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I. INTRODUCCION

1. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

Metadona es un analgésico sintético cuyo mecanismo de accion, igual que morfina,
estd mediado por la activacion de los receptores opioides, principalmente del tipo p. El
clorhidrato de metadona fue sintetizado por primera vez en Alemania en 1945 en los
laboratorios farmacéuticos Hoechst, en el contexto de un proyecto de investigacion que
tenia como objetivo buscar alternativas a la morfina, con propiedades analgésicas

similares, pero con menos efectos secundarios o, por lo menos, mas leves [1].

Las propiedades farmacoldgicas de metadona son cualitativamente semejantes a las
de morfina. Sin embargo, metadona se diferencia por poseer una actividad adicional
como antagonista no competitivo del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA). El
receptor NMDA juega un papel importante en la transmision del dolor, y su bloqueo
explicaria el potente efecto analgésico de metadona en pacientes que no responden a
otros opioides agonistas p. Esta es una caracteristica interesante, puesto que el
antagonismo del receptor de NMDA atentia el desarrollo de tolerancia a los opioides sin
alterar sus propiedades analgésicas. Metadona es también un fuerte inhibidor de la
recaptacion de serotonina y de la recaptacion de norepinefrina, lo que podria contribuir

también a su actividad antinociceptiva [2,3].

La eficacia clinica de metadona y de los agonistas opioides en general estd
relacionada con la estimulacioén de los receptores opioides p. Estos farmacos afectan a
una amplia gama de sistemas fisioldgicos: producen analgesia, influyen sobre el estado
de 4nimo y el comportamiento de recompensa, y alteran las funciones respiratoria,
cardiovascular, gastrointestinal y neuroendocrina. Tal hecho no sorprende a la vista de
la amplia distribucion de sus receptores, tanto en el encéfalo como en el sistema

nervioso periférico.

A continuacidn, se presenta una descripcion de los efectos farmacoterapéuticos de

metadona, enumerados de forma breve en la Tabla 1 [4].
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1.1. Sistema nervioso central

*Analgesia. Los analgésicos opioides actuan en las vias de dolor del sistema
nervioso central (SNC), ya que todos los congéneres estudiados, debido a su alta
liposolubilidad, atraviesan facilmente la barrera hematoencefélica y llegan al cerebro y
a la médula espinal. Los opioides reducen los componentes sensoriales y afectivos
(emocionales) del dolor. La analgesia es la propiedad terapéutica mas importante de los
opioides, siendo ésta dosis dependiente. Alivian o suprimen dolores de gran intensidad
(agudos o cronicos) y de multiples localizaciones. También poseen acciones sobre el
sistema central (limbico y cortical), atenuando la percepcion del tono desagradable o
angustioso del dolor. Recientemente, se ha descrito la accion sobre terminaciones
nerviosas periféricas (nociceptores), tras su administracion local en lugares en los que

existe un componente inflamatorio, como por ejemplo, en articulaciones.

*Sedacion. La sedacion varia en funcidn del estado del paciente (grados de dolor e
insomnio). A dosis elevadas, los agonistas opioides producen estupor, suefio profundo y
coma. Empeoran, por tanto, el rendimiento psicomotor. Si se administran dosis muy

elevadas pueden aparecer convulsiones.

*Euforia. Los agonistas opioides producen euforia, placer y sensacion de bienestar,
con reduccion de la ansiedad. Este efecto es muy intenso y rapido por via intravenosa y
menor por via fumada o inhalada. Es el efecto principal que justifica su abuso, aunque
muchas veces no se observa en las primeras administraciones, ya que aparecen nauseas
y vomitos. En la abstinencia, sin embargo, aparecen alteraciones del estado de animo,

inquietud y malestar general.

*Miosis. La mayor parte de agonistas pu generan contraccidn de la pupila por accion
excitadora en el nervio parasimpatico que la inerva. La miosis no presenta tolerancia; es
decir, no desaparece con la administracion terapéutica o de caracter repetido y, por ello,
es util para predecir el uso reciente de opioides y la intoxicacion aguda. En casos de

hipoxia grave, la miosis se convierte en midriasis paralitica.
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*Depresion respiratoria. Los agonistas opioides deprimen la actividad del centro
respiratorio bulboprotuberancial y reducen la sensibilidad al CO2 y a la hipoxia.
Provocan una reduccion del numero de respiraciones por minuto, pudiendo llegar a la
apnea. Este efecto es dosis dependiente y parece estar relacionado con la accion sobre el
receptor u, pudiendo ser clinicamente relevante en sujetos con patologia respiratoria

cronica (bronquitis cronica, etc.).

*Supresion de la tos. Los opioides relacionados con la morfina suprimen el reflejo
de la tos, posiblemente al afectar al conjunto de neuronas respiratorias que integran y
dirigen los movimientos convulsivos de la tos. No se conoce con exactitud el
mecanismo, pero las acciones antitusivas no se correlacionan con las analgésicas o con

la depresion respiratoria.

*Nauseas y vomitos. Esta acciéon se debe a la activacion de la zona
quimiorreceptora del area postrema del bulbo raquideo, que es emetogena. Se observan
mas frecuentemente tras las primeras administraciones. En pacientes heroindmanos, los
vomitos no son interpretados como un efecto negativo, sino como un signo de la

eficacia de la droga.

*Efectos hipotalamicos. Los opioides alteran el punto de equilibrio de los
mecanismos hipotaldmicos reguladores del calor, de modo que la temperatura corporal
puede disminuir generando hipotermia. Sin embargo, una dosificacion elevada y a largo

plazo puede incrementar la temperatura corporal.

*Efectos neuroendocrinos. Por su accidon sobre el hipotalamo y la hipoéfisis, los
opioides estimulan la secrecion de hormona adrenocorticotropa o corticotropina
(ACTH), la hormona del crecimiento (GH), la hormona estimulante de los melanocitos
(B-MSH) y la hormona antidiurética (ADH), e inhiben la secrecion de la hormona

tiroestimulante (TSH) y las gonadotropinas luteinizante (FH) y foliculoestimulante

(FSH).
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1.2. Sistema cardiovascular

Pueden provocar hipotension por accion sobre el centro vasomotor, asi como por
vasodilatacion arterial y venosa, efecto al que también puede contribuir la liberacion de
histamina. También puede aparecer bradicardia de origen vagal. Debido al aumento de
la presion parcial de CO2, se produce vasodilatacion cerebral que eleva la tension

intracraneal.

1.3. Sistema gastrointestinal

Los agonistas opioides provocan un aumento del tono muscular en el tracto
gastrointestinal, incluidos los esfinteres, y una reduccién de la motilidad. Como
consecuencia, se retrasa el vaciamiento gastrico, disminuye el peristaltismo intestinal y
se contraen los esfinteres. Clinicamente, todo ello se manifiesta con la aparicion de
estrefiimiento y un aumento de la presion en las vias biliares con hipertonia del esfinter
de Oddi, disminuyendo las secreciones biliares y pancreaticas. Estas acciones se deben

fundamentalmente al efecto sobre los receptores L.

1.4. Sistemas renal y urinario

Incrementan el tono del musculo detrusor de la vejiga con sensacién de urgencia
miccional y aumentan el tono del esfinter, por lo que dificultan la miccidn (retencion

urinaria). Reducen el flujo renal y poseen un efecto antidiurético.

1.5. Sistema inmunitario

Los opioides administrados de forma crénica son inmunosupresores. Se ha
observado aumento de la sensibilidad a la infeccion y a la diseminacién de neoplasias.
Estos efectos han sido inconstantes en situaciones clinicas, por lo que una mejor
comprension de estas propiedades ayudara a guiar el uso racional de opioides en

pacientes con cancer o en riesgo de infeccion o alteracion inmunitaria.
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1.6. Otros efectos

*Liberacion de histamina. Se produce en zonas de la cara y parte superior del
tronco. Como consecuencia, aparece sensacion de calor, enrojecimiento facial y prurito.

La liberacion de histamina puede producir cierto grado de broncoconstriccion.

*Utero. Reducen el tono uterino y por ello, alargan el trabajo del parto. En
situaciones en que el utero se ha vuelto hiperactivo por accidn de agentes oxitocicos, los
agonistas opioides tienden a restaurar el tono, la frecuencia y la amplitud de las

contracciones hacia valores normales.

Tabla 1. Efectos farmacoterapéuticos de metadona.

Centrales Periféricos
e Analgesia e Cardiovasculares: hipotension, bradicardia,
e Sedacion aumento de la tension intracraneal
e Euforia e  QGastrointestinales: estrefiimiento,
e Miosis disminucion de las secreciones biliares y
e  Depresion respiratoria pancreaticas
e Supresion de la tos e Renales y urinarios: reduccion del flujo renal
e Nauseas y vomitos y efecto antidiurético
e Efectos hipotalamicos e Inmunosupresion en tratamientos crénicos
e  Acciones neuroendocrinas - estimula la e Liberacion de histamina: sensacion de calor,
secrecién de ACTH, GH, B-MSH y ADH, e enrojecimiento facial, prurito,
inhibe la secrecion de TSH, LH y FSH* broncoconstriccion

e  Reduccion del tono uterino

* ACTH = corticotropina; GH = hormona del crecimiento; B-MSH = hormona estimulante de los melanocitos; ADH
= hormona antidiurética; TSH = hormona tiroestimulante; LH = gonadotropina luteinizante; FSH = gonadotropina
foliculoestimulante.

2. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.1. Absorcion y distribucion

Metadona se absorbe rapidamente por via oral, pudiendo ser detectada en sangre
entre 15-45 minutos después de su administracion y alcanzando una concentracion
maxima en plasma entre 2.5 y 4 h post-dosis. También puede detectarse un segundo
pico en plasma, aproximadamente 4 horas después de la administracion, atribuido

habitualmente a un fenémeno de recirculacion enterohepatica [5].
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Metadona presenta una biodisponibilidad oral media alrededor del 75% (rango 36-
100%) y se une fuertemente a proteinas plasmaticas (86%), incluyendo glicoproteina

acida alfa-1 (AGP), lipoproteinas y albumina [3].

En individuos no tolerantes, metadona se elimina del plasma siguiendo una cinética
biexponencial, con una semivida de disposicion rapida alrededor de 14 h y una semivida
de disposicion lenta de aproximadamente 55 h. En individuos tolerantes, la semivida de

disposicion lenta es variable y oscila entre las 13-47 h, siendo la media de 25 h [5].

En el estado de equilibrio estacionario, el volumen aparente de distribucion durante
la fase de eliminacién oscila entre 2 y 5 L/kg. Sin embargo, estos valores son mucho
mayores que los volimenes fisiologicos reales, lo que indica que metadona es objeto de
una amplia union a tejidos corporales que actlian como reservorio, incluyendo cerebro,
intestino, rifién, higado, musculo y pulmoén, una distribucion que predomina sobre la
unidn a proteinas plasmaticas [3]. Esta extensa distribucion contribuye a que los niveles
de metadona en la leche materna sean muy bajos. Por consiguiente, la lactancia materna
en mujeres en programas de mantenimiento con metadona (PMM) es bastante segura

para los bebés, seguin confirma la propia Academia Americana de Pediatria [6].

Las variaciones en la unién a proteinas plasmaticas, tales como las producidas por
cambios en los niveles de la alfa-1-glicoproteina acida plasmatica (AGP), pueden alterar
significativamente la farmacocinética de metadona. Metadona se une principalmente a
AGP, mientras que la unidn a albimina no es significativa. Cuando los niveles de AGP
aumentan, la disminucién de los niveles de metadona en plasma puede traducirse en
manifestaciones tipicas del sindrome de abstinencia a opioides, ya que solamente la
fraccion libre de metadona puede atravesar la barrera hematoencefalica y desempefiar su
efecto farmacoterapéutico [7]. Otros farmacos administrados conjuntamente pueden
también competir para unirse a AGP. Si un farmaco tiene mayor afinidad por AGP en el
mismo sitio de union, metadona quedara desplazada, pudiendo conducir a un aumento
de los niveles de metadona libres en plasma, lo que a su vez puede causar sintomas de
sobredosis. Las variantes de la propia AGP también deben tenerse en cuenta, ya que

cada variante tiene una afinidad de union diferente a metadona [8].
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Las proteinas transportadoras también tienen un papel importante en la regulacion
de la absorcion, distribucion y eliminacién de muchos farmacos, y la glicoproteina P (P-
gp) se considera uno de los transportadores mdas importantes dentro de este grupo.
Metadona es sustrato del transportador de eflujo P-gp, el cual es codificado por el gen
ABCBI, que regula la exposiciéon del sistema nervioso central. En relacion a esto, se ha
visto que la variabilidad genética en ABCB1 puede hacer que un paciente requiera una
dosis de metadona mayor a 150 mg/dia [9]. Por otro lado, la inhibicién de P-gp a nivel
intestinal y cerebral ha demostrado aumentar las concentraciones plasmaticas de
metadona oral en la fase de absorcion a través del grado de miosis como indicador de
toxicidad [10]. P-gp puede ser importante también durante el embarazo, ya que influye
en el paso de metadona a través de la placenta [11]. No obstante, aunque se han
realizado muchos estudios con P-gp, los resultados para metadona son poco

concluyentes y en muchas ocasiones, contradictorios [5].

2.2. Metabolismo y excrecion

Existen grandes diferencias interindividuales en el metabolismo de metadona, lo
cual, en parte, contribuye a la elevada variabilidad observada en la efectividad clinica
del farmaco. La principal via metabolica de metadona implica una N-desmetilacion y
ciclacidon espontanea seguida de una deshidratacion para formar el metabolito principal,
2-etilideno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (EDDP). La N-desmetilaciéon de EDDP
forma otro metabolito, 2-etil-5-metil-3,3-difenilpiralina (EMDP). Ambos metabolitos
son inactivos, aunque también se producen cantidades muy pequefias y clinicamente

insignificantes de metabolitos activos [5].

Metadona es metabolizada ampliamente por el citocromo CYP 3A4, y en menor
medida por el CYP 1A2, 2D6, 2DS, 2C9/2CS8, 2C19 y 2B6. El metabolismo se produce
basicamente a nivel hepatico, aunque probablemente también a nivel intestinal. La
inhibicién farmacoldgica del CYP 3A es generalmente reversible una vez que la
administracion del farmaco que interacciona se suspende y éste es eliminado del cuerpo.
Sin embargo, en el caso de algunos inhibidores enzimaticos (por ejemplo, diltiazem,
antibidticos macrolidos y mifepristona), el efecto puede durar incluso después de que
dicho farmaco haya sido mayoritariamente eliminado, ya que generan un complejo cuya

disociacion es mas lenta [5].
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Existe una alta variabilidad interindividual en las concentraciones sanguineas de
metadona para una misma dosis dada; por ejemplo, con el fin de obtener una
concentracion plasmatica de metadona de 250 ng/mL, pueden requerirse dosis de
metadona desde 55 mg/dia hasta 921 mg/dia para un paciente de 70 kg sin
comedicacidn. Esta variabilidad se debe, en parte, a la existencia de polimorfismos en
las enzimas CYP que metabolizan metadona. Fenotipicamente, se han descrito para
CYP 2D6 metabolizadores lentos, metabolizadores intermedios y metabolizadores ultra
rapidos. Si bien el impacto de estas variaciones sobre los PMM no esta claro, es cierto
que los metabolizadores ultra rapidos de CYP 2D6 han manifestado tener un nivel mas
alto de insatisfaccion con la terapia [12]. Precisamente se ha observado que metadona
inhibe el CYP 2D6, hecho que puede conducir a una toxicidad inesperada de aquellos

farmacos que son sustrato de esta enzima, como dextrometorfano [5].

También existe una gran variabilidad interindividual en la actividad de las enzimas
hepaticas CYP 3A4, hecho que resulta en consecuencias metabdlicas variables para
aquellos pacientes mantenidos con metadona. Sin embargo, la variabilidad en la
actividad del CYP 3A4 no estd vinculada a los polimorfismos genéticos descritos para
esta enzima. Adicionalmente, se ha visto que polimorfismos en CYP 2C9 y 2C19 no

afectan a los niveles plasmaticos de metadona [5].

Metadona se excreta por la bilis y la orina. La excrecion por la orina (entre el 15% y
el 35%) es pH dependiente; aumenta con pH acido y disminuye con pH alcalino. A
dosis superiores a 55 mg/dia, metadona se elimina fundamentalmente por via urinaria,

habiéndose llegado a detectar hasta nueve metabolitos en orina [3].

En relacion al aclaramiento, en un estudio con 12 pacientes dependientes de
opioides [13], se observdo una reduccion significativa en la contribucion del
aclaramiento renal a la eliminacién de metadona, pasando del 23.8 % en los primeros 1-
3 dias de tratamiento al 13.7 % en los dias 24-26 (p = 0,047). Adicionalmente, se
observd un pequeflo aumento, aunque no significativo (20 %), en el aclaramiento total
entre los dos periodos (media, 5.7 L/h frente a 6.9 L/h). En otro estudio con 35
pacientes [14], se determin6 un aumento mucho mayor (350 %) en el aclaramiento total
entre la primera dosis de metadona y las dosis de mantenimiento tras 30 dias en

tratamiento. Sin embargo, el aumento del aclaramiento de metadona durante las
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primeras semanas de tratamiento no se observa en todos los pacientes y, por tanto, los
parametros que describen las concentraciones plasmaticas de metadona después de una
dosis oral unica en voluntarios sanos no se pueden utilizar como base para la prediccion
y el ajuste de la dosis en usuarios de opioides que reciben tratamiento con metadona

[15].

Es importante destacar también otro estudio realizado en un grupo numeroso de
pacientes con cancer [16], donde se obtuvo una amplia variabilidad en el aclaramiento
de metadona (1.4 — 126.0 L/h, n = 184). Tal variabilidad puede explicarse, en parte, por
las interacciones metabolicas con otros fArmacos que tomaban los pacientes. A modo de
ejemplo, se ha comprobado que amitriptilina disminuye el aclaramiento de metadona,
mientras que fenitoina, espironolactona, verapamilo, estrogenos y barbituricos lo
incrementan. Asi pues, el valor de aclaramiento mas elevado (126 L/h) se obtuvo en un
paciente que tomaba barbituricos, conocidos por presentar fuertes propiedades

inductoras.

También se ha observado que metadona induce su propio metabolismo,
encontrandose valores de aclaramiento significativamente menores durante el inicio del
tratamiento que en condiciones de estado estacionario [17]. Recientemente se ha
demostrado que esta auto-inducciéon metabdlica es concentracidn-dependiente, y esta
mediada por la induccion de las enzimas CYP 2B6 y 3A4, generando un aumento en la

N-desmetilacion de metadona [18].

En la tabla siguiente (Tabla 2) se incluyen a modo de resumen las principales

caracteristicas farmacocinéticas de metadona [3,5].

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas farmacocinéticas de metadona.

Foral 0.36 - 1 (media, 0.75)
Tmax (h) 2.5-4

Vvd (L/kg) 2 - 5 (media, 4)

UPP (%) 86

t1/2p (h) 13 - 47 (media, 25)
Clt (L/h) 4.5 - 8.9 (media, 6.7)

Foral = biodisponibilidad oral; Tmax = tiempo al que se alcanza la concentraciéon maxima; Vd = volumen de
distribucion; UPP = unidn a proteinas plasmaticas; t1/2f = semivida de eliminacion en la fase beta; Clt =
aclaramiento total.
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3. EFECTOS ADVERSOS

Metadona posee numerosos efectos adversos relacionados con sus efectos
terapéuticos, los cuales son dosis-dependiente [2]. Los efectos adversos que puedan
aparecer dependen de varios factores, como la dosis, duracion del tratamiento, dosis, via
de administracion, edad del paciente, funcion hepatica y renal, medicacion

concomitante o el uso de otras sustancias [1].

Las reacciones adversas mas graves, como sucede también con otros opioides, son
la depresion respiratoria y, en menor medida, la hipotension, con casos asociados de
parada respiratoria, shock y paro cardiaco. Sin embargo, en términos generales, estos

efectos adversos son minimos y relativamente tolerables [19].

En general, parece que los efectos adversos son mads intensos en los pacientes
ambulatorios y en los que no presentan dolor cronico intenso. En aquellos usuarios que
inician tratamiento, los efectos adversos mas comunes incluyen somnolencia, nauseas y
estrefiimiento, mientras que los menos habituales son vomitos, prurito y mareos [4]. Por
otra parte, en pacientes en tratamiento a largo plazo, los dos efectos adversos mas
frecuentes son estrefiimiento, cuya tolerancia se desarrolla a los 3 afios, y diaforesis, que
suele persistir aproximadamente en el 50% de los pacientes [20]. Asimismo, durante el
tratamiento se han notificado casos de prolongacion del intervalo QT en el
electrocardiograma y forsades de pointes (un tipo de arritmia ventricular polimdrfica),
especialmente a dosis altas (>200 mg/dia). Por este motivo se debe administrar con
precaucion en pacientes con antecedentes de prolongacion del intervalo QT, enfermedad
cardiaca avanzada o pacientes que reciban un tratamiento con medicamentos que
puedan prolongar el intervalo QT o medicamentos que incrementen la concentracion

plasmatica de metadona [21].
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4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES ESPECIALES DE EMPLEO

4.1. Tolerancia y dependencia

La aparicion de tolerancia y dependencia fisica con el uso repetido es una propiedad
caracteristica de todos los opioides. La tolerancia y la dependencia son reacciones
fisioldgicas que se observan en todos los pacientes y no son predictivas de adiccion, ya
que los mecanismos implicados parecen ser bastante distintos. De hecho, la adiccion es
un comportamiento que se caracteriza por el consumo compulsivo de un farmaco e

implicacidon abrumadora en su obtencidén y consumo [4].

La tolerancia al efecto de los opioides u otros farmacos implica que, con el tiempo,
el farmaco pierde su eficacia, y se requiere una dosis aumentada para producir el mismo
efecto fisioldgico. La tolerancia a los efectos adversos de metadona se desarrolla de
forma muy variable, pudiendo producirse tras unos pocos dias, semanas o afios. Es por
ello que la dosificacion debe ajustarse convenientemente en funcion de la tolerancia de
cada paciente para evitar la aparicién de somnolencia, signo temprano de depresion del
SNC. De hecho, como ocurre con todos los opioides, metadona debe utilizarse con
prudencia en pacientes con la funcion respiratoria comprometida [2]. Ademads, es
necesario destacar que, en la mayoria de casos, los pacientes desarrollan una tolerancia
parcial a los efectos antieméticos, anoréxicos, mioticos, sedantes y depresores de

metadona [19].

La dependencia se refiere a una serie de cambios complejos y poco entendidos de la
homeostasia del organismo. Esta alteraciéon queda a menudo de manifiesto cuando se
interrumpe de manera repentina la administracion de un opioide, lo cual da por
resultado la aparicidon de sindrome de abstinencia (Tabla 3). Ademas, la administracion
de dosis habituales de un antagonista opioide a un paciente con dependencia fisica de
metadona u otros opioides precipita un sindrome de abstinencia agudo. La gravedad de
los sintomas dependera del grado de dependencia del sujeto y de la dosis de antagonista
administrada. El sindrome de abstinencia a opioides, pese a ser muy desagradable, no
pone en peligro la vida del sujeto. Se inicia en un plazo de 6 a 12 h después de la tltima
dosis de un opioide de accion breve (heroina, morfina), y hasta 72 a 84 h después de la

de un opioide de accion muy prolongada (metadona) [4].

27



Ni las presencias de tolerancia y dependencia ni el temor a que puedan aparecer
deben interferir en el uso apropiado de metadona. Esta puede suspenderse en individuos
dependientes una vez que la necesidad clinica haya terminado, mediante un esquema
terapéutico que supone la disminucion de la dosis entre un 10-20% cada dos dias y sin

que aparezcan signos y sintomas de abstinencia [4].

4.2. Sobredosificacion

Las manifestaciones clinicas de una sobredosis (Tabla 3) consisten en la aparicién
de depresidn respiratoria, caracterizada por disminucién de la frecuencia respiratoria y
del volumen ventilatorio, cianosis y respiracion de Cheyne-Stokes; somnolencia
extrema, que puede evolucionar hacia el estupor y coma; miosis intensa, flaccidez
muscular, frialdad cutdnea y, en ocasiones, hipotension y bradicardia. En caso de
intoxicacion extrema puede aparecer apnea, colapso circulatorio, fallo cardiaco y

muerte.

El tratamiento consistira en el restablecimiento de la funcién ventilatoria adecuada,
mediante la instauracion de una via aérea permeable y respiracion asistida. Debe
administrarse un antagonista opioide (naloxona o nalorfina), por via intravenosa o
intramuscular, a dosis similares a las requeridas en la intoxicacion morfinica. Puesto
que la duracion de accion de los antagonistas opioides es mucho maés corta que la de
metadona, éstos deberan administrarse en dosis repetidas, segiin la evolucién clinica.
No debe administrarse un antagonista si no existen signos de depresion respiratoria o
cardiovascular. Si el diagnostico es correcto y la depresion respiratoria se debe
solamente a la intoxicacion por metadona, no esta indicado el uso de estimulantes
respiratorios. Pueden utilizarse otras medidas de soporte vital y tratamiento sintomatico

habitual: oxigenoterapia, vasopresores, fluidos intravenosos, etc. [19].

A continuacion se detallan los sintomas caracteristicos del sindrome de abstinencia a

opioides y de la sobredosificacion por metadona (Tabla 3) [22].
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Tabla 3. Sintomas de abstinencia a opioides y de sobredosificacion por metadona.

Sintomas de abstinencia Sintomas de sobredosificacion /

Subjetivos Objetivos intoxicacion
¢ Ansiedad ¢ Gastrointestinales: nuseas, e Sedacion / letargia
e Irritabilidad vomitos y diarrea e Depresidn respiratoria
¢ Mialgias e Agitacion * Miosis (contraccion pupilar)
¢ Espasmos musculares e Diaforesis ¢ Bradicardia
¢ Enrojecimiento facial e Secrecidn lacrimal ¢ Hipotermia
¢ Dolor abdominal ¢ Rinorrea e Estupor
¢ Insomnio e Midriasis (dilatacion pupilar) e Coma

e Bostezos

e Hipertension arterial
e Piloereccion

e Taquicardia

e Temblores

e Ficbre

4.3. Embarazo y lactancia

Metadona atraviesa la membrana placentaria. Sin embargo, la evidencia publicada
sobre la exposicion del lactante a metadona a través de la leche materna es escasa. Se
conoce que las concentraciones de metadona en la leche materna son bajas y se
mantienen estables a lo largo del tiempo [23-25]. Dosis de 25 a 180 mg/dia de metadona
producen concentraciones en leche materna entre 27-260 ng/mL, lo que corresponde a
una ingesta diaria de metadona de 0.05 mg (considerando que el consumo de leche de
un bebé es de aproximadamente 500 mL/dia) [26]. Para un bebé de 5 kg, esta cantidad
seria igual a la administracion de menos del 1% de la dosis ajustada al peso materno (la
dosis tipica para adultos es de 40-180 mg/dia) [26]. Incluso después de corregir para una
tasa de aclaramiento de metadona mas lenta en el recién nacido, en comparacion con el
adulto, la dosis relativa del bebé no superaria el 5% de la dosis ajustada al peso de la

madre.

Metadona ofrece importantes beneficios terapéuticos a la poblacion embarazada
dependiente, los cuales superan con creces el bajo riesgo que supone la excrecion del
farmaco a través de la leche materna [27]. Durante 18 afios, la American Academy of
Pediatrics recomendaba la compatibilidad de metadona con la lactancia a dosis

maternas inferiores a 20 mg/dia [28]; en septiembre de 2001, en base a la evidencia
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disponible, la propia Academia suprimié dicha restriccion, considerando desde entonces

que metadona es compatible con la lactancia a cualquier dosis materna [6].

Los bebés nacidos de mujeres en terapia de mantenimiento con metadona pueden
desarrollar el sindrome de abstinencia neonatal (NAS), atribuible a la retirada de
metadona en los primeros dias de vida [29]. El retraso observado entre la retirada y la
aparicion del NAS, en comparacion con otros opioides, se explica por la hecho de que
en el periodo neonatal precoz las concentraciones de metadona en el bebé y en la madre
son similares, y a partir de entonces, los niveles de metadona disminuyen lentamente en
el bebé de acuerdo con la larga semivida de eliminacién. Malpas et al. han sugerido que
la lactancia materna puede ser beneficiosa en el tratamiento del NAS [30], aunque no
esta claro si ello es debido a los efectos favorables de la propia lactancia o a las bajas
concentraciones de metadona presentes en la leche materna que mitigan el efecto de

retirada del farmaco.

En definitiva, las bajas concentraciones de metadona presentes en leche materna
descritas en la literatura apoyan la recomendacién de no desalentar el uso de la terapia
de mantenimiento con metadona en madres lactantes, independientemente de la dosis

[31,32].

5. INTERACCIONES

Los pacientes que toman metadona para la dependencia a opioides o para el dolor
cronico suelen tener prescritos una variedad de medicamentos adicionales relacionados
con sus comorbilidades, pudiendo generar la aparicién de interacciones clinicamente
relevantes. Ademas, la introduccion progresiva de nuevos principios activos, juntamente
con el uso de multiples regimenes farmacoterapéuticos, ha hecho aumentar la
probabilidad de interacciones farmacoterapéuticas significativas, complicando la
evaluacién clinica del paciente y la toma de decisiones por parte del médico [1]. Los
médicos prescriptores de metadona deben informarse de forma periddica sobre
cualquier sustancia nueva que pueda tomar el paciente (incluyendo drogas de abuso,
productos naturales, alimentos y medicamentos tanto de prescripcion como de venta

libre), especialmente si un paciente que permanece estable experimenta repentinamente
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intoxicacidn, sintomas de abstinencia o ansia por consumir metadona. De este modo
podran valorar si el tratamiento requiere de una modificacion de la dosis o si es
necesaria la prescripcidn de otros medicamentos que no tengan interacciones

farmacocinéticas y/o farmacodinamicas con metadona [5].

De acuerdo con sus caracteristicas, las interacciones farmacocinéticas de metadona

se deben fundamentalmente a varios factores ya comentados anteriormente [33]:

- Farmacos o sustancias capaces de inducir o inhibir la actividad de las enzimas CYP
P450 involucradas en el metabolismo de metadona, la mayoria relacionados con el
CYP 3A4 y CYP 2D6. Los inductores disminuyen las concentraciones plasmaticas
de metadona, mientras que los inhibidores las aumentan.

- Féarmacos que alteran la unidn a proteinas plasmaticas, aumentando o disminuyendo
la fraccion de metadona libre en plasma.

- Factores que afectan al pH urinario (por ejemplo, las sustancias acidificantes, como

la vitamina C, aceleran la eliminacidn urinaria).

5.1. Factores que pueden modificar la efectividad y seguridad del tratamiento

con metadona en la practica clinica

Los pacientes tratados con metadona requieren de una vigilancia especial en
relacion a las interacciones de relevancia clinica, ya que sus consecuencias son
potencialmente peligrosas e, incluso, pueden modificar el cumplimiento del tratamiento.
Entre los factores que pueden modificar la efectividad del tratamiento con metadona

destacan [34]:

- Polimedicacion y comorbilidad. La polimedicacion debida al tratamiento
concomitante de enfermedades asociadas (comorbilidad). Es necesario destacar las
enfermedades infecciosas como el VIH o la hepatitis B o C, dada la alta incidencia
y el historial de conductas de riesgo (la mayoria de pacientes incluidos en terapia de
mantenimiento con metadona han sido usuarios de drogas por via parenteral),
ademads del tratamiento de las enfermedades psiquidtricas asociadas que puedan
requerir el uso de antipsicdticos, antidepresivos o benzodiacepinas. Por otro lado, la
coexistencia de lesiones en organos implicados en la eliminacion de los farmacos

del organismo, sobre todo higado y también rifion, como consecuencia de la historia
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toxicologica (efectos hepatotdxicos de sustancias de abuso y adulterantes) o
patologica (hepatitis crénicas por infeccidn virica, cirrosis, etc.). En estos casos, la
permanencia del farmaco en el organismo, sus concentraciones plasmatica y tisular

se pueden ver afectadas.

Medicamentos no prescritos, sustancias de abuso, alimentos y suplementos. La
ingesta de medicamentos no prescritos, como el consumo de psicoestimulantes u
otras sustancias de abuso como el alcohol, las anfetaminas o la cocaina, que junto
con la presencia de un cuadro de politoxicomania, modifican el efecto terapéutico
de los farmacos. De igual forma, la ingesta de determinados alimentos o
suplementos vitaminicos pueden incrementar o disminuir la concentracidon

plasmatica de metadona y modificar su efecto.

5.2. Interacciones medicamento-medicamento

A partir de mecanismos conocidos sobre el metabolismo y eliminacion de metadona

se han identificado varios farmacos que interaccionan y que provocan variaciones

importantes en su biodisponibilidad y, por tanto, en su accion sobre el organismo. Estas

interacciones se han demostrado en estudios clinicos, estudios de casos o de

experimentacion en animales y, a veces, a partir de principios farmacoterapéuticos

generales. Estos farmacos se pueden clasificar en:

- Féarmacos contraindicados en pacientes en tratamiento con metadona. Los fdrmacos

incluidos en la Tabla 4 pueden desplazar a metadona de su union con los receptores

1y, consecuentemente, pueden disminuir su eficacia y provocar un sindrome agudo

de abstinencia [1,5].

Tabla 4. Farmacos contraindicados en pacientes en tratamiento con metadona.

Grupo terapéutico Farmaco

Analgésicos opioides agonistas / antagonistas Buprenorfina, Butorfanol, Nalbufina,
Pentazocina

Antagonistas opioides Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno

Analgésicos sintéticos Tramadol
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- Féarmacos que pueden interferir con el metabolismo de metadona (Tabla 5). En

estos casos se pueden producir efectos adversos imprevisibles y muy diversos

relacionados con la administracion de metadona y también con la del farmaco que

se ha utilizado para tratar la enfermedad concomitante [1,5,35].

Tabla 5. Farmacos que pueden interferir en el metabolismo de metadona.

Farmaco

Mecanismo de interaccion y efecto

Alprazolam, diazepam,
estazolam, flurazepam,
midazolam, triazolam

Dextrometorfano

Fentanilo, morfina, oxicodona,
dextropropoxifeno, petidina

Inhibidores de la monoamino
oxidasa (IMAO): tranilcipromina,
moclobemida, isocarboxazida

Amitriptilina, desipramina,
imipramina, nortriptilina

Nifedipino

Octreotida

Difenoxilato, loperamida

Inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos de nucledsido
(ITIAN): zidovudina, abacavir,
didanosina, estavudina,
lamivudina, zalcitabina

Interaccion potencial, ya que estos farmacos comparten la via
metabolica del citrocromo P450. El diazepam incrementa los
efectos de metadona y puede causar una depresion del SNC
potencialmente mortal.

Metadona puede incrementar la concentracién plasmatica y el
efecto de dextrometorfano. Alteraciones cardiovasculares: riesgo de
prolongacion del intervalo QT.

Efecto sinérgico de los opioides. Accién prolongada de los
metabolitos que alcanzan concentraciones toxicas de opioides.

Pueden potenciar y prolongar los efectos depresores de metadona.
También pueden estimular el SNC. Evitar la administracion de
metadona conjuntamente con IMAO, debiendo transcurrir dos
semanas entre la interrupcion del tratamiento con un IMAO y el
inicio del tratamiento con metadona.

Metadona incrementa la toxicidad de los antidepresivos. Estudios
mixtos de incremento o descenso de los niveles de metadona.
Posible efecto pro-arritmico.

Metadona puede incrementar la concentracion plasmatica de
nifedipino y potenciar su efecto.

Puede reducir el efecto analgésico de metadona y morfina.

Su uso concomitante con metadona puede provocar estreflimiento
grave y una depresion mayor del SNC.

Los ITIAN no se metabolizan por la via enzimatica del citocromo
P450. Metadona actua sobre la absorcion, glucuronizaciéon y
metabolismo de primer paso de los ITIAN. Ademas, incrementa los
efectos toxicos dependientes de los antirretrovirales.
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- Farmacos que pueden disminuir la concentracion plasmatica de metadona y, por
tanto, disminuir los efectos, e incrementar asi el riesgo de aparicion del sindrome de

abstinencia y disminuir su actividad analgésica (Tabla 6) [1,5,35].

Tabla 6. Farmacos que pueden disminuir la concentracion plasmatica de metadona.

Farmaco Mecanismo de interaccion y efecto

Inhibidores de la transcriptasa Son inductores y sustratos de la via del CYP 3A4, y pueden
inversa no analogos de disminuir la efectividad de metadona. Apariciéon de sindrome de
nucleodsidos (ITINAN): abstinencia (se recomienda incrementar la dosis de metadona en un

neviparina, efavirenz, delavirdina  10-20 %).

Inhibidores de la proteasa (IP): Son sustratos e inhibidores del CYP 3A4 e inductores de la

abacavir, indinavir, ritonavir, glucuroniltransferasa. Posible falta de efectividad y aparicion de
saquinavir, nelfinavir, telaprevir,  sindrome de abstinencia.

boceprevir

Fenobarbital Inducen la via metabdlica del citocromo P450, pudiendo causar un

fuerte descenso de la concentracion de metadona.

Carbamazepina Potente inductor del CYP 3A4 y CYP 2B6. Puede causar sindrome
de abstinencia.

Dextametasona Inductor de los CYP 3A4 y CYP 2B6.

Espironolactona Inductor del CYP 3A4. Aumenta el aclaramiento de metadona.

Potencial aparicién de sindrome de abstinencia.

Fenitoina Inductor del CYP 3A4 y CYP 2B6. Disminuciéon de Ia
concentracion de metadona. Aparicién de sindrome de abstinencia.

Rifampicina, isoniazida Inductores del CYP 3A4. Se han descrito casos graves de aparicion
de sindrome de abstinencia.
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- Féarmacos que pueden incrementar la concentracion plasmatica de metadona y, por

tanto, potenciar sus efectos, e incrementar el riesgo de sedacién y de depresion

respiratoria (Tabla 7) [1,5,35].

Tabla 7. Farmacos que pueden incrementar la concentracion plasmatica de metadona.

Farmaco

Mecanismo de interaccion y efecto

Inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS):
fluoxetina, paroxetina,
fluvoxamina, sertralina

Verapamilo

Eritromicina, claritromicina
Metronidazol

Cimetidina

Ergotamina

Fluconazol, ketoconazol,
miconazol, itraconazol

Bicarbonato sddico

Omeprazol

Zafirlukast, pranlukast,
montelukast

Amiodarona, diltiazem, quinidina

Inhibicién del CYP 2D6. Efecto relevante con fluvoxamina, que
también inhibe el CYP 1A2, por lo que no se deben coadministrar.

Inhibicién del citocromo P450. En combinacion con metadona,
produce efectos potencialmente adversos como arritmias.

Fuerte inhibicion del CYP 3A4.
Inhibicién del CYP 3A4.

Inhibicién de la via del citocromo P450.
Inhibicion selectiva del CYP 3A4.

Inhibicion del citocromo P450. Incrementan la concentracion de
metadona.

La orina alcalina disminuye la eliminacién renal de metadona.

Estudios en animales. Posiblemente afecta la absorcion de metadona
por aumento del pH gastrico. Incrementa la concentracién de
metadona.

Inhiben el citocromo P450. Clinicamente no verificado.

Inhibicion del CYP 3A4. Amiodarona también inhibe el CYP 2D6.
Quinidina también inhibe la P-gp. Clinicamente no verificado.

5.3. Interacciones con sustancias de abuso

Pese a que el tratamiento con metadona ha demostrado ser efectivo, una parte de los

pacientes mantiene el consumo de otras sustancias con capacidad adictiva. En relacion

con estos patrones de consumo, las principales interacciones observadas se resumen en

la Tabla 8 [1,5,35].
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Tabla 8. Sustancias de abuso que pueden alterar los niveles o efectos de metadona.

Farmaco

Mecanismo de interaccion y efecto

Alcohol:
Consumo agudo

Consumo cronico

Cocaina

Heroina

Anfetamina,
metanfetamina,
metilfenidato

Nicotina

Inhibidor del citocromo P450. Incremento de la concentracion de metadona,
pudiendo producir sedacion intensa y depresion respiratoria fatal.

Inductor del citocromo P450. Disminucioén de la concentracion de metadona,
pudiendo provocar una aparicion precoz del sindrome de abstinencia.

Induccion del CYP 3A4. Disminucion de la concentracion de metadona. Su
consumo junto con metadona es un factor de riesgo de recaida en el consumo
de heroina u otras sustancias como el alcohol o benzodiacepinas.

Desplaza metadona de su unidn a los receptores p. Disminucion de los efectos
de metadona. Valorar un aumento de la dosis de metadona.

Ausencia de interacciones importantes. Su consumo junto con metadona es un
factor de riesgo de recaida en el consumo de heroina u otras sustancias como
el alcohol o benzodiacepinas.

Inductor del CYP 1A2. Disminuciéon del efecto de metadona en pacientes
fumadores y posible aparicion del sindrome de abstinencia.

5.4. Interacciones con alimentos y suplementos

Las tablas siguientes recogen los principales alimentos (incluidas bebidas) y

suplementos descritos en la bibliografia que interaccionan o pueden interaccionar con

metadona, ya que incrementan (Tabla 9) o disminuyen (Tabla 10) el efecto de ésta

[1,5].

Tabla 9. Principales alimentos y suplementos que pueden incrementar el efecto de metadona.

Alimento/suplemento Mecanismo de interaccion

Pomelo Inhibe el CYP 3A4 y la P-gp intestinal. Este efecto
no ha sido demostrado en otras frutas.

Ajo Inhibe la actividad del CYP 3A4.

Apiaceas (apio, perejil, zanahoria)

Suplementos naturales: ufia de gato, manzanilla,
Echinacea angustifolia, Hydrastis canadensis

Vino y otras bebidas de baja graduacion

Disminuyen la actividad enzimatica del CYP 1A2.

Fuerte inhibicion del CYP 3A4. No se ha
estudiado especificamente con metadona.

Puede inhibir la actividad del CYP 3A4, ademas
de actuar como sustrato.
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Tabla 10. Principales alimentos y suplementos que pueden disminuir el efecto de metadona.

Alimento/suplemento

Mecanismo de interaccion

Suplementos de vitamina C

Aumentan la eliminacion de metadona al disminuir

el pH de la orina.

Brasicacias o cruciferas (col, coliflor, brocoli) Incrementan la actividad del CYP 1A2.

Café Determinados compuestos pueden inducir el CYP
3A4.

Suplementos naturales: Hypericum perforatum Inductor del CYP 3A4.

Zumo de uva

Puede inducir la actividad del CYP 1A2.

5.5. Interacciones fisioldgicas y fisiopatologicas

Otras interacciones a tener en cuenta son las inherentes a la propia fisiologia del

individuo (Tabla 11), asi como las relacionadas con determinadas patologias (Tabla

12) [1,5].

Tabla 11. Interacciones fisiolodgicas de metadona.

Factor fisiolégico

Mecanismo de interaccion y efecto

Ciclo menstrual (4°dia)

Edad (>65afios)

Embarazo

Género

Hematocrito elevado

Obesidad

| concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

T concentraciones plasmaticas por disminucién del aclaramiento de
metadona. Puede provocar la aparicion de efectos opioides toxicos.

| concentraciones plasmaticas por induccién del citocromo P450. Puede
provocar la aparicién de sintomas de abstinencia a opioides, por lo que
puede ser necesario dividir la dosis de metadona para administrarla dos
veces al dia.

Ausencia de sintomatologia. Interaccidn clinicamente no significativa.

| concentraciones plasmaticas por aumento del aclaramiento de metadona.
Puede provocar la aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

| concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.
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Tabla 12. Interacciones fisiopatoldgicas de metadona.

Factor fisiopatolégico Mecanismo de interaccion y efecto

Céncer | concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

Hepatopatia 1 concentraciones plasmaticas por disminucion del metabolismo del
citocromo P450. Puede provocar la aparicion de efectos opioides téxicos.

Quemaduras | concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

Sepsis | concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

Trasplantes | concentraciones plasmaticas por aumento de AGP. Puede provocar la
aparicion de sintomas de abstinencia a opioides.

6. INDICACIONES Y RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

Metadona estd indicada en el tratamiento del sindrome de abstinencia a opioides, asi
como en el dolor intenso de cualquier etiologia, incluyendo dolores post-operatorios,
postraumaticos, neoplasicos, neuriticos o por quemaduras, siempre que no respondan a

analgésicos menores [19].

En Espafia, el clorhidrato de metadona se emplea en una variedad de formulaciones
que permiten que metadona pueda ser administrada en varias formas farmacéuticas
diferentes. La Tabla 13 muestra los preparados farmacéuticos que actualmente estan

autorizados en Espafia [36].

Tabla 13. Medicamentos autorizados en Espafia que incluyen metadona.

Medicamento Numero de registro
Eptadone® 20 mg solucién oral 69913
Eptadone® 100 mg solucion oral 69909
Eptadone® 5 mg/ml solucién oral 69910
Metasedin® 5 mg comprimidos 17129
Metasedin® 30 mg comprimidos 62422
Metasedin® 40 mg comprimidos 62423
Metasedin® inyectable 17128
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En general, en la bibliografia internacional se hace referencia a la preparacion oral
liquida con mas frecuencia que a la sélida. Probablemente, ello se deba a que, por un
lado, con la forma liquida resulte mdas facil administrar una amplia gama de
dosificaciones y, por otro, a que al parecer seria menos susceptible de trafico ilegal que

la forma solida [37].

No obstante, la administracion de metadona por via oral en forma sdlida
(comprimidos) es una alternativa 1til, aunque requiere tener en cuenta ciertas
consideraciones para su correcto uso, desde el punto de vista técnico. En este sentido,
los comprimidos de 30 y 40 mg estan ranurados para facilitar su fraccionamiento y
permitir una gama mdas amplia de dosis mediante las diferentes combinaciones de
comprimidos enteros y fraccionados. El laboratorio fabricante ofrece una tabla para
facilitar la dosificacién de Metasedin® (no incluida en la memoria) desde 15 mg hasta
150 mg, con incrementos de 5 mg, utilizando combinaciones de comprimidos enteros y
fraccionados. Asimismo, explica que los comprimidos de 30 y 40 mg son solubles (se
pueden administrar diluidos facilmente en agua o zumos), mientras que los de 5 mg son
poco solubles, por lo cual, al ponerlos en agua o zumos dejan el residuo de excipientes

insolubles. La aparicion de este residuo, sin embargo, no altera la dosis preparada [37].

6.1. Tratamiento del sindrome de abstinencia a opioides

Metadona reune dos criterios importantes para ser utilizada en el manejo de la
dependencia a opioides: una alta biodisponibilidad sistémica cuando se administra por
via oral y una larga semivida de eliminacion tras alcanzar el estado estacionario
(normalmente después de 4-6 dias). Debido a su elevada actividad intrinseca y accidon
prolongada, suprime durante 16-36 horas el deseo incontrolable de consumir en
individuos dependientes, permitiéndoles mejorar su funcionalidad. La ruta de
administracion oral evita el riesgo asociado a la administracion parenteral, su larga
semivida hace posible una unica administracién diaria y su acumulacién en tejido
corporal permite que, tras administraciones repetidas, se consigan concentraciones
plasmaticas estables. Ademads, cuando se administra metadona durante la terapia de
mantenimiento, no produce los marcados efectos narcéticos observados en opioides u

opiaceos de accion corta como la heroina o la morfina [5].
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6.1.1. Recomendaciones terapéuticas en el tratamiento del sindrome de

abstinencia a opioides

La efectividad de la terapia de mantenimiento con metadona depende, en gran
medida, de la dosis administrada, y por eso es importante una correcta dosificacion
durante el tratamiento. El proceso de induccién al tratamiento es especialmente
relevante, porque presenta un riesgo de muerte que puede ser hasta siete veces superior
al riesgo de antes de iniciar el tratamiento. Los pacientes que empiezan con una dosis de
metadona demasiado alta pueden intoxicarse y morir, pero si la dosis es demasiado baja
y el paciente presenta abstinencia, puede desembocar en el consumo de opioides
ilegales (heroina) u otras sustancias (benzodiacepinas) para mejorar la sintomatologia, y
la mezcla de metadona con estas otras sustancias puede producirle también la
intoxicacidn y la muerte. Sin embargo, en la fase de estabilizacién o mantenimiento tras
las primeras dos semanas de tratamiento, el riesgo de muerte por sobredosis disminuye

sustancialmente en comparacidn con el riesgo al inicio del tratamiento.

En el manual de practica clinica para el tratamiento de mantenimiento con metadona
de la Generalitat de Catalunya [37], se realizan las recomendaciones siguientes respecto

a los procesos de induccion y mantenimiento:

a) Proceso de induccion

e En general, la dosis inicial debe estar entre los 10 y los 30 mg/dia. Sin embargo, si
la tolerancia a los opioides es alta se pueden utilizar dosis de entre 25 y 40 mg/dia,
y si la tolerancia es baja o dudosa se pueden utilizar dosis de 10 a 20 mg/dia. Si la
dosis inicial es baja (10 mg) después de unas horas (3-4 horas) se pueden afiadir
pequetias dosis de metadona segun la gravedad de los sintomas de abstinencia. No
obstante, también se recomienda mantener al paciente en observacion durante unas
horas (2-3 horas) después de la primera dosis con el fin de observar si aparecen
signos de intoxicacion.

e Es aconsejable empezar la terapia de mantenimiento por la mafiana, y si puede ser
al inicio de la semana (si el centro esta cerrado durante el fin de semana), para que
cuando aparezcan las concentraciones de metadona mas altas, el centro esté abierto

y el personal pueda intervenir, en caso necesario.
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El paciente debe acudir cada dia al centro para tomar la dosis de metadona hasta
que se establezca la dosis de mantenimiento. Los incrementos de dosis de metadona
hasta llegar a la estabilizacién deben ser de un méximo de 5 a 10 mg/dia y sin pasar

de 20 mg a la semana.

b) Dosis de mantenimiento

El tiempo necesario para llegar a la estabilizacion puede ser de seis semanas o mas.
El rango terapéutico de referencia para metadona en plasma es de 400-600 ng/mL
[38].

Habitualmente, las dosis de mantenimiento se situan entre los 50 y los 120 mg/dia,
aunque hay personas que se pueden mantener con dosis inferiores, y otras que
necesitan dosis superiores (hasta 1200 mg/dia). No existe, por lo tanto, una dosis de
metadona Optima para todos los pacientes. La dosis de mantenimiento adecuada de
metadona es aquella que consigue prevenir el inicio del sindrome de abstinencia a
opioides durante 24 horas, eliminar el deseo de consumo de heroina y bloquear sus
efectos euforizantes.

Con el fin de controlar el intervalo QT, deben realizarse electrocardiogramas
periddicos si se utilizan dosis de metadona superiores a 200 mg/dia, sobre todo si el
paciente recibe tratamientos concomitantes (especialmente antirretrovirales y/o

antipsicoticos).

6.2. Manejo del dolor

Como ya se ha comentado anteriormente, metadona posee un efecto analgésico muy

potente gracias a su accidn antagonista sobre los receptores NMDA, por lo que es un

farmaco muy utilizado en pacientes con dolor crénico asociado a cancer u otras

morbilidades. En estos casos, y a diferencia de su utilizaciéon como tratamiento para la

dependencia de opioides, suelen administrarse dosis entre 2.5 y 10 mg cada 6-8 horas o,

incluso, cada 3-4 horas para conseguir un efecto analgésico. Estas dosis pueden llegar a

incrementarse hasta 30 mg [39].
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6.2.1. Recomendaciones terapéuticas en el manejo del dolor

a) Pacientes en terapia de mantenimiento con metadona

El dolor agudo o crénico en pacientes en terapia de mantenimiento, o con

antecedentes de dependencia a drogas, a menudo no recibe una correcta evaluacion ni

tampoco un correcto enfoque terapéutico. Este hecho estd relacionado con varios

factores: existe la falsa creencia de que los pacientes en mantenimiento con metadona

que presentan dolor ya reciben una analgesia suficiente y que no son necesarias otras

medidas analgésicas. Sin embargo, estos pacientes presentan una tolerancia que les hace

perder el efecto analgésico del farmaco. Ademas, hay estudios que detectan un umbral

mas bajo en la percepcidn y la tolerancia al dolor en dichos pacientes.

No existe un protocolo establecido para el manejo del dolor en estos pacientes, pero

si una serie de recomendaciones que hay que tener en cuenta a la hora de instaurar el

tratamiento [40]:

La dosis de metadona debe ser adecuada. Una dosis subdptima con la presencia de
una minima sintomatologia de abstinencia hara muy dificil el manejo del dolor, y el
incremento de las dosis de metadona no suele ser efectivo para conseguir el efecto
analgésico. La utilizacion de dosis de metadona que produzcan un bloqueo
completo de los receptores p, habitualmente 80-120 mg/dia o superiores, hara que,
en caso de ser necesarios otros agonistas opioides, €stos no presenten el efecto
euforizante que los caracteriza.

Debido a la tolerancia a los opioides y al umbral mas bajo en la percepcion del
dolor, en caso de ser necesaria la utilizacion de otros opidceos u opioides, éstos a
menudo deberan utilizarse a dosis mas elevadas que las habituales. Si hay que
utilizar otros opiaceos u opioides como analgésicos, son de eleccion los que sean
agonistas p puros (cloruro morfico, morfina, fentanilo), ya que no generan la
necesidad de incrementar la dosis de metadona cuando son retirados.

Esta contraindicada la utilizacion de farmacos con efecto antagonico p
(pentazocina, buprenorfina, tramadol, naloxona), ya que pueden provocar
sintomatologia de abstinencia. También debe evitarse el uso de meperidina y
propoxifeno, ya que se necesitan dosis muy elevadas para conseguir analgesia, con
el consiguiente riesgo de producirse efectos secundarios graves.
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Hay que valorar la posibilidad de utilizar farmacos no opidceos u opioides, como
antiinflamatorios no esteroideos, antidepresivos triciclicos, antiepilépticos,
corticoides y anestésicos locales. Los antidepresivos triciclicos y antiepilépticos
como la gabapentina son de gran utilidad en el manejo del dolor de origen
neuropatico. Estos farmacos deben utilizarse a las mismas dosis y con las mismas
pautas que se utilizan en los pacientes sin dependencia a opioides. En caso de
existir alguna patologia psiquiatrica, el correcto enfoque facilitara el tratamiento del
dolor (por ejemplo, la ansiedad a menudo acompafia al dolor en estos pacientes, por

lo que su correcto tratamiento mejorara el manejo del dolor).

b) Pacientes adictos a opioides que no estén en terapia de mantenimiento con

metadona

Para el tratamiento del dolor en esta poblacion, hay que tener en cuenta su situacion,

diferenciando entre si se trata de pacientes con o sin dependencia activa a opioides o

bien pacientes en tratamiento con antagonistas opioides [37]. De acuerdo con cada

situacion, se realizan las siguientes recomendaciones:

Pacientes sin dependencia activa: es preferible evitar la utilizacion de opioides y, en
caso de ser necesario, utilizar inicialmente farmacos con efecto agonista parcial,
como buprenorfina o pentazocina, sin olvidar que un mal control del dolor puede
conducir a una recaida en la adiccion.

Pacientes en tratamiento con antagonistas opioides, como la naltrexona: estd
contraindicado el uso de opioides y habrd que recurrir a otras alternativas
terapéuticas. Si éstas no tuvieran éxito y fuera necesario el uso de opioides, debe
retirarse la naltrexona y esperar 2-3 dias antes de utilizarlos.

Pacientes con dependencia activa: para estos pacientes, el contacto con el medio
sanitario por un sintoma como el dolor, puede ser una buena oportunidad para
ofrecer un tratamiento de su dependencia con metadona, con el apoyo analgésico

necesario, a fin de mejorar la situacion del paciente.
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¢) Pacientes con dolor crénico no oncologico

La ultima revision sistemdtica realizada para evaluar la eficacia analgésica y
seguridad de metadona en el tratamiento del dolor cronico no oncolégico [41] destaca la
falta de evidencias para determinar tanto la eficacia analgésica como la seguridad de
metadona en este tipo de pacientes. De acuerdo con los criterios de inclusion
empleados, ninguno de los tres estudios analizados, en los que participaron un total de
181 participantes, abordaban adecuadamente las cuestiones de seguridad, tales como
depresién respiratoria, arritmias cardiacas o adiccidn. Tampoco permiten sacar
conclusiones con respecto a las mejoras en la calidad de vida o el funcionamiento del
paciente ni presentan datos que contribuyan a la evaluacidn de las posibles ventajas de

metadona en el tratamiento del dolor cronico no oncoldgico.

d) Pacientes con dolor cronico oncoldgico

El dolor es un sintoma comun y debilitante de la enfermedad del cancer, el cual
puede ser tratado con metadona por via oral en forma liquida o comprimidos, por via
rectal mediante supositorios, o por la via parenteral (intravenosa, intramuscular o

subcutanea) [42].

La eficacia analgésica y seguridad de metadona en el tratamiento del dolor cronico
oncoldgico se evalud en otra revision sistemadtica [42]. De acuerdo con los criterios de
inclusién empleados en ésta, se analizaron 8 estudios en los que participaron un total de
388 pacientes. La revision contiene nuevos datos que apoyan que metadona tiene una
eficacia analgésica similar a la morfina en el tratamiento del dolor oncoldgico en
general y también en el tratamiento del dolor neuropatico relacionado con el cancer. En
cuanto a la seguridad, el perfil de efectos secundarios de metadona y morfina también
fue similar, aunque estos efectos secundarios podrian llegar a ser mas importantes con
dosis repetidas de farmaco. En este sentido, se observd que tras la administracién de
metadona durante los primeros dias de tratamiento, ésta parece acumularse en el
organismo, retrasando la aparicion de efectos adversos hasta aproximadamente 28 dias
después de iniciar el tratamiento. Esta observacion refuerza el consejo de que los
médicos experimentados deben asumir la responsabilidad total del inicio del tratamiento

y llevar a cabo un cuidadoso ajuste de la dosis y monitorizaciéon de metadona.
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7. PROGRAMAS DE MANTENIMIENTO CON METADONA

La dependencia a la heroina es un sindrome crénico y recurrente que estd
fuertemente asociado a una alteracion de la conducta y a la delincuencia. Los programas
de sustitucion de opioides con supervision médica surgieron de la necesidad de
minimizar los dafios asociados al consumo de heroina tras el fracaso de las sanciones
criminales, la desintoxicacion y la psicoterapia en el manejo de este problema. En las
ultimas dos décadas se ha utilizado buprenorfina, agonista parcial de los receptores L,
como tratamiento de mantenimiento para la adiccion a la heroina, e incluso ha habido
un resurgimiento del interés en la prescripcidon médica de heroina con el mismo
propdsito. También se dispone de una combinacion de buprenorfina y naloxona,
autorizada en 2008 e incluida en el sistema publico de salud en 2010. Sin embargo, el
régimen mas ampliamente aceptado a nivel internacional desde la década de los afios 60

es la terapia de mantenimiento con metadona, suministrada por via oral [43,44].

7.1. Antecedentes historicos y epidemiologia

Los PMM fueron desarrollados inicialmente en 1964 por un equipo de investigacion
de la Universidad Rockefeller de Nueva York, constituido por los doctores Dole,
Nyswander y Kreek. Dichos programas surgieron tras la Segunda Guerra Mundial
(1939-1945) con el objetivo de tratar la adiccidn a la heroina, en respuesta al aumento
desorbitado del consumo y muertes relacionadas con esta droga que tuvo lugar a finales

de 1950 y comienzos de 1960 en Nueva York [2,45].

En Espaiia, la “epidemia” de consumo problematico de heroina comenzo6 una década
mas tarde, a finales de 1970, y alcanz6 su incidencia maxima en 1980 [46]. La
transicion politica de la dictadura hacia la democracia jugé un papel importante en la
aparicion de dicha “epidemia”, dejando paso a un gran vacio cultural en la sociedad
espaifiola [47]. Ello coincidio con la llegada del movimiento psicodélico y la generacion
“hippie” desde los paises en que se iniciaron a finales de los afios 60, que tuvo un efecto
de llamada de atenciéon muy notable en la poblacion espafiola. En este contexto de
transicion politica, la falta de normas y la incapacidad de la estructura democratica para
dotar a la sociedad de nuevos contenidos culturales propicié indirectamente el

desarrollo y expansion del consumo de sustancias psicotropicas [48]. La reaparicion de
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la heroina se verifico con gran rapidez y supuso notables cambios en los estratos socio-
culturales consumidores. Al principio, la adquisicion del producto era dificil y costosa,
pues todavia no existia un mercado negro callejero bien abastecido y articulado. Su
empleo, por tanto, resultaba minoritario, y se reducia a determinados circulos mas o
menos selectos. De hecho, casi todos los usuarios pertenecian a familias bastante
tolerantes y que gozaban de una educacién y un nivel cultural elevado [49]. Pero
rdpidamente aparecieron lugares y vias para obtener de forma permanente esta droga, lo
cual exportd la adiccion a zonas pobres y conflictivas, convirtiendo los suburbios

miserables en un problema de inseguridad ciudadana [50].

A lo largo de los ochenta y principios de los noventa el consumo de heroina
ocasiond en Espafia un gran aumento de la mortalidad juvenil, la demanda de atencién
sanitaria y la delincuencia contra la propiedad, generando una intensa alarma social
[51]. Al incremento de la mortalidad contribuy6 la rapida expansion de la infeccion por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) asociada a la inyeccién de la droga por
via intravenosa, que comenzd en los afios 80 y alcanz6 su méaxima incidencia entre 1985

y 1987, con aproximadamente 14500 infecciones anuales (Fig. 1) [52].
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Figura 1. Pacientes en programas de mantenimiento con metadona (PMM) y nuevos casos de

infeccion por VIH en usuarios de drogas por via parenteral en Espafa (1985-2011).
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Las respuestas para aminorar y controlar los problemas no llegaron hasta 1985,
cuando se cred el Plan Nacional Sobre Drogas (PNSD) [53], que contribuyé a
estructurar una red de atencidon a estos problemas. No obstante, las estrictas leyes
espafiolas [54-56] limitaban por aquel entonces el acceso de la poblacion adicta al
tratamiento. Metadona, Unico agonista opioide que podia ser empleado en el tratamiento
de la dependencia a heroina, debia ser prescrita exclusivamente en centros de
tratamiento autorizados por las Comunidades Autdnomas. Los centros dispensadores de
metadona eran escasos y las listas de espera de mas de 12 meses. Efectivamente, la
normativa con respecto a los PMM era tan restrictiva que en 1987 unicamente 1000
pacientes permanecian en tratamiento (Fig. 1) [57]. Sin embargo, con las nuevas leyes
de 1990 y 1996 [58-60], el tratamiento de la dependencia a la heroina cambid. Los
centros de salud empezaron a distribuir de forma gratuita metadona en forma de jarabe a
los pacientes diagnosticados como heroindmanos, entonces el unico requerimiento para
ser admitido en los programas. A partir de 1992, los PMM se desarrollaron
ampliamente, aunque de forma desigual segun las Comunidades Auténomas [61]. El
numero de pacientes admitidos a tratamiento comenzo a incrementarse notablemente en
la década de los afios 90 hasta 2002, momento en que las cifras empezaron a
estabilizarse (Fig. 1). De hecho, segliin los indicadores utilizados por el Observatorio
Espafiol sobre Drogas (OED), el numero de usuarios atendidos en PMM paso6 de los

3043 en 1990 a los 90488 en 2002 [62], incrementandose en casi un 3000%.

No obstante, la puesta en marcha de estas medidas llegd después de que lo peor ya
hubiese pasado. El mayor impacto de mortalidad por sobredosis se produjo en 1991-
1992 con mas de 1.700 muertes anuales, en mas del 90% de las cuales estaba implicada
la inyeccidén de heroina [61]. Por otro lado, los nuevos diagnosticos de sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ligados a inyeccion de drogas alcanzaron su
maximo en 1993-1995 con mas de 3500 casos anuales, lo que llevd a Espafia a
convertirse en el pais europeo con mas casos de SIDA asociados al uso de drogas por
via intravenosa. A pesar de ello, la aparicion del SIDA vy la presencia en el mercado de
los diferentes tipos de heroina modifico las pautas de consumo, y se pasé de un
consumo mayoritario por via intravenosa a su uso mayoritario por via fumada [63]. Ello
contribuyd a que en 1994 comenzaran a disminuir progresivamente las muertes por

sobredosis relacionadas con heroina, y poco después los diagndsticos de SIDA en

47



usuarios de drogas por via intravenosa, aunque la incidencia de VIH ligada a inyeccion

habia comenzado a disminuir mucho antes, a mediados de los ochenta (Fig. 1) [61].

Los PMM vy los programas de intercambio de jeringas (P1J), que se extendieron a
partir de mediados de los noventa, reforzaron la evolucidn positiva de estos problemas,
y en la actualidad se ha mejorado y extendido ostensiblemente la oferta de tratamientos
para la persona adicta, que contemplan la asistencia ambulatoria, el eventual ingreso
hospitalario para desintoxicacion, las comunidades terapéuticas y el trabajo de
reinsercion social a través de formacion profesional orientada al empleo, compensacion

escolar y asesoria legal [53].

La poblacion que inicia ahora el consumo de heroina suele ser policonsumidora de
muchas otras sustancias y su perfil no tiene nada que ver con aquel otro de
marginalidad, delincuencia, desarraigo socio-familiar, fracaso escolar de larga duracién
y en el limite de la exclusion social que caracterizé a la de los afios 80. De hecho, el
mayor problema para el policonsumidor son la cocaina y el alcohol, dejando la heroina
en términos mas residuales [53]. No obstante, pese a que recientemente se ha observado
que los policonsumidores de cocaina y heroina tienen una tasa de mortalidad 14.3 veces
mayor que la poblacion [64], las admisiones a tratamiento por heroina han descendido
de forma importante en los ultimos afios. Un ejemplo de ello es que en 2005, la heroina
dejo de ser la droga que motivaba un mayor nimero de admisiones a tratamiento para

ceder su puesto a la cocaina [53].

La heroina es todavia un problema de salud publica, pero segun el informe de 2011
del OED pocos jovenes caen ya “en sus redes”. Menos atn se la inyectan. Un ejemplo:
en 1992, mas de 20000 personas fueron tratadas por primera vez en su vida por una
dependencia a esta sustancia; en 2009, apenas 3500, y de ellas, s6lo el 14.5% utilizaba
la via intravenosa. La gran mayoria fumaba. En 1992 se registraron 544 muertes por

sobredosis de heroina; en 2009, 228. [62].

Es importante sefialar que el consumo de heroina en EE UU crecié un 80% entre
2007 y 2012, asi como las muertes por sobredosis (entre los afios 2006 y 2010 murieron
3038 personas). El abaratamiento de la droga podria explicar el nuevo auge del

consumo de heroina en la nacién, asi como el parén en el suministro de opioides por
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parte de los sanitarios y el encarecimiento de estos medicamentos (un frasco de
oxicodona o vicodina cuesta cerca de 120 euros) [65]. En Espaifia, los opioides y
tranquilizantes ni se recetan ni se consumen tanto como en EE UU y estdn mucho mas
regulados. En cuanto a la heroina, la opinion es contradictoria. Algunos expertos
consideran que la demanda en Espafia estd estabilizada y un repunte seria poco
probable, puesto que es una droga que no estd bien vista por su vinculacion a la
marginalidad y la delincuencia [66]. Varios especialistas en desintoxicacion, sin
embargo, apuntan a que unos 6000 espafioles habrian comenzado a consumirla en los
ultimos tres afios [67]. De hecho, en 2013 el valor de la heroina practicamente se
duplicé en Espaiia, incremento que podria estar asociado a un aumento en el consumo
de esta sustancia, no s6lo en zonas marginales sino también en otras esferas sociales.
Esta realidad ha sido relacionada con la crisis econdémica y las bolsas de desempleo, a lo
que contribuye el hecho de que la heroina sea, pese al incremento de su precio,

actualmente mas barata que la cocaina [68].

Los efectos de la presente crisis econdmica son impredecibles. En el momento
actual, el tratamiento con metadona sigue siendo financiado por el gobierno espafiol,
pero el agravamiento de la crisis podria resultar en una disminucién de la financiacion
publica y un cambio en las tendencias epidemioldgicas del uso de opioides por via

parenteral.

7.2. Caracteristicas de los programas de mantenimiento con metadona

Los objetivos de los PMM son tratar como pacientes a las personas que sufren
dependencia a los opioides y considerar el tratamiento con metadona igual que cualquier
otro tratamiento farmacoterapéutico, con el fin de normalizar la situacion del paciente,
desde un punto de vista sanitario y social [34]. Basados en una filosofia de reduccion de
dafios asociados al consumo de drogas, los PMM son actualmente los tratamientos mas
utilizados en la adiccidn a opioides y los que dan mejores resultados [37]. Ademas de
ser tratamientos efectivos, bien establecidos y rentables para la dependencia a opioides,
permiten al paciente recuperar la normalidad en su funcionamiento fisiologico,
psicologico y social. Cada paciente debe ser evaluado, tratado y controlado de forma
individual. Algunos pacientes pueden permanecer en PMM toda la vida, mientras que

otros pueden llegar a ser capaces de obtener el alta y mantener la abstinencia. El éxito

49



de los PMM reside en el conocimiento, la experiencia, la vigilancia y la diligencia por
parte del equipo médico, del paciente y de todas las personas involucradas en el

tratamiento [69].

El desarrollo y expansion de los PMM ha generado un aumento progresivo en la
cobertura de los mismos, pasando de un 21% en 1996 a un 43% en 1999, y alcanzando
el 60% en 2010 [70]. Gracias a ello, Espafia es en la actualidad uno de los paises con

mayor porcentaje de cobertura a pacientes drogodependientes del mundo [71].

Los PMM ofrecen beneficios importantes, no solamente para la persona afectada,
sino también para la salud publica. En este sentido, han demostrado su eficacia en un
amplio nimero de estudios, ya que:

- Conllevan un elevado porcentaje de retencidon de los pacientes [72,73].

- Eliminan o reducen el consumo de opioides ilegales [72].

- Reducen el riesgo de adquirir y transmitir enfermedades como el SIDA, la hepatitis
B o C, infecciones bacterianas, endocarditis, infecciones de tejidos blandos,
tromboflebitis, tuberculosis o enfermedades de transmision sexual debido a la via
de administracién [70,74,75].

- Disminuyen las actividades ilicitas y conductas delictivas en relacion con la
adquisicion de estupefacientes ilegales [75].

- Reducen la tasa de mortalidad en personas dependientes de opioides y también el
riesgo de sufrir sobredosis [76].

- Mejoran la calidad de vida de los pacientes, de forma directa en su salud e indirecta

en relacion a la estabilidad familiar o laboral [77].

Metadona estd disponible en toda la geografia espafiola, principalmente en el
sistema publico de salud (de forma totalmente gratuita) y también en centros privados.
La distribucion y organizacion de los centros con PMM difiere segiin la region, y
pueden clasificarse de acuerdo con su actividad: centros prescriptores y dispensadores,
solo prescriptores, o s6lo dispensadores. Los centros prescriptores y dispensadores
realizan una serie de actividades relacionadas con el tratamiento, desde la prescripcion
de metadona al ajuste de la dosis y la duracion del tratamiento, realizacion de analisis de
orina periddicos, prestacion de servicios de asesoramiento y dispensacion del

medicamento. Los centros que solamente prescriben metadona realizan también todas
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las actividades anteriormente mencionadas excepto la dispensacion, mientras que los
centros que s6lo dispensan no hacen otra cosa que proporcionar a los pacientes la dosis
prescrita de metadona. Metadona puede dispensarse en centros de atencion a las
drogodependencias, centros de atencion primaria, centros de salud mental, prisiones y

farmacias [53,57].

En Espafia, los PMM se caracterizan por los siguientes puntos [37]:

1. El diagnoéstico de la dependencia de opioides es el unico requisito legal para la
inclusién en un PMM.

ii. La dosis de metadona serd individualizada segun la evolucion clinica del
paciente, sin ningin limite maximo.

ii. El tratamiento durara tanto como sea necesario, siendo recomendable el
tratamiento a largo plazo.

iv. El paciente podra acudir diariamente al centro para tomar la metadona o podra
recibir el frasco con las dosis de medicacion para consumirla en casa, siendo este
ultimo caso mas recomendable, aunque la decisiéon se tomard de forma
individual.

v. En la mayoria de los centros, la violencia, el consumo y el trafico en el propio
centro son los unicos criterios para el alta forzosa, en cuyo caso el personal del
centro hard esfuerzos para transferir al paciente a otro centro para la
continuacion del tratamiento.

vi. La suspension del tratamiento se decidird por mutuo acuerdo entre los miembros
del equipo del centro y el paciente, en funcidn de las consideraciones personales

y sociales y los parametros clinicos correspondientes.

Por ultimo, es necesario destacar que la prevencion de la propagacion de la
infeccion por el VIH requiere, ademas de los PMM, de otras estrategias de reduccion
de dafios, como el establecimiento de PIJ y de centros de inyeccidn supervisados, la
distribucion gratuita de preservativos y la provision de tratamiento antirretroviral de
gran actividad (TARGA) para reducir la carga viral en personas con VIH, y por lo tanto
el riesgo de transmision viral. El TARGA est4 al alcance de todas las personas con VIH
en Espafia desde finales de 1996 de forma gratuita, y su uso se ha asociado con una
reduccidon en la progresion hacia el SIDA y en la mortalidad relacionada con dicha

enfermedad [76,78].
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7.3. Otros

Buprenorfina

Buprenorfina es un agonista parcial de los receptores opioides p con débiles efectos
agonistas parciales sobre los receptores opioides 6 y k. En el tratamiento de la
dependencia a opioides, buprenorfina se administra por via sublingual en forma de

comprimidos [79].

La literatura sobre la evaluacion de la seguridad de la terapia de mantenimiento con
buprenorfina estd menos desarrollada que en el caso de metadona, aunque resultados de
ensayos clinicos en fase III indican que es bastante seguro, con efectos adversos
equivalentes a los generados por metadona [80,81]. Igual que sucede con metadona,
buprenorfina alivia los sintomas del sindrome de abstinencia y el deseo por consumir, y
favorece el establecimiento de conductas saludables por parte de los pacientes en

tratamiento [79].

Naloxona

Naloxona es un antagonista de los receptores opioides . Cuando se administra por
via oral o sublingual, en las dosis habituales, a pacientes que sufren sindrome de
abstinencia a opioides, naloxona presenta un efecto farmacoterapéutico pequefio o nulo
por su metabolismo de primer paso casi completo. Sin embargo, cuando se administra
por via intravenosa a personas dependientes de los opioides, la presencia de naloxona
produce unos marcados efectos antagonistas de los opioides y precipita la aparicion del
sindrome de abstinencia de los opioides, mediante los cuales se disuade del abuso por
via intravenosa. Por ello, el uso de naloxona por via intravenosa se reserva a situaciones
de intoxicacién por opioides, asi como para comprobar la eficacia de la desintoxicacion

[53].
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La combinacion buprenorfina/naloxona administrada por via sublingual busca
reducir el potencial de abuso de la buprenorfina. La naloxona, al absorberse por via
sublingual s6lo en pequefias cantidades, no puede precipitar en un sindrome de
abstinencia, aunque si prevenir de un posible abuso de buprenorfina por via intravenosa,

por lo que si produciria su efecto antagonista opiaceo [79].

Naltrexona

Naltrexona es un antagonista de los receptores opioides p y k. En el tratamiento de
la adicciéon a los opidceos, naltrexona se administra por via oral en forma de
comprimidos o por via intramuscular mediante formulaciones de liberacion prolongada

[79].

El uso de la naltrexona en el tratamiento de la adiccién a los opidceos es
mecanisticamente muy diferente de los de metadona y buprenorfina. Cuando las
concentraciones de naltrexona alcanzan el estado de equilibrio estacionario tras su
administracion oral, el medicamento es capaz de ocupar aproximadamente el 95% de
los receptores opioides p. A diferencia de metadona y buprenorfina, naltrexona no
posee actividad opioide intrinseca, por lo que el riesgo de abuso por parte del paciente

es minimo [79].

Finalmente, conviene recordar que los sujetos en PMM no continuan en tratamiento
con metadona de forma indefinida, sino que se procura hacer el cambio de tratamiento
de metadona a naltrexona. Previamente al inicio de la terapia con naltrexona debe haber
transcurrido un periodo de 7-10 dias de abstinencia a estupefacientes (que tiene que ser
verificado por andlisis de orina). En este sentido, no debe iniciarse la administracion de
naltrexona sin haberse realizado previamente un test de naloxona con resultado
negativo. El test de naloxona consiste en administrar por via subcutanea 0.8 mg de
naloxona. Si el resultado del test es negativo (no aparecen signos ni sintomas de
abstinencia a opidceos) se puede comenzar la terapia de induccion, que se inicia con
dosis bajas de naltrexona, las cuales se incrementan de forma progresiva a razén de 25-
50 mg/dia hasta alcanzar la dosis de mantenimiento, de aproximadamente 350

mg/semana [53].
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8. MONITORIZACION TERAPEUTICA DE METADONA

La monitorizacidn terapéutica de un farmaco consiste en la determinacion periddica
de la concentracion plasmatica, con la finalidad de mejorar la eficacia y seguridad del
tratamiento en cada paciente. La monitorizacion es util cuando se sospecha de una falta
de adherencia al tratamiento, una falta de respuesta a dosis terapéuticas o una
interacciéon farmacocinética que afecta al farmaco. Sin embargo, los beneficios
potenciales de la monitorizacidn terapéutica para la optimizacion de la farmacoterapia

solo pueden obtenerse si el método se integra adecuadamente en la practica clinica [38].
A continuaciéon se resumen las indicaciones tipicas para la monitorizacion
terapéutica de un farmaco a través de la determinacién de sus concentraciones

plasmaticas (Tabla 14) [38].

Tabla 14. Indicaciones para realizar la monitorizacion terapéutica de un farmaco.

- Optimizacién de la dosis tras la prescripcion inicial o tras un cambio de dosificacion.

- Farmacos en los que la monitorizacidn es obligatoria por razones de seguridad (por ejemplo, litio).

- Sospecha de falta de adherencia al tratamiento.

- Falta de mejoria clinica bajo tratamiento con dosis recomendadas.

- Presencia de efectos adversos y mejoria clinica bajo tratamiento con dosis recomendadas.

- Combinacion del tratamiento con un farmaco conocido por su potencial de interaccion o sospecha de
interaccion farmacoterapéutica.

- Monitorizacidn terapéutica en programas de farmacovigilancia.

- Prevencion de recaidas durante el tratamiento de mantenimiento.

- Paciente recurrente bajo dosis adecuadas.

- Presencia de particularidades genéticas en relacion con el metabolismo del farmaco (deficiencia
genética, multiplicacion genética).

- Paciente embarazada o lactante.

- Paciente pediatrico o adolescente

- Paciente de edad avanzada (> 65 afios).

- Paciente con discapacidad intelectual.

- Paciente con comorbilidades farmacocinéticamente relevantes (insuficiencia hepdatica o renal,
enfermedad cardiovascular).

- Paciente forense.

- Aparicién de problemas tras cambiar un medicamento original por un medicamento genérico (y
viceversa).
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8.1. Fases de la monitorizacion terapéutica

La monitorizacidn terapéutica es una actividad multidisciplinar y se compone de tres
fases: pre-analitica, analitica y post-analitica. En la fase pre-analitica, es necesario
adquirir muestras bioldgicas validas, esto es, recogidas en momentos especificos en las
que se prevea una buena determinacion del farmaco que se quiere estudiar. La fase
analitica consta del desarrollo y validacién del método analitico, evaluando también
posibles sustancias interferentes. Finalmente, el objetivo de la fase post-analitica es la
elaboracion de un informe farmacoterapéutico que debera incluir una interpretacion
correcta de los resultados obtenidos en la fase analitica, asi como todo el asesoramiento
posible con respecto al tratamiento. Llegados a este punto, una interpretacion
farmacocinética adecuada evitara costes innecesarios y conducird a la obtencion de

beneficios clinicos [82].

8.1.1. Fase pre-analitica

Recogida de muestras

Las concentraciones de farmaco en sangre varian a lo largo del intervalo de
dosificacion, por lo que, para permitir una interpretacion apropiada de los resultados,
deben conocerse tanto el tiempo de toma de muestras como el tiempo de administracion

del farmaco [82].

Generalmente, la monitorizacion terapéutica se lleva a cabo en muestras de plasma o
suero. Pese a que no hay consenso sobre si es preferible utilizar unas u otras, las pocas
comparaciones disponibles indican que los valores obtenidos a partir de suero o plasma

se pueden utilizar indistintamente.

Las muestras de sangre deben recogerse una vez que la concentracion de farmaco ha
alcanzado el estado de equilibrio estacionario, por lo menos después de, al menos, 5
semividas de eliminacién tras el inicio del tratamiento o un cambio de dosis, y
especialmente para farmacos con una semivida de eliminacion larga, como metadona.

Ademas, para reducir el numero de pruebas inapropiadas y redundantes, existe un
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intervalo de tiempo Optimo para la toma de muestras de sangre, el cual depende de la

semivida del farmaco.

La monitorizacion suele depender habitualmente de las concentraciones plasmaticas
basales en estado estacionario, también llamadas concentraciones “valle”. Este tipo de
muestras son las utilizadas cuando se sospecha de una falta de eficacia en el tratamiento.
Para obtener unos niveles basales representativos, la muestra sanguinea debe extraerse
durante la fase de eliminacidn terminal (fase ), en general inmediatamente antes de la
administracion de la siguiente dosis. Sin embargo, la determinacion de una tunica
concentracion plasmatica es a menudo insuficiente para la resolucion de problemas, por
lo que se puede requerir la realizaciéon de una serie de determinaciones a intervalos
apropiados para aclarar, por ejemplo, si una concentracion plasmatica baja se debe a una
falta de cumplimiento, a una reduccion en la biodisponibilidad del farmaco o a una

eliminacion anormalmente rapida.

En el caso de observar efectos adversos inesperados (sospecha de toxicidad), es
preferible realizar la monitorizacion a partir de muestras extraidas en el momento en el
que se prevee que la concentracion de farmaco es mdaxima, también denominadas

muestras “pico” [82].

Otra alternativa es recoger una muestra plasmatica al azar durante el intervalo de
dosificacion y estimar la concentracion basal o “valle” o la disposicion total del farmaco

usando un modelo farmacocinético poblacional [82].

Conservacion y transporte de muestras

En general, las muestras para monitorizaciéon de farmacos deben ser analizadas lo
mas rapidamente posible. De lo contrario, deben conservarse refrigeradas o congeladas,
a la espera de su transporte y/o procesamiento. En este sentido, es necesario manipular
el suero o plasma antes de proceder a la congelacidn, ya que no es posible obtener suero

o plasma a partir de sangre congelada porque los eritrocitos se hemolizan [38].
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8.1.2. Fase analitica

Andlisis en laboratorio

Para el buen desarrollo de la monitorizacidn terapéutica de un farmaco, es esencial
disponer de métodos analiticos selectivos y sensibles para la evaluacion cuantitativa, los
cuales deben ser convenientemente validados. La validacion establece pruebas
documentales que demuestran que un método analitico utilizado para la determinacién
cuantitativa de un analito en una matriz bioldgica dada es fiable y reproducible para su
uso previsto. Los parametros fundamentales para esta validacion estan establecidos en
las guias de validacion de métodos bioanaliticos [83-85] e incluyen: (1) selectividad; (2)
linealidad y rango de calibracion; (3) efecto de la dilucidn; (4) exactitud y precision; (5)
recuperacion, y (6) estabilidad. La aceptabilidad de los resultados obtenidos en los
andlisis se corresponde directamente con los criterios utilizados para validar el método.
Para farmacos psicoactivos, es preferible la utilizacién de técnicas cromatograficas
como la cromatografia de gases (GC) o la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), en combinacion con métodos de deteccion adecuados. Estas técnicas son
suficientemente precisas, exactas y robustas y se pueden adaptar al andlisis de un gran
nimero de farmacos. La principal desventaja de la GC, sin embargo, es la necesidad de
derivatizacion del analito para asegurar su volatilidad antes de proceder a la separacion
cromatografica. En cambio, los métodos HPLC ofrecen una gran versatilidad,
sensibilidad y especificidad en la monitorizacion terapéutica de farmacos, y ademads
suelen requerir de una minima preparacion de la muestra previa al analisis, por lo que se

consideran una alternativa practica a la GC [38,82].

8.1.3. Fase post-analitica

Interpretacion de resultados

Los informes farmacoterapéuticos elaborados deben incluir una correcta
interpretaciéon de los resultados y proporcionar asesoramiento basado en la mejor
evidencia cientifica disponible. Para la interpretacion de los resultados, es necesario
disponer del diagnostico/s del paciente y de la dosis de toda la medicacion que toma.

Ademads, no sélo debe considerarse si la concentracidn plasmatica del farmaco se
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encuentra dentro la franja terapéutica, sino también si ésta se corresponde con la dosis y
si la dosis diaria de farmaco se administra en una o varias tomas. Para dilucidar si un
resultado es o no plausible, a menudo es necesario tener en cuenta las propiedades
farmacocinéticas de todos los medicamentos que toma el paciente, incluyendo las rutas
metabolicas, enzimas implicadas y propiedades inductoras o inhibidoras, para asi
valorar las posibles interacciones entre medicamentos. Por otra parte, se debe controlar
si la recogida de muestras se ha realizado en las condiciones establecidas, especialmente
cuando las concentraciones plasmaticas obtenidas son inesperadamente altas en un

paciente ambulatorio [38].

Cualquier concentracion de analito fuera de su rango de referencia relacionado con
la dosis debe alertar de una posible disposicion farmacocinética distinta a la de la media
poblacional, provocada a su vez por interacciones farmacoterapéuticas, polimorfismos
en genes que dan lugar a un metabolismo lento o ultrarrapido, alteraciones en érganos
eliminadores (higado, rifiones), cambios asociados a la edad o a comorbilidades,
problemas de adherencia al tratamiento, un estado no estacionario e incluso
interferencias de productos naturales o alimentos que el paciente puede no haber
comunicado al médico (por ejemplo, Hypericum perforatum o zumo de pomelo). En
ocasiones, puede ser necesaria la toma de muestras adicionales transcurrido cierto
tiempo, ya que en caso de concentraciones plasmaticas inusuales, la repeticion de los
analisis puede ayudar a determinar si el paciente es inconstante en cuanto a la
adherencia (toma el farmaco de forma irregular), o si su estatus metabolizador esta

alterado [38].

Comunicacion de resultados

La comunicacién de las concentraciones de farmaco, asi como las de los metabolitos
activos que contribuyen al efecto terapéutico, debe ir acompafiada de los limites de la
franja terapéutica. Cuando las concentraciones de fairmaco son inferiores al limite de
cuantificacion (concentracion mas baja de la curva de calibrado que se puede determinar
con un valor maximo de inexactitud e imprecision del 20%) no tienen la fiabilidad
analitica necesaria para poderlos considerar. Para un servicio de monitorizacion
efectivo, los resultados deben estar disponibles para la toma de decisiones en un plazo

razonable de 48 h [38].
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8.2. Utilizacion de las concentraciones plasmaticas de metadona para su

monitorizacion

En la mayoria de situaciones en las que se utiliza la monitorizacion terapéutica para
la optimizacion de la dosis, el farmaco se administra en una serie de dosis repetidas para
lograr una concentracién plasmatica en estado estacionario, dentro de una franja
terapéutica de referencia definida. El estado de equilibrio estacionario se alcanza cuando
la cantidad de farmaco eliminada durante un intervalo de dosificacion es igual a la dosis
administrada, es decir, la velocidad de entrada de farmaco al organismo se iguala a la
velocidad de salida y se obtienen valores de concentraciones plasmaticas “constantes”.
El tiempo en alcanzarse el estado estacionario depende del valor de la semivida de
eliminacion del farmaco (t;»), y es independiente de la dosis y de la forma de
administracion utilizada. En un régimen de dosis multiples y utilizando una dosis de
mantenimiento, el 94% del estado estacionario se alcanza después de 4 semividas de
eliminacion, el 97% después 5 semividas y el 100% generalmente se alcanza al cabo de

6-7 semividas [38].

En el caso de metadona, la monitorizacion terapéutica es recomendable para realizar
ajustes en la dosis, asi como en indicaciones especiales o resolucion de problemas, ya
sea porque el paciente presenta signos de intoxicacién o de abstinencia [38]. Sin
embargo, hasta ahora no hay medidas objetivas que permitan decidir cudl es la dosis
mas adecuada de metadona para cada paciente [86]. En este sentido, la determinacion de
las concentraciones plasmaticas de metadona se constituye en la medida mas estudiada

[37].

Segun varios estudios publicados [87-89], no se ha descrito una buena correlacion
entre una determinada concentracion de metadona y la respuesta terapéutica. Por otra
parte, en ausencia de interacciones farmacoterapéuticas, la correlacion entre la dosis de
metadona administrada y la concentracién plasmatica es buena, por lo que la
monitorizacién de las concentraciones de metadona puede ser util para evaluar el
cumplimiento del tratamiento, comprobar si el paciente toma dosis extra de metadona o
si, por el contrario, toma menos dosis de la pautada [88]. Con todo, preguntar al
paciente su opinion sobre la dosis de metadona que se le administra es, hoy por hoy, una

posible manera de adecuar la dosis de mantenimiento [37].
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8.3. Saliva como matriz biologica en la monitorizacion terapéutica de metadona

Pese a que la matriz biologica de referencia para realizar la monitorizacion

terapéutica de metadona es el plasma, en los ultimos tiempos han surgido otras matrices

bioldgicas alternativas con el mismo proposito, como la saliva, la orina o el sudor. Entre

ellas, la saliva se considera una matriz prometedora, debido a su facilidad de obtencion

y su supuesta representacion de la fraccion libre de metadona en plasma [90].

Igual que para metadona, la matriz salival se ha estudiado como alternativa al

plasma para la monitorizacién de muchos otros farmacos. En la tabla siguiente (Tabla

15) se listan los principales farmacos mas ampliamente analizados en saliva para su

monitorizacidén terapéutica, los cuales incluyen fundamentalmente antiepilépticos,

antipsicoticos, psicoestimulantes y opioides.

Tabla 15. Principales farmacos monitorizados en saliva.

Farmaco Ref Farmaco Ref  Farmaco Ref Farmaco Ref
Acido micofendlico 91 Etosuximida 92,94 Metadona 103 Quetiapina 93
Acido valproico 92 Fenitoina 92,94  Metilfenidato 104 Quinidina 94
Amisulprida 93 Fenobarbital 92 Metotrexato 94 Risperidona 93
Aripiprazol 93 Gabapentina 92 Morfina 94 Sulpirida 93
Carbamazepina 92,94 Lacosamida 92 Neviparina 105 Teofilina 108
Clobazam 92 Lamotrigina 92 Nicotina 9495 THC 94,97
Clozapina 93 Levetiracetam 92 Nitrazepam 94 Topiramato 92
Cocaina 94 Litio 98 Oxcarbazepina 92 Voriconazol 109
Cotinina 94,95 Maraviroc 99 Oxicodona 106 Warfarina 110
Cortisol 96 MDMA 100 Prednisolona 107 Zonisamida 92
Digoxina 94 Mefloquina 101 Prednisona 107

Dronabinol 97 Melatonina 102 Primidona 92

Ref = Referencia bibliografica; MDMA = 3,4-metilendioximetanfetamina; THC = Tetrahidrocannabinol.

8.3.1. Saliva versus sangre

La sangre es un fluido corporal complejo conocido por contener una amplia gama de

componentes moleculares, incluyendo enzimas, hormonas, anticuerpos y factores de

crecimiento. Sin embargo, los procedimientos necesarios para recolectar y analizar
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muestras sanguineas pueden resultar costosos, problematicos y fisicamente invasivos. El
empleo de fluidos salivales permite, en cambio, evitar la molestia del paciente mediante

la utilizacién de un método no invasivo de toma de muestras [111].

Para muchas poblaciones de pacientes, los beneficios de la saliva, como la
posibilidad de evitar la puncidn venosa relacionada con la extraccion de sangre, son
mayores que el riesgo de inexactitud que puede resultar de la estimacion de los niveles
salivales de farmaco. Esto incluye su uso clinico en la poblacion pediatrica y geriatrica,
y también en la poblacion seropositiva, constituida habitualmente por usuarios de

drogas por via intravenosa [112].

Comparativamente, la saliva posee numerosas ventajas con respecto a la sangre,

entres las que se incluyen las siguientes [111]:

e El proceso de recogida de muestras es poco exigente. Mientras que la extraccion de
sangre requiere de personal altamente capacitado, la adquisicidén de saliva puede ser
realizada por cualquier persona, incluyendo la recoleccidn por el propio paciente.

e El procedimiento no es invasivo. La adquisicion de muestras es indolora, reduciendo
la incomodidad de aquellos pacientes que deben someterse a extracciones de sangre
repetidas.

e [as muestras se manejan con mas seguridad. Las secreciones salivales contienen
factores que inhiben la infectividad del VIH, que resulta en tasas extremadamente
bajas o insignificantes de transmisién oral [113].

e Las muestras salivales son mas faciles de transportar y almacenar. La saliva no
coagula y requiere menos manipulacion que la sangre.

e El procedimiento es econdmico. La saliva se recoge, envia y almacena facilmente, lo

que resulta en una disminucidn del coste general para el sistema sanitario.

Ademas, la saliva ha demostrado ser una matriz fiable en la deteccidon de drogas de
abuso en comparacion con la orina y el sudor [114], ya que impide su alteracion o
sustitucién gracias a la posibilidad, en caso necesario, de supervision directa del

paciente en el momento de la toma de muestras [115].
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8.3.2. Fisiologia de la saliva

Existen tres pares de glandulas ubicadas alrededor de la boca y la garganta,
encargadas de la produccion salival, que son: las parotidas, submandibulares y

sublinguales (Fig. 2).

Glandula pardtida
accesoria

Glandulas paratidas

Conducto pardtido

Segundo molar

Lengua

Glandulas sublinguales

Conducto submandibular
Maxilar inferior

Glandulas submandibulares

Figura 2. Glandulas encargadas de la produccion salival [116].

La saliva humana es un fluido bioldgico claro, heterogéneo y ligeramente acido (pH
6.0 a 7.0) compuesto por agua (99 %), proteinas (0.3 %) y sustancias inorgénicas (0.2
%). En promedio, la salivacion del individuo puede variar de 0.3 a 0.7 mL de saliva por
minuto, produciendo aproximadamente de 1 a 1.5 L diarios. La saliva es multifuncional,
ya que no solo sirve para facilitar la digestion, tragar, saborear y lubricar el tejido de la
cavidad oral, sino que también funciona como barrera protectora contra agentes
patogenos. La saliva se genera dentro de las glandulas salivales por las células acinares,
y llega a la cavidad oral a través de los conductos salivales. Ademas de las tres grandes
glandulas salivales antes indicadas, existen numerosas glandulas menores
(aproximadamente unas 450-750), situadas en las zonas labial, bucal, lingual y palatina.

Cada glandula estd inervada autonomicamente, y estdn sujetas a la estimulacion
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parasimpatica y simpdtica, y se considera que poseen una funcidén exocrina. Los tres
pares principales de glandulas salivales (pardtidas, submandibulares y sublinguales)
contribuyen en la producciéon del 90 % de la saliva total, mientras que las glandulas

menores (labial, bucal, lingual y palatina) suministran el 10 % restante [111].

Otra fuente salival es la que procede del intersticio, especialmente importante
cuando se estimula la salivacion. Este aporte salival depende de la cantidad de agua
corporal, la cual puede verse comprometida en caso de fiebre o diarrea, situaciones en
las que hay menos disponibilidad de agua en el organismo, lo que resulta en un bajo

volumen de saliva y se traduce en el sindrome de la boca seca [117].

La saliva es hipotdnica en comparacion con el suero y se almacena en los granulos
secretores localizados en las células acinares de las glandulas salivales. Los granulos se
llenan con agua, en la que se disuelven los electrolitos y proteinas que compondran
también la secrecidn salival. El proceso de llenado de los granulos se consigue mediante
la saturacion de las glandulas salivales con la sangre circulante [117]. Cada glandula
salival es altamente permeable y estd envuelta por capilares sanguineos (Fig. 3). La gran
vascularizacion permite el libre intercambio de moléculas procedentes de la sangre con
las células acinares adyacentes, encargadas de la produccion de saliva. El papel de los
acinos salivales es la absorcién de moléculas sanguineas y la secrecion de fluidos hacia

la cavidad oral a través del conducto intercalar y estriado [111].

Los electrolitos salivales mas abundantes son sodio, potasio, cloruro y bicarbonato.
Otros como calcio, magnesio y fosfato estdn presentes en concentraciones menores.
Todos ellos se originan a partir del suero sanguineo, desde el cual son transportados
activamente hacia los acinos y conductos salivales. La velocidad con la que la saliva
pasa a través de los conductos salivales determina la concentracion de electrolitos. En
este sentido, cuanto mayor sea la velocidad de produccion salival, menos tiempo habra
para que tengan lugar los procesos de intercambio de electrolitos. Por otra parte, los
componentes salivales organicos, proteinas y glicoproteinas, son sintetizados por células
secretoras. Algunas proteinas, tales como la lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa,
cistatina e histatina, juegan un papel importante como agentes antibacterianos y
antifngicos en la saliva. Las mucinas también juegan un papel antiviral, mientras que

la alfa-amilasa, lipasa, proteinasa, DNasa y RNasa son importantes en el proceso
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digestivo. Estas proteinas de secrecion y electrolitos se recogen en vacuolas
condensadas que luego son guiadas hacia la parte apical de la célula secretora mediante
los granulos secretores. Llegados a este punto, la secrecion se produce al estimular la

salivacion [117]. capilares sanguincos

secrecion primaria
por las células
acinares

acino

célula

acinar capilares

sanguineos

conducto
intercalar

célula . ..
modificacion

ductal .
secundaria
en los
conductos
conducto
estriado \
sangre

yenosa

saliva

Figura 3. Mecanismo de transporte molecular desde la circulacion sanguinea hacia los
conductos de las glandulas salivales [111].

8.3.3. Estimulacion salival

El sistema nervioso autonomo juega un papel importante en el proceso de
salivaciéon. La estimulaciéon tanto simpatica como parasimpatica puede causar
salivacidn, aunque la correspondiente secrecidn sera diferente en cuanto a constitucion y
volumen. Las células secretoras de las glandulas serosas y sero-mucosas estan inervadas
por los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico, por lo que la tasa de secrecion

aumenta de forma sinérgica cuando ambas inervaciones se estimulan simultineamente.
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De este modo, la estimulacion de las glandulas salivares puede realizarse a través de la
vias colinérgica, a- y f-adrenérgica. Una estimulacion a-adrenérgica provoca un mayor
aumento de calcio en las células secretoras, que se traduce en una secrecion rica en
proteinas. Debido a la baja concentracion de mucina, el aspecto clinico de esta saliva no
es espumoso ni viscoso. La estimulacion B-adrenérgica permite, en cambio, una elevada
salida de proteinas a partir de los acinos y, como consecuencia, la secrecion resultante
es rica en proteinas y mucina, y su aspecto clinico es espumoso y viscoso. En ambos
casos, el volumen de saliva producido es bajo. Por otro lado, las glandulas mucosas sélo
pueden ser estimuladas colinérgicamente. Este tipo de estimulacion hace aumentar el
flujo de iones sodio, potasio y calcio sobre la membrana celular, resultando en una

secrecidn acuosa de volumen elevado y rica en electrolitos [117].

La saliva estimulada contiene una concentracion de bicarbonato mayor que en
condiciones de reposo, lo que le confiere una mayor capacidad amortiguadora de las
variaciones de pH que pueda haber en la cavidad oral. En condiciones de reposo, la
proporcion de bicarbonato salival con capacidad amortiguadora es de aproximadamente
el 50%. En estas condiciones, la glandula pardtida casi no produce saliva, mientras que
las otras dos glandulas principales son las responsables de la produccion salival. Esto
resulta en una secrecidn muy viscosa y rica en proteinas, capaz de estabilizar el pH del
fluido oral alrededor de 7.0. Sin embargo, el volumen de saliva secretado en reposo es
muy bajo. Esta capacidad tamponadora de la saliva bajo condiciones de reposo o
estimulacion es importante para proteger los dientes contra la desmineralizacion y para

lubricar los tejidos blandos de la cavidad oral [118].

La salivacion puede ser estimulada o verse reducida por varios factores. Las
concentraciones de electrolitos y el volumen de saliva producido no sélo se ven
influidos por el momento del dia, sino también por el tipo de estimulo salival. Los
estimulos gustativos y olfativos, la estimulacion mecanica (masticacion), el dolor, el
embarazo y sus cambios hormonales, y los medicamentos simpaticomiméticos y
parasimpaticomiméticos, entre otros, aumentan el flujo salival. Por otro lado, el estrés,
cambios hormonales relacionados con la menopausia, firmacos antiadrenérgicos y
farmacos anticolinérgicos se incluyen entre los factores que producen una reduccion en
la tasa de flujo salival. Como consecuencia de ello, cuando se determina un fairmaco en

matriz salival, el resultado dependerd de la cooperacion del sujeto, su estado
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psicoldgico, la influencia hereditaria, la higiene oral, el uso de medicamentos y el
método de toma de muestras (incluyendo tipo de estimulaciéon y duracion). Todo ello
genera variaciones continuas en la composicion salival, tanto cuantitativa como
cualitativamente, siendo esta la diferencia principal entre saliva y suero, en el que las
concentraciones de los diversos componentes del sistema suelen variar muy poco. Todo
ello conlleva que la investigacidn sobre la disposicion de farmacos en saliva no suponga

una tarea facil [117].

8.3.4. Transferencia de farmacos hacia la saliva

Algunos farmacos, como digoxina, esteroides y hormonas, se excretan activamente
en la saliva por medio de las células acinares. Sin embargo, la mayoria de fairmacos y
sus metabolitos aparecen en saliva por difusion pasiva desde la sangre hasta la matriz
salival, a través de las células acinares o de las células ductales localizadas en los
conductos salivales [112]. Gracias a este fendémeno, los farmacos pueden ser detectables
en saliva muy rapidamente después de producirse la administracion oral y consiguiente

absorcion en el torrente sanguineo [118].

Para la difusion de un farmaco a través de las membranas celulares es necesario que
la molécula sea liposoluble y que no esté ionizada ni unida a proteinas. Por esta razon,
las concentraciones salivales de un farmaco representan la fraccion libre y no ionizada

circulante en el plasma sanguineo [112].

En condiciones de equilibrio, las concentraciones de fairmaco en saliva son funcion
del pK del farmaco, de los pH plasmatico y salival y de las fracciones de farmaco unido
a proteinas salivales y plasmaticas, como se muestra en la ecuacion de Henderson-

Hasselbach siguiente [112]:

La relacion saliva/plasma (S/P) para farmacos basicos es:

11+ 10 (pk "”*'], £

S/P= . +2
' 1+ 10PKa—pH) " T 7

Mientras que para farmacos acidos, la relacion S/P es:

p l| + 10 'eH, ]"Hu"] &
ST T AT
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Donde S es la concentracion de farmaco en saliva, P es la concentracidén de farmaco en
plasma, pKd es la constante de disociacion para farmacos bésicos, pKa es la constante
de disociacion para farmacos acidos, pHs es el pH salival, pHp es el pH plasmatico, fp
es la fraccion de farmaco unida a proteinas plasmaticas y fs es la fraccion de farmaco

unida a proteinas salivales.

El pH que gobierna este equilibrio es el pH de la saliva en la luz acinar y en el
conducto salival en el momento de la secrecién. De hecho, cuando el fluido entra en la
cavidad oral, el didxido de carbono se pierde y el pH aumenta. Dawes y Jenkins [119]
demostraron que el pH de la saliva es inversamente proporcional al flujo salival y la
reabsorcion de sodio en los tubulos salivales. A tasas de flujo mas rapidas, menos sodio
es reabsorbido en los tubulos salivales durante el camino hacia la boca, y como
consecuencia el pH salival aumenta. Por esta razdn, la saliva estimulada tiene un pH

mas alto, que puede llegar a alcanzar valores de 8.0.

Dado que la saliva humana normalmente tiene un pH inferior a plasma humano, la
relacion S/P para farmacos acidos es generalmente inferior a la unidad, mientras que
para farmacos bdasicos es mayor a uno, lo cual indica que las concentraciones de
farmacos bésicos en saliva aumentan con respecto a las existentes en plasma. Para
farmacos con un pK entre 5.5 y 8.5, la relacion S/P puede variar dependiendo de si se
trabaja con saliva estimulada o no estimulada [120,121]. Este es el caso de drogas de
abuso como la cocaina [122] o de farmacos como la codeina [123], donde cambios del
pH salival entre 5.0 y 7.8 debidos a la estimulacion pueden provocar variaciones en la

concentracion salival de hasta un 600%.

Aparte del pH salival, las concentraciones salivales de determinados farmacos como
metadona estan influenciadas por la variabilidad intraindividual en las enzimas del
CYP, ya que la induccion y supresion de su actividad por farmacos y sus metabolitos
puede repercutir de forma decisiva sobre la cantidad de analito hallada en saliva.
Consecuentemente, ello ha generado un creciente interés en la realizacion de estudios

que permitan conocer y controlar dicha variabilidad [90,118].
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9. TRANSPORTADORES DE EFLUJO

Existen evidencias mas que suficientes que sugieren que los transportadores de
eflujo situados en la barrera hematoencefalica, especificamente P-gp, pueden contribuir
al desarrollo de tolerancia a los opioides mediante una dismucidén de los niveles de
medicamento en el lugar de accion [124]. P-gp forma parte de la super-familia de
proteinas transportadoras denominadas A7TP-binding cassette (ABC), y es uno de los
transportadores de eflujo mas caracterizado hasta la fecha [124]. P-gp esta implicada en
varias funciones incluyendo la extrusion de xenobioticos, la absorcion de nutrientes, el
transporte de iones y péptidos, y la sefializacion celular [125]. Asi, uno de sus papeles
fundamentales es expulsar hacia el medio extracelular compuestos hidrofébicos que
podrian ser perjudiciales para la supervivencia, consumiendo energia en forma de

adenosin trifosfato (ATP) en dicho proceso.

En general, los sustratos de P-gp contienen un alto nimero de enlaces de hidrégeno,
un atomo de nitrogeno basico y son lipofilicos con un peso molecular por debajo de 500
[125]. Como ya se ha comentado con anterioridad, P-gp participa en la regulacion de la
absorcion, distribucion, y eliminacién de metadona [126,127] y por lo tanto puede
afectar a su biodisponibilidad [128]. La interaccion entre metadona y P-gp se ha
estudiado utilizando diferentes modelos in vitro, mostrando que metadona es sustrato de
P-gp [11,129,130] con una afinidad de 2.61 en la evaluacidn in situ [131]. En estudios
in vivo realizados en ratones y ratas knock-out de P-gp tratadas con un inhibidor
especifico del transportador, se observé que el efecto analgésico de metadona fue mayor
y sus concentraciones cerebrales fueron marcadamente superiores cuando P-gp estaba

ausente o inhibida [132,133].

Se ha observado también que P-gp seria responsable del transporte activo de
farmacos hacia el conducto salival [134], por lo que cambios en su actividad o
expresion podrian influir directamente sobre el cociente S/P [135]. Por esta razon, se
plantea si dicha relacion podria ser de utilidad para evaluar la existencia de
modificaciones sistémicas en la expresion de estos transportadores de eflujo a la vez que
determinar si P-gp estaria contribuyendo de forma importante a la variabilidad de este

cociente.
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10. JUSTIFICACION

De acuerdo con la informacion proporcionada, se plantea la hipdtesis que si se
estableciera la monitorizacién farmacocinética de metadona en la practica clinica se
obtendria més informacién sobre la adecuacién de la dosis correcta y de este modo se

mejoraria el éxito terapéutico de los PMM y de la terapia del dolor.

Ademads, si se pudiese trabajar con una matriz bioldgica no invasiva e indolora en el
momento de su obtencion, como es el caso de la saliva, este aspecto a lo mejor podria
influir en un aumento en la adherencia al tratamiento, en una mejora en los objetivos

terapéuticos y, finalmente, en una disminucién del abandono del tratamiento.
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II. OBJETIVO

1. OBJETIVO PRINCIPAL

En base a lo expuesto, el objetivo final y tltimo de la tesis que se plantea es ampliar

el conocimiento de la farmacocinética de metadona para conseguir la mejor terapéutica

posible en pacientes incluidos en programas de mantenimiento con metadona (PMM) y

en terapia del dolor, ajustando las dosis para alcanzar posologias mas segura y efectivas,

con la consiguiente mejora de la adherencia al tratamiento y de la calidad de vida de los

pacientes.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Para lograr el objetivo anterior, es necesario alcanzar, entre otros, los siguientes

objetivos intermedios:

Desarrollo y validacion previa y durante el estudio de las metodicas analiticas

para la cuantificacién de metadona en fluidos bioldgicos (plasma y saliva).

Determinacion de la funcion del error de las metodicas analiticas validadas.

Cuantificacion de los niveles de metadona en estos fluidos bioldgicos en
pacientes que utilizan metadona (aquellos incluidos en PMM vy aquellos en

terapia del dolor).

Estudio de posibles modelos cinéticos de disposicion y estimacion de los

pardmetros farmacocinéticos correspondientes.

Correlacion de las concentraciones de metadona obtenidas en plasma y saliva

humanos.

Valoracion de diferentes técnicas de recogida de muestras salivales basadas en la
estimulacién y la no estimulacion de saliva y posible aplicacion a la clinica del

tipo de pacientes del estudio.
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III. MATERIAL Y METODOS

En este apartado se detallan los materiales empleados en la presente memoria
experimental, asi como la metodologia seguida en cada una de las experiencias

realizadas.

1. MATERIAL

Los materiales utilizados se especifican en los siguientes apartados:

1.1. Farmacos

1.1.1. Farmaco objeto de estudio

El farmaco empleado fue metadona clorhidrato, suministrado por el laboratorio

farmacéutico Sigma-Aldrich, Barcelona, Espaiia.

Metadona es un opioide sintético que, pese a comportarse de forma similar a la
morfina, es estructuralmente diferente. Su estructura estd formada por una cadena
alifatica que contiene dos anillos bencénicos y un grupo terminal dimetilamino. Sin
embargo, en solucidon acuosa, sus atomos se organizan adoptando la misma
configuracidn espacial que morfina, obligados por factores estéricos. Ademas, metadona
tiene un atomo de carbono asimétrico en su estructura, lo que significa que existe en dos
formas enantioméricas que tienen la misma composiciéon quimica pero diferentes
disposiciones espaciales, siendo un enantiomero la imagen especular del otro. Metadona
se comercializa en casi todos los paises como una mezcla racémica, es decir, una mezcla
de dos enantiémeros al 50:50, denominados (R)-metadona y (S)-metadona. Puesto que
el enantidmero (R) ha demostrado ser 50 veces mas potente que el (S) en estudios de

analgesia en humanos, se le considera el responsable de la actividad farmacoterapéutica

[3].

A continuacidn, se representa su estructura quimica (Fig. 4) y se detallan algunas de

sus propiedades fisico-quimicas [39,136,137]:
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Metadona clorhidrato

H x& H,CCH 2CH:
CH
f— JIII.-' e 2
{:: py CHETI-PL.,H - HOJ
W/

CHa
CHa

Figura 4. Estructura quimica de metadona clorhidrato.

*Férmula empirica:
*Peso molecular:
*Nombre I[UPAC:
*Codigo ATC:
*Punto de fusion:

*Naturaleza:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Coeficiente de particion:
*Espectro UV:

*Conservacion:

C,1 Hy7 NO, HC1

345.9 g/mol
(6RS)-6-(dimetilamino)-4,4-difenil-3-heptanona
NO7BC02

233 -236°C

Cristales incoloros e inodoros o polvo cristalino
blanco.

Soluble en agua (12g/100mL), etanol (8g/100mL)
y propan-2-ol (2.4g/100mL); practicamente
insoluble en éter y en glicerol.

pK: 8.3 (20 °C); 8.94 (25 °C)

LogP (octanol/agua): 3.93

En solucidén acuosa acida: 253, 259, 264 y 292 nm

Conservar en recipiente hermético y protegido de

la luz
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1.1.2. Farmacos a tener en cuenta en la practica clinica

El uso concomitante de benzodiazepinas es un problema importante en pacientes
con dependencia a opioides, especialmente en aquellos tratados con metadona [138].
Ademas, los sujetos adictos a la heroina tienen un alto riesgo de contraer el VIH a partir
de agujas o jeringuillas usadas, asi como por mantener relaciones sexuales sin
proteccion con parejas de alto riesgo. Como resultado, muchos pacientes con VIH
adictos a la heroina y que se encuentran en mantenimiento con metadona pueden
requerir tratamiento farmacoterapéutico adicional con medicamentos antirretrovirales

[139].

Puesto que la presente memoria trata sobre la monitorizacidén terapéutica de
metadona tanto en pacientes con dolor cronico, como en pacientes adictos a opioides, se
decidio analizar muestras que contuviesen una seleccion de estos medicamentos, con
objeto de comprobar la ausencia de interferencias exogenas y asegurar la obtencion de

resultados fiables en el posterior analisis de muestras clinicas reales.

Las benzodiazepinas empleadas fueron cuatro: alprazolam, clonazepam, diazepam y

lorazepam, y fueron suministradas por los siguientes laboratorios farmacéuticos:

- Alprazolam Sigma-Aldrich, Barcelona (Espaiia)
- Clonazepam Sigma-Aldrich, Barcelona (Espaiia)
- Diazepam Sigma-Aldrich, Barcelona (Espafia)
- Lorazepam Sigma-Aldrich, Barcelona (Espafia)

A continuacion, se detallan algunas de sus propiedades fisico-quimicas [39]:
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Alprazolam

*Formula empirica:
*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:

Clonazepam

*Formula empirica:

*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:

Diazepam

*Formula empirica:

*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:

Ci7H3CINy

308.8 g/mol

Préacticamente insoluble en agua; poco soluble en
alcohol y acetona; muy soluble en cloroformo y
diclorometano.

pK: 2.4

LogP (octanol/agua): 2.12

En solucion acuosa acida: 260 nm

Ci5H;oCIN;O3

315.7 g/mol

Soluble a 25°C en acetona (31 mg/mL), cloroformo
(15 mg/mL), metanol (8.6 mg/mL), éter (0.7
mg/mL), benceno (0.5 mg/mL) y agua (<0.1
mg/mL).

pKi: 1.5; pKy: 10.5

LogP (octanol/agua): 2.41

En solucién acuosa 4cida: 273 nm

En metanol: 245 y 309 nm

Ci6H13CIN,O

284.8 g/mol

Poco soluble en agua; soluble 1 en 25 de etanol, 1
en 2 de cloroformo y 1 en 39 de éter.

pKi: 3.5; pKy: 3.3 (20°C)

LogP (octanol/agua, pH 7.4): 2.7

En solucién acuosa acida: 242, 284 y 366 nm
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Lorazepam

*Formula empirica:

*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:

Ci5sHi9CLN,O,
321.2 g/mol

Soluble en agua (0.08 mg/mL), cloroformo (3
mg/mL), alcohol (14 mg/mL), propilenglicol (16
mg/mL), etil acetato (30 mg/mL).

pKi: 1.3; pKsy: 11.5 (20°C)

LogP (octanol/tampén acuoso, pH 7.4): 2.4

Etanol: 230 y 316 nm

Los antirretrovirales empleados fueron seis: abacavir, efavirenz, estavudina,

lamivudina, ritonavir y saquinavir. Estos se seleccionaron de acuerdo con la guia clinica

espafiola sobre el tratamiento antirretroviral [140], y fueron suministrados por los

siguientes laboratorios farmacéuticos:

- Abacavir

- Efavirenz

- Estavudina
- Lamivudina
- Ritonavir

- Saquinavir

GlaxoSmithKline, Barcelona (Espafia)
Bristol-Myers Squibb, Madrid (Espafia)
Medichem, Barcelona (Espafia)
GlaxoSmithKline, Barcelona (Espafia)

Abbott, Barcelona (Espafia)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim (Alemania)

A continuacion, se detallan algunas de sus propiedades fisico-quimicas [39]:

Abacavir

*Férmula empirica:

*Peso molecular:
*Solubilidad:

*Constante de disociacion:
*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:

Ci14H1sNqO

286.3 g/mol

Soluble en agua (0.077 mg/L a 25°C)

pK: 5.01

LogP (octanol/fosfato sddico, pH 7.4): 1.22

En solucién acuosa basica: 217, 260 y 285 nm
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Efavirenz

*Formula empirica:
*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Constante de disociacion:

*Espectro UV:

Estavudina

*Formula empirica:
*Peso molecular:
*Solubilidad:
*Coeficiente de particion:

*Espectro UV:
Lamivudina
*Formula empirica:
*Peso molecular:
*Solubilidad:
*Espectro UV:
Ritonavir
*Formula empirica:
*Peso molecular:

*Solubilidad:

*Espectro UV:

C14HoCIF3NO,
315.7 g/mol

Préacticamente insoluble en agua (<10 g/L)

pK:10.2

Picos principales a 247 y 293 nm

CioH12N2O4
224.2 g/mol

Soluble en agua y en propilenglicol

LogP (octanol/agua): 0.72

En solucion acuosa acida: 266 nm

CsHi1N3O3S
229.3 g/mol

Soluble en agua (70 mg/mL a 20°C)

En solucion acuosa 4cida: 212 y 279 nm

C37H48N6Os5S,
721.0 g/mol

Practicamente insoluble en agua,

soluble en

isopropanol, muy soluble en metanol y etanol.

En solucidon acuosa acida: 238 nm
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Saquinavir

*Formula empirica: C35Hs59NgOs5

*Peso molecular: 670.8 g/mol

*Solubilidad: Soluble en agua (0.22 g/100mL)

*Espectro UV: En soluciéon acuosa acida: 204, 238 y 292 nm

(saquinavir mesilato)

1.2. Reactivos

- Acetonitrilo, calidad HPLC (Carlo Erba Reagents, S.A.)

- Acido bérico, calidad analitica (Probus, S.A.)

- Acido citrico anhidro, calidad analitica (Merck, S.L.)

- Acido clorhidrico 1N, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)

- Agua Milli-Q, calidad HPLC

- Di-sodio hidrogeno fosfato anhidro, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)
- Electrolito KC1 3M + AgCl (Crison Instruments, S.A.)

- Eter dietilico, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)

- Metanol, calidad HPLC (Carlo Erba Reagents, S.A.)

- N-hexano, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)

- Potasio cloruro, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)

- Potasio di-hidrogeno fosfato, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)
- Sodio hidréxido 1IN, calidad analitica (Panreac Quimica, S.A.)

- Solucion reguladora pH 7.00 (Crison Instruments, S.A.)

- Solucion reguladora pH 4.01 (Crison Instruments, S.A.)

1.3. Material auxiliar de laboratorio

- Agitador rotativo vertical de 360° Grant Bio PTR 60 (Grant Instruments Ltd.)
- Botellas de vidrio topacio de 1000 mL (VidraFoc, S.A.)

- Botella de vidrio transparente de 250 mL (Schott AG)

- Botella de vidrio transparente de 500 mL (Boraf)

- Balanza de precision Precisa 125A (Precisa Gravimetrics AG)

- Balanza de precision Precisa 600C (Precisa Gravimetrics AG)
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- Bafio de ultrasonidos Ultrasons P (JP Selecta, S.A.)

- Centrifuga de sobremesa Hermle Z200A (Hermle LaborTechnik)

- Columnas cromatograficas Luna C18(2) Sum 100A (150 x 4.60 mm d.i.)
(Phenomenex)

- Congelador Liebherr Comfort NoFrost (Liebherr)

- Cromatografo liquido de alta eficacia Jasco HPLC LC-2000 plus (Jasco
Corporation) equipado con una bomba cuaternaria Jasco Intelligent HPLC Pump
modelo PU-2089, un inyector automatico Jasco Intelligent Autosampler modelo
AS-2055, un detector UV-visible Jasco Intelligent UV Detector modelo UV-
2075, un sistema de integracion y entrada de datos Jasco Interface Box modelo
LC-NET II/ADC, un sistema de alimentacién ininterrumpida (SAI) Eaton
Evolution 1500 Tower, un ordenador de sobremesa Dell Optiplex 780 con
software ChromNAV ver. 1.12.01 y una impresora HP Deskjet F2420.

- Filtros Millipore HV 0.45 pum, 47 mm (Millipore Ibérica, S.A.)

- Frigorifico Saivod New Line 360 2T (Saivod, S.A.)

- Gradillas metalicas y de plastico, varias medidas (Sudelab, S.L.)

- Guantes de latex para examen talla M (Caribu Medical, S.A.)

- Matraces aforados de vidrio transparente de 10, 25, 50, 100, 1000 y 2000 mL
(VidraFoc, S.A.)

- Matraces aforados de vidrio topacio de 10 y 25 mL (Afora, S.A.)

- Milli-Q Plus Ultra-Pure Water System (Millipore Ibérica, S.A.)

- Nucleos magnéticos recubiertos de teflon, varias medidas (Sudelab, S.L.)

- pHmetro Crison micropH 2001 (Crison Instruments, S.A.)

- Papel de aluminio de 30 m (Sudelab, S.L.)

- Parafilm 38 m x 10 cm (Sudelab, S.L.)

- Pipeta automatica autoclavable Nichiryo 5000 de 100-1000 pL (Nichiryo)

- Pipeta automatica autoclavable Nichiryo Nichipet 5000DG de 20-200 pL
(Nichiryo)

- Pipeta automadtica autoclavable Nichiryo Nichipet EX de 1000-5000 pL
(Nichiryo)

- Pipetas pasteur de plastico graduadas de 3 mL (Copan Italia)

- Pipetas pasteur de vidrio no graduadas de 150 mm (Deltalab, S.A.)

- Pre-columna SecurityGuard Cartridge Luna C18 (ODS, octadecyl) (4 x 3.0 mm

1.d.) (Phenomenex)
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- Puntas desechables para micropipetas, diferentes medidas (Sudelab, S.L.)

- Sistema de filtracién al vacio compuesto por un embudo de 300 mL VidraFoc,
una pinza metalica Quickfit, un soporte para membrana con placa porosa
VidraFoc, un matraz de kitasato de 1000 mL VidraFoc y una goma de vacio.

- Soporte y herramientas para pre-columna SecurityGuard Guard Cartridge Kit
KJ0-4282 (Phenomenex)

- Tubos de vidrio de fondo conico y no conico con tapén de rosca de 10 mL
(VidraFoc, S.A.)

- Tubos de polipropileno de 5 y 10 mL con tapones de polietileno (Sudelab, S.L.)

- Vasos de precipitados de vidrio transparente de 10, 50, 100 y 250 mL (Pyrex)

- Vaso de precipitados de vidrio transparente de 2000 mL (Simax)

- Vaso de precipitados de vidrio transparente de 3000 mL (Boraf)

- Viales de vidrio topacio para HPLC de 1.5 mL (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.)

- Viales de vidrio transparente para HPLC de 1.5 mL (Jasco Corporation)

- Viales conicos de vidrio transparente para HPLC de 150 uL (Waters)

- Vitrina de extraccion de gases (Dimanlab, S.L.)

2. METODOS

2.1. Desarrollo de las metodicas analiticas

La técnica de bioanalisis empleada para la determinacion de metadona en plasma y
en saliva humanas fue la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccion en

el UV.

Para el desarrollo del método bioanalitico, se procedié a la busqueda de evidencia
cientifica. En este sentido, se utilizaron distintas fuentes bibliograficas relacionadas con
el &mbito de las ciencias de la salud para obtener la informacién disponible hasta el

momento actual sobre esta tematica.

Como criterios importantes de eleccion de la técnica, se tuvieron en cuenta que dado
el interés de un empleo potencial en la practica clinica, fuera lo mas sencilla posible y
supusiera un coste econdomico reducido, permitiendo en cualquier caso la correcta

cuantificacion en plasma y saliva.
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2.2. Condiciones cromatograficas

El sistema cromatografico utilizado consistid en un cromatografo de liquidos Jasco
LC-2000 plus (Jasco Corporation, Japdn) equipado con una bomba cuaternaria (modelo
PU-2089), un inyector automatico de volumen de inyeccion variable (modelo AS-
2055), un detector UV-visible de longitud de onda variable (modelo UV-2075) y un
sistema computarizado de integracion y entrada de datos (modelo LC-NET II/ADC).

El analisis cromatografico se realizé con columnas de fase reversa Luna C18(2) de 5
pum de tamafio de particula, 100 A de tamafio de poro (150 mm de longitud x 4.60 mm
de didmetro interno) (Phenomenex, Micron Analitica S.A., Madrid, Espafia), protegidas
con pre-columnas Luna C18 (4 mm de longitud x 3.0 mm d.i.) (Phenomenex, Micron

Analitica S.A., Madrid, Espaiia), operando a temperatura ambiente.

La fase movil estaba compuesta por acetonitrilo (fase orgédnica) y tampdén fosfato
(fase acuosa) con el pH ajustado a 5 y en la proporcion 25:75 (v/v). Metadona fue eluida
isocraticamente con un flujo de 1.0 mL/min. El volumen de inyeccion de muestra fue de

100 pl y la longitud de onda para la deteccion en el UV fue de 215 nm.

2.3. Preparacion de las soluciones estandar y patrones de control de calidad

Soluciones estandar de 1000 ng/mL se preparaban en plasma o saliva a partir de una
solucion stock madre de Img/mL de metadona elaborada en agua Milli-Q. A partir de
las soluciones estandar, y mediante diluciones sucesivas en plasma o saliva, se obtenian
los patrones de control de calidad. Las rectas de calibracidon estaban constituidas por 6 y
7 niveles de concentracion para metadona en plasma y saliva, respectivamente, las
cuales se analizaban por triplicado. El rango de concentraciones cubierto fue de 50-600
ng/mL para metadona en plasma y de 50-1000 ng/mL para metadona en saliva. La
pendiente, la ordenada en el origen y el coeficiente de correlacion se calculaban
mediante el ajuste del area bajo el pico cromatografico (y) versus la concentracion del
principio activo analizado (x) a la recta de regresion del tipo y = ax + b, por el método
de minimos cuadrados. Las concentraciones de las muestras se estimaban por la

prediccidn inversa.
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2.4. Pretratamiento de las muestras

Para la extracciéon de metadona a partir de las matrices plasmatica y salival se
empled el mismo método de extraccidon liquido-liquido (LLE): En tubos de vidrio de
fondo no conico se puso en contacto 1 mL de muestra o solucidén patron con 1 mL de
tampon borato ajustado a pH 10. Seguidamente, se mezclaba el conjunto en el agitador
rotativo durante 15 minutos. Posteriormente, se afadia a la mezcla 5 mL de solucidn
extractora, formada por éter dietilico y hexano en proporcion 30:70 (v/v), obteniendo
una fase orgdnica y una fase acuosa. La mezcla se agitaba nuevamente en el agitador
rotativo durante 10 minutos y después se centrifugaba durante 5 minutos a 2500 rpm
para conseguir la separacion de las dos fases. La fase organica era entonces transferida a
tubos de vidrio de fondo cénico, a los cuales se afiadia 180 pul de acido clorhidrico 1N.
A continuacién se mezclaba el conjunto en el agitador rotativo durante 10 minutos y
luego se centrifugaba la mezcla 5 minutos a 2500 rpm para volver a obtener la fase
organica, en la parte superior, separada de la fase acuosa, en el fondo del tubo.
Finalmente, las fases se congelaban a -32°C hasta el momento de analisis. Congelada la
fase acuosa, se separaba la fase organica, aun liquida, por decantacién, y 100 ul de la

fase acuosa se trasladaban a los viales conicos de vidrio para su analisis por HPLC-UV.

2.5. Validacion de las metodicas analiticas

La validacion de métodos de bioanalisis es el proceso utilizado para establecer que
un método de andlisis cuantitativo es adecuado para su aplicacion clinica o biomédica
[141]. El objetivo principal de la validacion es demostrar la fiabilidad de un método
para la determinacion de concentraciones de analito en una matriz bioldgica especifica,
ya sea sangre, suero, plasma, orina o saliva, entre otras. La validacion debe realizarse
para cualquier método analitico, ya sea totalmente nuevo o esté basado en uno
previamente publicado en la bibliografia cientifica [83]. La garantia en cuanto a la
calidad y fiabilidad del método provienen de la realizacién de una serie de ensayos
minimos de validacion y de la obtencion de resultados satisfactorios [141]. Las
principales caracteristicas de un método bioanalitico esenciales para garantizar la
aceptabilidad de funcionamiento y la fiabilidad de los resultados analiticos son:
selectividad, linealidad y rango de calibracion, efecto de la dilucion, precision,

exactitud, recuperacion, estabilidad del analito en la matriz bioldgica y estabilidad del
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analito en las soluciones de trabajo y en los extractos en las condiciones de

almacenamiento y procesamiento en las que se trabaja [83].

En general, se consideran tres tipos de validacion [83]:

- Validacion completa: para metodicas nuevas o para metddicas ya utilizadas pero
que no estan validadas, y de las que se posee informacidn suficiente como para
probar la bondad del método. En general, es necesario realizar una validacion
completa del método analitico para cada analito y matriz de estudio, llevando a cabo

todos los ensayos de validacion mencionados anteriormente.

- Validacion parcial: para metodicas ya validadas en las que se hicieron pequefios
cambios. Entre los cambios para los que seria necesaria una validacion parcial se
incluyen: la transferencia del método bioanalitico a otro laboratorio, cambios en los
equipos o en el rango de calibracion, volumen limitado de muestra, utilizacion de
matrices adicionales, cambios en el procedimiento de pretratamiento de muestras, en
las condiciones de almacenamiento, etc. Los ensayos de validacidon parcial pueden
variar desde solamente la determinacion de la precision y exactitud intradia, hasta la

realizacion de una validacion casi completa.

- Validacion cruzada: para la comparacion de datos obtenidos a partir de diferentes
métodos dentro del mismo estudio o procedentes de varios estudios, o cuando los
datos se obtienen en un estudio realizado en diferentes laboratorios aplicando el
mismo método. En estos casos, las diferencias en la preparacion de muestras o el
uso de otro método de andlisis puede dar lugar a resultados diferentes entre los
lugares de estudio. La validacion cruzada se debe realizar antes del analisis de las
muestras de estudio, y utilizando el mismo conjunto de muestras de control de
calidad. El resultado de la validacidon cruzada es fundamental para determinar si los

datos obtenidos son fiables y si pueden compararse y utilizarse.

En nuestro caso se trataba de metodicas nuevas, por lo que se realizaron dos
validaciones completas para el estudio de pacientes en PMM. Posteriormente, se efectud
una validacidn parcial de ambas metddicas para el estudio de pacientes en terapia del

dolor, debido a la transferencia del método bioanalitico a un nuevo laboratorio de
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analisis. Para las validaciones tanto completa como parcial se siguieron los
procedimientos establecidos en las guias de la European Medicines Agency (EMA) [83],
de la Food and Drug Administration (FDA) [84] y de la Asociacion Espafiola de
Farmacéuticos de la Industria (AEFI) [85].

2.5.1. Validacion completa

1.- Selectividad: El método analitico debe ser capaz de diferenciar el analito de
interés de los componentes enddgenos de la matriz o de otros componentes

presentes en la muestra.

a) Interferencias endogenas: Para la evaluacion de las interferencias enddgenas,
se analizaron muestras blanco de matriz bioldgica de un minimo de 6
procedencias diferentes (6 individuos que no hayan recibido el principio activo)
y también patrones de calibrado en el limite inferior de cuantificacién (LLOQ,
50 ng/ml, véase mas adelante). Normalmente, la ausencia de componentes que
interfieren se acepta cuando la respuesta es menor al 20 % del LLOQ para el

analito de estudio.

También puede ser necesario investigar el grado de interferencia causada por
posibles medicamentos que el paciente tome de forma concomitante. En este
sentido, la comedicacion utilizada por la poblacidon de estudio que pueda interferir

de forma potencial debe tenerse en cuenta en la fase de validacion del método.

b) Interferencias exogenas: Para la evaluacion de las interferencias exogenas se
analizaron una serie de medicamentos que acostumbran a estar presentes en el
tratamiento de pacientes drogodependientes y pacientes con dolor cronico. Los
medicamentos seleccionados fueron, por un lado, antirretrovirales (abacavir,
efavirenz, lamivudina, ritonavir, saquinavir y estavudina) para el tratamiento del
SIDA, y por otro, bezodiazepinas (alprazolam, clonazepam, diazepam,
lorazepam) para el tratamiento de la ansiedad. Primero se analizaron patrones de
500 ng/mL de cada farmaco por separado para definir los distintos tiempos de
retencion, y seguidamente se realizo un ensayo con todos los compuestos juntos

en la misma muestra, incluyendo metadona a una concentracion de 1000 ng/mL.
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La ausencia de interferencias se acepta cuando al tiempo de retencion de

metadona no aparece ningun otro pico cromatografico.

2.- Linealidad y rango de calibracion: Se entiende por linealidad la capacidad que
un método analitico tiene de obtener resultados linealmente proporcionales a la
concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo de concentraciones o

rango de calibracidon determinado.

El ensayo de linealidad consistié en el analisis de 3 curvas de calibrado de
metadona en plasma constituidas por 6 patrones de calibracion distintos distribuidos
dentro del rango establecido (600, 400, 300, 200, 100 y 50 ng/mL), y de 3 curvas de
calibrado de metadona en saliva constituida por 7 patrones distintos distribuidos

dentro del rango establecido (1000, 800, 600, 400, 200, 100 y 50 ng/mL).

Una vez determinada la curva de calibracidon que relaciona la concentracién de
analito con la respuesta del método, que en nuestro caso es el area bajo el pico
cromatografico, se verificod la linealidad mediante el tratamiento estadistico de los
datos e interpretacion de los mismos, a través del coeficiente de correlacion (r), del
coeficiente de variaciéon (CV) o desviacion estandar relativa de los factores
respuesta y del error relativo porcentual (ER %) de cada uno de los patrones que

forman la curva de calibracidn.

¢) Coeficiente de correlacion (r): Este valor representa el grado de relacion entre
las variables x (concentracion) e y (area). Su valor puede ir desde 0 hasta 1, y su
signo puede ser positivo (cuando a valores altos de una variable le corresponden
valores altos de la otra) o negativo (cuando a valores altos de una variable le
corresponden valores bajos de la otra). Cuanto mds cercano a la unidad sea, mas

correlacion existe entre las dos variables.
El coeficiente de correlacion elevado al cuadrado se denomina coeficiente de

determinacion (1*) e indica la proporcion de la varianza total, que es explicada

por el modelo lineal de regresion.
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d) Coeficiente de variacion de los factores respuesta (f(y/x)): El factor respuesta

3.-

es la relacion entre la concentracion y la respuesta del aparato. Asi, en una
calibracion lineal los factores respuesta deben ser semejantes entre si y cercanos

al valor de la pendiente.

El coeficiente de variacion (CV %) de esta relacion es una expresion de la
linealidad, de forma que valores mayores del 15% implican una falta de

linealidad. El CV se define como:

Desviacion estandar
CV %= x 100
Media

Error relativo porcentual (ER %): Es la desviacion en porcentaje de los
valores de concentracion calculada o experimental (Cexp) frente a los valores de

concentracion teoricos (Cteor).

El error relativo porcentual (ER %) de cada uno de los patrones presentes en
las curvas de calibracion no deberd ser superior al +15% del valor de la
concentracion tedrica, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual
podra ser como maximo del £20%. Este criterio debera cumplirse para al menos
2/3 de los patrones de calibraciéon de cada una de las curvas, incluyendo los

limites superior e inferior del rango. El ER % se define como:

Cexp - Cteor
ER % = --- - ---x 100
Cteor

Efecto de la dilucién: El ensayo de efecto de la dilucion demuestra que la

dilucion de las muestras no afecta a la exactitud y la precision de los resultados.

Para la realizacion del ensayo se prepararon patrones con una concentracion de

analito por encima del limite superior de concentracién del rango de calibracion

definido (ULOQ), siendo 5 pg/mL y 8 nug/mL para metadona en plasma y saliva,

respectivamente. Las muestras se diluyeron con matriz en blanco, de forma que la

concentracion final estuviese dentro del rango definido y se realizaron cinco

91



determinaciones por factor de dilucion. Para la aceptacion del ensayo, la exactitud
debe estar comprendida entre el £15% del valor de la concentracidon teodrica,

mientras que la precision debe ser <15% del valor de dicha concentracion.

4.- Exactitud y precision: La exactitud es la capacidad del método analitico para
proporcionar resultados lo mas cercanos posibles al valor tedrico (valor nominal),
mientras que la precision es el grado de dispersion de los resultados analiticos
respecto a su valor medio. La exactitud y precision deben valorarse a dos niveles:
intraensayo, representativa de la variabilidad obtenida en las mismas condiciones de
trabajo y en un corto intervalo de tiempo, e interensayo, representativa de la
variabilidad obtenida en diferentes series analiticas (distintos dias, analistas,

reactivos, aparatos, etc.).

Para su realizacion deben hacerse como minimo tres ensayos. Para ello se
prepararon patrones de control de calidad conteniendo cuatro concentraciones
distintas de metadona (alta, media, baja y la correspondiente al LLOQ del rango de
linealidad establecido) en cada matriz biologica. Estos patrones fueron de 500, 300,
100 y 50 ng/mL para metadona en plasma y de 800, 400, 100 y 50 ng/mL para
metadona en saliva. Para cada nivel de concentracion y ensayo se analizaron 5
replicados (n=5). En cuanto a los criterios de aceptabilidad, la exactitud intra e
interensayo expresada como ER (%) debe estar comprendida entre el £15% del
valor de la concentracion teorica para cada nivel de concentracion, mientras que la
precision intra e interensayo expresada como CV (%) debe ser <15% del valor de la
concentracion tedrica. Excepcionalmente, solo en el caso del patron correspondiente
al LLOQ, la exactitud puede estar comprendida entre el £20% del valor de la

concentracion teorica, y la precision ser <20% del valor de dicha concentracion.

5.- Recuperacion: El ensayo de recuperacion determina la eficacia obtenida en el
proceso de extraccion de analito a partir de la matriz o matrices bioldgicas

utilizadas.

Para la realizacion del ensayo se analizaron tres replicados de patrones de
control de calidad a cuatro niveles de concentracion distintos (alta, media, baja y la

correspondiente al LLOQ del rango de linealidad establecido) en cada matriz
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bioldgica. Estos patrones fueron de 500, 300, 100 y 50 ng/mL, y de 800, 400, 100 y
50 ng/mL para metadona en plasma y saliva, respectivamente. Se compard la
respuesta del analito extraido de las matrices bioldgicas con la respuesta de la
misma cantidad de analito en matriz simple sin extraer (considerada del 100%).
Idealmente, los valores de recuperacion obtenidos para cada nivel ensayado deben

ser elevados, proximos al 100%.

6.- Estabilidad: La evaluacion de la estabilidad debe llevarse a cabo para asegurar
que el proceso de pretratamiento y analisis de muestras, asi como las condiciones de
almacenamiento utilizadas, no afectan a la concentracion de analito. Existen muchos
factores que pueden afectar a la estabilidad, y puede considerarse que la estabilidad
de un analito en un fluido bioldgico es el resultado de sus condiciones de
conservacion, de sus propiedades fisico-quimicas, del tipo de matriz biologica, del
recipiente en el que se encuentra y de todas las manipulaciones a las que pueda estar
sometido durante la pereparacion de una muestra. En este sentido, los estudios de
estabilidad deben investigar las diferentes condiciones de procesado y
almacenamiento durante periodos de tiempo que sean iguales o superiores a los

aplicados a las muestras de estudio en la practica real.

La estabilidad del analito en las matrices estudiadas se evalud utilizando
patrones de control de calidad a 3 concentraciones distintas (alta, media y baja),
donde la baja debe ser de un maximo de tres 3 veces el LLOQ y la alta debe
aproximarse al ULOQ para cada rango de linealidad establecido. Los patrones de
control de calidad utilizados fueron de 500, 300 y 100 ng/mL para metadona en
plasma y de 800, 400 y 100 ng/mL para metadona en saliva. Estos se analizaron por
triplicado inmediatamente después del pretratamiento de las muestras (valor basal) y
nuevamente tras aplicar las condiciones de trabajo o almacenamiento. Los patrones
de control de calidad se analizaron frente a una curva de calibrado, y las
concentraciones obtenidas se compararon con las concentraciones basales. Para la
aceptacion de las pruebas de estabilidad, el error relativo porcentual de la
concentracion media para cada nivel ensayado debe estar comprendido entre el

+15% del valor de la concentracion basal.
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La estabilidad de la solucién stock de trabajo también fue comprobada,
utilizando una dilucion apropiada y teniendo en cuenta el rango de linealidad
establecido.

El conjunto de ensayos de estabilidad evaluados fueron los siguientes:

Estabilidad de la solucion stock: Varias alicuotas de la solucion stock de metadona

en agua se congelaron a -32°C durante 1, 2, 3, 6, 9 y 12 meses. Transcurrido el
periodo de tiempo correspondiente, y tras dejar descongelar las alicuotas, se
realizaron diluciones consecutivas hasta obtener las concentraciones de los patrones

de control de calidad. Seguidamente, se procedid a su andlisis cromatografico.

Estabilidad durante el proceso de congelacién/descongelacién: Los patrones de

control de calidad se congelaron a -32°C y, posteriormente, se dejaron descongelar
a temperatura ambiente. A continuacidn, los patrones se volvieron a congelar
aplicando las mismas condiciones. En cada ciclo de congelacion, las muestras
permanecieron congeladas durante al menos 12 horas antes de la descongelacion.

Tras repetir este proceso tres veces, se llevo a cabo el andlisis de los patrones.

Estabilidad a corto plazo: Los patrones de control de calidad permanecieron durante

10 horas a la temperatura de procesamiento de muestras (temperatura ambiente) vy,

a continuacion, fueron analizados.

Estabilidad a largo plazo: Los patrones de control de calidad se congelaron a -32°C

y permanecieron bajo estas condiciones durante 15, 30 y 90 dias. Pasado el periodo

de tiempo correspondiente, se llevo a cabo el andlisis de los patrones.

Estabilidad de las muestras procesadas en las condiciones de almacenamiento: Los

patrones de control de calidad se sometieron a pretratamiento, y los extractos
liquidos se congelaron -32°C durante 10 dias. A continuacidn, se efectuo el analisis

de los patrones.
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e Estabilidad de las muestras procesadas en el inyector automatico: Los patrones de
control de calidad se sometieron a pretratamiento, y los extractos liquidos
permanecieron 10 horas en el inyector automatico antes de proceder al analisis

cromatografico.

2.5.2. Validacion parcial

1.- Linealidad y rango de calibracion: El ensayo de linealidad consistié en el
analisis de 3 curvas de calibrado de metadona en plasma y saliva constituidas por 7
patrones distintos distribuidos dentro del rango establecido (1000, 800, 600, 400,
200, 100 y 50 ng/mL). Los criterios de aceptabilidad fueron los mismos que los

establecidos en la validacion completa.

2.- Exactitud y precision intraensayo: Para su realizacidén se prepararon patrones
de control de calidad conteniendo cuatro concentraciones distintas de metadona
(alta, media, baja y la correspondiente al LLOQ del rango de linealidad establecido)
en cada matriz bioldgica. Estos patrones fueron de 800, 400, 100 y 50 ng/mL para
metadona en plasma y saliva. Para cada nivel de concentracion se analizaron 3
replicados (n=3), excepto para el LLOQ, del cual se analizaron 5 replicados (n=5).
En cuanto a los criterios de aceptabilidad, éstos fueron los mismos que los

establecidos en la validacion completa.

2.6. Determinacion de la funcion del error analitico

Diferentes métodos de estimacidon paramétrica, como los métodos de regresion no
lineal, requieren habitualmente la ponderacion de los datos primarios a fin de obtener

unas buenas estimas de los parametros de regresion [142].

Es ampliamente conocido que el empleo de diferentes algoritmos de ponderacion
para una misma serie de datos experimentales puede producir no so6lo diferencias en los
resultados de prediccion en el tiempo, sino también variaciones substanciales en los

parametros estimados, para un mismo modelo farmacocinético.
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Por lo tanto, la problematica derivada de la eleccién del método de ponderacion,
estandar o clasico (1/C, 1/C?) o no estandar (1/varianza), no se encuentra totalmente
resuelta, y tampoco existe una solucién universal para todos los casos [143]. Debido a
ello, en los estudios biofarmacéuticos y farmacocinéticos, el empleo de la funcion del
error del método analitico puede constituirse en una alternativa valida de ponderacion

para resolver el citado problema [144].

No obstante, no es posible predecir la funcidn del error analitico a priori, ya que, el
error estd asociado con caracteristicas del principio activo, del método analitico y de la

técnica utilizada, por lo que esta funcidn tiene que ser determinada [145].

De acuerdo con lo comentado, para la determinacion de la funcionalidad del error de
los métodos analiticos previamente validados se prepararon 3 rectas de calibrado/dia,
repitiéndose dicho ensayo durante 4 dias. Para cada dia y para cada patrdn de la recta de
calibrado se obtenian los valores de las concentraciones patrén, calculandose la media

con su correspondiente desviacion estandar.

Seguidamente, mediante analisis de regresion multiple se buscaba la mejor
funcionalizacion entre los valores de las desviaciones estandar (variable considerada
como dependiente) y las concentraciones tedricas de la recta de calibrado (variable
independiente). De este modo, el analisis se iniciaba con el polinomio de tercer grado,

cuya ecuacion general es la siguiente:

DE=A+A;C+AyC*+A;C

Donde la DE corresponde a la desviacion estandar y C a los valores de las

concentraciones teoricas.

La estrategia utilizada en la seleccion de variables independientes para el modelo de
regresion multiple fueron los procedimientos Stepwise y Forward utilizando el
programa estadistico Microstat para Windows (EcoSoft Inc., Glendale, CA, USA). El
propdsito de estos procedimientos es localizar el conjunto de variables que puedan

discriminar mejor el modelo analizado [146].
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El procedimiento Stepwise se fundamenta en la realizacién de una serie de pasos
graduales, en cada uno de los cuales, cada variable dentro del modelo es evaluada para
ver si, de acuerdo con los criterios especificados, debe continuar o no dentro del
modelo. La naturaleza de este procedimiento gradual es tal que, aunque en un paso se
elimine del modelo una variable, ésta se evaltia para un posible reingreso dentro del
modelo en los pasos subsecuentes. El procedimiento Stepwise utiliza el estadistico F
asociado como criterio de evaluacion para decidir si la variable debe eliminarse o
agregarse al modelo. En cada paso realizado, el programa estadistico calcula F para
cada variable detro del modelo. Si el valor de F para cualquiera de las variables es
menor que el valor critico especificado (4 si no se indica otro valor), entonces se
suprime del modelo la variable con el valor menor de F. Se reajusta la ecuacion de
regresion para el modelo reducido y se pasa al siguiente paso. Si no es posible eliminar
ninguna variable, el procedimiento trata de agregar variables. Tras el céalculo del
estadistico F para cada nueva variable, se agrega la que tenga el mayor valor F asociado,
siempre que éste sea mayor que el valor critico especificado. Entonces, la ecuacion se
reajusta para el nuevo modelo y el procedimiento pasa al siguiente paso. El

procedimiento termina cuando es imposible agregar o suprimir variables [146].

El procedimiento Forward, por otra parte, comienza con la seleccién de una tnica
variable que es la que produce una mayor discriminacién. A continuacion, se empareja
esa variable con todas las demds para comprobar cudl es el par que produce mejor
discriminacion. El par obtenido se combina con las variables restantes hasta obtener el
mejor triplete y asi sucesivamente hasta que las variables que quedan sin seleccionar
sean aquellas que no aportan nueva informacién o lo hagan en una cantidad muy

pequeia [146].
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2.7. Estudio de los niveles de metadona en plasma y saliva humanos

2.7.1. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en PMM

Diseiio del estudio

Estudio abierto prospectivo de monitorizacion farmacocinética de las

concentraciones plasmaticas y salivales de metadona en pacientes incluidos en PMM.

Poblacion de estudio, criterios de inclusion/exclusion y reclutamiento

La poblacion de estudio comprendié pacientes incluidos en PMM pertenecientes al
Centre d’Assistencia i Seguiment de Drogodependencies (CAS) Osona Salut Mental del

Consorci Hospitalari de Vic.

Los criterios de inclusion fueron:
- Pacientes participantes en el PMM del CAS Osona Salut Mental, los cuales
reciben el medicamento por via oral en forma de comprimidos de 5, 30 y 40 mg.
- Fidelizacién del paciente con el centro dispensador, ya sea por las visitas

médicas como por la provisioén de la medicacion.

Los criterios de exclusion fueron:
- Variacion de la dosis de metadona en los ultimos 2 meses.
- No constancia de la informacion de variacion de la dosis.
- Paciente en un periodo de gestacion o lactancia.

- Pacientes menores de edad (menos de 18 afios).

En el reclutamiento de pacientes voluntarios se obtuvo el consentimiento informado
del participante previa hoja de informacion, tal y como consta en el “Protocolo para la
determinacion de metadona en matriz sanguinea y salival”, aprobado por el Comité de

Etica de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital General de Vic.
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Tamafio muestral y justificacion

Al tratarse de un estudio farmacocinético de monitorizacion, y teniendo en cuenta la
elevada variabilidad de los distintos factores relacionados con metadona y los pacientes
que la reciben, el hecho de tener un tamafio muestral adecuado resulta necesario con el

fin de poder concluir con unos resultados que permitan realizar inferencia estadistica.

El célculo del tamafio muestral minimo se realiza utilizando el programa CQC,
grupo de programas para el disefio de experimentos (Version 1.1, Glaxo-Wellcome).
Asi, considerando que el numero de casos activos en PMM a finales de 2009 era de
7103, la maxima imprecision aceptable de £ 6 % y considerando un nivel de confianza
del 0.95, resulta un tamafio muestral minimo de 50 pacientes. Se realizd un estudio
piloto con un numero reducido de pacientes. El periodo de inclusion previsto

inicialmente fue de 12 meses.

Descripcion de las actividades del estudio

1. Recogida de las principales caracteristicas de cada paciente
- Género
- Edad
- Peso
- Grupo étnico
- Dosis de metadona recibida
- Medicacion concomitante

- Comorbilidad (diabetes, hepatitis y VIH, entre otras)

2. Obtencidon de muestras

e Muestra plasmadtica: extraccion de 5 mL de muestra sanguinea mediante
venopuncion. Las muestras se mantuvieron dentro de tubos heparinizados y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 3 minutos para obtener el plasma separado de
las células sanguineas. Seguidamente, el plasma se transfirié a tubos de plastico y

se congeld a -32°C hasta su analisis.
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e Muestra salival: obtenciéon de 1 mL de saliva no estimulada mediante el
dispositivo especifico Salivette®. Este consta de un tubo de pléstico provisto de
un algodon cilindrico en su interior. El algodon se coloco bajo la lengua o entre la
mejilla y las encias del paciente durante 3-4 minutos hasta que quedaba saturado
con saliva. Tras devolver el algodon al interior del tubo de plastico, el conjunto se
centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos, la saliva se transfirié a tubos de plastico

y se congelo a -32°C hasta su analisis.

Para la construcciéon de curvas farmacocinéticas plasmaticas y salivales se
recogieron muestras de las dos matrices de forma simultinea a los siguientes

tiempos: 0 (justo antes de la dosis diaria de metadona), 1, 2, 3,4, 6, 8, 12, 18 y 24h.

3. Procesamiento y andlisis de las muestras

Metadona fue aislada de las muestras biologicas mediante un procedimiento de
extraccion liquido-liquido (LLE) y el andlisis se efectué mediante la técnica analitica
de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) previamente validada. De acuerdo
con la bibliografia consultada, los niveles de metadona esperados en plasma y saliva
para conseguir el éxito terapéutico estarian comprendidos dentro del rango de

concentraciones validado [3,147].

Plan de analisis farmacocinético

El andlisis farmacocinético se realizd a partir de las curvas experimentales de
concentracion plasmatica y salival de metadona en funcién del tiempo, permitiendo el

calculo de los correspondientes parametros farmacocinéticos.

a) Niveles plasmaticos

Los niveles plasmaticos de metadona se ajustaron a un modelo bicompartimental
extravasal. El modelo bicompartimental supone que el farmaco, una vez que se
encuentra en la circulacién general, se distribuye de forma muy rapida hacia ciertos
sectores del organismo (englobados en el compartimento central) de tal forma que el

equilibrio de distribucion entre la sangre y esos sectores se alcanza de forma
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practicamente instantdnea y que, ademas, el faArmaco se distribuye de forma maés lenta

hacia otros tejidos (englobados en el compartimento periférico) [148].

Cuando un farmaco se administra por via extravasal en el modelo bicompartimental
clasico, las variaciones instantaneas de concentracion de farmaco en cada uno de los
compartimientos considerados son procesos de orden uno. A partir de las ecuaciones
diferenciales bésicas, por transformadas de Laplace, se obtiene la expresion matematica

representativa del transito del farmaco a través del organismo (ecuacion 1):

C=Ap- e +Bo-eP' =Py ™' (Ee.1)

Donde « es la constante de rapida disposicion, S es la constante de lenta disposicion y

ka es la constante de absorcidn.

Se trata de ecuaciones triexponenciales, debido a que se han considerado tres
compartimentos, uno externo (lugar donde se produce el proceso de absorcion) y dos
internos (compartimento central y compartimento periférico). En estas ecuaciones,
generalmente uno de los coeficientes vendra afectado por un signo negativo, el cual
afectard a la exponencial correspondiente al proceso mas rapido y dependera de los

valores absolutos de las constantes que configuran el coeficiente.

A través del método de los residuales se calcularon ka, a, B, Ao, Bo y Po. A partir de

B, se considerd como semivida bioldgica de eliminacion el valor de tg;/» cuya expresion
es: tg12 = In2/B. Asimismo, la semivida biologica de rapida disposicion se calculd a

partir de a, cuya expresion es: to, = In2/0. El 4rea bajo la curva (AUC,') de las
concentraciones plasmaticas se estimd por el método de los trapezoides hasta T o el
ultimo tiempo de concentracion cuantificable. La fraccidon final del area se calculo
mediante la expresion: AUC,” = C,/ B, donde C; es valor de la concentracion plasmatica
correspondiente al ultimo punto experimental. El aclaramiento total (CL/F) se estimo a
partir de la expresion: CL/F = D/AUC, siendo D la dosis diaria de metadona
administrada y F la biodisponibilidad oral. El volumen de distribucién en la fase

(VdP/F) se calculd mediante la formula: VdB/F = D/B- AUC.
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Las concentraciones maxima y minima en el estado estacionario [Cmax(ss),
Cmin(ss)], y el tiempo para alcanzar Cmax(ss) [tmax(ss)] se calcularon por ordenador
aplicando las formulas apropiadas [149]. La concentracién plasmdtica media en estado
estacionario [Cpmedia(ss)] se obtuvo a partir de la expresion: Cymedia(ss) = AUC'

donde T es el intervalo de dosificacion.
b) Niveles salivales

La disposicién farmacocinética de metadona en saliva se estimd considerando un
unico compartimento extravasal, en el cual se supuso el ingreso de farmaco mediante

una constante de incorporacion y otra de desaparicion, ambas de primer orden.

En este supuesto, se consideraron dos compartimentos, uno externo (lugar donde se
produce el proceso de absorcidon) y otro interno (saliva). Al considerar dos
compartimentos, la ecuacion que rige la farmacocinética serd biexponencial (ecuacién
2), en la que uno de los dos exponenciales serd negativo por corresponder a un

compartimento externo:

-kd t kit
(& - C

C=Cp- Ay - (EC. 2)

Donde kd es la constante de desaparicion y ki es la constante de incorporacion.

Las constantes kd y ki y los coeficientes Cy y Ay se calcularon por el método de los
residuales. A partir de kd se obtuvo la semivida de desaparicion, utilizando la expresion:
t;» = In2/kd. El AUC," se estim6 por el método de los trapezoides, mientras que la
fraccion final del area se calcul6 mediante la expresion: AUC,” = C, / kd. El CL/F se
estimd a partir de la expresion: CL/F = D/AUC, y el volumen de distribuciéon (Vd/F) se
calculé mediante la féormula: Vd/F = D/kd- AUC.

Las concentraciones maxima y minima en el estado estacionario [Cmax(ss),
Cmin(ss)], y el tiempo para alcanzar Cmax(ss) [tmax(ss)] se calcularon por ordenador
aplicando las férmulas apropiadas [149]. La concentracién salival media en estado

estacionario [Csmedia(ss)] se obtuvo a partir de la expresion: Cgmedia(ss) = AUC, /1.
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Plan de analisis estadistico

El procesamiento estadistico de la informacién se realizo utilizando el programa
estadistico Deducer para Windows version 2.15.0 (Fellow Statistics, San Diego, CA,
USA) mediante la obtencion de valores medios, desviaciones estandar e intervalos de
confianza al 95% (IC 95) de los parametros farmacocinéticos. La normalidad de los
datos se comprobo mediante el test de Shapiro-Wilk. Las diferencias estadisticas se
estimaron a través de la prueba H de Kruskal -Wallis (p-valor <0.05). Por ultimo, para
establecer la correlacion entre las variables se empled el coeficiente de correlacion de

Pearson.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el CEIC del Hospital General de Vic y por la Comisién
de Bioética de la Universitat de Barcelona (CBUB).

El equipo investigador del proyecto, incluido el doctorando, se comprometieron a:

- Mantener la confidencialidad de los datos obtenidos en el proyecto, y a que los
datos personales de los sujetos participantes no serian conocidos por los
investigadores del proyecto. En casos concretos, éstos informarian al
responsable médico o a los afectados si creyeran que algin resultado del

proyecto pudiese ser de su interés.

- No utilizar las muestras para otros estudios distintos al del presente proyecto y
no traspasar las muestras a otros posibles proyectos o equipos de investigacion.
En este ultimo suposito, se solicitaria antes el correspondiente informe de la

Comisién.

Por otro lado, en el presente proyecto no tuvo compensacion econdmica ni el equipo

investigador ni los sujetos participantes.
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2.7.2. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en terapia del dolor

Diseiio del estudio

Estudio abierto prospectivo de monitorizacidn farmacocinética de las

concentraciones salivales de metadona en pacientes bajo terapia del dolor.

Poblacion de estudio, criterios de inclusion/exclusion y reclutamiento

La poblacién de estudio comprendid pacientes incluidos en terapia del dolor tratado
con metadona pertenecientes a la Unidad Interdisciplinaria de Dolor del Hospital de

Clinicas “Dr. Manuel Quintela” de Montevideo, Uruguay.

Los criterios de inclusidn fueron:
- Pacientes en terapia del dolor atendidos en el Hospital de Clinicas, los cuales

reciben el medicamento por via oral en forma de comprimidos de 10 mg.

Los criterios de exclusion fueron:
- Variacién de la dosis de metadona en los ultimos 15 dias.
- No constancia de la informacion de variacion de la dosis.
- Retirada voluntaria del estudio por razones personales del paciente.
- Pacientes en un periodo de gestacion o lactancia.
- Pacientes menores de edad (menos de 18 afios).

- Falta de adherencia al protocolo establecido.

En el reclutamiento de pacientes voluntarios se obtuvo el consentimiento informado
del participante previa lectura y comprension de la hoja de informacidn, tal y como
consta en el “Protocolo del estudio de concentraciones de metadona en pacientes bajo
terapia del dolor”, aprobado por la Comisién de Etica de Investigacién en Seres

Humanos de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica.
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Tamafio muestral y justificacion

El tamafio muestral se establecié de forma que éste fuera el nimero méximo de
pacientes que se pudieran incluir en el estudio durante el periodo en el que éste se llevo

a cabo, que fue de 4 meses.

Descripcion de las actividades del estudio

1. Recogida de las principales caracteristicas de cada paciente
- Género
- Edad
- Peso
- Altura
- Dosis de metadona recibida
- Medicacion concomitante
- Comorbilidad (diabetes, hipertension, depresion, entre otras)

- Tiempo exacto de ingesta de alimentos durante el periodo de toma de muestras

2. Obtencion de muestras

e Muestra plasmatica: extraccion de 5-10 mL de muestra sanguinea mediante
venopuncion. Las muestras se mantuvieron dentro de tubos heparinizados y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 3 minutos para obtener el plasma separado de
las células sanguineas. Seguidamente, el plasma se transfirié a tubos de plastico y

se congeld a -32°C hasta su analisis.

e Muestra salival:

o Saliva estimulada y fraccionada utilizando é4cido citrico: obtencion de 1 mL de
saliva colocando una pequeiia cantidad de &cido citrico en la lengua del paciente.
Tras la estimulacion, se recogieron muestras salivares consecutivas dentro de
tubos de plastico en dos fracciones: S1 (primera fraccion), procedente de la parte
inferior de los conductos salivares; y S2 (segunda fraccion), procedente de la

parte superior de los conductos salivales. Las fracciones intermedias entre S1 y
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S2 se descartaron, y los tubos con las muestras se congelaron a -32°C hasta su

analisis.

Saliva no estimulada utilizando Salivette®: obtenciéon de 1 mL de saliva
mediante el dispositivo especifico Salivette®. Este consta de un tubo de pléstico
provisto de un algodon cilindrico en su interior. El algodén se coloco bajo la
lengua o entre la mejilla y las encias del paciente durante 3-4 minutos hasta que
quedaba saturado con saliva. Tras devolver el algodon al interior del tubo de
pléstico, el conjunto se centrifugé a 2500 rpm durante 5 minutos, la saliva se

transfirio a tubos de plastico y se congelo a -32°C hasta su analisis.

Saliva estimulada y no fraccionada utilizando acido citrico: obtencién de 1 mL
de saliva colocando una pequefia cantidad de acido citrico en la lengua del
paciente y manteniéndola en la boca durante 30-60 segundos antes de escupir la
muestra salival en un tubo de pléstico. Los tubos se congelaron a -32°C hasta su

analisis.

Para la determinacion del la relacion S/P de metadona se recogieron muestras de

plasma y saliva de forma simultdnea a tiempo O (justo antes de la dosis diaria de

metadona). En la recogida de saliva se utilizaron las dos primeras técnicas descritas.

Finalmente, a predosis se obtuvieron tres muestras salivales (S1, S2 y Salivette®) y

una plasmatica.

Para la construccion de curvas farmacocinéticas salivales se recogieron muestras

de saliva aplicando el segundo y tercer método de recogida de muestras en dias

distintos. Los tiempos de recogida de muestras dependieron de la pauta posoldgica de

metadona establecida por el médico para cada uno de los pacientes. Asi pues, en

funcién de si la toma de metadona se realizaba 1, 2 6 3 veces al dia, los tiempos de

muestreo fueron:

1/8h:0,1,2,3,4,5,6,7y8h
1/12h: 0, 1,2, 3,4,5,6, 8,10y 12h
1/24h: 0,1, 2,3,4,5,6, 8,10, 12, 14, 16 y 24h
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3. Procesamiento y analisis de las muestras

Metadona fue aislada de las muestras biologicas mediante un procedimiento de
LLE y el analisis se efectué mediante la técnica analitica HPLC, una vez realizada la

validacion parcial en el nuevo laboratorio de analisis.

Plan de analisis estadistico

El procesamiento estadistico de la informacion se realizo utilizando el programa
estadistico Deducer para Windows version 2.15.0 (Fellow Statistics, San Diego, CA,
USA) mediante la obtencién de valores medios, desviaciones estandar e intervalos de
confianza al 95% (IC 95) de los parametros farmacocinéticos. La normalidad de los
datos se comprobd mediante el test de Shapiro-Wilk. Las diferencias estadisticas se
estimaron a través de la prueba de signos de Wilcoxon (p-valor <0.05). Por altimo, para
establecer la correlacion entre las variables se emple6 el coeficiente de correlacion de

Pearson.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por la Comisién de Etica de Investigacién en Seres

Humanos de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica.
Los resultados de los examenes médicos y bioquimicos practicados a los sujetos se
dieron a conocer a los pacientes, y fueron guardados confidencialmente por los

investigadores principales del estudio.

Por otro lado, en el presente proyecto no tuvo compensacion econdémica ni el equipo

investigador ni los sujetos participantes.
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IV. RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

1. Desarrollo de las metddicas analiticas

Como primeros resultados, se adjuntan las Tablas 16 y 17, relativas a la revision
bibliografica sobre metddicas analiticas publicadas para la cuantificacién de metadona
en plasma y saliva, respectivamente, orientativas para llevar a cabo el desarrollo y

posterior validacion de las técnicas cromatografica por HPLC-UV.

En dichas tablas se resumen las caracteristicas mas relevantes de cada método de
bioandlisis, incluyendo el volumen de muestra utilizado, el tipo de pretratamiento de
muestra, las fases estacionaria y movil usadas, la velocidad de flujo de la fase movil, la
temperatura del equipo de analisis, el tipo de deteccidon utilizado junto con la longitud
de onda de maxima absorcion, la eficacia de extraccion de metadona a partir de la
matriz correspondiente y el limite inferior de cuantificacion establecido durante la
validacion de cada método. Ademas, y s6lo en el caso de la Tabla 17, correspondiente a
metodicas HPLC para la determinacion de metadona en saliva, se incluyen también las

técnicas o dispositivos de recogida de muestras salivales empleados.
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Tabla 16. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en sangre/suero/plasma.

Método
Referencia Volumen . . . L. Flujo T Detecciony  Recuperacion  LLOQ
Preparacion Fase estacionaria Fase movil . o < o
muestra (mL/min) (°C) A max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
Phase Separations ACN: metanol: 20 mL 85%
LLE [10 mL hi : .
150* dmLsangre - O MLEXAOTgp ook 5-0DS (250X ;PO en 1980 mL agua + 3.7 2.0 60 UV (220) 90.6+4.6 100
isopropanol (99:1) ] 4.6 mm i.d_)b mL 4cido metasulfénico pH 3
(48:48:4)°
0.5 mL LLE (3.5 mL 2% Chiral-AGP (100 x 4.6 mm o4 e £
151 plasma butanol en n-hexano) i.d.)c 16%" ACN en NaH,PO, pH 6.6 0.6-0.8 - UV (212) 95.0 10
metanol: 1,2-dicloroetano:
Apex-I 5-um (250 x 4.6 . ’ P
152 2 mL plasma LLE (5nr_rll)ll;t(i:llg)m ro de P H ) d( isopropanol: perclorato amoénico 2.0 - UV (215) 98.4+52 10
mmi.d) en agua 100g/L (90.5:5:4:0.5)°
0.9 mL Ultracarb ODS 30-pm (150 ACN: 0.08% dietilamina pH 2.3
153 SPE . ,.b a 1.5 28 UV (210) 90.3+3.2 50
plasma x 4.6 mmi.d.) (25:75)
LLE [5'75 mL n- Chiral-AGP 5-um (100 x 2-propanol:tampén fosfato 0.01 e £
154 2 mL plasma hexano: alcohol £0mm id)° M oH 6 (9.5:90.5)" 0.6 20 UV (215) 93.0 25
isoamilico (99:1)] Omm id.) PH6(9,5:90,5)
Chiral-AGP 5-um (100 x tampon fosfato sédico 10 mM pH o £
155 1 mL suero LLE (6 mL n-hexano) L a 0.9 - UV (200) 90.0 1.7
4.0mmi.d.) 5.0: ACN: DMOA (900:100:0.5)
LLE (10 mL 2% Cyclobond Type I-Beta ACN: metanol: 1% Et;N pH 6.0 e £
156 1 mL plasma butanol en heptano) RSPC (20:5:75)31 0.6 18 UV (210) 83.0 5
0.5mL LLE (3.5 mL n- Supelcosil LC-ABZ 5-um tampon fosfato 25mM pH 2.5:
157 1.5 20 UV (206 77.5 10
plasma hexano) (50 x 4.6 mm i.d.)b ACN (78.5: 21.5)a (206)
158 { 1 ol LLE [6 mL n-heptano: Cyclobond I RSP (250 x ) a 10 UV (200 e £
mLplasma ) cetato (80:20)°] 4.6 mmid) ACN: tampén Et;N pH 3 (10:90) . - (200) 90.0 10
Chiral-AGP 5-um (100 x isopropanol: tampén fosfato 10 e £
159 3 mL sangre SPE 0.6 20 UV (205) 76 25

4.0 mmi.d.)°

mM pH 6.6:DMOA (900:100:1)"
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Tabla 16. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en sangre/suero/plasma (continuacién).

Método
Referencia Volumen . . . L. Flujo T Detecciony  Recuperacion  LLOQ
Preparacion Fase estacionaria Fase movil . o < o
muestra (mL/min) (°C) A max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
160 0.1 mL suero LLE (4 mL hexano) Cyclobond-1-2000 RSP 5-  ACN: tampon acetato de Et;N pH 0.4 18-20 UV (210) 93.5° 50f
um (250 x 4.6 mm i.d.)° 4.5 :agua (19:8:73)"
0.5 mL LLE [5S mL dietil éter:  Nova-Pak C18 4-um (100 x ACN: 0.2% Et;:N en NaH,PO4
161 a b a 1.0 - UV (210) . 30
plasma hexano (30:70) ] 5.0mmi.d.) 50mM pH 5 (35:65)
LLE [5 mL hexano: . tampon fosfato 10mM + 0.1% e
162 1 /mL alcohol isoamilico Chiral-AGP Sjumc(IOO X DMOA pH 6.6: 2-propanol 0.6 25 UV (205) 88‘00 suero/ 25f
suero/sangre (99:1)a] y SPE 4.0mm i.d.) (90:10)a 77.0° sangre
163 2 mL LLE (10 mL h Cyclobond-I-2000 RSP 3- 2 03 25 UV (220 ¢ f
mL suero (10 mL hexano) um (250 x 4.6 mm i.d)° ACN: Et;N pH 5 (40:60) . ) 87.0 2.5
LLE [6 mL dietil éter: Cyclobond-I-2000 RSP 5- metanol: ACN: 1% Et;N pH 6 e £
164 1 mL pl ’ ) a 1.0 - DAD (210
- plasma hexano (30:70)"] wm (250 x 4.6 mm i.d.)° (9:11:80) (210) 1008 15
0.5 mL ) Chiralcel OJ-R 5-pum (150 a £
165 plasma On-line SPE <2 1mm i.d.)c ACN: 0.02% Et;N (65:35) 0.25 25 ESI-MS - 0.5
166 0.1 mL On-line SPE Purospher STAR RP-18¢ 3 scido formi : 025 25 MS 90.0 - 110.0 10
plasma n-line wm (55 x 2 mm i.d.)b 1% acido férmico: ACN (65:35) - 0- .
LLE [?0 mL Cyclobond-I-2000 RSP 5- 1% Et;N pH 6: metanol: ACN e £
167 1 mL plasma heptano:alcohol 250 % 4.6 mm L.d.)° 750:50:250)" 0.6 - UV (210) 80.0 25
isoamilico (95:5)a] um (250 x 4.6 mm id.) (750:50:250)
0.1 mL Chiral-AGP 5-pm (50 x 12% alcohol isopropilico en e f
108 plasma LLE (400 pL hexano) 2.0mm i.d.)c acetato amonico 10mM 0.4 45 MS 70.6 5
0.1 mL Precipitacion proteica Chiral-AGP 5-um (100 x formiato aménico 20 mM pH 5.7: e £
169 X 0.22 - MS
plasma + On-line SPE 2.0mm i.d.)° metanol (90:10)" 99.0 0.1
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Tabla 16. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en sangre/suero/plasma (continuacién).

Método
Referencia Volumen . . . L. Flujo T Detecciony  Recuperacion  LLOQ
Preparacion Fase estacionaria Fase movil . o < o
muestra (mL/min) (°C) A max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
170 0.25 mL LLE 2 mL 1- Chiral-AGP 5-um (100 x 2.5% ACN en tampén acetato 0.5 - MS/MS - 15"
suero clorobutano) 3.0mm i,d,)c amoénico 5 mM pH 4.1
a
171 I mL plasma SPE agua: ACN (60:40)" + 0.1mL - 40 Uv (215 75.0 £ 19.0 20
P Zotbax SB-C18 5-um (150 TEA/ L de fase movil (215)
x 4.6 mmi.d.)
- 1 1oL ol SPE Chiral-AGP 5-pum (100 x ACN: tampon acetato amonico 0.9 95 MS e £
- plasma 4.0mmid)° 10mM pH 7.0 (18:82)" ‘ 9.0 !
Zorbax Bonus 5-pm (150 x (A) ACN y (B) formiato aménico
B3
173 1 mL plasma SPE 4.6mm i.d.)b SmM cn agua pH 4.0 en gradiente 1.0 25 MS/MS 80.7 5
Luna C18 3-um (100 x ACN: tamp6n acetato amoénico
103 0.2 mL LLE (8 mL n-hexano) pm (1 P 2 1.0 ; MS ; 10
plasma 4.60mm i.d.) 10mM pH 5.5 (25:75)
XTerra RP8 5-pm (250 x (A) ACN y (B) tampén fosfato
* -
174 1 mL plasma SPE 4.6mm i.d.)b 0.02M pH 6.5 en gradiente 0.8 DAD (292) 949+53 100
Phenomenex C12 MAX-RP ~ (A) aguay (B) ACN con formiato
175* 1 mL plasma SPE . ..b amonico 5 mM pH 3.5 en 0.2 - ESI-MS/MS 58.9 2.3
4-pm (150 x 2.0 mm i.d.) gradiente
Sunfire 3.5-pm (30 x 2.1 % 4ci
176 0.5 mL SPE hm ¢ (A) ACN y (B) 0.1% dcido 0.6 25 ESI-MS §3.8 2
plasma mm i.d.) formico en gradiente
7 03 mL - Microsorb-MV C8 5-um metanol: ACN: tampén fosfatoa i SAD (214 01n 1
0, . . -
plasma (250 x 4.6 mm . d.)b 60mM + 0.5% Et:;N (50:10:40) . (214) .
pH6
L . : A) acetato amonico 10 mM en
0.2 mL Precipitacion proteica Synergi Hydro-RP 80A 4- ( 0/ £ o
178 plasma + On-line SPE um (50 x 2.0 mm i.d.)b agua + 0.001% &cido formico pH 0.2 - APCI-MS/MS 87.5+5.0 1

4.5y (B) ACN en gradiente
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Tabla 16. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en sangre/suero/plasma (continuacion).

Método
Referencia Volumen . - - Flujo T Detecciény  Recuperaciéon  LLOQ
Preparacion Fase estacionaria Fase movil . o < o
muestra (mL/min) (°C) A max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
179 0.1 mL LLE (3 mL metil tert- Chiral-AGP 5-pm (50 x (A) acetato aménico 10mM y (B) 0.2 30 ESI-MS/MS - 25"
plasma butil éter) 2.0mm i_d_)c metanol en gradiente
0.1 mL Precipitacion proteica Chiralcel OJ-R 5-pm (150 ) Caend f
180 plasma + On-line SPE <2 1mm i.d.)c ACN: 0.02% Et:N (65: 35) 0.25 25 MS - 5
(A) 0.1% acido formico +
s . formiato amoénico ImM y (B)
Allure PFP 3-um (30 x 2.1 y
181* 0.1 mLsuero © r“;pga_cl‘."n grf‘,’éewa ,Z ( ACN + 0.1% 4cido formico + 02-0.7 40 MS/MS 90.0 13
n-ime mm i.d.) formiato amoénico ImM en
gradiente
182%* 1 mL sangre LLE Eli(;(t)altlol)‘ butl . t; b( (B) tampon acetato amonico pH 0.15 35 MS/MS - 0.1
2.0mmid) 3.2 en gradiente
(A) metanol en agua (95:5)a con
05 mL HyPURITY C8 5-pm (100 acetato amoénico 25 mM y (B)
183* sangre SPE x 4.6 mm i.d.)b metanol: propan-2-ol (97.95:2)2l 08 30 MS/MS h 50
con acido férmico 0.05mM en
gradiente
Reprosil-Pur C18-AQ 10- 0.1% TFA en metanol: agua
184 0.5 mL DLLME P Q1o ° anon e 1.0 ; UV (205) 96.9 25
plasma pm (250 x 4.6 mm i.d.) (60:40)

1 . ., a . b e . c e . d - .
*analisis cualitativo (solamente deteccién); Proporciones expresadas en volumen/volumen (v/v); Columna analitica aquiral de fase reversa; Columna analitica quiral de fase reversa; Columna analitica aquiral de fase normal;

cRecuperaci(’)n media de los enantidmeros de metadona; LLOQ determinado para cada enantiomero de metadona; A max. = longitud de onda del maximo de absorcion; ACN = acetonitrilo; APCI = Atmospheric Pressure Chemical
lonization; DAD = Diode Array Detector; DLLME = Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DMOA = N,N-dimetil octilamina; ESI = Electrospray lonization; Et;N = trietilamina; HPLC = High Performance Liquid
Chromatography; LLE = extraccion liquido-liquido; LLOQ = Lower Limit of Quantification; MS = espectrofotometria de masas; SPE = extraccion en fase sdlida; T = temperatura; TFA = 4cido trifluoroacético; UV =
espectrofotometria de ultravioleta.
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Tabla 17. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en saliva/fluido oral.

Método
Referencia Volumen ., . . . L. Flujo T Detecciony Recuperacion LLOQ
Obtencion  Preparacion Fase estacionaria / fase movil . ° . o
muestra (mL/min) (°C) X max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
AN
147 I mL Estimulacién SPE Apex-15-um 250 x 4.6 mmid)"/ 2.0 - uv 215) ; ;
metanol: 1,2-dicloroetano: isopropanol: perclorato amoénico
en agua 100g/L (90.5:5:4:0.5)"
. N
185 0.1-15mL  Salivette® Filtracién Nucleosil 100 CI8 AB S-um (125 x 2 mm i.d.) / 0.25 25 MS 100.1 50
0.1% TFA en agua : ACN (60:40)
Precipitacién Synergi Polar RP 4-pm (150 x 2.0 mm)b/
186* 0.2 mL - proteica (A) formiato amonico 10 mM en agua + 0.001% acido 0.3 - APCI-MS/MS 100.9 1
formico (pH 4.5) y (B) ACN en gradiente
. . C
187 0.5mL Salivette®  Centrifugacion Chiral-AGP 5-pm (100 x 4.0 mm i)'/ . 0.9 25 APL-ES-MS 98.0° 5t
ACN : tampodn acetato amoénico 10 mM pH 7 (18:82)
Luna C18 5-um (150 x 4.6 mm i.d.)"/
. LLE(3 x5mL o a
188 1 mL - diclorometano) (A) metanol : agua : acido formico (80:2(;:0.1) y (B) 0.5 - ESI-MS 79.6+2.3 -
metanol : agua : acido férmico (20:80:0.1) en gradiente
HyPURTITY C8 5-um (50 x 3 mm i.d.)"/
189% 1'mL Intercept®  Centrifugacion ~ (A) acetato aménico 25 mM en 5% metanol y (B) 98% 0.8 - MS/MS - 5
metanol + 0.05% acido formico + 2% de propan-2-ol en
gradiente
. AN
103 02 mL ' Slln N LLE (8 mL n- Luna C18 3-um (100 x 4.60 mm i.d.) / . 10 ) MS ) 10
estimulacion exano) ACN: tampén acetato aménico 10 mmol/L pH 5.5 (25:75)
) Luna C18(2) 3-um (150 x 2 mm i.d.)b/
190* 1 mL Omni-Sal® SPE (A) formiato aménico 3mM + 0.001% acido férmico en 0.3 35 MS/MS 96.0+9.0 22

agua y (B) ACN en gradiente
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Tabla 17. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en saliva/fluido oral (continuacién).

Método
Referencia Volumen ., . . . L. Flujo T Detecciony Recuperacién LLOQ
Obtencion  Preparacion Fase estacionaria / fase movil . ° . o
muestra (mL/min) (°C) X max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
. \b
191 1 mL Quantisal® SPE XTerra MS C18 3.5-pum (2.1 x 150 mm i.d.)”/ 0.25 - ESI-MS/MS 102.4 1
(A) bicarbonato amoénico 10 mM pH 10 y (B) metanol en
gradiente
LLE [1.3 mL Adlantis dC18 3.5-um (50 x 2.1 mm i.d.)"/
192%* 0.5 mL Intercept® etilacetato: (A) ACN y (B) acetato amonico acuoso 5 mM pH 5 en 0.3 35 MS/MS 58.0 4
a.
heptano (1:4) ] gradiente
StatSure . N
193* 0.5 mL Saliva- SPE Adantis dC18 3-um (S0 x 2.1 mm i.d.) I 03 35 ESI-MS/MS 75.4 5
Sampler® (A) 0,1% acido formico en agua y (B) ACN en gradiente
. . .\b
194% I mL Salivettew ~ LE (Toxitubes XTerra RPS 5-um (250 x4 6mm id)"/ X 0.7-08 - DAD (292) 77.0 50
A®) ACN : tampén fosfato 0.02 M pH 6.5 (10:90)
Stat_Sure Acquity HSS T3 C18 1.8-um (100 x 2.1 mm i.d.)b/
195% 02g Saliva- SPE (A) acetato aménico 2 mM pH 6.2 y (B) metanol en 0.4 35 MS/MS 88.0+11.0 20
Sampler® gradiente
StatS Atlantis T3 3-pm (100 x 2.1 mm i.d.)b/
tatSure . < ; .
A) ACN + tampo6n formiato amoénico 2 mM pH 3.4
196* 0.6 mL Saliva- LLE (Toxitubes (*) a P , L P 03 35 MS/MS 73 14
A®) (95:5) y (B) tampon formiato aménico 2 mM pH 3.4 +
Sampler® a
ACN (95:5) en gradiente
b
o Synergi Polar RP 80A 4-pum (75 x 2.0 mm i.d.) /
Esputo / Precipitacion s S - o 106.6 /
197* 0.25mL Salivette® proteica (A) 0.1% acido férmico en agua y (B) 0.1% acido formico 0.2 - MS/MS 47.4-508 1
en ACN en gradiente
) Precipitacién Synergi Polar RP 4-pm (150 x 2.0 mm)b/
198 0.2mL Salivette® proteica (A) formiato aménico 10 mM en agua + 0.001% acido 0.3 - APCI-MS/MS - 1

formico (pH 4.5) y (B) ACN en gradiente
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Tabla 17. Métodos bioanaliticos HPLC para la determinacion de metadona en saliva/fluido oral (continuacién).

Método
Referencia Volumen ., . . . L. Flujo T Detecciony Recuperacién LLOQ
Obtencion  Preparacion Fase estacionaria / fase movil . ° . o
muestra (mL/min) (°C) X max. (nm) + DE (%) (ng/mL)
199% 0.5 mL Quantisal® LLE [hexano : Pinnacle DB C18 3-um (100 x 2.1 mm i.d.)b/ ) N ESL-MS/MS ) )
etil acetato (A) acetato amoénico 10 mM + 0.1% acido formico en agua
¢ :4)a] y (B) 0.1% 4cido férmico en ACN en gradiente
Int t® /
St LLE [1.3 mL Acquity HSS T3 C18 1.8-um (100 x 2.1 mm i.d.)"/
200* 0.5 mL Saliva- etilacetato: a (A) tampoén formiato aménico 10 mM pH 3.1 y (B) 0.5 65 MS/MS - 0.6
Sampler® heptano (1:4)] metanol en gradiente
Salivette® / b
Cozart 25 uL Kinetex C18 2.6-pm (100 x 2.1 mm i.d.) /
201* 0.25mL Rapiscan® / MIXDRUGS (A) formiato amonico 5 mM + 0.05% acido férmico y (B) 0.5 - ESI-MS/MS - 5
Rapid D-3 metanol : ACN (1:1)" + 0.1% écido formico en gradiente
STAT®
. . ,\b
184 0.1 mL Salivette® DLLME Reprosil-Pur C18-AQ 10-um (250 x 4.6 mm i.d.) / 1.0 ; UV (205) 99.4 85

0.1% TFA en metanol: agua (60:40)a

- . N . b e . c e . d i .
*analisis cualitativo (solamente deteccion); Proporciones expresadas en volumen/volumen (v/v); “Columna analitica aquiral de fase reversa; Columna analitica quiral de fase reversa; ~Columna analitica aquiral de fase normal;

eRecuperacién media de los enantidmeros de metadona; fLLOQ determinado para cada enantidmero de metadona; A méax.= longitud de onda del maximo de absorcion; ACN = acetonitrilo; APCI = Amospheric Pressure
Chemical lonization; API-ES = Atmospheric Pressure lonization Electrospray; DAD = Diode Array Detector; DLLME = Dispersive Liquid-Liquid Microextraction; ES1 = Electrospray lonization; HPLC = High Performance
Liquid Chromatography; LLE = extraccion liquido-liquido; LLOQ = Lower Limit Of Quantification; MS = espectrofotometria de masas; SPE = extraccion en fase solida; T = temperatura; TFA = acido trifluoroacético; TID =

Thermionic lonization Detector; UV = espectrofotometria de ultravioleta.
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2. Condiciones cromatograficas

Los cromatogramas de metadona en plasma y saliva fueron resueltos y cuantificados
de manera répida y adecuada, con un tiempo de retencion aproximado de 5.2 minutos.
El volumen de inyeccion de muestra fue de 100 pL, el tiempo de cromatograma se
establecio en 7.5 minutos y los andlisis se efectuaron a temperatura de 25°C. En la
Tabla 18 se encuentran detalladas las condiciones cromatograficas de metadona en las

matrices ensayadas.

Tabla 18. Condiciones cromatograficas de metadona en plasma y saliva.

Matriz Flujo Acetonitrilo Tampon Volumen Detector Tiempo Tiempo
fosfato (%) inyeccion uv respuesta analisis
(mL/min) (%) (nh (nm) (min) (min)
Plasma/ 1.0 25 75 100 215 5.2 7.5
Saliva
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3. Validacion de las metodicas analiticas

3.1. Validacion completa
Selectividad

a) Evaluacion de interferencias endogenas

Los cromatogramas representativos de metadona en plasma y saliva humana se

muestran en la Figura 5.

5

x10°] A e

o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7
Intensidad, pV vs. tiempo de analisis, min

Figura 5. Cromatogramas representativos de (A) blanco de plasma; (B) plasma conteniendo 50
ng/mL de metadona; (C) blanco de saliva, y (D) saliva conteniendo 50 ng/mL de metadona
(tiempo de retencion para metadona = 5.2 min; tiempo total de analisis = 7.5 min).

En la figura se observa la ausencia de pico de metadona en las muestras blanco de
plasma (A) y saliva (C), mientras que dicho pico aparece a un tiempo de retencion de

5.2 min en las muestras que contenian 50 ng/mL de metadona en plasma (B) y saliva

D).
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b) Evaluacion de interferencias exégenas

La Figura 6 muestra el cromatograma de un patrén de plasma blanco al que se han
afladido 1000 ng/mL de metadona y 500 ng/mL de alprazolam, clonazepam, diazepam,

lorazepam, abacavir, efavirenz, lamivudina, ritonavir, saquinavir y estavudina.

x10°
6 -
I metadona
|
4. |
| |
|" ‘ |
- | lorazepam
20| | torezer
|| \ ‘ /| clonazepam diazepam
| | I/ /|  alprazolam
l . | | (R} N\
I| | I| l .: A \
0+—) | | /A [ \
- - —_— -y A N
0 2 S - T

Intensidad, pV vs. tiempo de anélisis, min

Figura 6. Cromatograma representativo de plasma blanco conteniendo 1000 ng/mL de
metadona y 500 ng/mL de alprazolam, clonazepam, diazepam, lorazepam, abacavir, efavirenz,
lamivudina, ritonavir, saquinavir y estavudina (tiempo de retencion para metadona = 5.2 min,
alprazolam = 14.0 min, clonazepam = 7.6 min, diazepam = 12.2 min, lorazepam = 6.6 min;

tiempo total de analisis = 17.0 min).

El cromatograma muestra la buena separacion obtenida entre el pico de metadona, el

frente del solvente y el resto de medicamentos ensayados.

121



Linealidad y rango de calibracion

Para el ensayo de linealidad, se obtuvieron las ecuaciones de la recta de regresion (v
= a + b x) por el método de minimos cuadrados, el valor de los coeficientes de
correlacion, el error relativo porcentual para cada concentracion del rango de
calibracion y los coeficientes de variacion de los factores respuesta, tal y como se

muestra en las Tablas 19 y 20 para metadona en plasma.

Tabla 19. Resultados del ensayo de linealidad para metadona en plasma.

Cteor Cexp (ng/mL) ER (%) Y/X
(ng/mL) Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta
1 2 3 1 2 3 1 2 3
50 58.48 52.30 51.45 16.97 4.59 2.89 1.33 1.22 1.21
100 95.73 98.46 92.33 -4.27 -1.54 -7.67 1.28 1.21 1.20
200 187.77 189.68 195.76 -6.11 -5.16 -2.12 1.24 1.20 1.20
300 306.13 318.67 310.22 2.04 6.22 341 1.22 1.20 1.20
400 402.59  390.13 408.29 0.65 -2.47 2.07 1.22 1.20 1.20
600 599.28  600.72 591.89 -0.12 0.12 -1.35 1.21 1.20 1.20
Media
1.53 0.29 -0.46
ER(%)
Media
1.25 1.21 1.20
Y/X
DE 0.04 0.01 0.00
CViym) 54 050 0.1
%) 3. . 17

Tabla 20. Ecuaciones obtenidas en el ensayo de linealidad para metadona en plasma.

Parametro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a 7.4 0.9 0.3
b 1.2 1.2 1.2
T 0.9993 0.9986 0.9992
r 0.9986 0.9973 0.9985

De igual forma para los niveles de metadona en saliva se incluyen los mismos

parametros de linealidad y rango de calibracion en las Tablas 21 y 22.
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Tabla 21. Resultados del ensayo de linealidad para metadona en saliva.

Cteor Cexp (ng/mL) ER (%) Y/X
(ng/mL) Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta
1 2 3 1 2 3 1 2 3
50 53.98 58.37 47.45 7.96 16.74 -5.11 1.23 1.25 1.11
100 85.23 110.55 104.86 -14.77 10.55 4.86 1.18 1.18 1.05
200 192.90 185.47 211.23 -3.55 -7.27 5.62 1.14 1.15 1.02
400 423.44  388.41 390.63 5.86 -2.90 -2.34 1.12 1.12 1.01
600 59499  580.12 590.60 -0.83 -3.31 -1.57 1.11 1.11 1.01
800 815.78  845.29 792.20 1.97 5.66 -0.98 1.11 1.11 1.01
1000 983.77  981.71 1013.02 -1.62 -1.83 1.30 1.11 1.11 1.00
Media
-0.71 2.52 0.25
ER(%)
Media
1.14 1.15 1.03
Y/X
DE 0.05 0.05 0.04
CViyn
4.00 4.38 3.54
(%)

Tabla 22. Ecuaciones obtenidas en el ensayo de linealidad para metadona en saliva.

Parametro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a 6.8 8.5 5.0
b 1.1 1.1 1.0
r 0.9991 0.9979 0.9996
r’ 0.9983 0.9959 0.9993

El LLOQ se establecid en 50 ng/mL, puesto que fue la minima concentracidon de
analito que se pudo determinar con una precision y exactitud adecuadas.
Consecuentemente, se utilizo este valor como el punto mas bajo del rango de la curva de

calibrado.
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Efecto de la diluciéon

En el ensayo de efecto de la dilucion se determinaron los valores de exactitud y
precision de patrones de metadona en plasma y saliva por encima del ULOQ y diluidos

1/10. Los resultados del ensayo se muestran en las Tablas 23 y 24.

Tabla 23. Resultados del ensayo de efecto de la dilucién para metadona en plasma.

Cteor (ng/mL) Cexp (ng/mL) ER (%) CViyi (%)
539.80 7.96
533.20 6.64
500 497.43 0.51 3.38
539.27 7.85
535.61 7.12
Media ER (%) 5.81

Tabla 24. Resultados del ensayo de efecto de la dilucion para metadona en saliva.

Cteor (ng/mL) Cexp (ng/mL) ER (%) CViyix) (%)
851.30 6.41
819.46 2.43
800 812.13 1.52 245
855.18 6.90
817.91 2.24
Media ER (%) 3.90

Los coeficientes de variacion obtenidos fueron 3.38 % y 2.45 % para metadona en
plasma y saliva, respectivamente. Los valores de error relativo porcentual estuvieron
comprendidos dentro del £15% de la concentracion teorica, siendo la media de 5.81 %
para metadona en plasma y de 3.90 % para metadona en saliva.
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Exactitud y precision

a) Evaluacion intraensayo: Los resultados obtenidos en las pruebas de exactitud y
precision intraensayo para metadona en plasma y saliva se muestran en las Tablas

25-27.

Tabla 25. Resultados de la prueba de exactitud y precision intraensayo: dia 1 (n=5).

Cteor Cexp + DE ER Ccv

(ng/mL) (ng/mL) ) %)

Plasma 50 49.74 +£4.50 -0.52 9.04
100 102.54 £4.13 2.54 4.03

300 305.05 £ 14.72 1.68 4.82

500 532.54+13.14 6.51 2.47

Saliva 50 56.77 £ 0.62 13.54 1.09
100 107.05+3.27 7.05 3.05

400 414.13 £16.98 3.53 4.10

800 799.72 +£19.22 -0.03 2.40

Tabla 26. Resultados de la prueba de exactitud y precision intraensayo: dia 2 (n=5).

Cteor Cexp + DE ER Ccv

(ng/mL) (ng/mL) (%) (*%)

Plasma 50 4443 + 347 -11.13 7.80
100 94.99 +5.33 -5.01 5.61

300 286.03 +£10.17 -4.66 3.56

500 505.27 £10.15 1.05 2.01

Saliva 50 53.28+1.29 6.56 2.41
100 101.47 +8.38 1.47 8.26

400 411.70 +13.86 2.92 3.37

800 853.02 £25.73 6.63 3.02

Tabla 27. Resultados de la prueba de exactitud y precision intraensayo: dia 3 (n=5).

Cteor Cexp + DE ER Ccv

(ng/mL) (ng/mL) (*%) (*%)

Plasma 50 54.99 + 1.53 9.98 2.78
100 102.22 +£5.76 2.22 5.64

300 326.57 £22.66 8.86 6.94

500 513.88 £16.08 2.78 3.13

Saliva 50 51.59+3.71 3.18 7.18
100 101.95+4.86 1.95 4.77

400 404.17 £ 14.93 1.04 3.69

800 815.49 £9.42 1.94 1.16
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Los méximos valores de precision, expresados como CV (%), fueron 9.04 % para
metadona en plasma, correspondiente al patrén de 50 ng/mL del primer dia de ensayo, y
8.26 % para saliva, obtenido para el patron de 100 ng/mL del segundo dia de ensayo.
Los mayores valores de exactitud, expresada como ER (%), fueron -11.13 % en plasma,
obtenido para el patrén de 50 ng/mL del segundo dia de ensayo, y 13.54 % en saliva,
correspondiente al patrén de 50 ng/mL del primer dia de ensayo.

b) Evaluacion interensayo: Los resultados obtenidos en la prueba de exactitud y

precision interensayo para metadona en plasma y saliva se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Resultados de la prueba de exactitud y precision interensayo (n=15, 3 dias).

Cteor Cexp + DE ER Ccv

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

Plasma 50 49.72 +5.46 -0.56 9.85
100 99.92 +5.96 -0.08 5.91

300 305.89 £23.06 1.96 7.54

500 517.23 £17.07 3.45 3.30

Saliva 50 53.88+£3.08 7.76 5.72
100 103.49 + 6.06 3.49 5.86

400 410.00 + 14.84 2.50 3.62

800 822.74 £29.25 2.84 3.56

Los valores maximos de ER % de las concentraciones ensayadas resultaron ser, para
metadona en plasma y saliva respectivamente, de 3.45 % para el patrén de 500 ng/mL y
7.76 % para el patron de 50 ng/mL. Por otro lado, los porcentajes maximos de CV (%)
de las concentraciones ensayadas fueron de 9.85 % para el patron de 50 ng/mL de
metadona en plasma y 5.86 % para el patron de 100 ng/mL en saliva.
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Recuperacion

Los resultados del ensayo de recuperacidn referentes a la eficacia de extraccion de

metadona a partir de plasma y saliva se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Resultados del ensayo de recuperacion (n=3).

Cteor Recuperacion Recuperacion media += DE
(ng/mL) (%) (%)
Plasma 50 101.12
100 98.74
99.55+1.42
300 98.02
500 100.30
Saliva 50 99.43
100 97.21
97.93+£1.09
400 98.04
800 97.03

Los valores de recuperacion obtenidos muestran eficacias de extraccion muy
proximas al 100%, tanto para la matriz plasmatica como para la salival.
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Estabilidad

La estabilidad de metadona fue estudiada en distintas condiciones, incluyendo la
estabilidad en la solucion stock, estabilidad en plasma y saliva durante el proceso de
congelacion/descongelacidn, a corto y a largo plazo, y estabilidad en el extracto liquido

en las condiciones de almacenamiento y en el inyector automadtico, tal y como se

muestra en las Tablas 30-35.

e Estabilidad de la solucién stock

Tabla 30. Resultados de estabilidad de la solucion stock (metadona 1mg/mL en agua) tras permanecer
durante 1, 2, 3, 6,9 y 12 meses a -32°C (n=3).

Valor basal 1 mes

2 meses 3 meses
Cteor Cexp + DE Cexp + DE ER Cexp + DE ER Cexp + DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
100 99.03 +3.29 100.90 £2.24 1.89 96.77 + 2.80 -2.29 98.29 +2.64 -0.75
300 302.94+1.22 294.52 +£1.59 -2.78 289.94 +1.36 -4.29 294.90 +£2.98 -2.65
500 504.83 £1.15 492.50 £ 1.99 -2.44 480.48 £2.10 -4.82 493.69 +6.41 -2.21
6 meses 9 meses 12 meses

Cexp + DE ER Cexp + DE ER Cexp + DE ER

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)

95.78 £ 0.88 -3.28 96.57 +2.95 -2.49 94.82 £2.13 -4.25

291.99 £7.07 -3.61 201.23 £3.44 -3.86 289.92 £3.55 -4.30
484.40 £9.89 -4.05 487.05+3.21 -3.52 485.75+£2.69 -3.78
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e FEstabilidad durante el proceso de congelacion/descongelacion

Tabla 31. Resultados de estabilidad de metadona en plasma y saliva tras 3 ciclos de
congelacion a -32°C y descongelacion (n=3).
Valor basal 3 ciclos
Cteor Cexp + DE Cexp + DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
Plasma 100 104.97 £6.02 111.79 £17.86 6.50
300 286.75+£17.03 317.63 +2.83 10.77
500 496.55 £ 16.67 520.24 £19.32 4.77
Saliva 100 109.02 + 1.44 100.84 £9.89 -7.50
400 389.53+4.43 364.04 +2.66 -6.54
800 790.50 = 10.07 786.53 +9.49 -0.50

e FEstabilidad a corto plazo

Tabla 32. Resultados de estabilidad a corto plazo de metadona en plasma y saliva tras

permanecer durante 10 horas a temperatura ambiente (n=3).

Valor basal 10 horas
Cteor Cexp + DE Cexp + DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
Plasma 100 104.97 £ 6.02 97.26 £3.52 -7.35
300 286.75 £ 17.03 297.11+12.75 3.61
500 496.55 + 16.67 491.97 £ 12.75 -0.92
Saliva 100 109.02 +1.44 100.44 £9.56 -7.87
400 389.53 £4.43 384.81 £15.68 -1.21
800 790.50 £ 10.07 802.32 £27.00 1.49
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e Estabilidad a largo plazo

Tabla 33. Resultados de estabilidad a largo plazo de metadona en plasma y saliva tras
permanecer durante 15, 30 y 90 dias a -32°C (n=3).

Valor basal 15 dias 30 dias 90 dias

Cteor Cexp+DE Cexp+=DE  ER Cexp + DE ER Cexp + DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)

Plasma 100 104.97 + 113.37 + 8.00 108.51 + 3.38 98.35+ -6.30
6.02 0.26 1.41 7.56

300 286.75 311.65 8.68 290.74 + 1.39 280.79 + -2.08
17.03 8.71 5.13 3.78

500 496.55 + 486.02 + -2.12 467.20 + -5.91 492.92 + -0.73
16.67 5.49 3.09 0.62

Saliva 100 109.02 + 106.34 + -2.46 102.91 + -5.60 98.33 £ -9.81
1.44 2.50 8.66 7.42

400 389.53 £ 390.27 + 0.19 392.94 £ 0.88 384.98 £ -1.17
4.43 4.25 16.98 9.03

800 790.50 + 785.44 + -0.64 757.10 £ -4.22 762.51 £ -3.54
10.07 12.02 16.74 14.14

e FEstabilidad de las muestras procesadas en las condiciones de almacenamiento

Tabla 34. Resultados de estabilidad de metadona en el extracto liquido tras permanecer
durante 10 dias a -32°C (n=3).

Valor basal 10 dias
Cteor Cexp £ DE Cexp £ DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
100 104.97 £ 6.02 117.88 £0.97 12.30
300 286.75+17.03 309.40 +12.79 7.90
500 496.55 +16.67 495.22 +17.89 -0.27
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e Estabilidad de las muestras procesadas en el inyector automatico: Los patrones de

control de calidad se sometieron a pretratamiento, y los extractos liquidos

permanecieron 10 horas en el inyector automatico.

Tabla 35. Resultados de estabilidad de metadona en el extracto liquido tras permanecer
durante 10 horas en el inyector automatico (n=3).

Valor basal 10 horas
Cteor Cexp + DE Cexp £ DE ER
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
100 104.97 £ 6.02 106.73 £ 6.49 1.68
300 286.75+17.03 318.38£9.71 11.03
500 496.55 +16.67 536.52 +£7.04 8.05

Los resultados obtenidos en los ensayos de estabilidad de metadona en las
soluciones stock, en las matrices bioldgicas y en los extractos en las condiciones de
trabajo muestran la ausencia de cambios significativos en la concentracién de analito
durante los mismos.
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3.2. Validacion parcial

Linealidad y rango de calibracion

Para el ensayo de linealidad, se obtuvieron las ecuaciones de la recta de regresion (v

= a + b x) por el método de minimos cuadrados, el valor de los coeficientes de

correlacion, el error relativo porcentual para cada concentracién del rango de

calibracion y los coeficientes de variacion de los factores respuesta, tal y como se

muestra en las Tablas 36 y 37 para metadona en plasma.

Tabla 36. Resultados del ensayo de linealidad para metadona en plasma.

Cteor Cexp (ng/mL) ER (%) Y/X
(ng/mL) Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta
1 2 3 1 2 3 1 2 3
50 59.59 58.15 59.92 19.19 16.31 19.84 0.76 0.74 0.77
100 92.34 109.07 110.40 -7.66 9.07 10.40 0.83 0.84 0.83
200 186.37 185.34 190.61 -6.81 -7.33 -4.69 0.91 0.89 0.87
400 41496  410.71 394.85 3.74 2.68 -1.29 0.95 0.93 0.89
600 599.35 587.14 578.65 -0.11 -2.14 -3.56 0.96 0.94 0.90
800 800.00  772.72 801.79 0.00 -3.41 0.22 0.96 0.95 0.90
1000 997.48 1026.88 1013.78 -0.25 2.69 1.38 0.96 0.95 0.91
Media
1.16 2.55 3.19
ER(%)
Media
Y/X 0.90 0.89 0.87
DE 0.08 0.08 0.05
CViyn
8.77 8.58 5.94
(%)

Tabla 37. Ecuaciones obtenidas en el ensayo de linealidad para metadona en plasma.

Parametro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a -13.1 -12.9 -8.9
b 1.0 1.0 0.9
r 0.9996 0.9987 0.9994
r’ 0.9993 0.9974 0.9988

De igual forma para los niveles de metadona en saliva se incluyen los mismos

parametros de linealidad y rango de calibracion en las Tablas 38 y 39.
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Tabla 38. Resultados del ensayo de linealidad para metadona en saliva.

Cteor Cexp (ng/mL) ER (%) Y/X
(ng/mL) Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta Recta
1 2 3 1 2 3 1 2 3
50 45.17 51.76 57.71 -9.65 3.51 15.42 0.91 1.18 1.18
100 102.97 106.42 107.99 2.97 6.42 7.99 1.00 1.14 1.14
200 184.94  189.69 188.34 -7.53 -5.16 -5.83 1.03 1.12 1.12
400 410.87  396.54 398.53 2.72 -0.86 -0.37 1.05 1.11 1.11
600 604.51 590.33 582.22 0.75 -1.61 -2.96 1.06 1.10 1.10
800 828.11 833.66 813.86 3.51 421 1.73 1.06 1.10 1.10
1000 973.38  981.55 1001.24 -2.66 -1.84 0.12 1.06 1.10 1.10
Media 41 067 2.30
ER(%)
Media 103 112 107
Y/X
DE 0.06 0.03 0.05
CView 553 267 471
(%)

Tabla 39. Ecuaciones obtenidas en el ensayo de linealidad para metadona en saliva.

Pardmetro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a -7.4 4.5 -8.4
b 1.1 1.1 1.1
r 0.9988 0.9989 0.9995
r’ 0.9976 0.9978 0.9990

El LLOQ se establecid nuevamente en 50 ng/mL, puesto que fue la minima
concentracion de analito que se pudo determinar con una precision y exactitud
adecuadas. Consecuentemente, se utilizé este valor como el punto mas bajo del rango de
la curva de calibrado.
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Exactitud y precision intraensayo

Los resultados obtenidos en las pruebas de exactitud y precision intraensayo para

metadona en plasma y saliva se muestran en la Tabla 40.

Tabla 40. Resultados de la prueba de exactitud y precision intraensayo.

Cteor Cexp + DE ER Ccv

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

Plasma 50 59.78 + 1.96 -4.82 19.81
100 103.94 +10.07 -6.85 13.45
400 406.84 + 10.60 -2.42 12.04

800 791.51 £ 16.30 0.34 1.18

Saliva 50 52.39 +£4.58 -1.29 8.32
100 105.79 +£2.57 1.52 11.37

400 401.98 +7.76 -1.22 0.91

800 825.21 £10.21 1.84 291

Los maximos valores de precision, expresados como CV (%), fueron 19.81 % para
metadona en plasma, correspondiente al patron de 50 ng/mL, y 11.37 % para saliva,
obtenido para el patréon de 100 ng/mL. Los mayores valores de exactitud, expresada
como ER (%), fueron -6.85 % en plasma, obtenido para el patron de 100 ng/mL del
segundo dia de ensayo, y 1.84 % en saliva, correspondiente al patron de 800 ng/mL.
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4. Determinacion de la funcion del error analitico

En cuanto al estudio de la funcionalidad del error analitico, en las Tablas 41 y 42 se
muestran, para metadona en plasma y saliva, respectivamente, las desviaciones estandar
de las medias de las concentraciones experimentales obtenidas a partir de las 3 rectas de

calibrado y para cada uno de los dias.

Tabla 41. Desviaciones estandar de las medias de las concentraciones experimentales obtenidas
de las 3 rectas de calibrado durante los 4 dias para metadona en plasma.

Cteor (ng/mL) PE

1° dia 2° dia 3°dia 4° dia
600 4.74 11.33 6.35 3.42
400 9.29 7.09 16.25 3.50
300 6.40 13.54 10.96 13.66
200 4.17 10.34 7.16 18.64
100 3.07 5.15 1.45 8.43
50 3.84 5.10 3.22 7.45

Tabla 42. Desviaciones estandar de las medias de las concentraciones experimentales obtenidas
de las 3 rectas de calibrado durante los 4 dias para metadona en saliva.

Cteor (ng/mL) PE

1° dia 2° dia 3°dia 4° dia

1000 17.51 24.14 7.55 8.46

800 26.60 36.50 1.52 14.98

600 7.64 5.42 14.05 30.24

400 19.62 16.51 12.54 13.72

200 13.26 14.15 19.72 19.54

100 13.28 7.13 8.81 11.29

50 5.49 2.62 3.65 8.10

Los valores de los coeficientes de la ecuacidon polinomial general (DE = Ay + A;-C
+ Ay C* + A3 C?) obtenidos mediante analisis de regresion multiple para metadona en

plasma y saliva, respectivamente, se encuentran recogidos en las Tablas 43 y 44.
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Tabla 43. Coeficientes del ajuste polinomial del error analitico de metadona en plasma.

Variable de Ay A A, As
regresion
C 6.43 4.19E-03
c? 7.42 1.45E-06
c’ 7.71 -2.37E-09
C, C? 1.65 0.51 -7.24E-05
cC’ 2.82 0.31 -7.20E-08
c,c 4.87 1.09E-04 -1.77E-07
c,CciC 0.38 0.73 -1.60E-04 8.99E-08
Tabla 44. Coeficientes del ajuste polinomial del error analitico de metadona en saliva.
Variable de Ay A, A, A,
regresion
C 10.04 8.33E-03
C’ 11.86 6.08E-06
c’ 12.53 4.89E-09
C, C? 6.09 0.04 -2.82E-05
c,C 7.24 0.02 -1.64E-08
c,c 9.64 4.85E-05 -4.35E-08
c,CiCl 3.76 0.07 -1.01E-04 4.61E-08
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5. Estudio de los niveles de metadona en plasma y saliva humanos

5.1. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en PMM

Sujetos

Un total de 8 pacientes ambulatorios en terapia de mantenimiento con metadona en
el CAS Osona Salut Mental de Vic fueron incluidos en el estudio, aunque la muestra

final resulté ser de 4 pacientes.

La media de edad de los sujetos fue de 39 afios (rango 31-44), siendo el peso medio
de 79 kg (rango 70-90). La dosis diaria administrada de metadona estuvo comprendida

entre 15y 130 mg.

Curvas concentracion-tiempo

Los pacientes incluidos en el estudio proporcionaron 76 muestras de plasma y saliva
para el andlisis de metadona. El nimero medio £ DE de muestras obtenidas por
participante fue de 19 + 1.0 (rango 18-20). Las curvas concentracién-tiempo obtenidas
en saliva (Fig. 7) comprendieron niveles de metadona que en ocasiones fueron muy
superiores a los niveles plasmaticos obtenidos (A y D), aunque también hubo

situaciones en que los niveles salivales fueron inferiores a los plasmaticos (B y C).

Analisis farmacocinético: aproximacion paramétrica mediante analisis de
regresion no lineal

El analisis farmacocinético se realizd a partir de las curvas experimentales de
concentracion plasmatica y salival de metadona en funcidn del tiempo que se muestran
en la Figura 7, tal y como se describe en el apartado de métodos correspondiente al

“Estudio de los niveles de metadona en pacientes en PMM”.
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Concentracién de metadona, ng/mL vs. tiempo, h

Plasma Saliva
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Figura 7. Curvas concentracion-tiempo para metadona en plasma y saliva, respectivamente, en
los pacientes en PMM finalmente incluidos (A) 1; (B) 2; (C) 3; y (D) 4.
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Los niveles plasmaticos y salivales de metadona para cada paciente se ajustaron
mediante analisis de regresion no lineal por minimos cuadrados utilizando distintos
métodos de ponderacion, incluyendo el método homoscedastico (W=1) y métodos
heteroscedasticos, aplicando ponderaciones de 1/C, 1/C*, 1/AC y el inverso de la
varianza (1/V) determinada esta varianza a través de la funcion del error analitico para
cada fluido bioldgico. Los principales pardmetros obtenidos para cada sujeto utilizando
los 5 métodos de ponderacidn distintos se analizaron estadisticamente con la prueba H
de Kruskall-Wallis, sin obtener diferencias significativas entre ellos. En la Figura 8 se
muestran, en términos de coeficiente de variacion, los valores medios de ka, a, B, t/2a y
t’2p para metadona en plasma, y ki, kd y t/2 para metadona en saliva, expresados en
porcentaje del valor esperado con respecto al valor medio total (incluyendo los 5

métodos).
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Figura 8. Comparacion de los parametros estimados por andlisis de regresion no lineal
aplicando distintos métodos de ponderacion por minimos cuadrados. Los circulos representan
los valores medios de (A) ka, a, B, tY2a y t¥4f; y (B) ki, kd y t'4, expresados en porcentaje del
valor esperado con respecto al valor medio total (incluyendo los 5 métodos). Las barras de error
verticales representan el coeficiente de variacion.

139



Para el célculo de los distintos parametros farmacocinéticos para metadona en
plasma y saliva se empled el método homoscedastico (W=1), obteniéndose los valores

recogidos en la Tabla 45.

Tabla 45. Valores de los parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar calculados
para metadona en plasma y saliva en cada uno de los pacientes seleccionados.

Paciente
Parametro Unidades Media + DE
1 2 3 4
Plasma ka h' 1.63 0.88 0.03 0.70 0.81 £0.65
a h' 1.10 0.26 0.12 0.95 0.61 £ 0.49
B h'! 0.01 0.01 0.03 0.03 0.02+0.01
tip0 h 0.63 2.65 5.56 0.73 2.39+231
t1P h 51.78 51.97 20.11 21.02 36.22 + 18.08
AUC{' pg-h/mL 8.71 17.04 2.44 16.73 11.23+7.01
CL/F L/h 5.17 7.63 6.14 4.78 5.93+1.27
Vdp/F L/kg 4.88 7.58 1.98 2.07 4.13+2.66
Cmax(ss) ng/mL 841 894 84 670 622 £372
Cmin(ss) ng/mL 188 361 64 360 243 + 145
tmax(ss) h 0.72 2.11 8.50 3.69 3.76 £ 3.39
Cpmedia(ss) ng/mL 363 710 102 697 468 +£292
Saliva ki h! 0.05 0.12 1.52 0.20 0.47+0.70
kd h! 0.12 0.01 0.05 0.05 0.06 £ 0.05
ti h 5.89 79.66 14.22 12.88 28.16 +34.52
AUCy pg-h/mL 36.03 12.92 0.88 30.73 20.14 £ 16.20
CL/F L/h 1.25 10.06 16.96 2.60 7.72 £7.28
Vd/F L/kg 0.13 15.32 3.87 0.69 5.00 £ 7.07
Cmax(ss) ng/mL 1292 414 42 1186 734 + 605
Cmin(ss) ng/mL 846 386 15 627 468 +356
tmax(ss) h 8.17 9.04 2.09 6.80 6.52+3.10
Cgmedia(ss) ng/mL 1501 538 37 1281 839 + 675

ka = constante de absorcion; a = constante de rapida disposicion; = constante de lenta disposicion; t;,0 = semivida de
rapida disposicion; t;,p = semivida de lenta disposicion; AUC," = 4rea bajo la curva de niveles plasmaticos o salivales
desde tiempo 0 a 24h; CL/F = aclaramiento en funcién de F, biodisponibilidad; VdB/F = volumen de distribucion en fase
B en funcion de F; Cmax(ss) = concentracion maxima en estado estacionario; Cmin(ss) = concentraciéon minima en estado
estacionario; tmax(ss) = tiempo en alcanzar Cmax(ss); Cmedia(ss) = concentracion media en estado estacionario; ki =
constante de incorporacion; kd = constante de desaparicion; t;, = semivida de desaparicion; Vd/F = volumen de
distribucion en funcion de F.
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Cteor plasma, ng/mL

Correlacion de las concentraciones de metadona en plasma y saliva humanos

La correlacién lineal entre las concentraciones experimentales de metadona
obtenidas mediante andlisis por HPLC y las concentraciones tedricas calculadas por el
método homoscedastico (W=1) tras el ajuste farmacocinético correspondiente en plasma

y saliva se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Correlacion lineal entre las concentraciones experimentales y tedricas de metadona en
(A) plasma (95% IC: 0.810-0.946); y (B) saliva (95% IC: 0.839-0.963). El area sombreada
muestra el intervalo de confianza del 95%. 95% IC, intervalo de confianza del 95%.

En dicha figura se muestra una correlacion significativa entre las concentraciones
experimentales y teodricas halladas en (A) plasma (r=0.90, p<0.001, n=38) y (B) saliva
(r=0.92, p<0.001, n=36).

A partir de los tabulados concentracidn-tiempo obtenidos en plasma y saliva para
cada paciente, se calcularon los cocientes S/P a cada tiempo de muestreo del intervalo
de dosificacion. También se calculd la media de cocientes S/P obtenidos en la fase de
eliminacion (seleccionando para ello los valores comprendidos entre las 8-24 horas
post-dosis), y la relacion entre las AUC," salival y plasmatica. Los resultados se

muestran en la Tabla 46.
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Tabla 46. Cocientes S/P, media y desviacion estandar para cada paciente (1) a lo largo del
intervalo de dosificacion; (2) en la fase de eliminacion de 8 a 24 h; y (3) para las AUC,".

S/P? Paciente

Media £ DE
t (h) 1 2 3 4
0 2.0 0.9 1.0 2.1 1.5+ 0.6
1 7.1 0.2 1.5 2.7 29+3.0
2 7.2 0.3 3.2 3.2 35+2.8
3 7.2 0.6 2.1 2.9 32+2.8
4 6.9 0.5 0.1 2.6 2.5+3.1
6 5.6 1.7 0.1 1.7 23423
8 2.8 0.9 0.3 2.1 1.5+1.1
12 1.7 1.5 0.4 1.1 1.2+0.6
18 1.9 0.4 - - 1.1+1.1
24 1.7 0.8 0.3 1.8 1.2+0.7
Fase elim. 8-24 2.0 0.9 0.3 1.7 1.2+£0.8
AUCY 0-24 4.1 0.8 0.4 1.8 1.8+1.7

S/P = relacion de concentraciones en saliva y plasma.

La Figura 10 muestra las representaciones graficas de la variacion del cociente S/P

a lo largo del tiempo en los pacientes en PMM seleccionados, asi como la variacidon

media a lo largo del tiempo.
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Figura 10. Variacion del cociente S/P para metadona en funcién del tiempo en los pacientes en
PMM seleccionados (A) 1; (B) 2; (C) 3; y (D) 4. El grafico (E) muestra la variacion media del
cociente S/P para metadona en funcion del tiempo. Las barras de error verticales representan la
desviacion estandar.

En tres de los cuatro pacientes (A, C y D), asi como en el grafico de la variacion
media (E), se observa un aumento en el cociente S/P de metadona durante las primeras
horas tras la administracion del firmaco, el cual disminuye de forma més o menos
notable durante el resto del intervalo de dosificacion. En el paciente (B) se observan
pequefios aumentos del cociente S/P a las 6, 12 y 24 horas post-dosis, como también se

aprecia un ligero aumento del cociente S/P en el paciente (D) a las 8 horas post-dosis.
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5.2. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en terapia del dolor

Sujetos

Un total de 19 pacientes ambulatorios tratados con metadona para el dolor cronico
en el Hospital de Clinicas de Montevideo (Uruguay) fueron incluidos en el estudio,

aunque la muestra final result6 ser de 14 pacientes.

La media de edad de los sujetos fue de 54 afios (rango 34-70), siendo el peso medio
de 80 kg (rango 52-133). La dosis diaria de metadona administrada estuvo comprendida
entre 10 y 40 mg. En cuanto a la posologia, 5 pacientes recibian metadona cada 8§ horas,

6 cada 12 horas y 3 cada 24 horas.

Correlacion de las concentraciones de metadona en plasma y saliva humanos

Los valores del cociente S/P obtenidos a pre-dosis para cada paciente se muestran en

la Tabla 47.

Tabla 47. Dosis de metadona al inicio del estudio y cocientes S/P a pre-dosis obtenidos
mediante Salivette® y &cido citrico para cada participante.

Dosi S/p?
Num. met;)ci)sna Dosis metadona i
i i Acido citrico
paciente (mg/dia) (mg/kg/dia) Salivette® 5 S
S1 S2
1 30 0.58 1.15 0.01 0.32
2 10 0.13 - - -
3 25 0.30 1.15 0.10 0.05
4 40 0.68 0.70 1.20 0.03
5 15 0.22 1.39 1.50 0.01
6 10 0.11 0.58 0.16 0.02
7 10 0.16 0.70 1.20 0.02
8 20 0.25 - 0.01 0.04
9 20 0.29 0.73 - -
10 25 0.28 0.62 0.22 0.02
11 10 0.12 0.66 0.04 -
12 10 0.08 0.43 - -
13 30 0.43 2.09 - -
14 10 0.10 0.85 0.18 -
Media 19 0.27 0.92 0.46 0.06

3S/P = relacién de concentraciones en saliva y plasma; °S1 = primera fraccion salival; °S2 = segunda fraccion salival.
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Los resultados para Salivette®, S1 y S2 oscilaron entre 0.43-2.09, 0.01-1.50 y 0.01-
0.32, respectivamente, mientras que los valores medios de S/P fueron de 0.9, 0.5 y 0.1,

respectivamente.

En la mayoria de pacientes, los niveles salivales de metadona hallados tras la
recogida de muestras con Salivette® fueron superiores a los obtenidos mediante la
estimulacion con acido citrico (S1 y S2). Asimismo, las concentraciones de metadona

halladas fueron mayores en la fraccion S1 que para S2 en la gran mayoria de casos.

También se observo una correlacion significativa entre la saliva recogida mediante
Salivette® y las concentraciones plasmaticas de metadona a pre-dosis (r=0.79, p<0.01,

n=12) (Fig. 11), mientras que no se halld correlacion para las fracciones S1 6 S2.

300 .
n=12

r=0.79 (p<0.01)

200

100+

y=-31.61+1.32x

Metadona en saliva, ng/mL

4

I I
50 100 150
Metadona en plasma, ng/mL

Figura 11. Correlacion lineal entre las concentraciones plasmaticas y salivales de metadona a
pre-dosis utilizando dispositivos Salivette® (95% IC: 0.395-0.938). El area sombreada muestra
el intervalo de confianza del 95%. 95% IC, intervalo de confianza del 95%.

Ademads, se encontrd una relacion logaritmica entre la dosis de metadona recibida
(mg/kg/dia) y las concentraciones plasmaticas “valle” (r=0.80, p<0.001, n=14) (Fig. 12
A).

145



Metadona en plasma, ng/mL
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Figura 12. Correlacion logaritmica entre dosis de metadona (mg/kg/dia) y (A) concentraciones
plasmaticas a pre-dosis (95% IC: 0.475-0.935); y (B) concentraciones salivales a pre-dosis
utilizando dispositivos Salivette® (95% IC: 0.164-0.900). El area sombreada muestra el
intervalo de confianza del 95%. 95% IC, intervalo de confianza del 95%.

Esta relacion fue mas débil entre la dosis de metadona recibida (mg/kg/dia) y las
concentraciones salivales obtenidas con Salivette® (r=0.67, p<0,05, n=12) (Fig. 12 B),

mientras que no se hallé correlacion alguna para S1 6 S2.

Curvas salivales concentracion-tiempo

Los pacientes incluidos en el estudio proporcionaron 181 muestras de saliva para el
analisis de metadona. El nimero medio £+ DE de muestras de saliva obtenidas por
participante fue de 13 + 1.90 (rango 11-15). Las Figuras 13a y 13b muestran las curvas
salivales concentracidon-tiempo para metadona en los pacientes en terapia del dolor
seleccionados (A) 1; (B) 2; (C) 4; y (D) 5, tras la recogida de muestras mediante
estimulacién con acido citrico y sin estimulaciéon empleando dispositivos Salivette®,
respectivamente. En ambas figuras también se muestran los tiempos de ingesta de

comida, representados por lineas punteadas.
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Figura 13a. Curvas salivales concentracidon-tiempo para metadona en los pacientes en terapia
del dolor seleccionados (A) 1; (B) 2; (C) 4; y (D) 5, tras la recogida de muestras mediante
estimulacion con 4&cido citrico y sin estimulacion empleando dispositivos Salivette®,
respectivamente. (Las lineas punteadas muestran los tiempos de ingesta de comida).
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Concentracion de metadona en saliva, ng/mL vs. tiempo, h

Acido citrico Salivette®
250 - 2504 |
200 200
E 1504 % 150
1001 | 100
50 4 “.\ (390 N '.."-o\ = 50 4 /
“ 11 4 \\\ S ‘»__._—"'—
0 b-—® (] 0A
0 5 10 15 20 25 0 5 15 20 25
150+ 150
100+ 100+
F !
A
50 i 50-
.
- y 4 Io’.‘-"""‘-a
0- T T T T T T 0- T L] L] Li
0 5 10 15 20 25 0 15 20 25
120+ 120
100+ 100+
80- - 80
G 60 i 60+
I
40- i 404
20 an 20-
0 ™" L‘o—o 04
0 5 10 15 20 25 0 15 20 25
600 600
500 500 -
400 400
H 300 300
2004 200
100+ 100+
Q- soeeeeeee 0
0 5 10 15 20 25 0 15 20 25

Figura 13b. Curvas salivales concentracion-tiempo para metadona en los pacientes en terapia
del dolor seleccionados (E) 7; (F) 8; (G) 9; y (H) 13, tras la recogida de muestras mediante
estimulacion con 4cido citrico y sin estimulacion empleando dispositivos Salivette®,

respectivamente. (Las lineas punteadas muestran los tiempos de ingesta de comida).
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Las concentraciones de metadona en saliva fueron mayores cuando se utilizé el
dispositivo Salivette®. Sin embargo, las concentraciones halladas tras la estimulacion
con acido citrico estuvieron situadas por debajo del limite inferior de cuantificacion (50
ng/mL) en la mayoria de los casos (pacientes A, B, C, E, F, G y H), por lo que no
pudieron ser cuantificadas adecuadamente. A pesar de ello, gran parte de las curvas
concentracion-tiempo mostraron varios picos que no estaban asociados exclusivamente
a la dosis de metadona recibida. Los picos salivales secundarios fueron mas observables
en las curvas realizadas con Salivette® que en las efectuadas con acido citrico. De
hecho, se observd que los niveles salivales de metadona aumentaron significativamente

tras la ingestion de alimentos (p <0.001).

149



150



V. DISCUSION

151



152



V. DISCUSION

1. Desarrollo de las metddicas analiticas

El primer elemento que se tuvo en cuenta en el desarrollo del método de bioanalisis
fue el tipo de fase estacionaria. En este sentido, en los estudios publicados sobre la
determinacion de metadona en matriz plasmatica, la fase estacionaria predominante es
fundamentalmente de tipo reversa quiral, la cual permite la separacion y cuantificacion
simultdnea de los enantiomeros en un mismo analisis cromatografico [151,154-156,158-
160,162-165,167-170,172,179,180]. Sin embargo, otras muchas investigaciones, la
mayoria de las realizadas en matriz salival, se han basado en la determinacioén de la
forma racémica, utilizando para ello fases estacionarias de naturaleza aquiral, tanto de
fase normal [147,152,181] como reversa [103,150,153,157,161,166,171,173-178,182-
186,188-201]. En Espafia, la dosis de metadona que reciben los pacientes
drogodependientes y/o con dolor crénico se administra en su forma racémica [202] y es
ésta la que se monitoriza a lo largo del tratamiento. Ciertamente, existe también la
posibilidad de monitorizar de forma exclusiva el enantiomero (R), alternativa justificada
por la evidencia que relaciona a (S)-metadona con problemas cardiovasculares y con la
falta de efecto terapéutico [5,203,204]. Por este motivo, se ha considerado la posibilidad
de administrar a los pacientes unicamente la forma activa (R) [204]. Esta practica, no
obstante, solamente se lleva a cabo en Alemania y uno de los puntos que la alejan del
uso generalizado a nivel europeo es que su coste llega a ser hasta un 20% mas elevado
que empleando la formulacion racémica [203]. Ademas, se ha demostrado que tras la
administracion oral, los enantiomeros no presentan diferencias en cuanto a valores de
periodo de latencia y biodisponibilidad, como tampoco existe una marcada
estereoselectividad a nivel de metabolismo, aunque si a nivel de eliminacion sistémica.
Pese a ello, la variabilidad en la farmacocinética de metadona no enmascara su fuerte
relacion dosis-concentracion plasmatica. Por estas razones, las diferencias
estereoselectivas entre ambos isomeros no parecen ejercer una influencia relevante en la
monitorizacion terapéutica de metadona [205]. Con todas estas premisas, para el
desarrollo del presente método bioanalitico se escogid una fase reversa estacionaria de

tipo aquiral, que permitiese la separacion de la forma racémica de metadona.
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Las condiciones que se desarrollaron y optimizaron para proceder a la cuantificacion
de metadona en plasma y saliva incluyeron basicamente la fase mévil y la velocidad de
flujo de dicha fase movil. La separacion del pico de metadona con respecto al frente
creado por el solvente fue también un punto importante durante el desarrollo del método

de bioanalisis.

En relacion a la naturaleza de la fase movil, muchos autores utilizan una mezcla
de eluyentes constituidos por una fase orgédnica formada por acetonitrilo (ACN) y una
fase acuosa tamponada entre los pH 2.3 y 7.0, ya sea en elucidn isocratica
[103,150,151,153,156-158,160,161,163,164,167,170,172,177,187,194] o en gradiente
[173-175,178,182,186,192,196,198]. Por este motivo, se probo el equipo utilizando una
fase movil binaria constituida por un 65% de tampon fosfato a pH 5.0 y un 35% de
ACN (v/v) en elucion isocratica [161]. En estas condiciones, se observd que el frente
del solvente aparecia al inicio del cromatograma, a un tiempo de retencion de 1.5
minutos, seguido del pico de metadona a los 2.2 minutos. Con la intencién de separar
ambos picos, se realizaron algunos cambios en la composicion de la fase mévil. En
primer lugar, se disminuy6 la aportacidon del componente acuoso en un 10%, pasando
del 65% al 55%. Esto generd una elucidon mas rapida de metadona a través de la
columna, provocando la fusién entre el pico de solvente y el de analito e
imposibilitando la cuantificacidon de éste ultimo. Al aumentar luego la concentracion de
fase acuosa llegando a proporciones del 70%, 75% y 80%, y manteniendo el flujo de
fase movil a 1 mL/min, se logro retrasar la elucién de metadona hasta aproximadamente
3.0, 5.2 y 6.9 minutos, respectivamente. Se comprobd también que la presion interna del
equipo cromatografico aumentaba de forma proporcional al incremento de aporte de
tampon fosfato, aunque sin llegar a los valores maximos establecidos por el fabricante.
Para evitar cambios de presion durante los analisis, se decidid dejar estabilizar el
sistema cromatografico durante 1 hora a un flujo constante de 1.0 mL/min antes de

proceder a realizar cualquier determinacion.
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2. Condiciones cromatograficas

Tras las pruebas realizadas, se escogio una fase movil constituida por un 75% de
tampon fosfato a pH 5.0 y un 25% de ACN (v/v), eluyendo isocraticamente a un flujo
constante de 1.0 mL/min. Estas condiciones permitieron la obtencion de resultados

satisfactorios en cuanto a reproducibilidad y tiempo de retencion de metadona (5.2 min).

La variabilidad en el tiempo de retencién del analito se redujo mediante la
preparacidon de fase movil nueva cada dia de anélisis. La temperatura de trabajo de 25°C
empleada en muchos estudios [162,163,165,166,172,173,176,180,185,187] resultd ser
Optima para las pruebas analiticas efectuadas, por lo que se optd por mantener el

laboratorio a 25°C mediante el sistema de aire acondicionado.

En relacion a la deteccion UV, las longitudes de onda descritas para la
determinaciéon de metadona se sittian entre 200 y 220 nm. En el presente estudio, la
longitud de onda de méxima absorcién se situé en 215 nm, coincidiendo con la

establecida en otros estudios previamente publicados [147,152,154,171].

Estas condiciones no solo permitieron una dptima y simétrica resolucion del pico
cromatografico de metadona, sino que también favorecieron la ausencia de
interferencias del analito con componentes biologicos de las matrices plasmatica y
salival y con una serie de medicacién concomitante muy comun en pacientes

drogodependientes y en pacientes con dolor cronico (ver seccidn 3.3. “Selectividad”™).

3. Pretratamiento de las muestras

La preparacion de muestras es una etapa esencial en el andlisis de farmacos en
fluidos bioldgicos mediante HPLC. Esta fase permite concentrar el analito dentro de un
rango Optimo de cuantificacion, mejorar la especificidad del método bioanalitico
mediante eliminacién o separacion de la mayor cantidad posible de compuestos
enddgenos y exdgenos susceptibles de generar interferencias y, por ultimo, favorecer la
liberacion del analito de aquellos componentes matriciales que son incompatibles con la

columna del sistema cromatografico [206].
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Si bien desde hace algun tiempo han aparecido métodos de extraccidon innovadores
como la microextraccidon dispersiva liquido-liquido (DLLME) [184], la extraccidon
liquido-liquido (LLE) convencional es una de las técnicas preparativas mas descritas en
la literatura cientifica para la extraccion de metadona a partir de matrices complejas
[103,150-152,154-158,160-164,167,168,170,179,182,188,192,194,196,199,200]. El otro
método de extraccion mas utilizado es la extraccion en fase soélida (SPE) en cualquiera
de sus modalidades; off-line (realizada fuera del sistema HPLC) [147,153,159,171-
177,183,190,191,193,195] y on-line (directamente dentro del propio sistema)
[165,166,169,178,180, 181], ésta ultima pudiendo estar a su vez precedida de una fase
de precipitacion proteica [169,178, 180,181]. Ademas de las técnicas mencionadas, en
el caso de la recuperacidon de metadona a partir de matriz salival se han publicado otras
formas de pretratamiento, que incluyen: filtracion [185], precipitacion proteica [186,
197,198], centrifugacion [187, 189] o adicion de reactivos [201]. El empleo de estos
procedimientos, a priori mas sencillos, se justifica por el hecho de que la matriz salival
es mas simple que la plasmdtica en términos de composiciéon, ya que esta
fundamentalmente formada por agua en un 99% y contiene muchos menos elementos de
tipo proteico e inorganico [111]. Sin embargo, estos procedimientos tan eficientes no
permitirian su aplicacidon simultdnea a muestras plasmaticas, por lo que el objetivo fue
establecer una técnica preparativa lo suficientemente efectiva y eficiente para poder ser

empleada tanto en plasma como en saliva.

Tras comparar las técnicas LLE y SPE, Rudaz et al. [162] determinaron que el
método LLE proporcionaba un porcentaje de recuperaciéon mayor y una menor, aunque
aceptable, precision. Pese a estas pequefias diferencias, concluyeron que ambas técnicas
eran equivalentes, sobre todo en lo referente a valores de linealidad y exactitud. Mas
adelante, Souverain et al. [165] compararon los resultados obtenidos con su método de
extraccion on-line en fase sélida con los del método LLE desarrollado por Eap et al.
[158] y observaron una buena correlacion entre los valores de concentracion de
metadona determinados. Ademas, Souverain et al. [207] establecieron poco después que
la técnica LLE era mas eficiente que la SPE en los analisis de metadona en plasma.
Ante la publicacion de comparativas tan favorables, y puesto que se trata de una de las
técnicas de preparacion de muestras mas simples y eficientes para la extraccion de
metadona, la LLE fue finalmente el procedimiento adoptado en la presente tesis

doctoral.
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Para la extraccion de metadona a partir de plasma y saliva, se basificaron las
muestras antes de adicionar la mezcla extractora, de forma que metadona se encontrase
en su forma molecular. Para ello se utilizé una solucion de tampon borato a pH 10. En
cuanto a la mezcla extractora, Kristensen et al. [155] observaron que la utilizacion de
hexano producia porcentajes de recuperacion del 90%. Por este motivo, en las pruebas
de recuperacion efectuadas se utilizo hexano solo y combinado con otros disolventes
organicos, incluyendo etil acetato y dietil éter. Finalmente, empleando la mezcla
extractora compuesta por dietil éter: hexano (30:70, v/v) [161,164] se obtuvo la mejor
efectividad de extraccién. A continuacidn, se transfirié la fase organica a un tubo de
vidrio limpio de fondo cénico conteniendo 180 pL de &cido clorhidrico IN, para
favorecer la conversion de metadona hacia su forma idnica. Tras agitar los tubos
verticalmente durante 10 minutos y centrifugarlos a 2500 rpm durante 5 minutos se
congelaron a -32°C. El ultimo paso de la LLE consistio en sacar los tubos del
congelador y decantar la fase orgénica aun en estado liquido, para luego analizar 100 pL
de la fase acuosa ya descongelada. Esta etapa podria explicar los buenos resultados de
extraccion obtenidos mediante este procedimiento (ver seccidén 3.3. “Recuperacion”),
especialmente cuando se comparan con los obtenidos en otras técnicas LLE en las que
se empled un ultimo paso de evaporacion [208,209]. En otro estudio [210] se obtuvieron
valores similares de recuperacion, aunque se utilizd una extraccion liquido-liquido
doble que implicaba un mayor tiempo de trabajo. Por otra parte, el presente
procedimiento requirié la utilizacion de solo 5 mL de mezcla extractora por muestra, a
diferencia de otros ensayos publicados en los que se utilizaron 30, 15, 8 y 6 mL de
solvente organico, respectivamente [103,164,208,210]. En otra investigacion se empled
un volumen menor de mezcla extractora (4 mL), aunque los resultados de recuperacion
obtenidos fueron mdas bajos [209]. Finalmente, el procedimiento LLE utilizado en la
presente tesis doctoral demostrd una elevada efectividad de extraccion acompaiiada de
una baja variabilidad en los valores obtenidos, y resultando ser, ademads, rapido y

eficiente.
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4. Validacion de las metddicas analiticas

4.1. Validacion completa

Un aspecto fundamental a tener en cuenta en la validacion de un método
bioanalitico es la selectividad, la cual permite diferenciar el analito de interés de
componentes endogenos de la matriz bioldgica o de otros componentes presentes en la
muestra. En este sentido, el tratamiento concomitante con benzodiazepinas o bien el
abuso de éstas es un problema importante tanto en pacientes drogodependientes como
en pacientes con dolor crénico [138,211]. Ademads, los pacientes heroindmanos
presentan una elevada probabilidad de contraer el VIH a partir de agujas o jeringuillas
usadas, o por mantener relaciones sexuales sin proteccion con parejas de alto riesgo.
Como consecuencia, muchos pacientes heroindémanos con VIH y en mantenimiento con
metadona pueden requerir, ademas, tratamiento con medicamentos antirretrovirales
[139]. Puesto que las presentes metddicas bioanaliticas fueron disefiadas con el objetivo
de poder realizar la monitorizacion terapéutica de metadona en pacientes en PMM y
ademas en pacientes en terapia del dolor, en el ensayo de selectividad se afiadieron
varios medicamentos antirretrovirales y benzodiazepinas a los patrones de control de
calidad de plasma y saliva para determinar la aparicién de posibles interferencias. En
dicho ensayo, no se observd ninguna interferencia endogena en el tiempo de retencion
del analito en los patrones de plasma y saliva analizados. Asimismo, los medicamentos
antirretrovirales y benzodiazepinas ensayadas demostraron no interferir en el tiempo de
retencion de metadona. En otros estudios, sin embargo, no se evalud la selectividad del
método de bioanalisis con posible medicacién concomitante [103,208,210,212], excepto
Chikhi-Chorfi et al. [209], que realizaron el ensayo de selectividad con una seleccion de

drogas de abuso, aunque sin tener en cuenta una posible comedicacion antirretroviral.

Respecto al ensayo de linealidad, se observo una buena relacion lineal para los
rangos de calibracion establecidos en plasma (600 - 50 ng/mL) y saliva (50 - 1000
ng/mL). Para la matriz plasmadtica, la eleccion del rango se basé en los niveles
terapéuticos de metadona en plasma comunmente hallados en sujetos que utilizan
metadona [38,89,165,213,214]. Lynn et al. [214] estudiaron 4 sujetos bajo PMM vy
obtuvieron valores de concentracion maxima en sangre de 430 ng/ml en el estado

estacionario. También en estado estacionario, Eap et al. [213] determinaron en 25
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pacientes bajo PMM concentraciones minimas de metadona en plasma situadas por
encima de 97 ng/ml. Mas tarde, se demostrd que en el caso de metadona racémica, la
concentracion de 400 ng/ml en plasma es la que significativamente mejor se
correlaciona con una buena respuesta terapéutica [89]. Coincidiendo con esta
informacion, Souverain et al. [165] expusieron que al realizar una monitorizacion
terapéutica de metadona, ya sea en programas de mantenimiento o en terapia del dolor,
el valor de concentracion plasmatica de referencia es de 400 ng/ml. Por ultimo,
recientemente Hiemke et al. [38] establecieron el rango terapéutico de referencia para
metadona en plasma entre 400 - 600 ng/ml. Para saliva, en cambio, no hay rangos de
concentraciones de metadona establecidos. Por este motivo, se decidid utilizar el rango
de concentraciones salivales establecido en el estudio realizado por Shiran et. al [103].
De este modo, los rangos de concentraciones seleccionados en la presente tesis doctoral
para construir las curvas de calibrado se presumieron adecuados para la monitorizacion

de metadona racémica tanto en plasma como en saliva.

El LLOQ se establecid6 en 50 ng/mL. Aunque este limite de cuantificacidon es
moderadamente elevado comparado con el alcanzado en otros métodos publicados
[103,152,208,210] se considerd suficiente para llevar a cabo el seguimiento de las
curvas de concentracion plasmatica y salival de los pacientes tratados con metadona. A
lo largo de los ultimos afios, en la literatura cientifica muchos autores se han centrado en
desarrollar un método capaz de permitir la determinacion de metadona cuyo LLOQ
fuese el mas bajo posible, llegando a alcanzar niveles de cuantificacién entre 0.1 - 5.0
ng/mL  [154-156,163,165,168-170,172,173,175-182,186,187,189-193,196-201]. En
general, estos estudios tenian como objetivo bien la determinacion de cada uno de los
enantiomeros de metadona por separado [151,154-156,158-160,162-165,167-
170,172,179,180,187] o bien la deteccién y determinacién simultanea de metadona y
otros compuestos en ensayos fundamentalmente cualitativos [150,173-175,181-
183,186,188-197,199-201]. En este tipo de estudios, la deteccion por espectrofotometria
de masas (MS) fue normalmente la mas utilizada, ya que permite una mayor
selectividad y sensibilidad, tanto en el analisis simultaneo de drogas de abuso como en
el de enantiomeros de compuestos quirales [38,165]. Sin embargo, presenta algunos
inconvenientes, como la problemdtica en cuanto a la cuantificacion de determinados
compuestos a causa del efecto de supresion ionica del detector, la dificultad para

encontrar patrones de calibrado adecuados (preferentemente analogos deuterados de los
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analitos a determinar), y su elevado coste econdémico, hecho que impide que su
adquisicion esté al alcance de cualquier laboratorio de investigacion [38]. Por estos
motivos, el empleo de un sistema de deteccion por UV resulto ser més asequible, y mas
para el analisis de metadona, donde se ha visto que utilizar MS o UV produce resultados
comparables [165]. De hecho, en publicaciones recientes centradas en la monitorizacion
de metadona, tanto sola [184] como acompaifiada de otros compuestos [183], el LLOQ
se estableci6 en 85 y 50 ng/mL respectivamente, pese a utilizarse en el segundo estudio

un sistema de deteccién por MS.

Los resultados logrados en las pruebas del efecto de la dilucion y de exactitud y
precision también fueron aceptables: se obtuvieron valores de error relativo dentro del
+15% de la concentracion tedrica y coeficientes de variacion por debajo del 15% de la

concentracion nominal para los distintos niveles de concentracidon ensayados.

El método validado también demostrd una buena recuperacion, ya que los resultados
obtenidos muestran el gran rendimiento de extraccion alcanzado mediante el
procedimiento LLE utilizado en la preparacion de muestras. Para metadona en plasma,
el valor de recuperacion media obtenido a partir de los patrones de control de calidad
analizados resultd ser de 99.55% + 1.42, mientras que para metadona en saliva la
recuperacion media resultd ser de 97.93% =+ 1.09. Estos porcentajes de recuperacion
superaron a los logrados por la mayoria de técnicas LLE [150-152,154-
158,160,162,163,167,168,188,192,194,196,] y SPE [153,159,171,173-178,181,190,
193,195] publicadas en la literatura, y fueron similares a los obtenidos en un estudio
realizado a partir de muestras plasmaticas donde se empled la misma mezcla extractora

[164].

La estabilidad a largo plazo de metadona en plasma bajo congelacién (-20°C) ya ha
sido demostrada anteriormente [215], asi como su estabilidad en distintas soluciones
orales a temperatura ambiente (20-25°C) y en nevera (5°C) [216]. En el presente
estudio, la estabilidad de metadona en la solucion stock fue satisfactoria tras 12 meses
de congelacion a -32°C. Metadona demostrd también ser estable en plasma y saliva por
lo menos tras tres ciclos de congelacion y descongelacidn, puesto que no hubo cambios
significativos en la concentracién de los patrones de control de calidad durante el

ensayo. Ademas, metadona cumplié los requisitos de aceptacion siendo estable en
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ambas matrices hasta 10 horas a temperatura ambiente y tras 90 dias almacenada a -
32°C. Metadona también fue estable en el extracto final durante las 10 horas que se
mantuvo en el inyector automatico, y tras 10 dias congelada a -32°C, ya que no se
observo una degradacion significativa del analito. Puesto que el extracto final en
solucion acida es el mismo independientemente de la matriz de la cual se extrae
metadona, se asumid que las muestras salivales procesadas fueron igual de estables que
las plasmaticas. En consecuencia, metadona fue estable bajo todas las condiciones de
laboratorio a las que se sometio. Estos datos de estabilidad son consistentes con otros

previamente publicados para metadona en plasma [172] y saliva [187].

4.2. Validacion parcial

Los resultados obtenidos en la validacion parcial realizada en el nuevo laboratorio
de andlisis fueron igualmente satisfactorios. Respecto al ensayo de linealidad, se
observo una buena relacion lineal para los rangos de calibracion establecidos en plasma
y saliva (50 - 1000 ng/mL). Asimismo, también fueron aceptables los valores logrados
en el ensayo de exactitud y precision, tal y como se muestra en la Tabla 40 del apartado

de resultados.

En definitiva, y con las condiciones cromatograficas descritas, se puede decir que se
han conseguido metodicas analiticas adecuadas, fiables y validas para la cuantificacion
de metadona en muestras de plasma y saliva provenientes de los pacientes incluidos en
el estudio y que ademas no necesitaban de un utillaje excesivamente costoso ni tampoco
extrafio a nivel hospitalario y con un importe econdmico para un posible andlisis

continuado muy asequible.
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5. Determinacion de la funcion del error analitico

Teniendo en cuenta que las metddicas analiticas han sido convenientemente
validadas, el paso siguiente fue determinar la funcionalidad del error analitico para
establecer si era o no distinta cuantitativamente y cualitativamente en cada unas de las
matrices bioldgicas ensayadas. La determinacidén de esta funcion es importante, ya que
se presenta como candidato alternativo a los clasicos métodos de ponderacion en el
analisis matematico farmacocinético de los resultados experimentales, por lo que

seguidamente pasamos a comentar los resultados obtenidos en su determinacion.

A partir de los coeficientes del ajuste polinomial del error analitico que se
encuentran recogidos in extenso en las Tablas 43 y 44 del apartado de resultados, se
determino la funcidn que mejor se ajustaba a los datos experimentales. Para ello, se
realizd un andlisis estadistico siguiendo la metddica inicial denominada Forward o de
incorporacidn progresiva, seguida de la conocida como Stepwise. La metddica Stepwise
permitio discriminar el mejor ajuste entre las funciones, cuando los valores de
coeficiente de correlacidn, de F, del error estandar estimado y del nivel de probabilidad
no diferian significativamente. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 48 y

49 para metadona en plasma y saliva, respectivamente.

Tabla 48. Analisis estadistico para el ajuste polinomial del error analitico de metadona en
plasma.

Variable de P Error estandar F P
regresion
C 0.0302 4.63 0.69 0.42
c? 0.0016 4.70 0.04 0.85
c’ 0.0016 4.70 0.04 0.85
C, C? 0.2176 4.07 4.20 0.03
c,C 0.2041 4.10 3.95 0.04
c,c 0.1668 420 3.30 0.06
c,CiCl 0.1846 4.15 2.74 0.07
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Tabla 49. Analisis estadistico para el ajuste polinomial del error analitico de metadona en
saliva.

Variable de P Error estandar F P
regresion
C 0.1163 8.03 3.42 0.08
c? 0.0675 8.25 1.88 0.18
c’ 0.0428 8.36 1.16 0.29
C,C? 0.1381 7.79 3.16 0.06
c,C 0.1256 7.84 2.94 0.07
c,c 0.0908 8.00 2.35 0.12
c,CiCl 0.1170 7.88 2.19 0.12

La funcién optima del error analitico establecida para cada una de las matrices
bioldgicas ensayadas se muestra en la tabla siguiente (Tabla 50) y se representa en la

Figura 14:

Tabla 50. Funcién del error de la metddica analitica seleccionada para cada una de las matrices
bioldgicas.

Matriz biologica Funcién del error
Plasma DE (ng/mL) = 1.65 + 0.51 C — 7.24E-05 C*
Saliva DE (ng/mL) =10.04 + 8.33E-03 C
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Figura 14. Media y desviacion estandar de las desviaciones estandar obtenidas en el estudio de
funcionalidad del error de la metddica analitica frente a los valores de concentraciones tedricos
de la recta de calibrado de metadona en plasma (A) y metadona en saliva (B).
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Como podemos observar, el error analitico no tiene por qué ajustarse a priori a un
mismo tipo de funcién, sino que puede ser descrito mediante distintas funciones,
incluyendo las lineales, como ocurre en el caso de metadona en saliva, y las no lineales,

como ocurre en el caso de metadona en plasma.

Esta variedad de funciones aplicable en la descripcién de la funcion del error,

aparece incluso en el caso peculiar que se presenta en este estudio.

Asi, el principio activo en ambos casos fue el mismo, como también lo fue el
proceso de extraccion desde cada una de las matrices bioldgicas (LLE). Ademas, la
cuantificacion se realizoé con la misma técnica analitica (HPLC en fase reversa), con
métodos que tenian en comun el tipo de columna y fase mévil empleados, la longitud de
onda de deteccion en el UV y el volumen de inyeccidén. Por otro lado, los métodos
diferian en el tipo de matriz bioldgica utilizada y el rango de calibracion validado, por lo
que estas diferencias podrian haber sido determinantes a la hora de obtener ajustes

funcionales distintos.

De acuerdo con lo comentado, se deduce que resulta necesario determinar la funcion
del error analitico de un mismo principio activo para cada matriz bioldgica y rango de
calibracion empleados, puesto que, como ya se indico, a priori no es posible establecer

el tipo de funcionalidad existente.

Las fuentes de error total conocidas pueden deberse al disefio del estudio inadecuado
como consecuencia de un esquema de tiempos de muestreo incorrecto, el cual puede
prevenirse, y por tanto evitarse en gran medida, antes de empezar el estudio. Otras
veces, o ademads, el error puede proceder de inespecificaciones del modelo cinético
empleado. Esta fuente de error puede disminuirse mediante la realizacion de un estudio

estadistico de discriminacidén de modelos [217].

Por tultimo, el error puede proceder también, o ademads, de la cuantificacioén de las
concentraciones de principio activo estudiado [218,219], y es esta fuente de error la que
puede minimizarse mediante el conocimiento de la funcion del error analitico,

determinada tal y como aqui se describe.
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De esta forma, una de las principales aplicaciones de la determinacion de la funcion
del error analitico es su utilizacion como posible método de ponderacion en la

estimacion de parametros farmacocinéticos [220-225].

6. Estudio de los niveles de metadona en plasma y saliva humanos

6.1. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en PMM

Una vez establecidas las caracteristicas de los métodos analiticos, continuaremos
con la discusion de los resultados experimentales obtenidos en los estudios

farmacocinéticos de metadona en pacientes incluidos en PMM.

Resulta importante destacar la dificultad real existente en la obtencion de muestras
sanguineas en pacientes incluidos en PMM. Este hecho se ha visto agravado por la
situacion de crisis econdmica y restricciones del &mbito sanitario bien conocido que han
dificultado la necesidad de ingreso en el hospital por parte de estos pacientes. Por otra
parte, ademds, hay que tener en cuenta el entorno socio-econdomico en el que se
encuentran, asi como la dificultad fisica de encontrar una via de acceso sana para
proceder a la extraccion, ambos aspectos puestos de manifiesto de forma reiterada por el
servicio de enfermeria del CAS Osona Salut Mental de Vic. Todo ello ha supuesto una
dificultad afiadida en el reclutamiento de pacientes para el estudio, lo que por otro lado
denota la importancia real de llevar a cabo la monitorizacidn terapéutica a través de una

via no invasiva como alternativa a la parenteral.

Curvas concentracion-tiempo

Para metadona en plasma, las curvas concentracién-tiempo mostraron un descenso
rapido tras el pico méximo de farmaco, seguido de una eliminacion notablemente mas
lenta. Ello podria sugerir una disposicion farmacocinética de tipo bicompartimental, tal

y como se ha indicado en diferentes estudios [13,14,17,157].

Por otra parte, los perfiles salivales mostraron una mayor irregularidad a lo largo

del tiempo. Ademads, en el 50% de los pacientes los niveles de metadona fueron
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superiores a los plasmaticos, coincidiendo con lo observado en otro estudio que
determiné el tabulado concentracion-tiempo de metadona en saliva en 4 pacientes
incluidos en PMM [209]. Esta variabilidad en los niveles salivales de metadona con
respecto a los plasmaticos origina cocientes saliva/plasma distintos para cada paciente,
fendmeno que se discute mds adelante, en el apartado “correlacion de las
concentraciones de metadona en plasma y saliva humanos”, y que podria estar influido

por distintos factores.

Analisis farmacocinético: aproximacion paramétrica mediante analisis de
regresion no lineal

La obtencion de los mejores valores en la estimacion de parametros
farmacocinéticos constituye un punto critico para la correcta interpretaciéon de los
resultados y de las propiedades farmacocinéticas de un farmaco. La eleccion del método
de ponderacién en el andlisis de regresion no lineal de datos farmacocinéticos puede
originar valores de parametros farmacocinéticos imprecisos o erroneos. Puesto que no
existe un método de ponderacion valido y adecuado para todos los casos, la
heteroscedasticidad de los errores constituye un serio problema en la regresion,
especialmente cuando el error de la varianza es desconocido y no se dispone de
replicados para el andlisis [224]. Por esta razdn, se decidié comparar el método de
ponderacion basado en el inverso de la varianza de la concentracion (1/V), calculada a
través de la funcion del error de las metddicas analiticas validadas, con otros métodos
de ponderaciéon clasicos, incluyendo el método homoscedéastico (W=1) y métodos

heteroscedasticos de 1/C, 1/C*y 1/\C.

Los resultados del andlisis estadistico no mostraron diferencias significativas entre
los distintos métodos de ponderacion. La variabilidad inter-individual obtenida para
cada uno de los pardmetros determinados fue elevada tanto para metadona en plasma
como en saliva, pero no se encontraron diferencias significativas entre las medianas de
cada grupo tras la aplicacion de la prueba H de Kruskall-Wallis. Por tanto, los
resultados obtenidos en el presente estudio indicaron que en este caso la eleccion entre
los distintos algoritmos de ponderacion no tendria mayor importancia y no influiria en

la estimacion de los parametros farmacocinéticos de metadona.
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A pesar de ello, el conocimiento y uso de la funcion de error analitico como un
posible método de ponderacion de los datos experimentales para la estimacion
paramétrica se considera una herramienta util en farmacocinética clinica, sobre todo en
situaciones de escasez de datos, ya que permite asignar a cada valor de concentracion un
patron de error analitico especifico para cada usuario en el laboratorio clinico [225].
Aunque otros autores encontraron diferencias en la estimacidon paramétrica entre los
métodos de ponderacion usados en estudios con gentamicina [226] y carebastina [225],
esta es la primera vez que se realiza una comparativa en estudios farmacocinéticos con

metadona que haya sido objeto de alguna publicacion cientifica.

En cuanto a los valores de los distintos pardmetros farmacocinéticos obtenidos para
metadona en plasma y saliva (Tabla 45 del apartado de resultados), resulta importante

tener en cuenta las siguientes consideraciones.

Asi, en dos estudios publicados sobre la farmacocinética de metadona en plasma, se
investigd el uso de la aproximacioén farmacocinética poblacional para determinar la
dosis de metadona Optima en un total de 35 pacientes en PMM [14,17]. La
farmacocinética clasica se basa en los datos exhaustivos (extraccidon de muestras
sanguineas de forma regular durante todo el intervalo de dosificaciéon) de un grupo
pequefio de individuos, mientras que la farmacocinética poblacional utiliza datos
concentracion-tiempo escasos una vez la estimacion de los parametros farmacocinéticos
se ha calculado a partir de un mayor nimero de sujetos. En nuestro caso, aunque el
empleo de la farmacocinética poblacional no pudo efectuarse por el bajo numero de
sujetos en estudio, los valores de los pardmetros obtenidos mediante el analisis
farmacocinético clasico en los pacientes seleccionados son consistentes con los valores
de referencia hallados en la bibliografia [3,5]. En este sentido, los valores medios de
t2p (36.22+18.08), CL/F (5.93+1.27), VAB/F (4.1342.66) y tmax(ss) (3.76+3.39) para
metadona en plasma se corresponden con los mostrados en la Tabla 2 del apartado de
farmacocinética de la introduccion. Asimismo, la concentracion plasmatica media en
estado de equilibrio estacionario hallada (468 ng/mL) coincide también con los valores
de referencia establecidos en las guias de monitorizacion terapéutica de metadona en
psiquiatria (400-600 ng/mL) [38]. La mayor variabilidad obtenida en el anélisis
farmacocinético de los pacientes en PMM se obtuvo para ka, a y t/2p3. La constante de

absorcion y la constante de rdpida disposicién son normalmente los pardmetros mas
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sensibles a mostrar variabilidad interindividual [224]. En cuanto a la semivida de la fase
B, un factor importante que influye en la farmacocinética de metadona es la
administracion concomitante de farmacos inhibidores enzimaticos [5]. Precisamente, el
paciente 1 estaba en tratamiento con inhibidores de la proteasa (ritonavir, lopinavir) e
inhibidores selectivos de la recaptacidon de serotonina o ISRS (paroxetina), mientras que
el paciente 2 estaba tratado con ISRS (venlafaxina). En comparacion con los pacientes 3
y 4, que no estaban tratados con medicacion de estas caracteristicas, los pacientes 1 y 2
mostraron una semivida en la fase p muy superior (51.78 y 51.97 h vs. 20.11 y 21.02 h
para los pacientes 1 y 2 vs. 3 y 4, respectivamente), seguramente a causa de la

inhibicion del metabolismo de metadona por parte de dicha comedicacion.

El analisis de los valores obtenidos en la disposicion salival de metadona fue mas
complicado, ya que los datos publicados en este campo son muy escasos. Unicamente
un estudio [209] determinoé las curvas concentracion-tiempo de metadona en saliva en 4
pacientes en PMM, mostrando una variabilidad en el tmax(ss) comprendida entre las 2-
5 horas post-dosis. Aunque en la presente investigacion se analiz6 el mismo numero de
pacientes, los valores obtenidos mostraron una mayor variabilidad (6.52 + 3.10 h).
Comparando los valores obtenidos en plasma y saliva, se observd que el tmax(ss) se
alcanzaba mas tarde en la matriz salival que en la plasmatica, lo que sugeriria (1) la
presencia de un cierto tiempo de retraso entre un compartimento y otro debido a
procesos de distribucion/redistribucion en el organismo, y (2) que la tasa de excrecion
salival estaria relacionada con la concentracion de firmaco en plasma. No obstante,
resulta evidente la necesidad de realizar estudios con un numero mayor de pacientes

para obtener datos mas concluyentes.

Correlacion de las concentraciones de metadona en plasma y saliva humanos

Al efectuar la correlacion entre las concentraciones experimentales de metadona y
sus correspondientes valores tedricos obtenidos tras el ajuste farmacocinético y
aplicando el método homoscedastico (W=1), se obtuvieron valores de coeficiente de
correlacion significativos tanto en plasma (r=0.8971, p<0.001, n=38) como en saliva
(r=0.9220, p<0.001, n=36). Este hecho indicaria que se ha efectuado un adecuado ajuste
para las concentraciones experimentales de metadona en cada una de las matrices

estudiadas.
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Para metadona en plasma, el ajuste de los perfiles farmacocinéticos a un modelo
bicompartimental es consistente con el empleado en estudios anteriores en pacientes en
PMM [13,14,17,157]. Por otro lado, el ajuste de los perfiles de metadona en saliva a un
modelo farmacocinético concreto resulta extrafio, ya que dichos modelos estan basados
en niveles plasmaticos de farmaco, no en niveles de concentracion salival. Pese a ello,
un estudio reciente analizé la relacién farmacocinética plasmatica y salival de un
numero elevado de farmacos, ajustando la disposicion salival de acuerdo con un modelo
de un solo compartimento, y suponiendo que la tasa de excrecion salival era
dependiente de la concentracion de farmaco en plasma [227]. Para probar esta
suposicion, los autores relacionaron los perfiles de concentracion salivales y
plasmaticos, obteniendo un buen coeficiente de correlacion hasta los valores medios de
tmax. En el presente estudio, tras realizar el mismo ajuste, el coeficiente resultante de
correlacionar las concentraciones experimentales de metadona en plasma y saliva fue
estadisticamente significativo (r=0.5159, p<0.001, n=38) no sdélo hasta los valores

medios de tmax, sino a lo largo de todo el intervalo de dosificacion.

Los cocientes S/P obtenidos durante el intervalo de dosificacion para cada uno de
los pacientes en PMM se detallan en la Tabla 46 del apartado de resultados. En ellos se
puede observar que durante la fase de supuesta eliminacién del farmaco, el cociente S/P
medio es inferior al cociente medio de areas bajo la curva de 0 a 24 horas. Esto podria
indicarnos la existencia de un largo periodo de tiempo donde metadona se estaria
absorbiendo, originando altos cocientes S/P. La explicacién reside en que la
concentracion plasmatica de farmaco no es homogénea en el espacio intravascular.
Mientras que todas las arterias tienen los mismos niveles de farmaco, cada vena
procedente de diferentes organos puede tener diferentes concentraciones de farmaco,
tanto entre ellas como en relacion con su respectiva arteria [135]. Este problema
circulatorio ha sido bien referenciado en la literatura tanto en animales [228] como en
seres humanos [229], y aporta evidencias para la comprension de la discrepancia entre
las concentraciones plasmaticas venosas de los farmacos, que son las que se miden
comunmente, y su efecto [229,230]. Durante la entrada de un fairmaco al organismo, las
arterias tienen concentraciones de fArmaco en plasma mas altas que todas las venas de la
gran circulacion. Asi, mientras el farmaco ingresa en las arterias del cuerpo, transportan
una cantidad que excede a la que se estd eliminando. Esto se repite después de cada

ciclo circulatorio hasta que se alcanza el estado estacionario. En este punto, la cantidad
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de farmaco que entra en el organismo es la misma que la eliminada, y las
concentraciones en vena y arteria se vuelven iguales. Una vez que la administracion se
interrumpe, la caida de los niveles de farmaco procede de todas las ramas del aparato
circulatorio. Después del cese de la entrada de farmaco, las venas presentan
concentraciones superiores a las arterias. Esta inversion durante la fase de eliminacion
es debido a que la sangre que entra en las arterias de la gran circulacién sufre una
dilucion causada por el menor contenido de soluto que tenian las venas procedentes de
los organos eliminadores [135]. De acuerdo con lo comentado, cuando metadona se
absorbe, las glandulas salivales, igual que sucede con otros o6rganos, reciben el farmaco
a través de los capilares sanguineos de la zona arterial, transfiriéndolo hasta los
conductos salivales a través de las células acinares. En este momento, el fluido formado
en los acinos tiene la misma composicion en metadona libre que el plasma arterial. Por
tanto, antes que el fluido regrese al espacio venoso a través de las células ductales, la
concentracion de metadona en saliva (S) estd mds estrechamente relacionada con la
concentracion libre en plasma arterial que con la presente en el plasma venoso (P) v,
cada vez que el medicamento entra en el organismo, sus niveles salivales se

incrementan porque el aumento en arteria es mucho mayor que en vena.

De todos modos, el cociente S/P medio en la fase de eliminacidén determinado en
los pacientes en PMM (1.2+0.8) es alto para lo que supondria un cociente “libre en
plasma/plasma total” (0.14, suponiendo una unién a proteinas plasmaticas del 86%). Por
consiguiente, estarian contribuyendo al aumento del cociente S/P tres posibles factores:
(1) el pH salival débilmente acido, que favoreceria el paso de metadona libre en plasma
hacia la saliva a causa del efecto de atrapamiento i6nico que se explica mas adelante;
(2) los transportadores de efluyjo como P-gp, responsable del transporte activo de
farmacos hacia el conducto salival [134] y cuya sobreexpresion puede influir sobre el
cociente S/P [135]; y seguramente el mas importante (3) la reabsorcién que tendria
lugar a partir de la secreciéon de metadona hacia el estomago y luego desde el intestino
de nuevo hacia el plasma [231]. Este ultimo punto (3), significaria un mayor nivel
arterial que venoso de farmaco al producirse la reabsorcion de metadona, sobrecargando
la saliva en relacion con el plasma venoso y produciendo valores elevados de cociente
S/P. Se observa también en la Figura 10 del apartado de resultados que en el paciente 1
(A), hasta las 8 horas existiria una importante recirculacion estimulada probablemente

por la ingesta de alimentos. No se puede descartar una reabsorcidn importante posterior
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a la cena, aunque no fuese detectada, quizas porque ya quedaba en el organismo una
cantidad menor de metadona en recirculacion. De todos modos, aun cuando existan
estimulos que aumenten la secrecion géstrica, normalmente se producen secreciones
basales que contribuyen a dicha reabsorcion [232], exacerbada, sin duda, después de las
comidas. En este sentido, los pacientes 2 (B) y 4 (D) presentaron un leve aumento en el
cociente S/P a las 24 horas, muy posiblemente relacionado con la reabsorcién de
metadona posterior a la cena. La informacidn referente a estos tres puntos se ampliara

mas adelante con la experiencia llevada a cabo en pacientes en terapia del dolor.

6.2. Estudio de los niveles de metadona en pacientes en terapia del dolor

A continuacién, procederemos con la discusion de los resultados experimentales
obtenidos en los estudios en pacientes bajo terapia del dolor, valorando también las
distintas técnicas de recogida de muestras salivales aplicadas y su adecuacion a la

monitorizacion farmacocinética de metadona.

Correlacion de las concentraciones de metadona en plasma y saliva humanos

La saliva es considerada una matriz efectiva en la comprobacion del cumplimiento
del tratamiento con metadona en los programas de manejo del dolor y en PMM, asi
como en la identificacion de su consumo ilicito en controles de trafico [198,233,234].
Por el contrario, el procedimiento de muestreo salival ha sido considerado inadecuado
para la monitorizacion de metadona a causa de la gran variabilidad obtenida en el

cociente S/P [103,147,185,208,233].

El proceso de recogida de la saliva es un elemento importante en la determinacion
de niveles de farmacos y, dependiendo de la técnica utilizada (estimulacion salival o no
estimulacion salival), puede afectar a la concentracion hallada, y por lo tanto al cociente
S/P [235]. Las técnicas mas frecuentemente utilizadas para la toma de muestras
salivales en estudios de concentraciones de metadona en plasma y saliva son, por un
lado, hacer escupir al paciente directamente en un tubo para andlisis [103,147,208-
210,212,214,233] y, por otro, la utilizacion del dispositivo Salivette® [185,198,212].
Estos dos métodos permiten la recogida de saliva sin estimulacidon [235]. Sin embargo,

la estimulacion del flujo salival mediante el uso de éacido citrico, goma de mascar u
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otros agentes, tiene varias ventajas, incluyendo el aumento del volumen de muestra
obtenida en un periodo de tiempo corto, la estabilizacion del pH de la muestra alrededor
de 7.4 y una disminucion de la variabilidad interindividual en el cociente S/P para

determinados farmacos [236].

En un estudio previo [135], se disefi0 un nuevo protocolo de muestreo para la
deteccion de cambios en el aclaramiento sistémico en pacientes epilépticos en
monoterapia con carbamazepina o fenitoina, basado en la estimulacién salival utilizando
acido citrico. Esta técnica tiene en cuenta las diferencias de concentracidon arterio-
venosa de un firmaco, ya que permite recoger dos fracciones de saliva (S1 y S2), cuyo
contenido se asemeja a la concentracion de farmaco presente a nivel arterial y venoso,
respectivamente. Puesto que la pobre correlacién existente entre las concentraciones
plasmaticas y salivales de un farmaco podria explicarse, en parte, por la omision de este
fendmeno arterio-venoso [237,238], este método basado en la estimulacidon fraccionada

podria ser de utilidad en el estudio de variaciones en el cociente S/P de metadona.

Precisamente, varios autores [103,147,208,212,233,239] estudiaron la relacién entre
los niveles salivales y plasmaticos de metadona, obteniendo una amplia variabilidad de
valores. Cabe destacar, sin embargo, que en la mayoria de estudios se utilizo el “método
de escupida” para el muestreo salival. Escupir proporciona un fluido oral limpio, aunque
relativamente viscoso y con la posibilidad de que esté contaminado con comida y otros
residuos presentes en la boca. Por lo tanto, puede no proporcionar una muestra salival
de volumen o concentracion uniforme, resultando en cocientes S/P muy variables para
un mismo farmaco [235]. Como se ha comentado anteriormente [236], los métodos de
muestreo salival pueden influir en los resultados analiticos obtenidos. Por este motivo se
decidié investigar la influencia del dispositivo Salivette® y del acido citrico en el
estudio de los niveles de metadona, donde diferencias en la fluctuacién de las
concentraciones arterio-venosas pueden generar inconsistencias en el cociente S/P

[237].

De acuerdo con la Tabla 47 del apartado de resultados, los dispositivos Salivette®
utilizados proporcionaron una mejor correlacion S/P en comparacidon con el método del
acido citrico. Tanto el cociente de correlacion S/P (1.3) como la media de los cocientes

S/P (0.9) obtenidos con Salivette® son consistente con los valores de 1.3 y 1.1
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obtenidos por Wolff y Hay [147], y Shiran et al., [103], respectivamente. Ademas, la
media de los cocientes S/P de 0.5 obtenida para la fraccion salival S1 fue similar a los
valores medios de 0.5 y 0.6 determinados por Kang y Abbott [208], y Hsu et al. [233],
respectivamente. Estos resultados muestran que pueden obtenerse diferencias en la

relacion S/P de metadona dependiendo de la técnica utilizada para la recogida de saliva.

Otro factor importante que influye en el cociente S/P de metadona es el pH. En
pacientes bajo PMM, el pH salival oscila entre 5.0 y 8.0 [103,198,212,233]. Pese a que
en el presente estudio el pH salival no fue determinado, teniendo en cuenta el caracter
débilmente basico de metadona (pK de 8.9 a 25°C) [39], el valor de pH para cada
fraccion salival puede obtenerse a partir de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch [214]
mediante la extrapolacion de los valores S/P medios correspondientes (recogidos en la
Tabla 47 del apartado de resultados). Empleando dicha ecuacién, los valores de pH
calculados fueron aproximadamente de 6.6 para Salivette®, 6.9 para S1 y 7.8 para S2.
Puesto que las muestras obtenidas con Salivette® contenian las concentraciones de
metadona mas elevadas, seguidas de las fracciones S1 y S2, respectivamente, estos
resultados concuerdan con la informacion publicada sobre la asociacion de pH bajos a
un aumento de la concentracién salival de metadona [103,198,212,233]. Este fenémeno,
conocido como atrapamiento idnico, se produce cuando el pH salival es menor que el
sanguineo. De esta forma, cuando metadona difunde hacia la saliva, la molécula se
ioniza y es incapaz de difundir de nuevo hacia la sangre debido al cambio en el
gradiente de concentracion [236]. Los célculos realizados muestran que el cociente S/P
oscilo entre 0.06 para un pH de 7.8 (fraccion S2) y 0.92 para un pH de 6.6 (Salivette®),
lo que supondria un aumento de 15 veces el cociente S/P. Por tanto, solamente la
variacion en una unidad del pH salival puede influir notablemente sobre el cociente S/P
final. Sin embargo, se ha considerado que el pH salival explicaria s6lo el 10-36% de la

variabilidad obtenida en los cocientes S/P [103].

Como ya se ha indicado en el estudio con sujetos en PMM, otra causa de
variabilidad en el cociente S/P vendria dada por una sobreexpresion en los
transportadores de eflujo (P-gp), que facilitaria la transferencia de metadona hacia la
saliva. La induccién sistémica de los transportadores de eflujo puede detectarse
mediante los cocientes S1/S2 y S2/P [135]. Sin embargo, no fue posible determinar los

niveles de metadona en el 30% de muestras S1 ni en el 40% de muestras S2, a causa de
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las caracteristicas de base débil de metadona y de la influencia del pH salival sobre la
concentracion final de metadona en saliva. Por tanto, el impacto que tendria el pH en el
proceso de transferencia de metadona hacia la saliva seria tal, que la contribucion de los

transportadores de eflujo seria minima.

Otro punto a comentar son las diferencias halladas en la literatura cientifica con
respecto a la relacion entre los niveles plasmaticos y salivales de metadona
[103,147,233]. En el presente estudio, se obtuvo una relacion lineal entre los niveles
salivales de metadona de las muestras recogidas con Salivette® y las concentraciones
plasmaticas (r=0.79, p<0.01, n=12). Esta situacion también se observé en un estudio
realizado por Wolff et al. [147] en el que se utilizé el “método de escupida” para la
obtencion de saliva (r=0.81, p<0.001, n=21). Sin embargo, en otros dos estudios donde
se analiz6 un mayor nimero de muestras, las correlaciones obtenidas fueron débiles,
aunque significativas [103,233]. Por lo tanto, el reducido niimero de participantes

incluidos en el presente estudio podria haber influido sobre los resultados obtenidos.

Wolff et al. [147] también encontraron una relacién lineal entre la dosis de
metadona recibida (mg/kg/dia) y las concentraciones salivales, hecho que no se observd
en otros estudios [198,212]. Sin embargo, en la presente investigacion se obtuvo un
relacion logaritmica entre la dosis de metadona recibida (mg/kg/dia) y los niveles
plasmaticos, y entre la dosis recibida (mg/kg/dia) y las concentraciones salivales
obtenidas a partir del muestreo con Salivette®, lo que sugiere que el metabolismo de
metadona aumenta en tratamientos cronicos, coincidiendo con lo expuesto en la
bibliografia [3]. Por lo tanto, las concentraciones de metadona no aumentarian en la
misma proporcion que las dosis diarias recibidas, sino que lo harian en una proporcion

menor.

Curvas salivales concentracion-tiempo

En lo que se refiere a las curvas salivales de concentracion-tiempo, se observaron
multiples picos a distintos tiempos tras la administraciéon de metadona, los cuales no
estaban relacionados con la dosis de farmaco recibida. Luego se observd que dichos
picos aparecian poco después de tener lugar una ingesta de alimentos, produciendo un

aumento significativo en los niveles salivales de metadona. Esto podria evidenciar una
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probable recirculacion gastrointestinal de metadona, planteada anteriormente en el
estudio con pacientes en PMM. Una explicacion plausible seria que, después de la
ingestion de comida, se produciria una secrecion considerable de metadona hacia el
estdmago, la cual se reabsorberia en el intestino hacia la sangre y pasaria finalmente a la
saliva, donde un aumento en los niveles de farmaco es mas facil de detectar que en el

plasma venoso.

La secrecion gastrica seguida de una posterior reabsorcion intestinal ha sido
estudiada como un mecanismo plausible para explicar la aparicion de multiples picos
post-dosis en la disposicion de farmacos bdsicos como fenoperidina (pK=7.7) y
fentanilo (pK=8.4) [231], por lo que podria también aplicarse a metadona (pK=8.9).
Esta posibilidad es consistente con un estudio previo [240] en el que los autores
plantearon la hipdtesis de que las bases débiles podrian ser eliminadas de la sangre al
pasar a través del epitelio géstrico, excretandose hacia el estdémago. Puesto que el jugo
gastrico tiene un pH aproximado de 1 y el plasma de 7.4, cabria esperar que metadona
se concentrara en el jugo gastrico, debido al efecto de atrapamiento i6nico indicado
anteriormente. Lynn et al. [214] también observaron que metadona administrada por via
intramuscular era excretada a altas concentraciones en el jugo gastrico de los pacientes
en PMM. En consecuencia, la secrecidon de acido géstrico estimulada por la ingesta de
alimentos junto con el aumento del flujo sanguineo hacia el estomago y la absorcion de
nutrientes [241] podrian favorecer la secrecion de metadona hacia el estdbmago después
de las comidas. Asi, considerando que la circulacién enterograstrica tiene lugar varias
veces al dia debido a la ingesta de comida, cabria esperar valores altos en el cociente de

concentracion S/P, como ocurria en los pacientes en PMM.

En otro estudio reciente realizado en 16 sujetos sanos a los que se administrd
neviparina en dosis Unicas, se desarrolld6 un modelo farmacocinético poblacional
incluyendo mecanismos de recirculacion para la descripcion de multiples picos
presentes en la disposicion del farmaco en plasma [242]. Dicho modelo logré un mejor
ajuste que los modelos convencionales, por lo que el estudio farmacocinético
poblacional de un numero mayor de sujetos en tratamiento con metadona que incluyese
la aparicion de multiples picos post-dosis podria ser de utilidad para explicar la

disposicion de este medicamento en el organismo de los pacientes.
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En la presente investigacion, los picos postprandiales de metadona en saliva
aparecieron entre 1 y 5 horas después de la ingesta de alimentos (media+SD =
1.97+£1.36 h). Existen diferentes factores que podrian explicar esta variabilidad, tales
como la composicion de la comida, la rapidez en el tiempo de vaciado géstrico, la tasa
de flujo sanguineo que circula a través del estdmago y la naturaleza de la barrera celular
situada entre la sangre y el jugo gastrico [214,231,241]. Ademas, la reduccién en la
motilidad gastrica inducida por metadona [3,231] también podria explicar el retraso en

la aparicién de estos picos.

Valoracion de diferentes técnicas de recogida de muestras salivales basadas en
la estimulacion y la no estimulacion de saliva y posible aplicacion a la clinica del
tipo de pacientes del estudio

Un apartado que se considera de especial interés resefiar, por la problematica que
genero durante la realizacion de este estudio, es el de analizar las diferentes técnicas de

recogida de muestras salivales por su posible implicacion clinica.

Como se ha demostrado en estudios anteriores [135,243,244], la variabilidad en la
concentracion de farmaco en saliva puede disminuirse mediante el uso de
procedimientos de estimulacion salival, como es el uso de 4cido citrico. Esta posibilidad
se confirmo en la presente investigacion, ya que la fraccion estimulada S2 mostré una
menor variabilidad en las concentraciones de metadona halladas que la fraccién S1 y
que las muestras recogidas con Salivette®. Sin embargo, las muestras S2 también
contuvieron los niveles mas bajos de metadona, llegando a ser indetectables en varios
pacientes. Esto podria deberse a que S2 representa la fraccidon procedente de la parte
superior de los conductos salivales [135], cuyo pH es muy similar al plasmatico (7.4)
[245]. Por lo tanto, cuanto mas cercano es el pH salival al pK de metadona, una menor
cantidad de farmaco libre difunde del plasma a la saliva y viceversa [233]. Como
resultado, el efecto de atrapamiento iénico es menor, asi como las concentraciones de

metadona halladas.

Por otro lado, el muestreo de la fraccion S2 se pudo estandarizar facilmente en
comparacion con la fraccion S1. Esta ultima, por el contrario, fue dificil de estandarizar

debido a que los pacientes la retenian demasiado tiempo en la boca, mezclandola con la
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fraccion S2 antes de escupirla en el tubo colector. Ademas, tal y como se observa en la
Tabla 47 del apartado de resultados, en algunas muestras S1 no se pudo determinar la
concentracion de metadona, ya que cuanto mayor es el volumen de saliva recogida, mas
se diluye la muestra y mas acerca su composicion a la de la fraccion S2 [135]. Por lo
tanto, para hacer frente a este problema, se aconsejaria la recogida de un pequefio
volumen de saliva (1 mL) en no mas de 1 minuto para la obtenciéon de una muestra

representativa de la fraccion S1.

Los dispositivos Salivette® utilizados permitieron la recogida de un volumen
constante de saliva de aproximadamente 1 mL. Las mayores concentraciones de
metadona se obtuvieron tras el muestreo con Salivette®, asi como los mejores cocientes
S/P. Otro estudio [212] encontrd pérdidas de metadona de aproximadamente un 40% al
usar Salivette®, en comparacion con el “método de escupida”, a causa de la adsorcion
de metadona en el dispositivo. A pesar de que este parametro no fue determinado en el
presente estudio, el dispositivo Salivette® mostrd ser el método mas estable para la
recogida de saliva, ya que no rompe el equilibrio en la formacion de saliva dentro del
conducto salival. La recogida de muestras con Salivette® durante mas tiempo (5
minutos) también mostrd uniformidad en el volumen de muestra recogida. Sin embargo,
el volumen obtenido fue muy bajo en los pacientes 2 y 8, ya que alegaron tener la boca
seca. Metadona, del mismo modo que ocurre con otros opidceos y opioides, produce
frecuentemente xerostomia [246]. Ademads, ambos pacientes estaban en tratamiento con
otros farmacos (antihipertensivos, antidepresivos y anticonvulsivantes), los cuales
también han demostrado causar una reduccion sustancial del flujo salival [117]. En
consecuencia, el muestreo de saliva con dispositivos Salivette® puede verse afectado
por este tipo de medicacidn concomitante, impidiendo a los pacientes suministrar un
volumen suficiente de saliva para analisis. Puesto que la estimulacion del fluido oral
aumenta la tasa de flujo salival [236], estos problemas de volumen de muestra no

ocurrian si se utilizaran técnicas basadas en la estimulacion salival.

Una limitacion de los métodos de estimulacion, sin embargo, es que producen un
aumento del pH salival, lo que puede resultar en una reduccion en las concentraciones
de determinados farmacos [236]. Un ejemplo de este fendmeno ocurre con cocaina,
cuyas concentraciones en muestras de saliva estimulada no pudieron ser detectadas a

partir de las 2 horas post-dosis [122]. En otro estudio, las concentraciones de codeina en
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saliva no estimulada fueron mayores que las obtenidas en saliva estimulada con 4cido
citrico [123]. La presente investigacion muestra que esta situacion también ocurre con
metadona. Dado que ninguno de los estudios publicados sobre el cociente S/P de
metadona utilizd un método de estimulacion salival, los valores obtenidos en este
trabajo podrian ser de utilidad para descartar esta técnica a la hora de determinar
concentraciones salivales de bases débiles con pK por encima del pH plasmatico. En
cambio, los dispositivos Salivette® podrian ser utiles para la recogida de saliva en
estudios de monitorizacidn terapéutica de metadona. Sin embargo, seria necesario
establecer el grado de adsorcion del farmaco al dispositivo de recogida de muestras
salivales, ya que dicha adsorcién probablemente varie en funcién del analito y del

dispositivo utilizado [235].

De acuerdo con todo lo expuesto, cabria destacar finalmente la conveniencia de
utilizar la matriz salival como posible alternativa a la plasmatica para la monitorizacién
terapéutica de metadona, tanto en pacientes en mantenimiento con metadona como en
pacientes en terapia del dolor. No obstante, seria necesario tener en cuenta la influencia
del pH salival de cada individuo sobre las concentraciones salivales de metadona, ya
que la correccion por el valor de pH determinado inmediatamente tras el muestreo

salival mejoraria la relacidn entre las concentraciones en plasma y saliva.

Parece evidente que, a pesar de lo mucho estudiado y publicado sobre metadona y
en concreto sobre los resultados de su administracion a la especie humana, es mucho lo
que aun queda por conocer, de manera que con la aportacion realizada en este trabajo, si
bien algunas cuestiones han quedado averiguadas, otras han surgido incluso como
aspectos novedosos ni siquiera planteados con anterioridad, cuyo estudio se espera que
contribuya a un uso lo mds racional de este medicamento, con seguridad para el
paciente, de una manera efectiva y eficiente y todo en base a criterios practicos, clinicos

y cientificos.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se han desarrollado y validado dos metddicas analiticas mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa para el andlisis cuantitativo de
metadona en plasma y saliva humanos siguiendo el mismo proceso de extraccion
liquido-liquido. Las metodicas fueron validadas convenientemente mediante los
ensayos de selectividad, linealidad y rango de calibracion, efecto de la dilucion,
precisidn y exactitud, recuperacion, y estabilidad del analito en la matriz bioldgica,

en las soluciones stock y en los extractos en las condiciones de trabajo.

2. Se ha establecido la funcion del error de cada una de las metddicas analiticas
previamente validadas que posteriormente fueron utilizadas en el transcurso de la
presente memoria experimental. La funcidon 6ptima del error analitico establecida

resultd ser lineal para metadona en saliva y no lineal para metadona en plasma.

3. Las metddicas analiticas validadas han permitido la cuantificacion de niveles de
metadona en 52 muestras plasmaticas y 219 muestras salivales de un total de 18
pacientes que utilizan metadona (los incluidos en un programa de mantenimiento con
metadona, n=4; y los incluidos en terapia del dolor, n=14), obteniéndose los
correspondientes tabulados concentracidn-tiempo tanto en plasma como en saliva a

lo largo de un intervalo de administracion entero.

4. El analisis estadistico que compard en el analisis farmacocinético los distintos
métodos de ponderacion heteroscedéstica con el método homoscedastico no mostro
diferencias significativas, indicando que la eleccion entre los distintos algoritmos de
ponderacion seria en este caso de escasa importancia y no influiria de manera

apreciable en la estimacion de los parametros farmacocinéticos de metadona.
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5. El estudio en pacientes en terapia de mantenimiento con metadona permitio el
establecimiento de posibles modelos cinéticos de disposicidon, obteniéndose
coeficientes de correlacion estadisticamente significativos tras el ajuste de la
disposicion de metadona en plasma a un modelo bicompartimental extravasal
(r=0.90, p<0.001, n=38), y de metadona en saliva a un unico compartimento
extravasal con constantes de incorporacion y de desaparicion de primer orden

(t=0.92, p<0.001, n=36).

6. Los ajustes realizados permitieron la estimacioén de los pardmetros farmacocinéticos
correspondientes en cada uno de los pacientes. Los valores medios de t'23, CL/F,
VdB/F, tmax(ss) y Cymedia(ss) para metadona en plasma se correspondieron con los
obtenidos en la bibliografia. También se observo que el tmax(ss) se alcanzaba mas
tarde en la matriz salival que en la plasmatica, lo que sugeriria (1) la presencia de un
cierto tiempo de retraso entre un compartimento y otro debido a procesos de
distribucion/redistribucién en el organismo, y (2) que la tasa de excrecion salival
estaria relacionada con la concentracion de farmaco en plasma (r=0.5159, p<0.001,

n=38).

7. Los cocientes S/P obtenidos durante el intervalo de dosificacion para cada uno de los
pacientes en terapia de mantenimiento con metadona mostraron que durante la fase
de supuesta eliminacién del farmaco, el cociente S/P medio era inferior al cociente
medio de areas bajo la curva de 0 a 24 horas, indicando la posible existencia de
grandes porciones de tiempo donde metadona se estaria absorbiendo, originando
altos cocientes S/P a los que estarian contribuyendo tres posibles factores: (1) el pH
salival débilmente acido; (2) la modificacion sistémica en la expresion de los

transportadores de eflujo; y (3) la recirculacion gastrointestinal de metadona.
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8. El estudio en pacientes en terapia del dolor permitié investigar la influencia de

10.

dichos factores sobre el cociente S/P, donde se observd (1) que el pH salival
débilmente acido favoreceria el paso de metadona libre en plasma hacia la saliva a
causa del efecto de atrapamiento i6nico, y que pH salivales bajos estarian asociados a
un aumento en la concentracion de metadona en este fluido, influyendo sobre el
cociente S/P final; (2) que el impacto que tendria el pH en el proceso de transferencia
de metadona hacia la saliva seria tal, que la contribucién de los transportadores de
eflujo seria minima; y (3) que la aparicion de picos postprandiales de metadona en
saliva respaldaria la hipdtesis de una muy probable recirculacion gastrointestinal de

farmaco que estaria repercutiendo sobre dicho cociente.

Se demostrd también que la técnica utilizada para la recogida de saliva influiria sobre
el cociente S/P final, obteniéndose valores mas 15 veces superiores al trabajar con
saliva no estimulada que con saliva estimulada. Los andlisis de correlacion
efectuados permitirian deducir la concentracion plasmatica a pre-dosis en pacientes
tratados con metadona a partir de muestras salivales obtenidas con dispositivos
Salivette® (r=0.79, p<0.01, n=12), asi como corroborar que el metabolismo de

metadona aumentaria en tratamientos cronicos.

La valoracion de las diferentes técnicas de recogida de muestras salivales condujo a
descartar las técnicas basadas en la estimulacion de saliva a la hora de determinar
concentraciones salivales de bases débiles con pK por encima del pH plasmatico en
estudios de monitorizacion terapéutica. El método de muestreo recomendado en estos
casos serian los dispositivos Salivette®, estableciendo previamente el grado de
adsorcién del farmaco al dispositivo. Sin embargo, en aquellos pacientes incapaces
de producir saliva, la monitorizacion deberia seguir realizandose a partir de muestras

plasmaticas.
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