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ARTiCULO ORIGINAL
Acta Pediatr Mex 2015;36:434-441.

Efecto sedante del midazolam
genérico versus innovador en ratas
Wistar

RESUMEN

Antecedentes: ocho de cada diez pacientes en Terapia Intensiva del
Instituto Nacional de Pediatria no obtienen el mismo efecto ansioliti-
co y sedante con midazolam genérico (PiSA®), que con el innovador
(Dormicum, Roche®) a pesar de que su biodisponibilidad es de 100%.

Objetivo: determinar diferencias significativas en el efecto sedante del
midazolam genérico y del innovador administrados parenteralmente.

Material y métodos: estudio aleatorizado cruzado en 24 ratas Wistar
macho distribuidas en 4 grupos (n=6). A cada individuo se le administro
una dosis de 0.5 mg/kg de peso via intraperitoneal. Se determinaron
los grados de sedacion mediante la escala de Salamone. Se midi6 la
concentracion del farmaco en las ampolletas de ambas marcas por
cromatografia liquida de alta resolucién.

Resultados: el efecto sedante del midazolam aparecié al mismo tiempo
y tuvo la misma duracion, independientemente de la marca. El efecto
tiende a ser mas duradero con el innovador pero sin ser estadisticamente
significativo (ANOVA, p <0.05). Asimismo, la mayoria de los animales
llegaron al nivel 3 de sedacion con ambas marcas.

Conclusién: tanto el midazolam innovador como el genérico tienen
el mismo efecto sedante: aparece al mismo tiempo y tiene la misma
duracion.

Palabras clave: midazolam, genérico, innovador, efecto sedante, ratas
Wistar, terapia intensiva.

Sedative effect of innovative midazolam
vs. generic in Wistar rats

ABSTRACT

Background: Eight out of ten patients in the Intensive Care Unit of the
Instituto Nacional de Pediatria do not set the same anxiolytic and seda-
tive effect using generic midazolam (PiSA®) as with the innovative brand
(Dormicum, Roche®), although its bioavailability is 100%.

Objective: To determine significant differences in the sedative effect
induced by generic and by innovative midazolam given parenterally.

Materials and methods: Randomised crossover study in 24 male Wistar
rats allocated into 4 groups (n=6). Each individual was given a dose
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of 0.5 mg/kg intraperitoneally; sedation levels were determined by the
scale of Salamone’s scale. Drug concentration in the vials of both brands
was determined by high performance liquid chromatography (HPLC).

Results: The sedative effect of midazolam appeared at the same time
for both groups and had the same duration regardless of the brand.
The effect tends to be more durable with the innovative, but without
statistical significance (ANOVA, p <0.05). Likely, most animals reached

Salamone’s sedation level 3 with both brands.

Conclusion: Both innovative and generic midazolam brands provide the
same level of sedative effect, which appears and lasts equally.

Keywords: Midazolam, generic, innovative, sedative effect, Wistar rats,

intensive care unit.

INTRODUCCION

El midazolam es una benzodiacepina utilizada
como ansiolitico e inductor anestésico en nifios
atendidos en unidades de cuidados intensi-
vos." Facilita la accién inhibidora del acido
gamma-aminobutirico? y tiene efectos sedante,
ansiolitico, anticonvulsivante y amnésico. Su
accioén farmacolégica aparece muy rdpidamente
y el efecto dura de 10 a 30 minutos, dependiendo
de la dosis.>* Debido a su baja toxicidad tiene
un amplio espectro terapéutico; puede admi-
nistrarse incluso a dosis altas para alcanzar el
efecto sedante sin causar toxicidad.*> Asimismo,
el acceso a las presentaciones genéricas de este
farmaco lo hace un modelo de sedacién efectivo
y barato.

A pesar de que no se ha llevado a cabo un ensayo
clinico controlado durante la practica clinica del
Servicio de Terapia Intensiva del Instituto Nacio-
nal de Pediatria, se ha tenido frecuentemente la
apreciacion de que la mayoria de pacientes que
reciben midazolam genérico (Laboratorios PiSA®

200 pg/kg/h) no experimenta sedacién adecuada
por lo que se requiere aumentar la dosis (hasta
1500 pg/kg/h). En cambio, con el medicamento
innovador (Dormicum®, Laboratorios Roche)
se alcanza sedacién adecuada con dosis de
200 pg/kg/h.

Hasta el momento no se ha descrito la compa-
racion entre el efecto sedante de dos marcas
comerciales de midazolam en nifios mexicanos
atendidos en Unidades de Terapia Intensiva, lo
cual es dificil debido a factores como la varia-
bilidad genética de la poblacion y las distintas
situaciones clinicas de los pacientes. Es por ello
que en el presente trabajo se ha propuesto eva-
luar rapidamente, en un modelo animal, el grado
de sedacién de las dos marcas de midazolam
empleadas en los pacientes. El estudio incluye
algunos factores como el andlisis del contenido,
la dosis, el tiempo que tarda en tener efecto y
el grado de sedacién en ratas Wistar. Todo con
el fin de tener una primera aproximacion de si,
efectivamente, hay diferencia de efecto sedante
debido a la marca del medicamento.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Todos los reactivos fueron grado analitico o
cromatografia liquida de alta resolucion. El
estandar de midazolam y el fosfato de potasio
monobasico fueron de Sigma (MO, USA), ace-
tonitrilo de J.T. Baker (MO, USA) y metanol de
Merck® (Darmstad, Germany). Las ampolletas de
midazolam en solucion intravenosa inyectable
fueron de la marca Dormicum® de Laboratorios
Roche (15 mg/3 mL nimero de lote RJ0505) y
el genérico fue midazolam de los Laboratorios
Pisa® (15 mg/3 mL nimero de lote B053656).
El agua grado cromatografia liquida de alta re-
solucién se obtuvo con un sistema de filtracién
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Estudio aleatorizado cruzado

Se emplearon 24 ratas Wistar macho de 16
semanas de edad, peso corporal 500 + 58 g.
Los animales se distribuyeron en cuatro grupos
de seis individuos cada uno y se les adminis-
tré6 midazolam de una u otra marca de forma
aleatoria. El estudio se realiz6 en dos fases:
en la primera los grupos | y Il recibieron el
farmaco innovador (Dormicum®) y los grupos
'y IV el genérico (midazolam de PiSA®).
Después de un periodo de lavado, de una se-
mana, en la segunda fase se invirti6 el orden
de administracion de las marcas, de modo que
los grupos | y Il recibieron el genérico y los
grupos lll'y IV el innovador. Con esto se ejecutd
un estudio totalmente aleatorio y cruzado en
el que cada individuo fungié como su propio
control. El estudio se hizo en el Bioterio de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional
de Pediatria, con estricto apego a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999¢ de
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buenas practicas de cuidado y uso de animales
de laboratorio.

Administracion del farmaco

Se diluyé midazolam a partir de la solucion
en la ampolleta de cada marca (5 mg/ml)
con solucién salina isoténica estéril hasta una
concentracion final de 2 mg/mL. A cada rata se
le administr6 (via intraperitoneal) el volumen
(en mililitros) correspondiente a 0.5 mg/kg de
peso corporal.

Grado de sedacion

Para vigilar los grados de sedacion se empled la
escala propuesta por Salamone y sus colabora-
dores” que consta de seis etapas de sedacién en
orden numérico descendente; a saber:

Etapa 5: Despierto y activo. Locomocién, des-
plazamiento y habitos sin alteracion.

Etapa 4: Despierto e inactivo. Locomocioén y
habitos disminuidos de intensidad.

Etapa 3: Sedacion leve. Ojos abiertos, muy poco
movimiento pero conserva su postura y responde
a estimulos tactiles.

Etapa 2: Sedacién moderada. Ojos a medio
cerrar, pérdida total de postura y no responde a
estimulos tactiles.

Etapa 1: Sedacién profunda. Apenas abre los
ojos, pérdida total de postura y movimiento. Sélo
responde a estimulos dolorosos.

Etapa 0: Suefio. Completamente dormido.
La accion del midazolam comenzé a medirse

desde el momento en que se hicieron evidentes
los primeros eshozos del efecto sedante; es de-
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cir, cuando cada animal llegé a la etapa 4 de la
escala de sedacion.

Determinacion de uniformidad de contenido de
las ampolletas

Para descartar que las posibles diferencias en el
efecto sedante se debieran a alteraciones en las
concentraciones del principio activo se determin6
la uniformidad de contenido de las ampolletas de
midazolam de ambas marcas por medio de cro-
matografia liquida de alta resolucién. De un lote
de diez ampolletas de cada marca se tomaron tres
al azar. Se hizo la inspeccién visual del contenido
y se determiné la hermeticidad del envase, asi
como la presencia o ausencia de particulas en
suspension. Posteriormente se vacio el contenido
en un tubo de vidrio estéril y se determiné su pH,
mas tarde se realizé una dilucién 1:1,000 en agua
estéril para obtener una concentracion de 5 pg/mL
que fue analizada.

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida que
consta de una bomba cuaternaria modelo 515,
un inyector automatico modelo 717, un detector
UV/Vis modelo 2487, todo de la marca Waters
(Milford, MA, USA). Para la determinacion del con-
tenido se utilizo un método previamente validado
en nuestro laboratorio, con una columna Pursuit
C18 5 pm de 150 x 3.9 mm marca Agilent®. Se
utilizé una fase movil de buffer de fosfatos pH 4.4
y acetonitrilo (70:30 v/v) a un flujo de T mL/min,
las muestras se detectaron a una longitud de onda
de 220 nm. El analisis de las muestras se hizo por
sextuplicado en un espectro de concentraciones
de curva de 0.1 a 10 pg/mL, con un valor de
r?=0.999. El farmaco se cuantific por un méto-
do analitico previamente validado® y fue lineal,
preciso, exacto y selectivo para midazolam entre
otros agentes sedantes y analgésicos de posible
administracion concomitante. Los coeficientes de
variacion de todos los parametros de validacion
fueron menores a 5% y la variacién con respecto
al valor nominal fue de 3.5%.
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Analisis estadistico

Los resultados de tiempo de aparicién de accion
y duracion del efecto se expresan en promedio
y desviacion estandar (media + DE) y se proce-
saron mediante andlisis de varianza de un solo
sentido (ANOVA, p <0.05).

RESULTADOS

No obstante que con la marca innovadora algu-
nos animales tuvieron un efecto mas duradero
que con el genérico (*grupos | y V) el analisis
de ANOVA de un solo factor (p <0.05) demostr6
que no hay diferencias significativas entre la apa-
ricion de la accién ni en la duracién del efecto
sedante con respecto a la marca (Cuadro 1).
Con respecto al grado de sedacion de la escala
de Salamone, a las dosis administradas, todos
los individuos tratados alcanzaron la etapa 3:
conservaron su postura y tenian los ojos abiertos
pero no tenian locomocién ni desplazamiento.
La Figura T muestra los porcentajes de individuos
en cada grupo que alcanzaron etapas mas pro-
fundas de sedacién (2 y 1). Ningdn individuo se
qued6 completamente dormido (etapa 0). En los
grupos |y lll el midazolam genérico logré que un
mayor porcentaje de animales alcanzara etapas
ulteriores de sedacion. En el grupo Il ambas mar-
cas obtuvieron el mismo porcentaje de animales
en etapa 3 de la escala de Salamone. El grupo IV

Cuadro I. Comparacién de la aparicion del efecto sedante y
su duracion en ratas Wistar tratadas con midazolam innova-
dor (Dormicum®) y genérico (Midazolam, Pisa®)

Grupo  Aparicion de accion Duracion del efecto
(N=6) (min) (min)
Innovador Genérico Innovador Genérico

| 3.8+27 2+08 78x72% 38+2
Il 22+11 16+09 38+16 28+1.38
Il 26+0.8 2+0.5 33+08 45+1.8
\% 24+12 24+1.1 115+£9.6* 44+3.1

*Valores sugerentes de un efecto mas duradero con el in-
novador comparado con el genérico pero sin significacién
estadistica (ANOVA, p < 0.05).
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tratado con el genérico tuvo 84% de animales
en etapas 2 y 1 de sedacion; fue el Gnico grupo
donde el genérico obtuvo grados de sedacién
mas profunda que el innovador (Figura 1).

En la Figura 2 muestra los cromatogramas de
ambas marcas: no hubo diferencias, lo que
indica que las ampolletas que fabrican ambos
laboratorios tienen la misma cantidad de farma-
co. Asimismo, dado que se trata de un farmaco
de administracion intravenosa en humanos la
biodisponibilidad (F) es de 100% para ambas
marcas. Cabe mencionar que la via intraperito-
neal empleada en este trabajo también origina
una biodisponibilidad de 100% (Figura 2).

DISCUSION
Aparicion de accion

El efecto sedante del midazolam comenzd a los
2 minutos, en promedio, independientemente
de la marca; con el innovador (Dormicum®) el

Grupo Il Grupo IV
[ Genérico

Grupo | Grupoll
B Dormicum®

Figura 1. Porcentajes de animales, de cada grupo, que
alcanzaron el nivel de sedacién 3 de la escala de Sa-
lamone. Las barras oscuras representan a Dormicum®
de Laboratorios Roche® y las claras al midazolam de
Laboratorios Pisa®. En todos los grupos hubo al menos
un individuo que alcanzé el nivel 3 de sedacién inde-
pendientemente de la marca. En el grupo IV la mayoria
de los animales alcanzaron niveles mds profundos de
sedacién a la misma dosis de medicamento genérico
(niveles 2 y 1).

Volumen 36, NUim. 6, noviembre-diciembre, 2015
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Figura 2. Cromatograma que muestra el tiempo de
retencién (6.1 minutos) del midazolam de ambas
marcas. La linea oscura es de Dormicum®y la clara
del midazolam de Pisa®. Ambos perfiles se superponen
perfectamente, lo que indica uniformidad de conte-
nido en ambas marcas.

efecto aparecié a los 2.2 minutos en el grupo
I, mientras que en el grupo | aparecio a los 3.8
minutos (Cuadro 1). Dichos tiempos de apari-
cion del efecto fueron el minimo y el maximo,
respectivamente, para esta marca comercial. El
efecto sedante del midazolam genérico (PiSA®)
aparecio también a los 2 minutos. En el grupo
Il el efecto aparecié inclusive antes que con la
marca innovadora (1.6 vs. 2.2 min); no obstante,
dichas diferencias no fueron estadisticamente
significativas en la prueba ANOVA de un solo
sentido (F = 3.64 vs. F critica = 4.06).

Con el disefio experimental empleado en este
trabajo se ha descartado la influencia de la
condicién de enfermedad o dafio orgéanico del
individuo, asi como de la variabilidad genética
de la poblacién pediatrica dado que las ratas
Wistar a las que se les administré el farmaco son
animales sanos, con la misma alimentacién y
viviendo en las mismas condiciones; asimismo,
su variabilidad genética es muy baja ya que todos
resultaron de la misma generacion filial. Por todo
esto se puede sugerir que las diferencias en el
efecto sedante de ambas marcas no se deben a
la formulacién quimica de las mismas. En este
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sentido se ha tenido una primera etapa que habra
de confirmarse con un ensayo clinico controlado
y comparandolo con marcadores genéticos del
metabolismo del midazolam como el citocromo
CYP3A4.

Duracion del efecto

Los datos del Cuadro 1 muestran que los efec-
tos sedantes inducidos por el midazolam de
ambas marcas duraron, en promedio, 6.6 mi-
nutos el innovador y 3.8 minutos el genérico;
lo suficiente para reducir la ansiedad e inducir
la anestesia antes de realizar intervenciones
quirdrgicas. La duracién del efecto, lo mismo
que su aparicién, comenzaron a contarse en
cuanto cada animal mostré los primeros indi-
cios de pérdida de equilibrio y desorientacion,
terminé cuando el animal recuperd su posicién
erguida y sus instintos naturales de exploracion
tactil y olfativa.

En los grupos 1 y IV el efecto sedante del Dormi-
cum®fue, en promedio, mas duradero que en los
grupos Il y 11l con el farmaco genérico; el efecto
dur6 7.8 y 11.5 minutos en promedio, respecti-
vamente (Cuadro 1). Estos datos sugieren que hay
una ligera tendencia a que el efecto sedante del
midazolam innovador sea mas duradero en algu-
nos individuos. De hecho, en algunos animales
de los grupos 1y IV el efecto duré hasta 25 o 30
minutos; sin embargo, no todos los individuos
en estos mismos grupos tuvieron una sedacion
tan prolongada; al promediar los tiempos y
ejecutar el andlisis estadistico las diferencias no
fueron estadisticamente significativas: F = 3.32
vs. F critica = 4.06.

El hecho de que con el midazolam de la marca
innovadora la duracion de la sedacién haya sido
mayor que con el genérico en algunos individuos
podria deberse a la variabilidad de respuesta
al farmaco que, incluso entre sujetos con gran
semejanza genética, es muy evidente.

INV

Grado de sedacion

A la dosis empleada en este trabajo 70 a 80%
de los individuos que recibieron Dormicum®
via intraperitoneal alcanzaron el grado 3 de
la escala de sedacion de Salamone; es decir,
tuvieron sedacion leve, con los ojos abiertos y
muy poco movimiento aunque conservando su
postura. El individuo, ademas, se quedé quieto
pero respondia a estimulos tactiles. Sélo 20 a
30% de los animales tratados con midazolam
de esta misma marca, a esta dosis, alcanzaron
grado 2 de sedacion, mas profunda que el resto.

El comportamiento de los animales tratados con
midazolam genérico fue practicamente el mismo
que con el innovador: los grupos |, Il 'y 1l tuvie-
ron 60 a 80% de los individuos en el grado 3 y
el resto en grado 2. La Unica variante fue en el
grupo IV donde la mayoria (52%) de los animales
alcanzé el grado de sedacién 1; 32% el grado 2 y
s6lo 16% el grado 3; es decir, que el midazolam
genérico obtuvo una sedacién mas profunda en
este grupo. No obstante, las diferencias tampoco
fueron estadisticamente significativas.

Implicaciones clinicas

Del presente estudio se desprende que en indi-
viduos genéticamente idénticos, tal como este
modelo de ratas Wistar, el efecto sedante de
ambas marcas de midazolam aparece al mismo
tiempo. Asimismo, aunque con el midazolam
innovador el efecto tendi6 a ser mas duradero,
no pudo considerarse como una diferencia real
entre las marcas. Adicionalmente, la uniformi-
dad de contenido entre las ampolletas de ambas
marcas (Figura 2) mostré que ambas marcas
contienen exactamente la misma cantidad de
medicamento.

Es posible sugerir que las diferencias observa-
das en el servicio de terapia intensiva podrian
deberse a diferencias individuales de respuesta
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al farmaco o a la condicién clinica de cada
paciente. Sabemos que la farmacocinética del
midazolam en pacientes criticamente enfermos
puede modificarse como resultado de una o
varias insuficiencias organicas,’ sobre todo las
disfunciones hepatica o renal.’®'2 Por otro lado,
en pacientes adultos la eliminacién del midazo-
lam varia notablemente entre sanos y enfermos;
aunque en pacientes pediatricos no se han en-
contrado dichas variaciones es de esperarse que
también ocurran.’™'> Un aspecto adicional que
puede influir en las diferencias observadas en
la clinica es la administracion concomitante de
inhibidores del CYP3A (cimetidina, eritromicina,
claritromicina, diltiazem, verapamilo).'®'8

Finalmente, es importante senalar que las di-
ferencias sedantes del midazolam de distintos
fabricantes podrian deberse a una apreciacion
subjetiva del personal. Respecto del midazolam
genérico empleado en Latinoamérica se ha
publicado que: “no se evidencia una verdadera
presencia de falla terapéutica con el uso de mida-
zolam genérico comparado con el innovador”."
Seria conveniente realizar un estudio clinico
controlado y aleatorio en nifilos mexicanos para
descartar verdaderamente la influencia de la
marca del farmaco o para adjudicarla sélo a la
variabilidad individual.

Implicaciones farmacoeconémicas

Desde el punto de vista econdmico existe
preocupacion del personal de enfermeria en la
unidad de cuidados intensivos de nuestra insti-
tucion: si los pacientes requieren dosis mayores
de midazolam genérico para lograr sedacién
ello implica el uso de 10 ampolletas de genérico
por cada ampolleta de innovador. El costo del
midazolam innovador, para nuestra institucion,
es de aproximadamente $750.00 pesos (caja
con cinco ampolletas de 15 mL) mientras que
el costo del genérico es de aproximadamente
$50.00 pesos (caja con cinco ampolletas de
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15 mL). De modo que si se tuviera que aplicar
diez veces mas cantidad de midazolam genérico
para obtener el mismo efecto que con el de inno-
vador el costo total seria de $500.00 pesos; aln
asi seria mas econémico. No obstante, también
hay que considerar que a mayores dosis de me-
dicamento existen también mas probabilidades
de interaccion farmacoldgica y de reacciones
adversas; sobre todo en pacientes que reciben
varios medicamentos en terapia intensiva.

CONCLUSION

En nuestro modelo bioldgico de ratas Wistar
(sanas y de la misma generacion filial), bajo
las condiciones experimentales y la escala
de sedacion empleadas se ha mostrado que,
exceptuando sutiles diferencias ambas marcas
de midazolam (innovador y genérico) tienen
el mismo efecto sedante, que aparece al mis-
mo tiempo y que tiene la misma duracién.
Se sugiere llevar a cabo un estudio clinico
controlado y aleatorio, con poblacién pedia-
trica mexicana representativa, para descartar
la influencia de la marca del farmaco en sus
resultados clinicos.
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