el gen SLC38A4
Se prepard la mezcla de reaccion con un volumen final de 20 pl la cual estd
compuesta por: 10 ul de TagMan® Gen Expression Master Mix, 1 ul de la sonda
TagMan® MGB-NFQ Probes, 2 pl de ADN (xxx ng/ul) y 7 ul de Agua libre de RNasas y
DNAsas. El ensayo se realizé por duplicado y las mismas condiciones de reaccidn se

utilizaron en este ensayo para el gen de B2M.
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xix. Condiciones de la RTg-PCR para el gen SLC38A4

Las condiciones de reaccion para SLC38A4 fueron las siguientes: 10 minutos de
desnaturalizaciéon inicial a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para
desnaturalizaciéon y 1 minuto a 60°C para alineamiento y extension final. Se obtuvieron
los valores del umbral de los ciclos por duplicado y cada muestra serd normalizada con

B2M como control enddgeno para calcular valores de RQ 6 2-ACt.

Tabla 9. Condiciones de la RT-PCR para la sintesis de ADNc.

Paso 1 2 3 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo (minuto) 10 120 5 oo

Fase lll. Correlacion entre la concentracién de LEV en suero y la expresion de
Slc38a4 en placenta de ratones Balb-c.

Se utilizd el programa Statgraphics Centurion para realizar una correlacion de Pearson,
entre las concentraciones de LEV en suero y la expresion de SLC38A4. El rango de estos
coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre las

variables, con un nivel de confianza del 95.0.

Fase IV. Estrés Oxidativo

a) Medidas antropométricas

Se realizé la cuantificacidn de sacos gestantes, nimero de productos no natos y se
determind el peso, tamafiio (ancho y talla) mediante un vernier y aspecto.

b) Peroxidacién hepatica, renal y peroxidacion fetal.

La determinacion de estrés oxidativo se evalu6 mediante la reaccion del
malondealdehido con el acido tiobarbiturico (TBA), por medio del método modificado
de Uchiyama y Mihara en 1978, para lo cual se preparé un homogenizado de riiidn,
higado y tejido fetal al 10% con KCI 1.15% (por cada 0.5g de tejido se agregaron 5ml de
solucién). Se tomaron 0.5 ml del homogenizado y se le afiadieron 3ml de H3PO4 1% y
0.3ml de acido TBA 0.6%, la mezcla se puso a bafio maria en ebullicion durante 45
minutos, posteriormente se dejé enfriar y se les agregaron 3ml de 1-butanol, se
centrifugar a 2500rpm durante 5 minutos, se separaron las fases. La fase organica se

leyé a 535nm en un espectrofotometro JENWAY 6405 UV/Vis.
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Para la cuantificacion de la concentracion se realizd una curva de calibracion con

MDA (1,1,3,3-tetramethoxypropane) (Uchiyama et al., 1978).

Anadlisis Estadistico.

El método de validacion se satisface mediante el calculo del coeficiente de
correlacién (r) del producto momentdneo de Pearson (medida de la intensidad de
asociacién lineal entre dos variables), el coeficiente de variacién inter e intra-ensayo el
cual mide la dispersion relativa de los datos y desviacion estandar porcentual (DEP%)

respecto al tedrico.

Para los datos de numero, tamafio, peso y lipoperoxidacion de producto de
productos no nato se realizo el andlisis intergrupal mediante un ANOVA de una via con
un post hoc de Bonferrroni para comparaciones multiples. Al igual que para

peroxidacion hepatica y renal.

Para la comparacion de expresion génica placentaria de SIc38A4 se realizd un
analisis intergrupal mediante la comparacion de medias con la prueba t de Student para

muestras independientes en un intervalo de confianza del 95%.

Se realizé una correlacion de Pearson, entre cada par de variables. El rango de
estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacién lineal

entre las variables, con un nivel de confianza del 95.

El analisis se realizo utilizando el software IBM SPSS Statistics 20, para los graficos
fue utilizado el software Grad Pad Prism 7 y para las correlaciones estadisticas se utilizo

el programa Statgraphics Centurion.
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6. Resultados.

Fase I: Validacién HPLC/UV para la determinacion de Levetiracetam.

La validacion del método cromatografico para la cuantificacidon de LEV se realizd en
base a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013. Como primer paso se
estandarizé el método en base a las condiciones cromatograficas dptimas y el método
de extraccion de LEV en suero. La validacion del método incluyé el rango de
concentracion, linealidad, precisidén, exactitud, recobro absoluto, estabilidad de la

muestra y selectividad. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién.

Condiciones cromatograficas

Se estandarizaron las condiciones del andlisis cromatografico del LEV y como
estandar interno se selecciond captopril en base a lo reportado previamente, utilizando
como fase estacionaria una columna de fase reversa C18 5 um, 150 x 4,6 mm.

De acuerdo con la literatura, las longitudes de onda reportadas para la deteccidon
de LEV mediante espectrofotométrica en la region UV son de 205, 210, 220y 230 nm,
siendo la mas referenciada la longitud de onda de 205nm.

En base a lo anterior se realizd un barrido en el rango de 190-250 nm, del
estandar de LEV a una concentracion de 1mg/mL observandose una serie de bandas de
baja absorbancia y el pico del estandar de LEV se presenté a la longitud de 231nm [Figura
13], por lo cual se trabajé con esa longitud de onda para su determinacion y
cuantificacion.
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Figura 13. Espectro correspondiente al estandar de levetiracetam a una concentracién de 1 mg/ml,
solvente: acido fosférico al 0.43% y acetonitrilo (90:10) y pH de 6.8.
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Para establecer la fase modvil en la cual se obtuviera una mejor elucion y
definicion del analito LEV, se evaluaron diferentes mezclas de los solventes previamente
reportados para su elucion (acetonitrilo, metanol y acido fosférico), a diferentes
proporciones, pH, y flujo, obteniendo la mejor elucién y resolucién con la fase movil
compuesta por la mezcla de acido fosfdrico al 0.43% y acetonitrilo, en una proporcién

de 90:10 a un pH de 6.8.

En la figura 14 se muestran los cromatogramas obtenidos de la fase movil, el
estandar interno (captopril) y el analito LEV, eluidas con la fase mévil compuesta por la
mezcla de acido fosférico al 0.43% y acetonitrilo (90:10, pH 6.8) a un flujo de 1.5 mL/

min y una longitud de onda de 231 nm.
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Figura 14. Cromatogramas en solucion de los analitos evaluados a las condiciones cromatograficas
establecidas. Panel A: fase mavil; Panel B: captopril (400ug/mL); panel C: levetiracetam (400ug/mL).

En el panel A se muestra el cromatograma obtenido después de inyectar al
cromatégrafo la fase mévil, observandose el pico del frente de solvente. En el panel B
se muestra el cromatograma de estandar interno (captopril) en el cual se observa el pico

solapado, siendo incompleta la separacion a pesar de las variaciones hechas a la fase
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movil y condiciones cromatograficas con un tiempo de retencién de 1.91 min, por tal
motivo su cuantificacion se realizd6 mediante la relacion pico/valle (p/v). Para lo cual, el
integrador calcula la relacion entre la altura corregida por la linea base del menor de los

picos y la altura corregida por la linea base del valle [Ecuacién 4].

p_Hp
v Hv

Ecuacion 4: Determinacion de la relacion pico-valle.
Hp: altura del pico menor por encima de la linea base extrapolada, Hv: altura en el punto mas
bajo de la curva que separa los picos menor y mayor por encima de la linea base extrapolada.

En el panel C de la figura 15, se muestra el cromatograma del analito LEV en
solucion, observandose una buena elucidn y definicidon del analito, con un tiempo de

retencion de 4.2 min.

Posteriormente se inyecto la mezcla de estandar interno de captoril (400 pg/mL)
y analito LEV (400 pg/ml). La figura 15 corresponde al cromatograma obtenido después
de la inyeccion de la mezcla en solucion, observandose que el captopril a esa
concentracion no logra una buena definicion puesto que no es su longitud de onda
optima por lo cual se incrementd la concentracion a 1 mg/mL para adicionar a las
muestras. El analito LEV se observa bien separado y definido de los demas picos,
también se observod un pequefio incremento en los tiempos de retencion de los analitos

al inyectarlos juntos [Figura 15]
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Figura 15. Cromatograma correspondiente a la mezcla en solucion de levetiracetam y captopril. En
flecha verde se muestra el pico de captopril (El) a una concentraciéon de 400ug/mL con un tiempo de
retencién de 1.939 min y con flecha negra se muestra el pico de levetiracetam a una concentracion de
400 pg/mly un tiempo de retencion de 4.299 min. El tiempo de corrida fue de 8 min.
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En la tabla 10 se muestra el resumen de las condiciones cromatograficas
obtenidas donde el analito LEV mostro la mejor separacion y resolucién en solucién.

Tabla 10. Condiciones Cromatograficas.
-}

Parametros Instrumentales Condiciones
Fase movil Acido fosférico 0.43%: acetonitrilo (90:10)
pH de la fase Movil 6.8+1
Modo de elucién Isocratico
Tipo de deteccion Ultavioleta
Longitud de onda 231 nm
Columna Fase reversa C18 5 um, 150 x 4,6 mm
Temperatura columna 35.0°C
Flujo de fase movil 1.5 ml/min
Volumen de inyeccion 15 pl

Modo de cuantificacion Estandar interno y curva de calibracion

Modo de cualificacion Tiempo de Retencidon

Unidades de concentracién pg/mi
Tiempo de retencion Levetiracetam 4.2 +0.125 min
Tiempo de retencion Captopril 1.91 £ 0.07 min
Tiempo de corrida 8 min

—————————————————————————————————————————————

La linealidad de analito LEV en solucion se evalué mediante curva de calibracion

dentro del rango de concentracion definido (5-105 pg/ml). Las concentraciones

evaluadas fueron 5, 25, 45, 65, 85y 105 pg/ml de LEV por quintuplicado, utilizando la

concentracién de 400 pg/mL del estandar interno, los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 11.

Tabla 11. Areas obtenidas de las concentraciones evaluadas de la curva de
calibracion en solucion de levetiracetam.

Area (mAU)
Concentracion Media DS
1 2 3 4 5
5 ug/ml 584 678 617.4 621.6 576.7 613.5 35.9
25 pg/ml 2793.4 2971.9 3016.4 2989.3 2775.3 2905.5 103.1
45 ug/ml 4978.2 5284 5324.4 5248.8 4659.5 5086.1 251.1
65 pg/mi 7250.5 7724 7692.8 7522.5 6774.8 7375.5 351.7
85 ug/ml 9336.1 10053 10022.3 9347.3 8406.8 9393.3 600.2
105 pg/ml 10993 11983 11845 10542.4 9831 10978.9 806.1

mAU: mili unidades de absorbancia; DS: desviacion estandar

Con los promedios y DS obtenidos se realizo la curva de calibracién [Figura 16],
obteniéndose la ecuacién lineal de la recta y= 108.76 x, con un coeficiente de correlacién

de r2=0.995

58



12000
y = 108.76x T

2 _
10000 R%=0.995 - L

8000
6000

4000

Area mAU

P

2000

Concentracién pg/ml

Figura 16. Curva de calibracion de Levetiracetam en solucidén. Se evaluaron 6 concentraciones conocidas,
se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.995. mAU: mili unidades de absorbancia.

Métodos de Extraccion de Levetiracetam

Se estandariz6 el método de extraccion de LEV en suero, en base en el recobroy
linealidad de la extraccidn, basandose en las metodologias previamente descritas por
otros autores los cuales utilizaron como solventes de extraccion metanol, acetonitrilo,

cloroformo/isopropanol y diclorometano [Tabla 13].

Para estandarizar la extraccidn se prepard un concentrado de suero, con el cual
se prepararon seis concentraciones conocidas de LEV (5, 25, 45, 65, 85y 105 ug/ml), las
cuales formaron los puntos de la curva y se adiciond una concentracion constante de El
(1 mg/mL). El volumen de suero y solvente utilizados para la extraccién fue de acuerdo

con lo descrito en la tabla 12.

Tabla 12. Solventes utilizados para la extraccion de levetiracetam.
e

Volumen suero

(LEV +El) Volumen Solvente Solvente Referencia
200 pl 1 ml Metanol Naidu et al., 2010
150 ul iml Acetonitrilo Antonilli et al., 2011
500 ul 5 ml Cloroformo/ Isopropanol (90:10) Juenke et al., 2006
50 ul 1ml Diclorometano Freitas et al., 2015
200 ul 1ml Diclorometano Freitas et al., 2015

— ______________________________________
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La extraccién se realizd de acuerdo con el siguiente procedimiento: En un tubo
de ensayo se depositd el volumen de suero y solvente correspondiente y se mezcld
mediante vortex durante 30 s, posteriormente el tubo fue puesto durante 2 h en
balanceo para una mejor extraccién. Transcurrido el tiempo, se centrifugo a 1000 rpm
durante 10 min, para separar las dos fases. La fase organica fue transferida a un tubo
conicoy se llevd a sequedad con aire. La muestra se reconstituyo con 60 pL de fase movil

(H3PO4 0.43% pH 6.8), el volumen inyectado al sistema cromatografico fue de 15 pl.

Cada punto de la curva con los diferentes métodos de extraccion utilizados se
realizd por triplicado. Las curvas de calibraciéon obtenidas de los diferentes métodos

evaluados de extraccion se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Curvas de calibracion de LEV en suero con diferentes solventes. a) solvente de extraccidon
metanol, b) solvente de extraccidn acetonitrilo, c) solvente de extraccion cloroformo/isopropanol, d)
solvente de extraccién diclorometano. Cada concentracién se evalud por triplicado. mAU: mili unidades
de absorbancia

Como se puede observar en la figura 17, con el solvente de extraccién metanol,
se obtuvo mayor area bajo la curva a las diferentes concentraciones en contraste las
areas mas bajas se presentan con el solvente de extraccidn diclorometano. Las mayores
correlaciones lineales entre el area y la concentracidn se presentaron con los solventes

de extraccién diclorometano y metanol. En la curva de calibracién de solvente de
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extraccion cloroformo/ isopropanol se observa una pérdida de la linealidad en las

concentraciones mas altas evaluadas.

En relacion con el recobro el cual se obtuvo al dividir la respuesta obtenida de
las concentraciones evaluadas en suero entre la respuesta de las concentraciones
evaluadas en solucion, multiplicado por 100. Los resultados obtenidos muestran que la
extraccién metandlica es la que presenta el menor recobro manteniéndose constante
en las tres concentraciones analizadas 46.5-54.06%. En relacidn a la extracciéon con
acetonitrilo en recobro fue en un intervalo de 106.42-116.25% y con
cloroformo/isopropanol del 75.92-186%. La extraccion con diclorometano presenta un
intervalo de recobro de 81.92-123%.

Tabla 13. Resultados obtenidos de la linealidad y recobro de LEV en suero de acuerdo

con los diferentes solventes utilizados de extraccion.
I

Recobro
. . Recobro .
Solvente Linealidad suero promedio
(ug/mi) 0
(%)
7 R M B 5 65 105
Metanol 0.984 0.991 56.249 -154.54 46.4 55 54.06 51.82

Acetonitrilo 0.973 | 0.9867 39.82 -53.09 116.25 | 111.26 | 106.42 111.31

Cloroformo/

0.510 | 0.7146 36.61 469.87 | 101.14 186 75.92 121.02
Isopropanol
Diclorometano | ---—--—- | - | == | emeeem | s | e | e | e
Diclorometano | 0.998 | 0.999 17.411 | -15.409 81.92 85 123 97.64

]
r?: r: m: pendiente; b: ordenada al origen; pug/mL: microgramos por mililitro; %: porcentaje.

La norma marca que no es necesario el 100% de recobro, pero que este debe ser
consistente, preciso y reproducible en todo el intervalo de la curva de calibracion. En
base a los resultados obtenidos de la linealidad, y del recobro absoluto, se decidid
emplear el método en el cual se utiliza un volumen de 200 mL de suero y diclorometano

como solvente de extraccion

Validacion del Método Analitico

El método analitico se validé de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-
SSA1-2013. La validacion del método incluyd los pardametros que se describen a

continuacion:
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i. Rango de concentracion.
El rango de la concentracion de LEV a nivel plasmatico se establecié de 5 a 105 pg/ml

de acuerdo a las concentraciones séricas reportadas por Tomson y colaboradores
(2007). El estandar interno, captopril, se utilizdé a una concentracién constante de 1

mg/ml.

ii. Linealidad.
La linealidad del método cromatogréfico para LEV en suero se establecié mediante

la relacion concentracién/respuesta, para lo cual se evalué 6 concentraciones conocidas
de LEV (5, 25, 45, 65, 85 y 105 pg/ml) por triplicado. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 18. La correlacion obtenida fue mayor a 0.99 y el coeficiente de
variaciéon entre las areas obtenidas por concentracién fue <10%, indicando una baja

dispersion entre las mediciones de una misma concentracion.
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Figura 18. Curvas de calibraciéon del analito LEV en suero. Cada concentracion se evalud por triplicado,
obteniendo un coeficiente de correlacion de 0.9983. mAU: mili unidades de absorbancia.

La NOM-177-SSA1-2013 establece que la correlaciéon debe ser mayor o igual de 0.9 y el
coeficiente de variacion debe ser <15% [Tabla 14], por lo cual se cumplen los criterios

establecidos por la NOM-177-SSA1-2013

Tabla 14. Resultados de la correlacion entre la concentracion del analito y respuesta.

Criterios Valor experimental Cumple Criterio
NOM-177-55A1-2013
r>0.99 0.9991 Si
r2>0.98 0.9983 Si
beee- -15.409
— 17412
CV<15% 0.5884 Si

I —
CV: coeficiente de variacion, r: coeficiente de correlacion; r?: coeficiente de determinacién
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iii. Precision.
La precision se determind de acuerdo a la repetitividad y reproducibilidad.

1. Repetibilidad.
Para determinar la repetibilidad del método se analizaron en un mismo dia (intra-

analisis) por quintuplicado, las concentraciones correspondientes a los puntos control
(PC) que se manejaron durante el proceso de validacion, PC1 (5 pg/mL), PC2 (65 pug/mL)
y PC3 (105 pg/mL) de Levetiracetam en suero. El coeficiente de variacion para el analito

de interes fue < 7.67 [Tabla 15].

Tabla 15. Resultados obtenidos del intra-analisis de LEV.

REPETIBILIDAD

PC (ug/ml) X DS cv Criterio
. Aceptable
Area (mAU) (mAU) (%) NOM-177-55A1-2013
5 80.67 6.19 7.67 <20% Si
65 1156.1 19.23 1.66 <15% Si
105 1703.45 66.50 3.9 <15% Si

PC: puntos de control; X: media aritmética; DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion; mAU:
mili unidades de absorbancia; pug/mL: microgramos por mililitro.

2. Reproducibilidad.
La reproducibilidad del método se determind al analizar por duplicado durante tres

dias (inter-analisis), las concentraciones correspondientes a los PC1, PC2 y PC3 del

analito LEV en suero. El coeficiente de variacion para LEV fue < 11.97 [Tabla 16].

Tabla 16. Resultados obtenidos del inter-analisis de LEV.

REPRODUCIBILIDAD

PC (ug/ml) X DS cv Criterio Aceptable
Area (mAU) (mAU) (%) NOM-177-SSA1-2013 P
5 77.13 9.19 11.91 <20% Si
65 1186.49 55.09 4.64 <15% Si
105 1869.81 223.84 11.97 <15% Si

PC: puntos de control; X: media aritmética; DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de
Variacién; mAU: mili unidades de absorbancia; pg/mL: microgramos por mililitro.

iv. Exactitud.

La exactitud del método se estableci6 mediante el valor promedio de las

determinaciones en los niveles de concentracién de los puntos control (PC1, PC2 y PC3)

6
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de los datos de repetibilidad y reproducibilidad del analito LEV [Tabla 17]. Se determind
la desviacion estdndar de la concentracién obtenida respecto al valor nominal (% de

desviacién) empleando la siguiente ecuacion 2.

L Concentracion adicionada — Concentracién obtenida.
%desviacion = 100x

Concentracion adicionada.

Tabla 17. Resultados obtenidos de la repetibilidad y reproducibilidad de LEV para la
obtencidn de la exactitud del método analitico.

EXACTITUD
= Criterio Criterio
( LI;\r;I) (m)iu) DS ((li)/\/) NOM-177-  Aceptable (?/S) NOM-177- Aceptable
HE °) ssA1-2013 ° SSA1-2013
5 78.9 1.77 2.24 <20% Si 8.4 20% Si
65 1171.29 15.195 1.29 <15% Si 4.86 15% Si
105 1786.63 83.18 4.65 <15% Si 3.33 15% Si
REPETIBILIDAD
= Criterio Criterio
LE D
( /\éﬂ) (m),iu) DS (CO/V) NOM-177-  Aceptable ((yS) NOM-177- Aceptable
He °) ssA1-2013 ° SSA1-2013
5 80.67 6.19 7.67 <20% Si 10.2 20% Si
65 1156.1 19.23 1.66 <15% Si 3.50 15% Si
105 1703.45 66.50 3.9 <15% Si 5.98 15% Si
REPRODUCIBILIDAD
= Criterio Criterio
( L%ﬂ) (m),:u) DS (CO/V) NOM-177-  Aceptable (I?/S) NOM-177- Aceptable
HE °) ssa1-2013 ° SSA1-2013
5 77.13 9.19 11.91 <20% Si 6.2 20% Si
65 1186.49 55.09 4.64 <15% Si 6.2 15% Si
105 1869.81 223.84 11.97 <15% Si 3.11 15% Si

LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacidon estandar; CV: Coeficiente de Variacion; NOM:
Norma Oficial Mexicana; mAU: mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; ug/mL: microgramos por
mililitro.

v. Recobro Absoluto.

El recobro absoluto se obtuvo mediante la comparacion del area bajo la curva en
suero y solucién de 4 puntos de la curva de linealidad de LEV por triplicado (5, 25, 65,

105 pg/mL). El porcentaje de recobro obtenido de los cuatro puntos de la curva estuvo

en el rango de 87.6 a2 92.66% [Tabla 18]
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Tabla 18. Capacidad de recuperacion de Levetiracetam.
0000000000000

X+Ds cv Criterio
0,
LEV [pg/ml] (mAY) %) Rec;’bm NOM-177-  Aceptable
(o]
Suero Sin. Suero  SIn. SSA1-2013
5 82.705+7.85  9438+134 949 141 876 80-120 Si
25 423.81+2.63 457.41+27.03 062 59 92.66 = 85-115 Si
65 1151.2+151 1290.10+46.32 0131 3.59 89.23 85115 Si
105 18259+51.08 2042.70+100.7 2.79 4.93 8939 85115 Si

I ——
DS: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de Variacidn, SIn: solucién; mAU: mili unidades de absorbancia;
%: porcentaje; ug/mL: microgramos por mililitro.

vi. Estabilidad de la Muestra.
Se determind la estabilidad de analito LEV de acuerdo con lo estipulado por la

NOM-177-SSA1-2013, la cual establece que debe evaluarse la respuesta del analito a la
concentracion mas baja y alta de la curva de calibracion por triplicado inmediatamente
después de su preparacion. Las concentraciones de LEV evaluadas fueron 5y 105ug/ml,
con un coeficiente de variacién de 11.62 y 2.60 respectivamente, cumpliendo asi con el

criterio de la NOM-177-SSA1-2013.

1. Estabilidad de las muestras a corto plazo.
Se evalud la estabilidad del LEV recién preparadas y una hora después de su

preparacion a las condiciones cromatograficas establecidas. Las concentraciones

evaluadas fueron 45, 65y 85 pg/ml de LEV en suero.

LEV mostré ser estable durante la primera hora después después de ser

sometidas a las condiciones del ensayo evaluadas [Tabla 19].

Tabla 19. Resultados obtenidos de la estabilidad a corto plazo de LEV

LEV X DS cv Criterio [LEV] Obtenida
[ug/mil] (mAU) (%) NOM Aceptable [ug/ml]

Estabilidad de LEV al tiempo cero.

45 740.9 17.7 2.38 <15 Si 43.43

65 1237.0 51.0 4.1 <15 Si 71.93

85 1376.11 10.1 0.73 <15 Si 79.82
Estabilidad de LEV a 1 hora.

45 720.6 15.4 2.13 <15 Si 42.27

65 1245.4 23.5 1.88 <15 Si 72.41

85 1367.5 17.4 1.27 <15 Si 79.42

S B B Bl l____—_—___ __B_B—STSB SO BSS— ———-—-----
LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacidn estandar; CV: Coeficiente de Variacion; NOM:
Norma Oficial Mexicana 177-SSA1-2013; mAU: mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; pug/mL:
microgramos por mililitro.
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2. Estabilidad de la muestra procesada
La estabilidad de la muestra procesada se evalué cada 24h, durante 3dias. Los viales
con las muestras de LEV a evaluar (45, 65 y 85 pg/ml) se mantuvieron en el auto

muestreador en condiciones ambientes.

LEV mostrd ser estable durante 48h, de acuerdo a los criterios de aceptacién de la
NOM-177-SSA1-2013 [Tabla 20], a partir de las 72h se observa la degradacion del
analito, decrementdndose el recobro en las concentraciones baja y alta evaluadas,

guedando fuera del rango establecido por la NOM-177-SSA1-2013.

Tabla 20. Estabilidad de las muestras procesada de LEV.
]
LEV X (mAU) DS CV(%) CriterioNOM Aceptable  [LEV]

[ug/ml] Obtenida
[ug/ml]
Estabilidad de LEV después de 24 horas.
45 742.9 48.8 6.56 <15 Si 43.55
65 1208.05 8.05 0.66 <15 Si 70.29
85 1203.05 3.25 7.43 <15 Si 75.73

Estabilidad de LEV después de 72 horas.

45 640 10 15.6 <15 No 37.64
65 1075 25 2.32 <15 Si 62.62
85 1217 17 18.9 <15 No 70.78

_ﬁ
LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion; NOM:
Norma Oficial Mexicana 177-SSA1-2013; mAU: mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; pg/mL:
microgramos por mililitro.

3. Estabilidad a largo plazo
Se evaluo la estabilidad de LEV en las condiciones de almacenamiento de la muestra

(-209C). LEV mostro ser estable durante los 30 dias después de su preparacion,
cumpliendo con lo estipulado en la NOM-177-SSA1-2013 para la determinacion de la

estabilidad de la muestra bajo condiciones de almacenamiento [Tabla 21].

Tabla 21. Estabilidad a largo plazo de Levetiracetam.
|

LEV Area DS CV (%) Criterio NOM Aceptable [LEV]
[ug/mil] X Obtenida
(mAU) [ng/ml]
25 857.32 132.25 3.76 <15 Si 23.3
65 2620.04 28.78 6.25 <15 Si 74.46
105 3682.93 116.04 3.15 <15 Si 105.31

ISl BBl ____  _ _— EBMB_MMAMAAA———— —
LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de Variacién; NOM:
Norma Oficial Mexicana 177-SSA1-2013; mAU: mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; pg/mL:
microgramos por mililitro; [LEV]: concentracion de levetiracetam.
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4. Estabilidad ciclos de Congelacién-Descongelacion
Se evalué la estabilidad de LEV en suero, almacenado a -202C, que es la temperatura
de congelacién en la cual se mantendran las muestras. Se realizaron 3 ciclos de
congelacion descongelacién de las muestras, cada ciclo fue de 12h
congelacidon/descongelacidn. Las concentraciones evaluadas de LEV fueron 45, 85y 105

ug/ml. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 22.

Tabla 22. Estabilidad de LEV en ciclos de Congelaciéon-Descongelacion.

LEV Area DS CV (%) Criterio NOM Aceptable [LEV]
[ug/ml] X % Obtenida
(mAU) [ug/ml]
45 521.634 70.41 13.49 <15 Si 30.7
85 1219.01 4332  3.55 <15 Si 70.89
105 | 2175.96 82.09 3.77 <15 Si 125.85

I —
LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion; NOM:
Norma Oficial Mexicana 177-SSA1-2013; mAU: mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; pg/mL:
microgramos por mililitro; [LEV]: concentracidn de leveteracetam

Las tres dosis evaluadas mostraron un coeficiente de variacion menor al 15%,
cumpliendo con lo establecido por la NOM-177-SSA1-2013, sin embargo, se observa se

observa degradacién en los cromatogramas.

En la figura 19 se muestran los cromatogramas obtenidos de las tres
concentraciones evaluadas de LEV después de ser sometidos a los ciclos de
cogeneracion -descongelacion, como puede observarse el pico pierde su definicidon

observandose la degradacion del metabolito.
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Estabilidad ciclos de Congelacion-Descongelacion
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Figura 19. Cromatograma obtenido después de someter a 3 ciclos de Congelacion y descongelacion las
muestras de LEV.

vii. Sensibilidad.
La sensibilidad del método se determiné mediante el limite de cuantificacién y el

limite de deteccidn.

Para establecer el limite de deteccion, se determind la menor concentracion del
analito en la matriz de la muestra, para lo cual se evaluaron las concentraciones de 0.5,
0.75 y 1 pug/mL de LEV en suero, observandose sefial a partir del pg/mL de LEV. De

acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 no existe un limite de deteccién minimo.

El limite de cuantificacion se determind en base a la concentracion menor del analito

LEV en suero que presentara exactitud y precision. El limite de cuantificacidon fue de 5
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ug/mL para el analito, con un coeficiente de variaciéon de 11.88 % [Tabla 23]. Los
cromatogramas obtenidos me muestran en la figura 20.

Tabla 23. Limite de cuantificacidn y deteccién.

LEV Area Criterio
X + DS CV (%) Aceptable
| NOM-177-SSA1-201
(ug/ml] (mAU) 0 SSA1-2013
Limite de Deteccidn 1(ug/ml) 5.0+7.07 - No existe limite Si
Limite de Cuantificacion 5 (ug/ml) 85.40+10.15 11.88 <20% Si

LEV: levetiracetam; X: media aritmética; DS: Desviacidn estandar; CV: Coeficiente de Variacién; mAU:
mili unidades de absorbancia; %: porcentaje; pg/mL: microgramos por mililitro.

mAL 3§ b4
A i
753 |I
| . | =
03 ce 52 wnw || == 5 5 -
254 T2 2o Ha | (=2 o = g
E sc ° 4+ 1 = — ™ |
254 I d
504 ! |
| \f
754 ¥
T ¥ T T
(1] 1 2 3 4 - mi
1 -
mAlU 3 B r .
100 3 T' s
754 | o
|
50 ) g wey ey || o = e
259 e EBZE g8 2 3 -
| =] N - i o~
e == L L A - N
-25 4 I|
-50 % i
75 v
T T T T
(1} 1 2 3 4 5 mir

Figura 20. Cromatogramas correspondientes al analito de LEV y su estandar interno captopril. A.
Limite de deteccién y B. Limite de cuantificacion.

viii. Selectividad.
La selectividad del método se establecid al analizar seis diferentes muestras de

suero de ratén sin analito. Se buscé posibles interferencias como son compuestos
endogenos de la matriz bioldgica, anticoagulantes, metabolitos en su caso y cualquier
otro farmaco administrado de manera concomitante. También se probaron distintas
condiciones del suero como fueron el suero lipémico, hemolizado y con atrovastatina.
En la figura 21 se muestran los cromatogramas obtenidos de los diferentes sueros
evaluados. De acuerdo a los cromatogramas obtenidos con los diferentes sueros, no
existe interferencia de sustancia endégenas o exdgenas en el tiempo de retencién del

analito a evaluar (LEV, tiempo de retencién 3.902 min) [Figura 19].
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Figura 21. Cromatogramas obtenidos de la selectividad del método. Panel A: sueros sin analitos; Panel
B: suero con el analito LEV a una concentracion de 105 pg/ml mas captopril como estandar interno a una
concentracion de 1 mg/ml. A. Frente de solvente con un tiempo de retencidn de 0.947 min. B. Captopril
con un tiempo de retencién de 1.562 min. C. Levetiracetam con un tiempo de retencion de 3.902 min.
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Determinacion de la concentracidn de LEV en suero de ratones Balb-c.

Se analizaron 60 sueros de ratones hembra Balb-c mediante HPLC-UV bajo las
condiciones cromatograficas establecidas previamente para determinar la
concentracion de LEV en los grupos expuestos al farmaco y en los grupos no expuestos

para descartar la posibilidad de interferencias causadas por el embarazo.

Tabla 24. Concentraciones de LEV en los grupos de estudio expuestos al farmaco.

Grupo de estudio Concentracion de LEV

LEV/No gestante 16.86 £ 7.5
Lev/13 dias 12.63 +6.98
LEV/18 dias 6.87 + 5.13

En la tabla 24 se observa que la concentracién de LEV es mayor en el grupo no
gestante en comparacion con los grupos en periodo gestacional. Se observa un
incremento de la concentracién del grupo no gestante administrado con LEV con un
incremento del 35% y 59% en comparacion a los grupos que fueron administrados con
LEV a los 13 y 18 de gestacién respectivamente. Observando la mayor disminucion de la

concentracion de LEV a los 18 dias de gestacion, como se observa en la figura 22.

Determinacion de LEV en ratones Balb-c
30

25
20
15

10

Concentracién de LEV
(ng/mL)

(%]

LEV/ No gestante LEV/13 DIAS LEV/18 DIAS
Grupos de Estudio

Figura 22. Concentracion de Lev en ratones Balb-c. Se presentan las concentraciones correspondientes
a los grupos de estudio.
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Después de analizar los cromatogramas de los grupos de estudio no expuestos a
LEV observamos que no se presentan interferencias en el suero de ninguno los grupos
en el tiempo de retencion de LEV [Figura 22]. Sélo se observa el estandar interno

(captopril) en tiempo de retencién de 1.56 + 0.04.

Cromatogramas de los grupos no expuestos a LEV
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Figura 23. Cromatogramas de los grupos de estudio que no fueron expuestos a LEV. A) Grupo de
estudio sin gestacion, B) Grupo de estudio a los 13 dias de gestacion, C) Grupo de estudio a los 18 dias
de gestacion

Fase Il. Expresion Placentaria de SLC38A4
a. Evaluacién de la integridad del RNA

La integridad del RNA obtenido de las placentas de las ratonas se evalué mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% con tincion de bromuro de etidio. En la figura
29, se muestra la electroforesis de uno de los geles realizados para determinar la

integridad del RNA. Como se observa en la figura, el RNA se encuentra integro mostrar
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las subunidades ribosomales 28s (banda superior), 18s (banda intermedia) y 5.8s (banda

inferior).

Figura 249. Electroforesis de RNA en gel de agarosa.
b. Evaluacion de la expresion génica de SLC38A4
A partir del RNA obtenido se sintetizo el c-DNA y se determind la expresidn del gen

Slc38a4 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR). Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 30.

Panel A Panel B
1.0 51 p=0.000
0.8 p=0.3074 04
0.6 -5+
(o4 (04
x x
0.4 1 -101
0.2 -151
0.0 -20 T T
Agua LEV i Agua LEV
13 dias 18 dias

Figura 25. Expresion placentaria de Slc38a4 en los grupos de estudio. Panel A: 13 dias de gestacidn;
Panel B: 18 dias de gestacion. Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar. El
analisis intergrupal se realizé mediante la comparaciéon de medias con la prueba t de Student para
muestras independientes. RQ: cuantificacidn relativa: LEV: levetiracetam.

Como se muestra en la Figura 30 panel A, la expresion placentaria del gen Slc38a4
alos 13 dias de gestacion en el grupo expuesto a LEV fue menor al grupo control (agua),
no alcanzando a ser esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.3074). En
contraste, la expresién placentaria del gen Slc38a4 a los 18 dias de la gestacién es mayor
en el grupo expuesto a LEV que en el grupo no expuesto (agua), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa, debido a que el grupo control muestra una disminucién
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drastica en los niveles de expresion del gen Slc38a4 en relacidn con el grupo expuesto a

LEV.

Fase lll. Correlacidon entre la concentracidn de LEV en suero y la expresion de
Slc38a4 en placenta de ratones Balb-c.

Se realizd una correlacion de Pearson entre las concentraciones de LEV en sueroy la
expresion de SLC38A4 donde se encontrd una correlacién de -0.3914, la cual no fue

estadisticamente significativa (p= 0.1203).

Concentracion de LEV ' \
. Grupo
! . . LEV (18 dias)
' +  LEV (13 dias)
l_ R t e +
! ! Expresion
Slc38a4
Concentracion -0.3914
Expresion de Slc38a4 LEV
¢ P-value 0.1203
+ M * N . . }» + 4' n

Fase IV. Medidas antropométricas y estrés oxidativo

a. Medidas antropométricas de los productos no natos

Los valores antropométricos (numero, peso, ancho y talla) obtenidos de los
productos no natos de los grupos evallalos después de la exposicion materna a LEV y

agua a los 13 y 18 dias de gestacion se muestran en la Tabla 24.

Tabla 25. Valores antropométricos de los productos no natos en los grupos de

estudio.
Productos no natos
Grupos Numero Peso (g) Ancho (mm) Ta!|a (mm)
Gestantes Distancia
Céfalo-Caudal
X +DE X +DE X +DE X +DE
Agua/13 dias 8.00+£1.94 0.27+0.06 7.75+£0.5791 11.54+1.11




LEV/ 13 dias 4.20+1.31 0.12+0.07 5.70+1.1684 8.33+3.02
Agua/18 dias 6.60+1.42 0.7610.23 10.3240.8353 17.56+2.60
LEV/ 18 dias 6.20+2.25 0.49+0.15 9.38+0.79 14.7842.26
Valorde p 0.000° 0.000°4¢ 0.000%b4e 0.0262
0.028¢ 0.013¢ 0.001¢ 0.000°d¢
0.001f 0.024¢

Los resultados se muestran como promedio + desviacidon estdndar. El andlisis intergrupal se realizé
mediante ANOVA de una via con un post hoc de Bonferrroni para comparaciones multiples, las
comparaciones fueron: 2Agua/13 dias vs LEV/ 13 dias; PAgua/13 dias vs Agua/18 dias; ‘Agua/13 dias vs
LEV/18 dias; 9LEV/ 13 dias vs Agua/18 dias; ¢LEV 13 dias vs LEV/18 dias y fAgua/18 dias vs LEV/18 dias. LEV:

levetiracetam; X: promedio; +: mas/ menos; DE: desviacion estandar; g: gramos; mm: milimetros

En numero de productos no natos obtenidos de las ratonas expuestas a LEV y

agua a los 13 y 18 dias se muestra en la figura 22.

Como se puede observar en la figura, el nUmero de productos no natos en el
grupo expuesto a LEV disminuyd estadisticamente en relacion a los grupos control
(agua) de 13y 18 dias, sin embargo, al comparar el grupo LEV de 18 dias vs el grupo agua

de 18 dias, no hay diferencia estadistica entre los grupos.

* %

Nimero de productos no natos

IAgua/13 dias LEV/ 13 dias Agua/l8 dias LEV/18 dias

Animales en gestaciéon

Figura 26. Numero de productos no natos en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como
promedio + desviacion estandar. El analisis intergrupal se realizéd mediante ANOVA de una via con un
post hoc de Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.

La relacion del peso de los productos no natos en los grupos de estudio se
muestra en la figura 23. Como se puede observar en la figura el peso obtenido en los
grupos expuestos a LEV es menor en relaciéon al control (agua), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa s a los 18 dias de gestacién (p=0.001). De igual manera, se
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observa que el peso de los productos a los 13 en relacién a los 18 dias de gestacion es

menor, siendo esta diferencia estadisticamente significativa [Figura 23].

* *

* % * %

1.0

Peso(g)
Pruducto no nato
0.5

Agua/l3 dias LEV/ 13 dias Agua/l8 dias LEV/18 dias
[ J

Animales en gestacion

Figura 27. Peso de los productos no natos en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como
promedio + desviacidn estandar. El analisis intergrupal se realizé mediante ANOVA de una via con un post
hoc de Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.

También, dentro de los parametros antropométricos se determind el ancho vy la

talla (distancia Céfalo-caudal) de los productos no natos por grupo.

En la figura 24 se muestra la talla y en la figura 25 el ancho de los productos no
natos en los grupos de estudio. Como se puede observar los productos obtenidos de los
grupos expuestos a LEV muestran una menor talla y ancho en relacién a los grupos no
expuestos control), siendo esta diferencia estadisticamente significativa a los 13 dias de
gestacion tanto para el ancho como la talla. De igual manera, se observa una menor talla
y anchura de los productos a los 13 dias en relacién a los 18 dias de gestacidn, siendo

esta diferencia estadisticamente significativa [Figura 24 y 25].
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Talla (mm)
Productos no natos

IAgua/13 dias LEV/ 13 dias
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Figura 28. Talla (Distancia Céfalo-caudal) productos no natos en los grupos de estudio. Los resultados se
muestran como promedio * desviacidn estandar. El andlisis intergrupal se realizé6 mediante ANOVA de
una via con un post hoc de Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.
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Figura 29. Ancho (mm) de productos no natos en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como
promedio + desviacién estandar. El analisis intergrupal se realizé mediante ANOVA de una via con un post
hoc de Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.

b) Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se determind mediante la cuantificacion de malondialdehido

(MDA) en higado, rifién y feto en los grupos de estudio. En la tabla 25 se muestran los

resultados de la concentracion de MDA en los grupos de estudio.

Estrés Oxidativo

Grupos de Peroxidacion Peroxidacion renal Peroxidacidn fetal
estudio hepatica (nMol/g) (nMol/g) (nMol/g)
X +DE Valor p X +DE Valor X +DE Valor p
(nMol/g) (nMol/g) p (nMol/g)
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Singestacion | o, 5511644 110704308 | || - |
Agua
SinGestacion | 05341973 | 0033 || 119458589 | || e | e
LEV 0.000%
o 0.05™
Agua/13dias | 540912144 | || 764743345 | goore|| 17.842175
LEV/ 13dias | 102.26+29.1 0.018° 65.59425.59 17.57+4.8 0.000"
0.008¢ de

Agua/18dias | 132.52+40.6 97.91£22.8 55.1717.27

LEV/ 18dias | 154.07:48.8 121.59+33.4 68.19+18.42

Tabla 26. Peroxidacion hepatica, renal y fetal en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como
promedio * desviacidn estandar. El analisis intergrupal se realizd mediante ANOVA de una via con un post
hoc de Bonferrroni para comparaciones multiples, las comparaciones fueron: *Agua/13 dias vs LEV/ 13
dias; ®PAgua/13 dias vs Agua/18 dias; “Agua/13 dias vs LEV/18 dias; YLEV/ 13 dias vs Agua/18 dias; °LEV 13
dias vs LEV/18 dias, fAgua/18 dias vs LEV/18 dias, 8SG agua vs SG LEV, "SG agua vs Agua /13 dias, 'SG agua
vs LEV/ 13 dias, 'SG agua vs Agua/18 dias, “SG agua vs LEV/18 dias, 'SG LEV vs Agua/13 dias, ™SG LEV vs
Lev/13 dias, "SG LEV vs Agua/18 dias y °SG LEV vs LEV/18 dias . LEV: levetiracetam; X: promedio; +: mas/
menos; DE: desviacion estandar; g: gramos; nMol: nanomol; SG: Sin gestacion.

En relacién a la peroxidacién hepatica (Fig. 26), se puede observar que en los
animales en gestacién los valores de MDA son mayores que en los animales sin
gestacion, siendo esta diferencia estadisticamente significativa en los grupos de LEV 13
y 18 dias y agua 18 dias.

En relacion a los animales en gestacion, se observa que los expuestos a LEV
presentan valores mayores de MDA en relacidon a los no expuestos (agua), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa solamente a los 13 dias. De igual manera, se
puede observar que la concentraciéon de MDA incrementa de forma significativa

conforme avanza el periodo gestacional.
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Figura 306. Peroxidacion Hepatica en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como
promedio + desviacion estandar. El andlisis intergrupal se realizé mediante ANOVA de una via con un

post hoc de Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.
En la figura 27 se muestra el grafico obtenido de la concentraciéon de MDA en
rifidn en los diferentes grupos de estudio. Como se puede observar en la figura, la

gestacion no se asocia a un incremento del estrés oxidativo a nivel renal.

En los animales en gestacidn el grupo que mostro los niveles mas bajos de MDA
fuel el expuesto a LEV durante 13 dias, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa con relacion a los grupos expuestos a LEV sin gestacion y 18 dias de

gestacion.
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Figura 317. Peroxidacion Renal en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como promedio *
desviacion estandar. El analisis intergrupal se realizé mediante ANOVA de una via con un post hoc de

Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.
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Los resultados obtenidos de la peroxidacion fetal se muestran en la figura 28.
Como puede observarse conforme aumenta el tiempo de gestacion incrementan de
forma significativa los valores de MDA. También se observa un incremento no
significativo en los valores de MDA a los 18 dias en el grupo expuesto a LEV en relacion

al no expuesto.
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Figura 28. Peroxidacion fetal en los grupos de estudio. Los resultados se muestran como promedio *
desviacion estandar. El analisis intergrupal se realizé mediante ANOVA de una via con un post hoc de
Bonferrroni. *: p<0.05; **: p<0.001.
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7. Discusion

Fase I: Validacién HPLC/UV para la determinacion de Levetiracetam.

La epilepsia es una afeccion comun en la mujer embarazada, se estima que
aproximadamente 1 de cada 200 embarazos se encuentra expuesto a farmacos
antiepilépticos (FAEs). Dentro de los FAEs se encuentra levetiracetam, farmaco
antiepiléptico de segunda generacion aprobado por la FDA en noviembre de 1999

(Guray Koc et al., 2018).

El propdsito de esta investigacion fue determinar la concentracién sérica de
levetiracetam y la expresion génica del trasportador SIc38A4 en placenta a los dias
13y 18 dias de gestacion en ratones hembra de la cepa Balb-C expuestos a una dosis

de 100mg/kg/dia de levetiracetam desde su destete.

Para poder determinar la concentracién sérica de levetiracetam, como primera
etapa se validé el método analitico por HPLC/UV para la cuantificacion plasmatica
de levetiracetam, bajo la NOM-177-SSA1-2013. El desarrollo de métodos analiticos
es de gran importancia para el monitoreo constante de farmacos antiepilépticos
como el caso de levetiracetam en muestras bioldgicas ya que este farmaco es de
considerado de nueva generacion y su mecanismo de accion difiere de los demas

antiepilépticos (Sarmiento 2014).

La matriz bioldgica utilizada fue suero ya que de acuerdo a lo reportado por
Engelbrecht y colaboradores (2017), la estabilidad del analito LEV se altera cuando
se trabaja con plasma debido a los componenetes de los tubos de extraccién de
sangre (gel separador y aditivos) y especificamente cuando se utilizan tubos de

extraccidon con heparina y citrato de sodio (Bowen & Remaley 2014).

Para seleccionar el estdndar interno, se hizo una busqueda bibliografica de todos
los estandares previamente reportados utilizados para la validacién de los métodos
analiticos para la cuantificacion del LEV por HPLC/UV. Los estandares internos
utilizados fueron UCB, citalopram, gabapentina, carbamazepina, ritonivir, y
captopril, siendo el mas econdmico captopril, por lo cual fue el que nosotros

seleccionamos.
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Se utilizé una columna de fase reversa C18, con una longitud de 150 mm para
tratar de evitar interferencias endogenas de la matriz biologica y asi obtener tiempos
de retencion cortos y picos afilados y simetricos asi como una buena selectividad. La
mayoria de los autores tambien reportan haber utilizado una columna C18, de 5 um
de 4.6 mm, lo que diferiere entre los autores es la longitud de la columna, ya que
algunos autores la utilizan como nosostros de 150 mm y otros de 250 mm
(Sarmoento, 2014; Martens et al., 2005; Contin et al., 2008). El tamano de la columna
depende del analito a evaluar, si la molecula es muy grande como proteinas es

preferible utilizar una columna de mayor longuitud.

Se realizo el espectro de absorcién de nuestro analito (LEV) y se determino que
la mayor absorcién fue a una longuitud de onda maxima de 231 nm, siendo esta
longuitud de onda muy semejante a la previamente reportada de 230 nm por
Ibrahan vy col., (2016) (Ibrahan et al., 2016). Freitas y col (2015) tambien reporto la
deteccién de LEV en una longuitud de onda muy semejante 235 nm. Sin embargo,
otros autores reportan que a una longuitud de onda de 205nm se obtiene la mayor
absorcion del analito LEV por HPLC/UV (Sarmiento 2014, Martens et al., 2005,
Contin et al., 2008 y Engelbrecht et al., 2017).

De acuerdo a lo reportado por Jimenez Moreno y colaboradores (2014), los dos
parametros mas importantes para haya una mejor eluciéon de los picos es la
composicion y pH de la fase moévil, por tal motivo, se probaron diferentes
composiciones de fases méviles, siendo la fase que contenia H3POas/acetonitrilo, la
qgue presentaba mejor elucion y resolucion del analito LEV, por lo que se utilizo el
método fue isosocratica con acido fosférico al 0.43% y acetonitrilo 90:10 v/v., siendo
muy similar a lo reportaron por Sarmiento (2014), Martens y col., (2005) y Bianchiy

col. (2014).

El tiempo de retencién de analito LEV fue a los 3.9 min, siendo mayor al
reportado por Juenke y col (2006) e lbrahim y col (2016), 3.5 y 3.4 min
respectivamente y menor a lo reportado por otros autores 5.2-8.58 min (Martens-
Lobenhoffery et al., 2005; Contin et al., 2008; Baldelli et al., 2015; Freitas et al.,
2015; Engelbrecht et al., 2017; Sarmiento, 2018). Esta diferencia se deben a las

condiciones cromatografias utilizadas por los diferentes autores.
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Sarmiento utilizé captoril como estdndar interno con un tiempo de retencion de
14.25min de acuerdo a sus condiciones cromatograficas. De acuerdo a nuestras
condiciones cromatografias el tiempo de retencidon del captopril fue menor al
reportado por Sarmiento (1.56min), permitiéndonos tener un tiempo de corrida

menor (Sarmiento, 2014).

De acuerdo Freitas y col (2015) el mejor método de extraccion de LEV es la
extraccién liquido —liquido, obteniéndose un recobro del 90.2% (Freitas et al., 2015).
En base a lo anterior se evalauaron diferentes metodologias de extraccién liquido-
liguido de LEV previamente reportadas, obteniendo la mejor linealidad y recobro
utilizando el solvente diclorometano (1ImL/ 200 microlitros de suero ). Esto se debio
a que el diclorometano presenta una polaridad del 3.4 mientras que otros solventes
evaluados como fue el caso del metanol presentan una polaridad mayor (6.6),
disminuyendo la afinidad con el analito (Zufia et al., 2010; Vermeij E et al., 1994).
Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Freitas y colaboradores
(2015), los autores también reportan el uso de diclorometano (2mL/100 microlitros

de plasma) para la extraccién de LEV (Freitas et al., 2015)

La validacidon de metodo analitico se realizé de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013
la cual conciden con lo establecido por la agencia de medicamentos y alimentos

(Food and Drug Administrarion FDA) en 2013.

Se establecio el rango de trabajo, en base al rango terapéutico de LEV, las
concentraciones sericas subterapeuticas y toxicas, asi como las conentraciones por
debajo del rango terapeutico (Engelbrecht et al., 2017). De acuerdo a Krasowki , el
rango terapeutico de LEV es de 12-46 pg/ml (Krasowski 2010). Y dado que se
trabajaria con ratones hembra en estado gestante el rango establecido fue de 5-105

ug/ml (Tomson, 2013).

El metodo fue lineal de acuerdo a los establecido NOM-177-SSA1-2013 con una
r > 0.99. Nuestro coeficiente de correlacidon es muy similar a lo reportado por Ia
mayoria de los autores (r = 0.99) (Sarmiento, 2014, Martens et al., 2005; Contin et

al.,, 2008; Freitas et al.,, 2015; Ibrahim et al., 2016; Engelbrecht et al., 2017),
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solamente Baldelliy Junke reportan correlaciones <0.98 (Junke et al., 2006; Baldelli

et al.,, 2015).

La precision del método se determind de acuerdo a la repetibilidad y
reproducibilidad. La NOM-177-SSA1-2013 establece que el CV no debe ser mayor al
15 % en métodos cromatograficos para que exista repetitividad y reproducibilidad.
De acuerdo a nuestro resultados el método es preciso ya que el CV intra e
interensayo fue < 10 %. Nuestra precision fue menor a la reportada por otros
autores, los cuales reportan un CV < 5% (Engelbrecht et al., 2017), del 3.42 %
(Ibrahim AF et al., 2016) e incluso de 1 % (Sarmiento 2014).

La exactitud del metodo se determind mediante el porcentaje de desviacidon
estandar (%DS) del valor promedio de las determinaciones en cada nivel de
concentracion de los datos de repetitividad y reproducibilidad. La NOM-177-SSA1-
2013 establece que el porcentaje de desviacion debe estar dentro del + 15 % del valor
nominal de concentracién. Nuestro porcentaje de desviacidon estandar fue del 5.53
%, estando dentro de lo que marca la norma por lo que nuestro método es exacto,
nuestros resultados son muy similares a los reportados por otros autores, % DS = de
5-5.4 % (Martens et al., 2005; Sarmiento, 2014; Engelbrecht et al., 2017). Nuestro
método presenta una mayor exactitud a los métodos previamente reportados por
Contin y col (2008), Ibrahim y col (2016) y Freitas y col (2015) ya que su % DS fue
mayor, encontrando en un intervalo del 6.1 al 15 % (Contin et al., 2008; Ibrahim et
al., 2016; Freitas et al., 2015). En contraste Junkey col (2006), reportaron una mayor
exactitud con un % DS = 1.59. La exactitud del método se puede ver afectado por los

errores de pipeteo principalmente durante la repetitividad y reproducibilidad.

De acuerdo a lo estipulado por la NOM-177-SSA1-2013, el porcentaje de recobro
no deberd ser necesariamente 100 %, pero deberd ser consistente, preciso y
reproducible en todo el intervalo de la curva de calibracidn. El recobro obtenido en
el intervalo de la curva de calibracién fue del 87.6 a 92.66%, utilizando como
solvente de extraccidn diclorometano. (Freitas et al.,, 2015). Nuestro porcentaje de
recobro se encuentra dentro de estipulado por la NOM-177-SSA1-2013, sin

embargo, nuestro recobro es menor a lo reportado por Sarmiento (2014), el cual
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reporta un recobro del 96-99.11%, esto se puede deber a que el autor solo precipitd
las proteinas de la muestra, pero no realizdé ninguna extraccidon del analitico como
tal, ya que después de adicionar el acido perclérico al 35% para desnaturalizar las
proteinas, solo centrifugan e inyectan 30 pL el sobrenadante al sistema
cromatografico, disminuyendo asi la pérdida del analito a evaluar, sin embargo, al
inyectar la muestra en esas condiciones la vida util de la columna se ve afectada, ya
gue las muestras se consideran sucias produciendo una acumulacién del material

particulado disminuyendo el tiempo de vida media de la columna (Sarmiento, 2014).

Se evalud la estabilidad de la muestra a corto y largo plazo, asi como de la

muestra procesada y expuesta a ciclos de congelacidon descongelacion.

LEV fue estable durante 24 h expuesto a temperatura ambiente en el
automuestrador, concordando con lo reportado por Ibrahim y col. (Ibrahim et al.,
2016). Sarmiento (2014) reporta que LEV es estable durante 20 h en el
automuestrador, con una decremento de la concentracién del 5% (Sarmiento 2014)
y Baldelliy col, reportaron que a temperatura ambiente LEV fue estable durante 10
dias, mostrando un decremento de la concentracién del 8.5% (Baldelli et al., 2015).
Engelberech y col reportaron que a temperatura ambiente la estabilidad de LEV fue

de siete dias (Engelbrecht et al., 2017)

Las muestras de LEV fueron estables despues de un mes a-20°C, que es el tiempo
que trascurrira desde que se obtenga la muestra hasta que se procese. Engelbrecht
y col (2017), reportaron que LEV es estable en congelacidn durante 6 meses

(Engelbrecht et al., 2017)

Se evalud la estabilidad de LEV en suero expuestas a tres ciclos de congelacion:
descongelacion (12h:12h), Las muestras no fueron estables ya que en el
cromatograma se observo la degradacion del analito y el porcentaje de recobro se
encontré fuera del que marcaba la NOM-177-SSA1-2013. Nuestros resultados no
concuerdan con los reportados por otros autores, ya que ellos reportan que si es
estable a los ciclos de congelacién descongelacién (Sarmiento 2014; Engelbrecht et

al.,, 2017 y lbrahim AF et al., 2016).
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Se demostro la selectividad del método mediante la no interferencia de
compuestos enddgenos en suero en los tiempos de retencién de los analitos a
determinar, al analizar el suero proveniente de seis posibles interferencias las cuales
incluyeron suero lipémico, hemolizado, también, mostro ser especifico ya que al
evaluarlo con suero el cual contenia otro farmaco administrado de manera
concomitante, no mostro tampoco interferencia en el tiempo de retencién. Nuestros
resultados concuerdan con los reportados por otros autores, los cuales reportaron
la no presencia de picos de interferencia relacionados con compuestos enddgenos
de la matriz bioldgica en el tiempo de retencién del LEV (Sarmiento 2014; Juenke et
al., 2006; Baldelli et al., 2015; Engelbrecht et al., 2017; Ibrahim AF et al., 2016 y
Freitas et al., 2015), en cuanto a la especificidad, nuestro método fue especifico al
no mostrar interferencia cuando se evalué con suero que contenia atrovastatina y
mucilago de nopal. Baldelli y col (2015) también reporté que su método era
especifico bajo la presencia de carbamazepina (Baldelli et al., 2015), sin embargo,
Juenke y col (2006), reporto que la presencia de Clonazepam si interferia en el

tiempo de retecniénde LEV en sus condiciones cromatograficas (Juenke et al., 2006).

El limite de deteccion se determind en funcidn de la concentracién del LEV mas
baja en suero en la cual la sefial se distinguio de los niveles de ruido y el limite de
cuantificacion en base a la concentracion mas baja en suero de LEV la cual al
evaluarse por quintuplicado, su valor promedio se encontré dentro del 20% del valor

nominal y su CV fue £ 20%.

El limite de deteccién vy cuantificacion del metodo fue de 1 y 5 pg/mL
respectivamente. El limite de deteccion establecido fue menor al reportado por
Sarmiento (2014) de 5ug/mL., Sin embargo, la sensibilida del metodo fue menorala
reportada por otros autores. Ilbrahim y col., reportaron un LD de 0.27 pg/ml y LC
de 0.48 pug/ml para el analito LEV (lbrahim AF et al., 2016), de igual manera Contin
y col., reportaron el LD de 1 pg/ml y LC de 2 pg/ml (Contin et al., 2008).
Engelberecht y col., reportan un LD de 0.5 pg/ml y un LC de 1 pg/ml (Engelbrecht
et al., 2017). Martens y col., reporto un LDy LC de 1 pg/ml para LEV (Martens et al.,
2005).
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Fase Il. Medidas antropométricas y Estrés oxidativo

a. Medidas antropométricas

Se determinaron las medidas antropométricas (numero, peso, ancho y talla) de
los productos no natos de los grupos evaltalos después de la exposicion materna a

LEV y agua a los 13 y 18 dias de gestacion para conocer su situacion nutricional.

En relacion con la talla, los grupos expuestos a LEV (100 mg/kg/dias) mostraron
un retraso en el crecimiento fetal, concordando con lo reportado por lo reportado
por Ozer y colaboradores (2012) estudio que realizaron con embriones de pollo
donde encontraron un retraso en el crecimiento fetal tras inyectar 4.5 ul de LEV

(Ozer et al., 2012).

En relacién con el peso corporal de los productos no natos, los animales
expuestos a LEV mostraron menor peso que los no expuestos, tanto a los 13 como
18 dias de gestacién, con una disminucion del 55.5 y 35.5% respectivamente.
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Isoherranen y colaboradores
(2003), los cuales administraron via intraperitoneal las dosis de 600 y 1,200 mg/kg
de LEV, a partir del dia 8 al dia 12 de gestacién, observando un decremento del peso
fetal del 7 y 10% respectivamente (Isoherranen et al., 2003). Ademas, se ha
reportado una asociacion entre la reduccién del peso corporal de los productos no

natos (15%) con la delecidon del gen Slc38a4. (Matoba et al., 2019).

El nUmero de productos no natos fue menor en el grupo expuesto a la dosis de
100 mg/kg/dia de LEV durante 13 dias en relacién con el grupo no expuesto.
Nuestros resultados son muy semejantes a la descrito por Ozyiirek y colaboradores
(2010), los cuales evaluaron diferentes dosis de LEV (25, 50 y 100 mg/kg/dia) en rata,
encontrando que los animales expuestos a la dosis de 100 mg/Kg presentaban un
decremento en el nimero de productos (9.2+1.4) en relacidn con los controles de
(10.3%+ 1.4), siendo este decremento no significativo (Ozyiirek et al., 2010).
Isoherranen y colaboradores (2003), reportaron que la dosis de 2000 mg/kg de LEV
via intraperitoneal durante 12 dias en ratén, generaba una mayor reabsorcién de los

productos en comparacion al grupo control (Isoherranen et al., 2003).
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b. Estrés Oxidativo

Se evalué el estrés oxidativo mediante la concentracion de MDA en higado y rifion

materno, asi como en los productos no natos.

Con relacién a la peroxidacion hepdtica nuestros resultados mostraron mayor
concentracion de MDA en las ratas gestantes en relacidon con las no gestantes, siendo
mayores estos valores a los 18 dias en relacion con los 13 dias de gestacion.
Concordando con lo descrito por Sharma y colaboradores (2012), los cuales reportaron
gue las concentraciones de MDA a nivel hepdtico son mayores en ratonas prefiadas que

en no prenadas (Sharma et al., 2012).

Ademads, nuestros resultados mostraron un incremento de la concentracion de MDA
a nivel hepatico en las ratonas prefiadas expuestas a LEV. Dichos resultados fueron
confirmados por Sabbah y colaboradores (2019) cuyos autores reportaron cambios en
la arquitectura del higado y un incremento significativo en los niveles de las enzimas

hepaticas ALT y AST a la dosis de 2000 mg/kg/dia de LEV (Sabbah et al., 2019).

Por otra parte, EL-Shorbagy y colaboradores (2016) evaluaron el efecto genotéxico
en higado de ratas expuestas a LEV (300 y 600 mg/kg/dia) reportando un incremento
significativo en el dafio del ADN evaluado mediante el ensayo Cometa (EL-Shorbagy et

al., 2016).

En cuanto a las concentraciones de MDA en riiidn, los grupos no gestantes
mostraron mayores concentraciones de MDA con relacién a los grupos gestantes,
ademas, en los grupos gestantes, la menor concentracién de MDA la presenta el grupo
expuesto a LEV durante 13 dias. Nuestros resultados difieren a lo reportado por Sharma
y colaboradores (2012) los cuales describen un incremento en las concentraciones de
MDA en rifidn en el grupo control gestante en relacidn con el no gestante (Sharma et

al., 2012).

Ademas, nuestros resultados muestran un incremento en las concentraciones de
MDA en rifidn de ratones prefadas que se expusieron a LEV durante 18 dias en
comparacion con los grupos gestantes no expuestos. Dichos resultados se confirman con

lo reportado por Sabbah y colaboradores (2019) quienes publicaron un aumento en los
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niveles de urea y creatinina en ratas preifadas expuestas durante 18 dias a una dosis de

2000 mg/kg/dia de LEV.

Con relacién a los valores de MDA obtenidos de la peroxidacion fetal, los productos
no natos de 18 dias mostraron un incremento en los valores de MDA en relaciéon con los
de 13 dias. No se encontraron reportes en los cuales evaluen la peroxidacién fetal de
productos no natos expuestos a LEV, sin embargo, se ha descrito, que la exposicién a
dosis de 1000 y 3000 mg/kg/dias de LEV en ratén no produce embriotoxicidad o
teratogenicidad (Genton y Van Vleymen, 2002. También, se ha descrito que la
exposicion prenatal a LEV a dosis de 25y 50 mg/kg/dia, no produce efectos apoptéticos

significativos en el higado y rifidn de las crias de Rata expuestas (Tekcan et al., 2017).

Fase lll. Evaluacién de la expresion génica placentaria de Slc38a4

Nuestros resultados mostraron que el gen Slc38a4 si se expresa en la placenta
de las ratonas tanto expuestas como no expuestas a LEV, siendo esta expresién mayor
en el dia 13 de gestacién en relacidon al dia 18 en las ratonas no expuestas a LEV. Nuestros
resultados concuerdan con lo previamente publicado por Matoba y colaboradores
(2019), los cuales publicaron que este gen tiene una alta expresion en placenta, la cual
se reduce considerablemente (> 80%) del dia 13 al dia 19 de gestacidn, identificando a

este gen como el mas critico para el desarrollo fetal (Matoba et al., 2019).

Fase IV. Correlacion entre la concentracion de LEV en suero y la expresion de
Slc38a4 en placenta de ratones Balb-c.
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8. Conclusiones
El método analitico validado para la cuantificaciéon de LEV por HPLC-UV de acuerdo
con la NOM-177-SSA1-2013, es preciso, exacto, lineal y reproducible, por lo que puede

ser empleado en estudios de farmacocinética y bioequivalencia.

El nimero de productos no natos decrementan cuando la ratona en gestacién se
expone LEV durante el periodo gestacional, asi como el peso y tamafio del neonato en

relacién al grupo no expuesto.

A lo largo de la gestacidn, las ratonas muestran un incremento de la peroxidacion

hepatica.

La expresion génica placentaria de SIc38A4 se ve incrementada a los 13 dias de
gestacion y a los 18 dias de gestacion la expresidon decrementa en relacién al grupo no

expuesto

9. Perspectivas
Se espera posteriormente realizar Western Blot para establecer si la proteina SNAT4
presenta una alteracion por exposicion a LEV. Asi como evaluar otros genes candidatos
implicado en el trasporte de LEV y determinar las concentraciones de LEV en los

neonatos durante la lactancia.
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