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CAPITULO I
INTRODUCCION

La cisticercosis humana es una consecuencia de la in-
gestiéh de huevos de Taenia solium por contaminacién fecal
de le alimentos y agua. Las larvas, en el organismo, se de=
sarrollan en cualquier £ejido blando, incluyendo piel, teji-
do subcutdneo, mdsculo, cerebro, hifgado, corazén, pulmén, ri
nén, ojos; si la invasién es en valvulas cardiacas o cerebro
puede ocasionar transtornos funcionales graves y producirse
asf un desenlace fatal. En México y en el mundo, donde exis-
te este padecimiento, puede con frecuencia desahuciarse a
‘las éersonas que lo padecen3’27.

La cisticercosis cerebral es una enfermedad gue, por
su frecuencia y gravedad, constituye un serio problema de Sa
lud PGblica y de enorme gaﬁo econfmico. ‘En Méxic027_pruebas
inmunoldgicas han demostrado que 2% de la poblacifn tiene
ciéticercosis; en regiones como el Bajlo la proporcidn aumen
ta hasta un 6%; de acuerdo a estadfsticas del Hospital Gene-
ral de S.S.A.; se encuentra en 3.5% de las autopsias practi-
cadas en dicho nbsocomio; se informa tambié&n, que uno de ca-
da diez pacientes que en M&xico necesita cirugfa cerebral pé
ra tratar crisis epileptiformes padece cisticercosis cere-

bral; en 182 pacientes por presunto tumor cerebral se encon-
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y?7. En México esta

traron 47 casos (25.8% de cisticercosis
parasitosis se encuentra en el 1-4% de los cerdos.

De esta enfermedad se ha avanzado muy poco en la far-
macoterap8utica; los medicamentos que hasta ahora se han.uti
lizado tieneﬁ varias desventajas: A) Los gque matan a Taenia
solium (estado adulto) en el intestino, son f&rmacos que no
se absorben y, por lo tanto, no pueden atravesar la barrera
hematoencef&lica y tener accifn sobre el cisticerco”'5l+ ]
B} Los f&rmacos, como metrifonato, que son capaces de matar
val cisticerco e incluso de mejorar a ciertos pacientes, tie-
nen el inconveniente de poseer un elevado poder t6xico,.por
lo cual su uso no se ha generalizadozo'sa.

Hasta la'fecﬁa el tratamiento de los parésitos en es-
ﬁado‘lar&ario ha sido quirdrugico y estriba en extirpar el
‘mayor n@mero posible de cisticercos: cuando los quistes es~
t&n alojados en el cerebro, existe un elevado rieséo y con~
secuencias psicomotoras, ya que pocos enfermos curan y, gene
ralmente, los que mejoran guedan con graves incapaéidadeé 1

sicas®’®7?9,

Durante los dltimos siete afios, se ha demostrado que
prazicuantel posee actividad antihelmintica, es eficaz con-
tra los esquistosomas y céstodos adultos, j6venes y larvas;
posee un indice de segquridad alto y se observa una buena to-

2,15,34,50 11,12,17,22-24,41

lerancia en animales Yy el hombre

En Mé&xico se-ha utilizado con éxito el prazicuantel



en el tratamiento de cisticercosis del cerdo a nivel sistémi
co a dosis de 50 mg/kg/dfa; la administracifn oral produce
muerte de cisticercos y durante guince dids de tratamiento,
la curaci6n de la enfermedad’ . En humanos ha sido eficaz en
casos de cisticercosis subcut&nea empleando dosis de 25 mg/
kg/dia durante tres atas®ir%8,

Actualmente, en el Hospital de Enfermedades Tropica-
les y el Hospital General, se lleva a cabo un amplioc estudio
de la eficacia del prazicuantel contra la cisticercosis, re-
portindose hasta ahora que han sido tratados con éxito com-
pleto mds de 200 enfermos que habian‘sido desahuciados por
nédicos. A los pacientes de este estudio se les administré
el firmaco en dosis de 50 mg/kg/diaw’“"52 |

El propdéito‘de este trabajo es elaborar un m&todo
analitico para cuantificar prazicuantel en fluidos biol6gi~
cos. CdnAél se podrfan desarrollar estudios farmacocin&ticos
orientados a obtener una dosificacién racional del fdrmaco,
y estudios de biqdisponibilidad y- biocequivalencia péra‘el
control de calidad de productos farmacéﬁticos.

~ Los par&metroﬁ que se tomarin en cuenta para desarro-
llar este método son: linealidad, sensibilidad,‘repetibili—
dad, especificidad y concentracidén minima detectable.

" Estos paré&metros, de acuerdo a modelos estad{sticos,

describen la .conftabilidad del método.




CAPITULO I .
GENERALTDADES

1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

1.1. Nombre Quimico

2-(ciclohexilcarbonil)~1, 2, 3, 6, 7, llb-hexahidro-
4H-pirazino t:z, l-a 7] isoquinolein-4-ona6’~2.
k Sinénimos: Prazicuantel, Droncit, Piquitén, Embay

8440, Biltricide, Cesol, Cisticide’’.

1.2. Férmula Condensada

C19H74N20,

1.3, Eérmula Desarrollada




1.4, Composicién Porcentuai

Carbono 73.05%, Hidrégeno 7,74%, Oxfgeno 10,.24%,

NitrSgeno 8.97%.
;.5. Peso Molecular
) 31?.41

1.6. Solubilidad

La solubilidad del prazicuantel es independiente del
intervaio de pH comprendido entre 1 y 10. Es escasémente 80—
‘luble en agua 0.043 g en 100 ml a 25°C y pH de 7.4°7; 9.7 g
eﬁ 100 ml de etanol a 25°c y 56.7 g en 100 ml de cloroformo

a la misma temperatu:a“z.

1.7, Descripcién

El prazicuantel es un s8lido éristalino,’de color blan
co a amarillento, olor débil caracterfstico, posee sabor amar

go y es inestable a la luz"?.

1.8. Punto de Fusién

136~139°¢"?.



1.9, Coeficiente de Particidn

Entre pH 1 y 10 es précticameq;ezindependiente del mis
mo. Para un buffer acuoso de fosfato (pH=7) : ciclohexano es
de 14:86 y para el mismo buffer : n-hexano de 38:62. En &ci-~
dos fuertes, como &cido sulfdrico 5-10 N y dcido clorhidrico
8 N, el prazicuantel puede ser extraido cuantitativamente de

37
ciclohexano- '.

1.10. Estabilidad en Solucién

En solucionen neutras o débilmente &cidas o alcalinas,
la concentracifn de prazicuantel disminuye en una cantidad . »
menor que el 2%, durante 16 horas a temperatura ambiente.

Prazicuantel puede sufrir hidrdlisis en un:medio fuér—

temente alcalino formando:

HOOC
: { j I |
Medxo; /\ +

alcalino fr COOH '
C ' H
2
0 e

En plasma, -a temperatura ambiente, el contenido dis-



minuyé en un 58 durante 16 horas. Cuando una solucién en plas
ma u orina es almacenada a -60°C durante cuatro semanas no se

observan cambioss7.

2. FARMACOLOGIA DE PRAZICUANTEL

2.1. Aspectos Farmacodindmicos

- 2,1.1. Efectividad terapéutica'y<actividad

farmacolégica

El prazicuantel es un antihelmintico que ha mostrado '
teﬁer,actiyidad contra todas las especies de esquistosomas
patbgenas para el hombré, tanto in vive como in vitro.

En parasitosis experimental debido a Squistosoma man-
soni se pudo observar gue prazicuantel (en ratén) es més efec
tivo con dosis repetidas que una dosis simple y éltaad; por
otra parte, Andrews y colaboradores concluyeron que la efica-
cia de prazicuantel es independiente de edad, peso ¥y sexo
del‘énimal huésped y de las especies de esquistosomasz.,

l Se ha demostrado que prazicﬁantel aes aficaz en solu-
cidn inyeétable {(administracisdn intramuscular y subcutdnea)
y en tabletas comerciales, en'perros de diferentes edades y

razas infectados con Equinococcus granulosusle'ag'u7.

Marshal I. y colaboradores han propuesto que una for-

mulacién de liberacién sostenida utilizando prazicuantel como



principio activo, provee una proteccién prolongada contra la
reinfeccién de este parisito, siendo una alternativa para el
control de Eguinococcus y otras enfermedades parasitarias de
importancia veterinaria’’l.

Las dosis administradas para el tratamiento de esquis
tosomiasis en el hombre, han sido de 20, 30 y 50 mg/kg/dia,
observéndose una proporcibn de cura del 92-96812723, 2%

Hasta la fecha, se ha reportado el alivio de mis de
25000 pacientes esquistosomiisicos, lo que conduce a que pra
. zicuantel sea en la actualidad, el féirmaco de eleccifn para
tratar esta parasitosis“s.

A este fadrmaco se le ha utilizado en el tratamiento

de Cysticercus cellulosae del cerdo, a dosis de 50 mg/kg/dia,

durante quince dias, observénéose que es 100% efectivo7.

' En casos de cisticercosis humana se ha utilizado pra-

zicuantel por varios investigadores de acueido a la tabla I.
‘ Se ha reportado la curacifn total de pacientes con cis

ticercosis subcuténea a dosis que varfan entre 25-75 mg/kg/

dfa de praiicuantelag.

Al tratar una neurocisticercosis con prazicuantel, se
produce la muerte del parisito en el sistema nervioso central
ocasionando reacéiones inflamatorias del tejido cerebral cir-
cuandanﬁe. Esto trae como consecuencia un aumento en la pre4
si&n>intracraneana (principal causa de muerte en esta enfer-

medad) y edema cerebral. Lo anterior se ha prevenido con la:



‘Investigadores

" “Rim y col. 1980
Brink y col. 1980
Robles Clemente 1980
Spina-Franca 1981
Spina-Franca 1981
.Spina~-Franca 1981
Botero y Castafio 1981
G6mez y col. 1981
Galindo y Sedano 1982

Dosis diaria

Tabla I

(mg/kg)

75
25
50
20
30
50
30
10
50

(25X3)
(8.3X3)
(25X2)
(6.6X3)
(10x3)
{16.6X3)
(10x3)
(3.3%3)
(25%2)

Dfas de trata Tipo de cils
tamiento

3-4 + 4

6
15

DA N NN
+ 4+ + + +

15

(= T -2 B ) T =) W ) |

ticercosis

C,

c y sC
c

a o a

oy s
cy sc
se

Pais

Corea
Chile
México
Brasil
Brasil
Brasil
Colombia
Colombia
México

Ref,

21
21
38
21
21
21

21
17

biferentes regimenes de dosificacitn empleados para el tratamiento de cisti-
cercosis en algunos paises donde exigste esta enfoermedad. ¢ = cisticercosis

_cerebral, sc = cisticercosis subcutdnea, o = cisticercosis ocular.
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administracibn de corticosteroides y diuréticos!?,

En 1981 Chavarrfa y colaboradores““ observaron gque en
muchos pacientes que habfan recibido tratamiento con prazi-
cuantel se presentaban sintomas similares a los de cisticerco
sis cerebral. Posteriormente descubrieron que en la sangre
del 30% de estas personas existia el Factor de Inhibicién de
los Macréfagos. Para resolver el problema, este grupo de in-
vestigadores propuso vacunar a los enfermos, después de dos
meses del tratamiento con prazicuantel, con una dosis de Cal

mette-Guerin con Mycobacterium tuberculosus (BCG) para desen

cadenar una respuesta inmune en el organismo que neutraliza-
" ra las toxinas liberadas por los cisticercos calcificédos.
| Posteriormente, en 1983, Cal y Mayor propusieron el
tratamiento ideal contra la cisticercosis, reemplazando el
ﬁso de corticosteroides por la administracibn intravenosa de
‘histamina en forma concomitante de prazicuantel y antigenos
polivalentes por via subcuténea. Ellos obtuvieron una res-
puesta buena o excelente, pues lograron suprimir la sintoma-
tologfia causada por esta enfermedad” .
| Por otra parte, se . ha reportado que prazicuantel no
es eficaz contra la cisticercosis ocular cuando el pardsito
se localiza en humor vitreo, ya que esta zona carece de va-
508 sanguineoss. Algo semejante ocurre en las formas cerebra
les intraventriculares en que el cisticerco ge encuentra en

liquido cefalorraquideo; donde- las concentraciones alcanza-

.
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das por el f&rmaco son muy bajasag.

Hoy en dfa, el uso de prazicuantel permite por prime-
ra vez lg posibilidad de tratar farmacolégicamente la neuro-
cisticercosis humana con altas probabilidades de éxito, sin
tener necesariamente que recurrir a la cirugfa, incluso en
aquellos pacientes a los que las medidas médico~qgquirtrgicas
tienen muy poco o nada que ofrecerles, en ocasiones contribu
yendd decisivamente a salvar una vidazl.

Dentro de la actividad farmacoléSgica, se ha reportado,
que prazicuantel en estudios in vitro, muestra tener activi-
dad espéstica y/o paralizante, contra céstodos, nendtodos y
tremitodos que se encuentran en. tejido ailislado del huéspéd“8=
Andrews sefialé gque una concentracifn plasmitica de 0.3 ug/ml
causa contraccién y pardiisis instantdnea de Saquistosona gggf
soni en ratonesz.

- Prazicuantel, en concentracidn de 350 ug/ml inhibe la
colinesterasa de S. mansoni, bloqueando el 50% de su activi-
dad. Este firmaco ejerce menor efecto sobre aqetilcélineste—
rasa presente en cerebro de ratfn, ya que inhibe el 30% de
su actividad a concentracifsn de 1400 yq/mlzs.

Thomas H. ¥ t::ol.'51 reportaron gque prazicuantel a uﬂa
concentracién de 0.1 ug/ml inhibe la captacién de glucosa en
céstodos adultos in vitro.

Poxr otra pérte, se observé que este £armaco no posee

efecto ovicida, sobre huevos localizados dentro y fuera
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de proglétidos de Equinococcus granulosus“7.

In vitro, prazicuantel produce un efecto inotrépico
positivo en concentraciones de 0.3-1.5 ug/ml, observdndose
que a concentraciones mayores provocaba arritmia y efecto

asistdlicoa.

2.1.2. Mecanismo de accién

Se ha reportado que prazicuantel sobre esquistosomas
adultos aumenta la permeabilidad de la membrana celular del
mﬂsculq, dando cbmo resultado una despolarizacién de éstaz,

Z+ y Na®* 1o cual provoca la

estimulando asf el flujo de Ca
contraccibn en el paiésitoSJ; existen varias hip6tesis péra
explicar este mecanismo: ‘

Pintip R.35 propone que debido a la naturaleza lipo-
soluble de prazicuantel, puede interactuar con componentes
1ipfdicos de la membrana tegumental asociados con los cana-
les Ae calcio y asf alterar el transporte de este ifén; o bien
puede afectar enzimas como Ca2+- ATPasa. :

Colee vy col.10 proponén que prazicuantel puede abrir
poros en la membrana permitiendo un r&pido flujo de iones,

2+ 2* en

acompafiado por una acumulacién aumentada de Ca‘®’ y Mg
el pardsito. _ »
En investigaciones realizadas por Chubb y Bennett8 se

concluyé que el flujo de‘Ca2+ provdcado por prazicuantel en
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miisculo es mediado por otros mecanismos que no son por esti-
mulacién adren&rgica, inhibicifn de Na+,K*- ATPasa, ni tras-

lacidn de catifn ionéfoxo.

Por otra parte, Kﬁhlexz6 obsexv6 en céstodos adultos

que prazicuantel difgnde a la mitocondria y en ella inhibe
la acti&idad de NADH oxidasa lo que a su vez provoca la no
fofmaci&n de ATP. Este fdrmaco al alterar la permeabilidad
de la membrana, ocasiona la pérdida de material orgénico,
principalmente ca;bohidratos“g. La combinacidén de los dos

factoreé anteriores provoca la muerte del pardsito.
2.1.3. Toxicidad clinica y preclinica

La toxicidad aguda de prazicuantel determinada en di-

ferentes especies aniﬁales se muestra en la tabla II,

| En la tabla IIT se observan los resultados publicados
por Frohberdylo, que muestran la toxicidad de prazicuantel
. después de administraciones orales repetidas. Los resultados
se va;bran en base a la conducta, peso corporal, ingestién
de alimentos, d8rganos sensorialeé, hematologfa, quimica san-
guinea, autopsia, peso de 6rganos e histopatologfa.

| " Con respecto a la toxicologia en la reptoducci6n10,
prazicuantel no tuvo efectos embriotSxicos ni teratogénicos
en ratas y conejos, afin cuando efectos tb6xicos maternos, co-
mo salivéciﬁﬁ aumentada y diarrea, fueron observados en ani~

males gestantes.
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Tabla IIX

via de administracion Especie DL,
{machos y hembras sanos) mg/kg

oral Ratén ‘ 2454

' Rata 2976

Conejo 1100

Subcutédnea ‘ Ratdn . ) ’7268

| Rata . 16000

Intramuscular : : Ratdﬁ S : 2000

Rata o 1000
Intraperitoneal } " Rata : 795 -

Comparacién de la toxicidad de prazicuantel entre especies y
diferentes vias de administracién. La toxicidad aguda en pe-
rros no- pudo ser evaluada debido a que se presenta un efecto

emético a 200 mg/kg de prazicuantelz.

En dosis de 30, 100 y 300 mg/kg este f&rmaco no tuvo
efécto alguno en la fertilidad del macho o de la hembra; ni
en el cigoto, su transportacién, 1ﬁplantaci6n y-desarrollo;
ni en el parto, el recién nacido, la lactacién, el destete y
el desarrollo postnatal del producto; ni en la capacidad re~

1 2

productiva de ‘1a generacién F y la generacién F° en ratas.
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. ?abla III

Especie y cepa Dosis Peribdo de Resultado
(mg/kg) tratamiento

Rata Wistar 0 4 semanas Sin lesiones re-
30 . lacionadas con
100 ' el medicamento
300 '
1000
Perro Beagle : 0‘ 4 semanas  Sin lesiones re~
7 V 30 13 semanas lacionadas con
- 60 = el medicanento
180

Toxicidad de pfazicuantel.‘Sevobserva que después de la admi
nistracién oral repetida durante cuatro semanas las ratas to
~ leran nivelés‘de dosificacién diéribs de 30, 100, 300 y 1000
mg/kg de prazicuantel, sin lesiones relacionadas al medica-
mento. En perros beagle, no causaron dafio orgénico alguno
después de tres meses bajo las condiciones experimentales dg
gl ’

da

Pox otra pafte, ninguna actividad mutagénica atribui-

. ble a prazicuantel fué informada a partir de ensayos con in-
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termediacitn de huésped con tres cepas de Salmonella typhimu-

ruim en.ratones como animales huéspedeslo. Sin embargo, Bi-
llings“ reportd que en bacterias y células animales (50 ug/
ml de prazicuantel), puede actuar come un débil comutdgeno
en presencia de algunas sustancias mutaéénicas y carcinogé-
nicas.

Se realizaron pruebas combinadas de carcinogenicidad
y toxicidad crénica en estudio de 2.5 afios en.ratas,y 80 se~
' manas en cricetos sirios. Los animales fueron Fratadqs con
4;00 y 250 mg/kg/semana de prazicuantel, Los estudios se coh—

cluyeron demostrando baja toxicidad y ausencia de accidn car
10,16,45

cinogénica

‘ Se ha réportado7 que este férmago no provocé irrita-
cidn en muCosas-(prueba en mucosa ocular de conejo) ni en la
piél,(prueba en huménos y cuyos).

En investigaciones realiadas en Zambia, Filipinas y
12,23,24%,41 '

" Brasil con personas parasitadas con esquistosomaé
se observé que no hubo cambios en pruebas bioquimicas y hema
tolﬁgicas ni electrocardiograma después de la administfacién
prolongada de prazicuantel; a dosis de 3 X 20 mg/kg/dfa, el
38% de los pacientes con edad de 5-72 afios presentaron moles
tias o dcloreé abdominales, dolor de cabeza, sudoracién, de-‘
r,bilidad, n&use& y vErtigo. Estos efectos aumentaban conforme
“el estado de enfermedad era mds avanzado.

40

En_México[ Roblés '~ administrando prazicuantel. ‘20 mg/
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‘kg/dia, dprante quinée dias) a enfermos con neurocisticerco-
Sis, observ6 algunas reacciones secundarias como cefaleas,
vémito,.urticaria, agresividad, depresién mental, mareosbe
hiperglicemia en el 33% de los casos, desapareciendo al sus-

pender el tratamiento.
2.2. Aspectos Farmacocinéticos

2.2.1. Absorci6én y distribucién

Se ha reportado que prazicuantel después de su adminis
tracién oral, es chantitativa v r&pidamente absorbidos en el
‘tracto gastrointestinal, En algunas especles estudiadas se
'éalculﬁ la aﬁsorcién‘oral en relacidén a una solucién adminig.
“trada intravenosamenté, obteniéndose los siguieﬁtes resulta-~
dos: mono rhesus 75%, rata wistar 77%, perro beagle 90%, ove
ja 100%. En ésta investigacifn se observé que la concentra-
¢ifn mixima de prazicuantel y sus metabolitoé en suero, es

alcanzada en un lapsq‘de 30-60 minuots'’.
| En estudios realizado§ in situ en ratasq7. se encon-
tr5 que en seis horas, menos de la mitad de la dosis de pra-~
zicuantel fu& absorbida en estSmago; Xiao55 reportf que el
" f&rmaco se absorﬁié en una proporcién mayor en ducdeno e
kIleon. | ' | |
" En hombres sanos, existe absorci6n énteral mayor del

80% de la dosis administrada de prazicuantel, observindose



18

que el tiempo en el que se alcanza la concéntracidn ﬁlasmé—
tica médxima es de 1-3 horas. '

Steiner y col.*® investigaron los perfiles de distri-
bucibn de prazicuantel marcado con C’4 después de a&ministrg
ciones simples y repetidas, mediante soluciones oral e intra

Qenosaien_ratas wistar, los resultados obtenidos se encuentran
en la tabla IV.

- Como se muestra en la tabla IV, después de ambas vias
de administracifn, prazicuantel se localiza principalmente
en higado y rifi6n.

Administraciones diariamente repetidas de este‘férma-

"éo, en comparacidn de una dosis simple, en algunos Srganos
sefpreéenta un pequefio aimento en la concentracién; sin.em—
bargo, no existe acumulacidn otganoespecifica después de va-

rias administraciones“ﬁ.

, La comparacidh de valores de prazicuanﬁel en plasmh,
rifibn, higado y cerebro, mostrS claramente que solo pequefias
céntidadeé llegan a este Gltimo, esto es, solamehte'I/S a
1/3 en comparacién con el plasma, Resultados similares fue~
ron obtenidos por Andrews quien investig6 la penetracién de
prazicuantel a través de la barrera hematoencefdlica en ra-
tas. La concentracién en el lfquido cefalorraquideo fué de.
l[5~a 1/7 de la cantidad de prazicuantei en plasma.'Unicameg
te el fdrmaco inalterado se distribuye en cerebro, yé que

los metabolitos no son capaces de penetrar la barrera hemato



Plasma

Higado .

Rifiones
Mdsculo
" Grasa

Cerebro

~ Tabla IV

"Adméh,Aiv. 2 mg/kg

5 min
1.03
3.97
2.18
0.59
0.60
0.57

1h
0.21
0.97
0.47
0.11
0.29
0.05

8 h
0.09
0.32
0.24
0.06
0.05
0.02

24 h

¢6.01
0.04
0.02
0.01
0.01
6.01

24%

0.04
0.14
0.10
0.02
0.03
0.01

Admon, oral 10 mg/kg

30 min

0.29
2.11
0.93
0.11
0.14
0.04

2 h
0.24
1.16
0.71

0.15

0.909
0.03

8 h
0.10
0.45
0.29
6.07
0.04
6.02

24 h
0.02
0.04
0.02
0.01
0.01
0.01

24 h¥

0.04
0.19
0.14
0.02

0.04

0.01

» Distribucibn de radiocactividad {(en % de dosis de prazicuantel) en algunos érga--

‘nos- de rata. *

Resultados
do ‘una diariamente.

obtenidos después de administrar tres dosis aplican

BT



encefalica”®.

En .z'.nvest;f.gac::Lorxesu6 acerca del paso de prazicuante.
a través de placenta se mostrd gque 24 horas despuBs de una
administracidn intravenosa del fdrmaco se encontraba dnica-—
mente el 0.3% de la dosis en el feto, lo que indica gue este
farmaco difficilmente atraviesa la barrera placentaria.

plitter vy coi.36 observaron que en diez mujeres lactag
tes, saludables, las concentraciones z2n plasma fuexon, en
promedio, cuatro veces mds elevadas que las concentraciones
en leche. Los valores promedio de las concentraciones en le-
che aumentaron .y disminuyeron de acuerde con las concentra=-
ciones plasmdticas.

En cuanto a su distribuci6n en par&sitos Thomas y col.

52 . . .
establecieron que en taenias adultas el prazicuantel mar-

cado con CH se distribuy6 homogeneamente a través de los te
jidos, mostrando que no hay acumulacién selectiva en ciertos
6rganos de los pardsitos. Con respecto a los cisticercos, el
farmaco es capaz de penetrar la pared del quiste 'y destruir-
lo dentro. Sin embargo, a partir de los estudios de capta-
clén del prazicuantel marcado, se ha observado que la pared
quistica es una barrera de penetracidn del f&rmaco. La con-
centracifn de prazicuantel fué de cuatro a diez veces mayor

en la pared quistica gue en el tejido larvario contenido en

el quiste.



2.2.2, Metabolismo

Diekman y co1.'? investigaron el metabolismo de prazi
cuantel en diferentes especies animales, observando que
treinta minutos después de su administracién oral, solamente
1% de la cantidad total en plasma es f&rmaco .inalterado. En
contraste con esto, cantidades considerables de prazicuantel
es£uvieron presenfes en suero durante un periodo prolongado
de tiempo despu&s de una inyeccifn intravenosa. Esta difereg
cia se debe a que se presenta un intenso metabolismo hepdti-
co, efectuado antes de que prazicuantel alcance la circula-~
cibén general, siendo particularmente prominenﬁe en ratas, mo
no rhesus y menos notable en perros beagle. Sin embargo, se
observs que no hay diferencias cualitativas en los metaboli-
tos utilizando diferentgs—vias.

En estudios realiados en ratas?®

demostraron que €l
metabolismo de prazicuantel puede ser inducido por la admi-
nistracién de fenobarbital.

Andrewsl observé en ratones parasitados con Sguisto-
soma mansoni una reducida capacidad de bilotransformacién en
el hfgado, con respecto a animales sanos, provocandoc que el
prazicuantel inalterado permanezca por mayor tiempo en san-
gre, de este modo, aumenta el drea bajo la curva de grédficas
que representan la concentracién de prazicuantel en plasma

con respecto al tiempo, incrementando asi la biodisponibili-

dad y el tiempo de vida media del fdrmaco en ratones infecta
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dos.
'Investiqaciones realizadas con prazicuantel marcado

con CM

mostraron que S, mansoni es incapaz de transformar
al férmaco metab6licamente.

Leopold28 en sus investigaciones efectuadas en volun—
tarios sanos, encontré una diferencia de casi cien veces en-
tre la concentracién sérica de prazicuantel no metabolizado
con respecto a la del firmaco total (inalterado y metaboli¥
tos). Después de dosis orales finicas de 5, 10, 20 y 50 mg/kg
se observ§ una dosis~dependencia en las concentraciones de
prazicuantel inalterado. Esto puede indicar que el ﬁetabolig
mo dependis de la dosis en cuanto a.capacidad. En este estﬁ-
dio se concluyé‘que el metabolismo de este‘férmaco, es cuall
tativamente independiente de sexo y dosis administradaaa.
Andrews y col.? trabajando con metabolitos formados

en el hombre, reporté que estos son de extremadamente baja o

carente actividad antiesquistosomal.

2.2.3. Excrecién

El prazicuantel es répidamente excretado como una di-
versidad de metabolitos, predominantemente poxr rifién, en ra-
/tas, monos, perros y humanos. Las porciocnes prinéipales del
compuesto administrado fueron recuperados principlamente en
la orina; no encontréndose diferencia de metabolitos deapuéé

- de la administracidén oral e intravenosa; la ruta fecal, como’
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via de eliminacidn, fué de menor interés para todas las es-
pecies investigadasla.

En los animales estudiados, la excrecidn ocurrié como
una variedad de metabolitos, algunos'de ellos conjugados con
dcido glucurénico y/o sulfdrico y con grupo hidroxi!®.

En el hombre, ia eliminacifn renal en cuatro dfas fué
de m&s dél 80%, y de esta cantidad méds del 90% fué excretada
en las primeras 24 horas. Después de una'doéis'ﬂnica, sola-
mente del 0.0001 al 0.001% de la dosis fué eliminada como
prazicuantel inalterado en orina, en un periodo de tiempo de
0 a 24 horas; leos principales, productos de eliminaci&n son
metabolitos conteniendo uno o dos grupos hidroxi dentro de
la molécula del férmacoaw. En hombres saludables, se observd
que el tiempo de vida media del fd&rmaco fue de 1.0 a 1.5 ho-
ras y 4.0 horas para fdrmaco total (inalterado y metabolitos)

28

En mujeres lactantes sanas?s,lé excreciSn en la leche
fué de 0,008% de la dosis administrada, y un tiempo'de vida

media de 2.1 horas.

3. METODOS DE VALORACION EN FLUIDOS

BIOLOGICOS

Para estudios farmacocin&ticos y de biodisponibilidad
de prazicuantel en hombres y animales, es necesario la deter

minacién de eéte farmaco y sus metabolitos en flufdos biold-
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gicos.
Los métodos analiticos seben ser muy sensibles, ya
qgue las concentraciones que se encuentran en flufidos bioldgi

cos son del orden de pg/ml.
3.1. Mé&todo Radiocactivo

Para la determinacién radioactiva de prazicuantel en

13-46 y £flufdos bioldgiccsks, se ha utilizado la molé

14

Srganos

cula del f4rmaco marcado con C

'[:::::[::izzll:rjﬁi)
. pﬁ '

C

, de la siguiente forma:

0F

El método es muy sensible, pero no es especifico, ya.
que no nos diferencia el prazicuantel inaltefado de sus meta

bolitos’?.
3.2. Fluorometrl;

El método fluorométrico se ha utiliéadé para la defeg

33,36,37 17

minacién de prazicuantel en plasma , orina ¥y leche



25

36

De acuerdo a las investigaciones realizadas por Plitter
J.37 el método es muy sensible, presenta un 1fmite de deter-
minacién muy bajo, 3 ng/ml en plasma sangufneo y 4 ng/ml en
leche. Para los fluldos anteriores el coeficiente de varia-
ci6n es del 7.5% a una concentracién de 200 ng/m136’37. Este
método presenta linealidad en un intervalo de concentracién

de 25 ng a 2 ug/mla7.

3.3. Cromatograffa de Gases

Dickman!® estableci6 un método para cuantificar prazi

cuantel en fluidos hiolSgicos por medio de cromatograffa de
gas~lfqguido, en las deterninaciénes utilizé un detector de'
iopizacién de flama alcalina. De acuerde a las condiciones
probadas, este investigador encontrS que el limite de deter-
minacién en suero para el fdrmaco es de 10 ng/ml, vy el coefi
ciente de variacibn, para una concentracién sérica de 0.1 pg/

ml es de 4.5%.,
3.4. Cromatograffa de Liguidos a Alta Presifn

Shua-xua y col.*? probaron para la determinacidn cuag

titativa de prazicuantel, en suero, un método analiticq'uti-
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lizando cromatograffa de lfquidos a alta presidn.

Con las condiciones propuestas, el método ofrece un
limite de sensibilidad de prazicuantel en suerc de 2.5 ng/ml;
coeficiente de variacidn de 2.6% a una concentracién de 2.5
'ng/mL y linealidad en intervalo de concentraciones de 60 a

800 ng/ml.



CAPITULO IITI

PARTE EXPERIMENTAL

.1. DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN
PLASMA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA
DE GAS-LIQUIDO

1.1. Material y Equipo

Balanza ahalitica Mettler modelo H 54-AR

Agitador mecdnico Lab-Line Instruments/Dubanf 1néu-
shaker modelo 3575

;Agitador vortexR sSybron Thermolyne modelo M-16715

Centrifuga Damon/IEC;Division modelo HN-SII

CromatSgxafo de gases Varian modelo 3700, equipado
con detector de ionizacién de llama

Registrador Varian modelo %176
1,2. Reactivbs

Prazicuantel quimicamente puro obtenido de Merck
'Estdndar interno: 2 cicloheptil-~carbonil-4.oxo-1, 2,
3, 6, 7, 11 b-hexahidro-4H-pirazino- (2, 1a)-isoqﬁindle£na

'proyorcionado por Merck
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Lentejas de hidr6xido de sodio, reactivo analitico,
Técnica Quimica S.A.

Fosfato de potaslo monobdsico, reactivo analitico,
Quinmica Jve

Fosfato de potasio dibdsico, reactivo analftico, Qui-
mica JVC

Sulfato de sodio anhidro, reactivo analftico, Quimica

Acetona, grado reactivo, J. T. Baker

Acetato de etilo, reactivo analitico, Quimica JVC
Eter isopropilico, reactivo analitico, J.'T. Baker'
Disulfuro de carbono, reactivo analftico f,bidestila-

do, J. T, Baker
1.3. Soluciones

Hidré6xido de sodioc 0.2 N

Mezcla de acetato de etilo-&ter isopropilico (3:7,
v/v) ‘

Buffer de fosfatos pH = 6

soluciones de prazicuantel en acetona concentraciones
de 1000, 8, 4, 2 y 1 ug/ml

Soluciones de prazicuantel en plasma concentraciones
de 8, 4, 2 v 1 ug/ml 7

Salucidn de estdndar interno (cicloheptil hom8logn de
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prazicuantel) concentracién de 96 ug/ml disuelto en disulfu-

ro de carbono.
1.4. Preparacifn de las Diluciones

Se pesaron 10 mg de prazicuantel én un matraz volumé-
trico de 10 ml, se afor6 con acetona.

80 microlitros de la solucién anterior se colocaron
eﬁ.un matraz volumétrico de 10 ml y se aforé con plasha {con
centracidn de 8 ug/mi).

Una alfcucta de 5 ml de la solucidn descrita anterior
mente, se afor6 con plasma hasta un volfimen de 10.ml (concen
tracién de 4 ug/ml).

vLas soluciones de concentracién de 2 y 1 ug de prazi-
cuantel por ml de plasma, se prepararon una a partir de otra,
siguiendo el procedimientc anterior. .

De manera similar, a la que anteriormente se‘describe,
se prepararon las soluciones de 8, 4, 2 y 1 ug/ml disueltos
en acetona.

Se pesaron 24 mg de esti&ndar iInterno de praziéuantel,
en un matraz de 25 ml, se afor$§ con disulfuro de carbono.
Una alicuota de 1 ml de esta solucién, se llevé con el mismo
disolvente a un voldmen de 10 m;, en un matraz volumétrico,

‘obteniendo una solucifn de 96 ug/ml.



30

1.5. Mé&todo de Extraccidn

Se efectuf la extraccién de prazicuantel en plasma
de acuerdo al esquema 1, en el que se muestra que, a partif
de 2 ml de plasma previamente alcalinizado, se adiciona una
mezcla de disolventes, se agita suavemente y se separan las -
fases; posteriormente, la fase orgdnica se lava con una so-~
lucibn amortiguadora (pH = 6) para la eliminacién del &lcali,
el extracto se seca y evapora. El residuo se reconstituye
con disulfuro de carbono conteniendo el est&ndar y se anali-

za en cromatografia de gas-~liquido.
1.6. Condiciones Cromatogridficas

Columna: material de vidrio, longitud 168 cm y difme-
‘tro interno‘dé 2 mm ‘

Fase estacionaria: aceite de silicona 0V-3 al 1.5% so
bre Chromosorb W-H-P, malla 80/100: '

Gas portador: NitrxSgeno, flujo 25 ml/min

Temperatura de inyector: 290°C

Temperatura de detector: 300°C

Temperatura de columna: 250°C

Velocidad de la carta: 2.5 mm/min

Las condicliones de temperatura programada:

Temperatura de inyector: 290°C

Tempefatura de detector: 300°C
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Esquema 1

2 ml de plasma

1 ml de NaOH pH = 13

. Extraccién con 3 ml de

acetato de etiloféter
isopropllico

Agitacifn mecdnica 10 minutos
Centrifugacién 1500 rpm 10 min.

Lavar la fase orgénica'
con 3 ml de buffer

Agitacifn mec&nica 10 minutos
; Centrifugacién 1500 rpm 10 min.

‘Secar la fase org&nica

con Na2804

Centrifugar a 1500 rpm 10 min.

Evaporar a sequedad en
bafic maria. Reconsti-
tu;r con 20 ul de CS2
conteniendo el esténdar

Agitacidn en Vortex

An&lisis en cromatogra
ffa de gases

Técnica empleada para la extraccién de prazicuantel en’'plas

31
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Temperatura inicial de columna 240°C durante 3 minu-
tos, aumentando 2°C cada 2 minutos, hasta una temperatura fi

nal de 250°C, manteniéndose 12 minutos.

2. DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN
PLASMA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA

DE LIQUIDOS A ALTA PRESION

2.1. Material y Equipo

Balanza Analitiéa Mettlgr modelo H 54-AR

Agltador mecdnico Lab-Line Instruments/Dubnoff incu-
shaker modelo 3575 |

Agitador VortexR Sybron Thermolyne modeio M-16715

Cehtrifuga Damon/IEc¥Division modélo HN-SIT

CromatSgrafo de liquidos Perkin Elmer series 2

Detector de longitud de onda variable LC-75

Eétaciﬁn de datos Perkin Elmer sigma 15

2.2. Reactivos

Prazicuantel quimicamente puro obtenido de Merck

Cicloheptil homélogo de prazicuanﬁel'(esténdér inter-
no)} proporcionade por Merck '

Lentejas de hid;éﬁido de sodio, reactivo analiﬁico;

T&cnica Quimicé S.A.
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Fosfato de potasio monobdsico, reactivo analftico,

Quimica JVC

Fésfato de potasio dibdsico, reactivo analitico, Qui-

mica JVC

Sulfato de sodio anhidro, reactivo analftico, Quimica

JvC
Acetona, grado reactivo, J. T. Baker
Acetonitrilo HPLC Mexck v
Agua deionizada y filtrada para cromatografia deylr-
quidos.

2.3. Soluciones

Hidr6xido de sodin 0.2 N
Mezcla de acetato de etilo-fter isopfopiliqo (3:7,
v/v) A _ V '

' Buffer de fosfatos de pH = 6
Soluciones de prazicuantel en acetona concentracién
de 1000, 10, 8, 4, 2 y 1 ug/ml.

Soluciones de prazicuantel en plasma concentracién de
10, 8, 4, 2, 1, 0.5y 0.25 ug/ml.

Soluciones de estdndar interno concentraciones de 20

y 10 pg/ml disuelto en agua-acetonitrilo (1:1, v/v).
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2.4. Preparacién de las Diluciones

Se pesaron 10 mg ae prazicuantel en un matraz volumé-
trico de 10 ml, aforandose con acetona.

Un volfimen de 200 microlitros de la soluci6n descrita
anteriormente, se colocd en un matraz de 10 ml y se aford con
plasma (concentracién de 20 ug/ml). '

Cinco ml de la solucibn anterior se aforaron a un vo-
ltmen de 10 ml con plasma (concentracién de prazicuantel 10
pg/ml) . '

Para obtener una concentracidén de 8 ng/ml, se tomaron‘
4 ml de la solucidn que contenfa 20 ug de prazlcuantel por
ml de plasma hasta un voldmen de 10 ml.

Una al;cuota de 5 ml de la solucibn descrita anterior
_ménte (8 ug/ml) se aforb con plasmabhasta obtener 10 ml (con
‘centracién de 4 ué/ml). ’

Las soluciones de 2, 1, 0.5 y 0.25 pug/ml se prepéra—
ron una a partir de la otra, siguiendo el procedimiento an—
terior. ‘ v

De maneré similar a la que anteriormente se describe,
se prepararon las soluciones de praziéuantel_de 10, 8, 4, 2
y 1 yg/ml en aceténa.

, Se pgsaroh 10 mg de estédndar interno de prazicuantel
en un matraz volumétrico de 10 mi, afordndose posteriofmente,

con una mezcla de agua-acetonitrilo. Una alfcuota de 1 ml de
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esta solucién, se llevé, con el mismo disolvente a un vold-
men de 10 ml., De la solucifn anterior se tomarcn 2 y 1 ml,
afordndose a un volimen de 10 ml para obtener concentracio-

nes de 20 y 10 pg/ml respectivamente.

2.5. M&todo de Extraccibn

~SBe efectud la extraccién de prazicuantel eﬁ plasma de
acuerdo al esquema 2. La técnica empleada es semejante a la
que'sé describe en el esquema 1 (seccién III.l.5.) donde se
utiliza el doble de la cantidad de muestra que en cromatogré
ffa de liquidos (esquema 2), por otra parte, el disolvente
"en el que se reconstituye el residuo, una vez evaporada la
muestra es diferente (disulfuro de carbono para:-analizar en
‘cromatbgrafo de gases y acetonitrilo-agua para cromatograffa
de lfquidos).

El esquema 3 muestra la metodologfa de extraccién em-
pleada para el tratamiento de muestras plasmiticas con bajas
concentraciones de prazicuantel. En esta técnica, compardndo
la con ia seguida en el esquema 2,.se puede observar que el
estindar se agrega a la muestra antes de la extraccién con

solventes.
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Esquema 2

1 ml de plasma
1 ml de NaOH pH = 13

Extraccifn con 3 ml de
acetato de etilo-éter
isopropilico
Agitacidén mecénica 10 minutos
Centrifuqacién 1500 rpm 10 min.
Lavar la fase orgdnica
con 3 ml de buffer
Agitaci6bn mecédnica 10 minutos
Centrifugacibén 1500 rpm 16 min.
‘Secar la fase orgénica '
con Nazso4

Centrifugar a 1500 rpm 10 min.

Evaporar a sequedad en

bafio marfa.Reconsti-

tuir con 50 pl de aqua-

acetonitrilo contenien-
do el esténdar

Agitacibn en Vortex

Andlisis en cromatografia
de lfguidos R

Técnica empleada para la extraccién de prazicuantel e~ vlas
ma (concentracién de muestras: 10,,8, 4, 2 y 1 ug/ml).
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Esquema 3

1 ml de plasma
50 microlitreos de estdndar interno
Equilibrar i5 minutos
1 ml de NaOH pH = 13
Extraccién con 3 ml de
acetato de etilo-&ter
isopropilico

Agitacidén mecdnica 10 minutos
Centrifugacién 1500 rpm 10 min.

Lavar la fase org&nica
con 3 ml de buffer

Agitacidn mecdnica 10 minutos
Centrifugacién 1500 rpm 10 min.

Secar la fase orgédnica

con NaZSO

Centrifugar a 1500 rpm 10 min.

Evaporar a seguedad en
bafio marfa. Reconsti-
_tuir con 50 ul de agua-

acetonitrilo

hgitacidn en Vortex

Andlisis en cromatogra
fia de lfquidos

" mgcnica empleéda para la extraccién de prazicuantel en plas.
‘ma  (concentraciones de las muestras: 2, 1, 0.5 y 0.25 ug/
ml). A :
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2.6, Condiciones Cromatogr&ficas

Columna: longitud 30 cm, di&metro externo 5 mm

Fase estacionaria: Lichrosorb RP-18 (octadecil sila-
no) , tamafio de particula 10 micras

"Fase mévil: mezcla de agua-acetonitrilo (1:1, v/v)

Flujo: 1.5 ml/min »

Longitud de onda: 217 nm

Velocidad de la carta: 10 mm/min
‘3. PRUEBAS DE ESTABILIDAD EN PLASMA

Para investigar la eétabilidad de prazicuantel en
plasma durante su almacenamiento se prepar6 la sigﬁiente so-
lucidn:

300 microlitros de una solucién de concentracidn de
1 mg/ml se colocaron en un matraz volumétrico de 25 ml, el
cual se afors con plasma. De la solucidn resultante se toma-
ron alicuotas de 5 ml y se guardaron en tubos tapados (tapén
de rosca) y protegidos de la luz (envueltos en papel alumi-
nio} a temperatura de -10°C..

Los tubo§ descritos anteriormente, fueron analizados
alao, 1, 2, 3 y 42 semana de su preparacibn utilizando la
metodoldgia de extraccién indicada en el esquema 2 (seccién
IX1.2.5.}).

Las muestras se prepararon a partir de 1 'ml de plazma



39

previamente alcalinizado, adicionando una mezcla de disolven
tes, se agitl suavemente y se separaron las fases por centri
fugacifn. lLa fase orgénica se lavS con una solucién amorti-

guadora, para la eliminacién del &lcali, el extracto se secd
y se evapor6. El residuo se reconstituy® con agua-acetonitri

loy ée analiz6 por cromatograffa de liquidos.
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-APITULO IV
RESULTADOS

1. DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN
PLASMA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA

DE GAS-LIQUIDO

Bajo las condiciones cromatogr&ficas propuestas (se-
ccidn IXI.1.6.) se obtuvo que la concentracidén minima detec-
table, después del tratamiento de las muestras corresponde a
0.5 pug de prazicuantel por ml de plasma.

Las figuras 1 y 2 muestran cromatogramas tfipicos obte
nidos en el andlisis de muestras plasmdticas, en los cuales
se obserﬁd que el prazicuantel tiene un tiempo de retencidn
de 9.7 minutos y el estédndar interno de 14.53 minutos, bajo
las condiciones de temperatura constante en la columna (se-
ccién III.1.6.). Los tiempos de retencidn de prazicuantel y
estidndar fueron de 12.9 y 17.8 minutos respectivamente utili

zando temperatura programada.

1.1. Linealidad

La linealidad se determind preparando cuatro curvas

de calibracifén de prazicuantel en plasma, a concentrabiones
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos al analizar A = blanco
plasmidtico, B = muestra nlasmitica con prazicuantel. En am-
bos se utilizd cromatografia de gases con temperatura-de co
lumna constante (250°C). I = prazicuantel II = colestersl
III = estdndar interno. Castillo 166t
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Pigura 2. Cromatogramas obtenidos al analizaxr: A = blanco
plasmltico, B = muestra plasmidtica con prazicuantel, En am-
bos casos se utilizé temperatura programada. I = prazicuan-~
tel II = colesterol III = estdndar interno Castillo 19,
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de 8, 4, 2 vy 1 uyg/ml, de acuerdo a la seccién III.1l.5.. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla V.

La representacién grdfica de los resultados (figura 3)
muestra que astos se encuentran sobre una lfinea recta, el
coeficiente de correlacidn (r) es un valor cercanoc a 1, lo
que indica que el método empleado es lineal en el intervalo

de concentracién de 1 a 8 pyg de prazicuantel por ml de plas-

ma.
Tabla V
. Concentracifdn de Relaci6n de &dreas Coeficiente de
- prazicuantel prazicuantel/est. variacifn es~
(ug/ml) ' (EEM) tandar (%)
1 0.269 (0.016) 5.948
2 0.557 (0.033) 5.924
4 0.885 (6.042) 4.746
8 1.934 (0.069) © 3.568
£ = 0.996 I=0.034 m = 0.234

» promedio de log resultados obtenidos a partir de cuatro cur-
vas estidndar de prazicuantel. Las dreas se determinaron me-~

diante triangulaciéh. (EEM& = Brror estéindar medio.
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1.2. Determinacién de la Concentracién Real y Porciento

de Extraccién de Prazicuantel en Plasma.

Se prepararon cuatro curvas de prazicuantel en aceto-

na, con 8, 4, 2 y 1 ug/ml, posteriormente se evapord el sol-

vente en bafo marfa. Los resultados se encuentran en la ta-

blq VI.

Concentracién de

Tabla VI

Relacién de Areas

Coeficiente de

prazicuantel prazicuantel/est. variacién es--
(kg/ml) (EEM) t4ndar (%)
1 0.356 (0.0;5) 4.213
2 0.696  (0.029) 4.167
4 1.044 (0.036) ‘3.448
8 2,332 (0.066) 2,830
r = 0.994 I =0.067 m = 0.227

2romedio de los resultados obtenidos a partir de cuatro cur-

v3as estdndar de prazicuantel en acetona. (EEM) = Error estin

Gar medio.



46

Con el fin de calcular el rendimiento en la extra-
ceidén utilizada se elabor$ la tabla VII, en la cual se pre-
sentan los datos obtenidos en el tratamiento de muestras
plasmiticas y evaporadas.

Las curvas de calibracién obtenidas utilizando la me-
todologfa de extraccién en plasma'con respecto a muestras

evaporadas en acetona se muestran en la figqura 3,

Tabla VII
Concehtracién de Promedio de Promedio de Extra-~
prazicuantel mtas. plas- mtas. evapo ccidn
(Hg/ml) : : maticas radas (%)

1 0.269 ‘ 0.359 75.562

2 0.557 0.696 80.029

4 0.885 1.044 84.770

8 1.934 2.332 82.993

Promedio = 80.823% Error estdndar medio = 2,007 & .

Rendimiento en la extraccién de prazicuantel en plasma.
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1.3, Coeficiente de Variacién en la Extraccién

El coeficiente de variaci®n esténdar en la extracci6n
se determiné preparando por cuatriplicado muestras con 8, 4,
2 y 1 yg de prazicuantel por ml de plasma, bajo las condicic
nes descritas en la seccién III.1.5..

Los c&lculos se efectuaron, para cada concéntracién,

utilizando la relacifn siguiente:

- Errér estindar medio X 100
estindar Media aritmética

Coeficiente de variacidn

En los resultados {tabla V}, muestran un coeficiente de
variacién entre 5.948 y 3.568%, en este intervalo de concen-

traciones.

2. DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN
PLASMA UTILIZANDO CROMATOGRAFIA
DE LIQUIDOS A ALTA PRESION

Bajo las condiciones cromatogrdficas que sefiala la se
-ecibn III}Z.G., se obtuvo gue la concentracidén mfnima cetec-

tablé, después del tratamiento de las muestras corresponde a
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0.125 ug de prazicuantel por ml de plasma.

En la figqura 4 se presentan los cromatogramas tIpicos
obtenidos al analizar muestras plasmdticas, observandose un
‘tiempo de retencidn de 5.86 minutos para el prazicuantel y

de 7.11 minutos para el estdndar interno.
2.1, Linealidad

Con el £in de deterﬁinar si la relacidn entre concen-
tracién y relacidn de &reas era lineal se elaboraron cuatro
curvas de calibraciSn en el intervalo de concentracién de 1
‘a 10 ug/ml de acuerdo al esquema 2 (seccidn III.2.5.). En la
tabla VIII se muestran los resultados obtenidos.

Los datos presentados en la tabla VIII se muéstran
graficamente en la figura 5.

Por otra parte, se détermind la linealidad del método
enmpleando muestras plasmiticas de concentracién de 2, 1, 0.5
y 0.25 ug/ml, de acuerdo al esquema 3 (seccifn IIT.2.5.). La
tabla XI muestra los resultados obtenidos y son graficados

en la figura 6.
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos utilizando cromatograffa

de lfiquidos a alta presibén. A =
tra plasm&tica con prazicuantel.
téndar interno.

blanco plasmdtico B = mues
I = prazicuantel IIXI = es-~
Castitlo 1984,
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Tahla VIII.

Concentracién de Relacidn de Areas Coeficiente de
prazicuantel prazicuantel/est, -~ variacién es~
{ug/ml) (EEM) tandar (%)
1 0.348 (0.030) B.621
2z - 0.642  (0.052) 8.100
8 1.188  (0.065) 5.471
- 8 ) 2.083 (0.092) 4.417
10 2.971 (0.085) 2.861

r = 0.994 I = 0.063  omo= 0.277

Promedio de los resultados obtenidos a partir de cuatro cur-
vas de calibracitn de prazicuantel en plasma.

(EEM) = Exror estdndar medio
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Figqura 5. Grafica promedio de la relacién de dreas (prazi— -
cuan:el/estandar)(iEEM)fcon respecto a la concentracién de
prazieunantel, utilizando cromatograffa de liquidos. Castiléo

’ 1984,
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cuantel/estdndar) (tEEM) con respecto a la concentracif: de

‘prazicuantel, empleahdo cromatografia de liquidos y estan~
dar interno (tabla XI). Castillo 1984,
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2.2. Determinacién de la Concentracién Real y Porciento

de Extraccibn de Prazicuantel en Plasma.

Se prepararon cuatro curvas de calibracién de prazi-
. cuantel en acetona, en un intervalo de concentracién de 1 a
' 10 ug/ml, posteriormente se evaporé el solvente en bafio ma-
rfa. Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla.Ix Yy

gréficamente en la figura 5.

-Tabla IX
Cbncentraciﬁn de Relacidén de &reas Coeficiente de
~ prazicuantel prazicuantel/est. variacién es-
(ng/ml) : ' (BEM) ' tdndar (%)
1 0.396  (0.020) 5.051
2 0.712  (0.017) 2.388
4 1.459  (0.034) 2.330
8 2,629 (0.057y 2,168
10 3.736 (0.097) 2.596
“r = 0.995 ‘ I = 0.004 m = 0.356

Promedio de los resultados obtenidos a partir de cuatro cur-
vas estédndar de prazicuéntel en acetona (EEM) = Error estdn-

dar medio.
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Con el fin de calcular el rendimiento en la extraccifn
se elabox6 la tabla X, en la cual se presentan los datos ob-

tenidos en el tratamiento de muestras plasmdticas y evavora-

das.
Tabla X
Concentracién de Promedio de Promedio de Extra-
. prazicuantel mtas. plas-~ mtas. evapg ceidn
A{ug/ml) - miticas radas (%)
1 0.348 0.396 87.878
2 0.642 0,712 90.168
4 1.188 1.459 81.426
8 2.083  2.629 79,232
10 2.971 3.736 79.524
Promedioc = 83.646% Brror estdndar medio = 2.257%

Rendimiento en la extraccidn de prazicuantel en plasma,

2.3. Coeficiente de Variacién en la Extraccioén

El coeficiente de variacién estdndar en la extrac..dn

se determind preparando por cuatriplicado cada una de las
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concentraciones: 10, 8, 4, 2 ¥y 1 ug/ml de prazicuantel en
‘plasma de acuerdo al esgquema 2 (seccifén III.2.3.). Los resul
tados se,muestran'en la tabla VIII (seccidén IV.1.3.).

Los coeficientes de variacién estdndar de prazicuan-
tel en plasma de 1 y 2 ug/ml fueron grandes, por lo que se
modificd la metodologia de extraccibn utiiizéndose para con-~
centraciones mds pequefias (tales como 0.25, 0.5, 1 y 2 ug/ml)
la reportada en el esquema 3 (seccifén IIXT.2.5.).

Lbs resultados obtenidos al analizar por cuatriplica-

do cada concentracifn aparecen en la tabla XI.

Tabla XI
Concentracidn de Relacién de dreas Coeficiente de
prazicuantel k prazicuantel/est. variacidén es~
(ng/ml) o (EEM) } tédndar (%)
0.25 0.260  (0.017) 6.538
0.5 " 0.642  (0.031) © 4.829
1.0 ~ 1.263  (0.061) 4.830
2.0 . 2.726 (0.091) ‘ 3.338
r = 0.9995 I = -0,089 m = 1.399

Valores promedio de la relacidh de dreas obtenidas al anali-
_ zar cuatro curvas de calibracién de prazicuantel en plasma,
agregando el esté@ndar antes de la extraccién del f£drmaco con

solventes.
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3. PRUEBAS DE ESTABILIDAD EN PLASMA

En el estudio de estabilidad de prazicuantel en plas-
ma se analizaron muestras que se mantuvieron en congelacién
y protegidas de la luz a la 0, 1, 2, 3 ¥y 42 semana de su pre
paracibn (seccif6n III.3.), los resultados obtenidos se en-

cuentran en la tabla XII.

Tabla XII
Tiempo ' Concentracitn de prazicuantel en
(semana) - plasma (ug/ml)
0 10.494 12.055 11.005 10.966 10.560
1 : 10.571 11,209 11.240 10.977 11.621
2 10.517 10.252 - 11.415 10.717 10.725
3 10.040 10.912 10.815 11.249 11.004

4 11.287 10.630 10.842 11.228 10.803

Concentraciones plasmiticas de prazicuantel en el estudio
de estabilidad. Las muestras se analizaron por cromatografia
de liquidos bajo las condiciones indicadas en la seccifn

I1I.2.6,
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CAPITULO V

DISCUSION IE RESULTADOS

Linealidad

El método de cromatografia de gases utilizado para la
cuantificacién de prazicuantel en plasma, presentd una lineg
lidad satisfactoria en el intervalo de concentracién de 1 a
8 ug/ml, con un.coeficiente de correlaci6n de 0,9965 (figura
3), el cual es estadisticamente significativo para el nﬁmero
de parejas de datos.

En la representacifn gr&fica de los resultados obteni
dos por ctomatoqrafia de lfquidos (figura 5) utilizando es-
tadndar externo muestran que estos datos se encuentran sobre
una linea recta, el coeficiente de correlacitn (0.994) es un
valor cercano a 1, indicando que el método empleado es lineal
en el intervalo de concentraciénlde 1 a 10 ug de brazicuaﬁ-
tel porxr mlldevplasma.

El método de cromatografia de liguidos utilizando es-
t&ndar interno, present®d una linealidad satisfactoria en el
intervalo de concentracién de 0.25 a 2.0 pg de prazicuantel
por ml de plasma, con un coeficiente de correlaci6n de 0.9995

(figura 6).
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Repetibilidad

En la tabla V (secci6n IV.1l.l.) se presentan los valo
res promedio de relacién de 4dreas, error estdndar medio vy
coeficiente de variacibn esténdar en el intervalo de concen-
tracidn estudiado, para el método de cromatografia de gases
en el cual se puede observar gue el coeficiente de variacifn
estindar mds alto es de 5.948%,

- Los valores obtenidos para cromatografia de lfiquidos
utilizando estédndar externok(tabla VIII) nos muestra que el
coeficiente de variacién estdndar a concentraciones pequenas
es alto, lo cual nos indica que el método a 1 y 2 ug de pra-
zicuantel por ml de plasma no es lo suficientemente preciso
para estudios biofarmacéuticos y farmacocinéticos regqueridos.

Con el fin de mejorar el coeficiente de variacibn, se
modificé la metodologfa de extraccibn, utilizando esté&ndar
interno para el tratamiento de las muestras a concentracio-
nes bajas de prazicuantel en plasma, en la tabla XI (seccifbn
Iv.2.3.) se presentan los valores promedio de relacién de
dreas, error estfndar medio y coeficiente de variacién estén
dar en un intervalo de 0.25 a 2.0 pg/ml; el coeficiente de
variacidn esténda# mds alto es de 6.538%.

Todo lo anterior nos indica que los métodos se encuen
" tran dentro de los limites de aceptacién (coeficiente de va-

riaci6n estdndar ¢ 10%).
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Concentracién minima detectable

En el método de cromatograffa de gases utilizado para
la cuantificacién de prazicuantel en plasma, se pudo detec-
tar una concentraci6n minima de 0.5 pg/ml, mientras gque en

cromatograffia de liquidos una de 0.125 Hg/ml.
Sensibilidad

Al analizar los resultados obtenidos en las pendientes
de las g;éficas (tablas V y XI) en cromatograffa de gases
(0.234) y liquidos (1.399) se pudo observar que la cuantifi-
cacién de prazicuantel en plasma es seis veces mds sensible

en cromatograffa de 1iqhidos gque €n gases.
Selectividad

ﬁe acuerdo a los cromatogramas obtenidos (figuras 1 y
2; seccién IV.1.), el m&todo de cromatografia de gases pre-
senté el problema de registrarse el colesterol presente en
" plasma, con un tiempo de. retencién muy cercano al del estén-
dar, por esta raz6n se utiliz6 en el andlisis de las mues-
tras plasmidticas temperatura programada, mejorando asi la re
solucidn de estos dos compuestos.

En la figura 4 se presenta un cromatograma tipico ob-
tenido en el andlisis de muestras, en el cual se puede obser

/vaf, que en cromatograffa de liquidos no se registran com-
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puestos enddgenos del plasma que interfieren en la deterxmina
cibn dé prazicuantel,

Asimismo, se puede observar que en los cromatogramas
correspondientes (figuras 1, 2 y 4) ambos métodos presentan

gran selectividad.

Tiempo de andlisis

El tiempo de andlisis para las muestras en cromatogra
fia de gases fué de 20 minutos, mientras que en cromatogra-

fia de liquidos fué de 10 minutos.
Rendimiento en la extraccién

En las tablas VII y X (secci6n IV.1.2. y IV.2.2.) sé
presentan los resultados ael rendimiento en la e#traccién‘de
praziéuantel en plasma para cada concentraci6n utilizando
' crdmatografia de gases y iiquidos respectivamente,

Una prueba de contraste de hipStesis para los prome-
dios obtenidos en el rendimiento en la extraccifn (tabla
XIIT), nos indica con el 95% de confianza, gque no existen di

ferencias en los resultados utilizando ambos métodos.
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Tabla XITI1I
Método analf % de recupera-~ tcal ttablas
ticeo cién (EEM)
Cromatograffa 80.823 (2.007) 0.907 2.375
de gases
Cromatograffa _ 83.646 (2.257)

de liquidos

Evaluacién estadistica del rendimiento en la extraccién de
prazicuantel en plasma utilizando cromatografia de gases y

liquidos.

Con el fin de determinar si los m&todos de crométogri
fia de gases y liquidos eran adecuados para estudios de regf
menes de dosificacién de prazicuantel en pacientes con cisti:
cercosis cerebral, se trataroh muestras plasmdticas obteni-
das durante el tratamiento de estos enfermos. La cuantifica-
cibén del f&rmaco se pudo realizar dnicamente por cromatogra-
ffa de liquidos ya que las concentraciones de prazicuantel
en plasma fueron menores que la'concenﬁracién minima detec-

table en cromatograffa de gases.,
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Fluorometria

‘Se realizaron determinaciones de prazicuantel en plas
ma utilizando el mé&tedo de Pﬁtter27; debido al gran nmero
de variables qué interfieren en el proceso} no fué posible
validar esta metedclogfa analftica, observdndose, por ténto,

una irreproducibilidad de los resultados.
Pruebas de estabilidad en plasma

Para deﬁerminar la estabilidad de prazicuantel en
plasma, en'los resultados obtenides de las muestras almﬁceng
das durante cuatro semanas (tabla XII), se efectud un andli-
sis de varianza que se presenta en la tabla XIV,'en la cual
se puede observar que el valor calculado de F es menor que
el valor de F en tablas, lo que indica que no existen dife-

rencias estadisticamente significativas en las concentracio~

nes de prazicuantel en plasma durante cuatro semanas.



Tabla XIV

Fuente de . @grados de Suma‘de Cuadrado Fcal Ftab
variacidn libertad cuadrados medio
Entre se- 4 0.654 0.163  0.237  2.87
manas
Dentro de 20 13.820
las sema~
nas
Total’ 24 ©14.474

Anidlisis de varianza para concentraciones de prazicuantel en

plasma obtenidas en diferentes semanas (estudio de estabili-

dad) .



CAPITULO VI
CONCLUSIGONES

En la evaluacién de mé&todos analfticos para cuantifi-
car prazicuantel en plasma se utilizaron fluorometr[a; croma
tograffia de gas-liquido y cromatograffa de lfquidos a alta
presién.

Los par@metros gque se tomaron en cuenta para desarro-
llar estos métodos fueron: linealidad (coeficiente dé corre-
lacién}, sensibilidad, repetibilidad (coeficiente de varia-”
cién estdndar), selectividad y concentracibn minima detecta-
ble. -

Se determin6 que los métodos m&s aceptables en las
condiciones de laboratorio, son cromatograffia de gases y 1I-
guidos. Al comparar leos resultados obtenidos en la cuantifi-
‘cacibn de prazicuantel en plasma utilizando los métodos ante
riores, se observd que no existen diferencias estadfsticamen
te significativas entre ellos en el intervalo de concentra-
cibn de 1 a 8 yg/ml; sin embargo, a concentraciones mis pe-
quehas existen problemas de sensibilida& en cromatografia de
gases, por lo que se propone utilizar, en el andlisis de
muestras plasmfticas, un detector mds especifico como es el
de ifonizacién de flama aicalina, en donde el m&todo de cfn4r

mafografia de gas=-liquido presentaria mayor sensibilidad que
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el de liquidos a alta presién.

Con respecto al costo del andlisis de las muestras,
se determinS que es mds econbmico, bajo las condiciones pro-
puestas, trabajar con cromatograffa de gases que con ligqui-
dos.

Asimismo, se encontr{ gque prazicuantel en plasma, es
gstable durante cuatro semanas mantenié&ndose en congelacitn
a =10°C y protegido de la luz.

Por otra parte, se probS la metodologfa de extraccién
de prazicuantel en plasma utilizando estédndar interno y ex-—
terno. Al comparar los resultédos obtenidos se observS que
el método presenta mayor repetibilidad si en la preparacién
de las muestras plasmiticas se trabaja con est&ndar interno.

En bhase a los resultados encontrados en este traba‘jo
se sugiere para el desarrollo de estudios farmacociné&ticos,

dé bicdisponihilidad y bicequivalencia de prazicuantel en hu

- manos se utilice el método de cromatografia de liquidos debi

do a su versatilidad, facilidad y rapidez.
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APENDICES
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